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DESCRIPCION
Determinacion de las caracteristicas de calidad en cultivos agricolas y horticolas

La invencion se refiere a la determinacion de marcadores de las caracteristicas de calidad y, en relaciéon con los
mismos, la determinacién del tiempo de recoleccion éptimo y/o el recorrido éptimo posterior a la recoleccion de
productos agricolas y de horticolas por medio de técnicas de biologia molecular.

La determinacion de la calidad de productos frescos agricolas y horticolas es cada vez mas importante para los
productores, la industria y los consumidores. La toma de conciencia de la importancia de la calidad aumenta de
forma perceptible. Se han establecido requisitos rigurosos con respecto a la frescura, las caracteristicas exteriores,
el olor y el sabor del producto comestible. Con el fin de garantizar la calidad lo mas posible, la industria ha
introducido los sistemas denominados de “seguimiento y rastreo” en la cadena de produccién. Con el fin de cumplir
estos requisitos mas rigurosos se optimiza el recorrido posterior a la recoleccion. Como resultado, las condiciones de
transporte y almacenamiento cambian constantemente. Por tanto, los sistemas de pruebas que permiten la
determinacion objetiva de las caracteristicas de calidad (parametros de calidad) son una absoluta necesidad para
determinar la calidad, declarar expectativas sobre la calidad futura o mejorar la calidad.

La calidad es una combinacion de factores de calidad duros (se pueden medir facilmente) y blandos (mas dificiles de
medir y a menudo aparentemente subjetivos). Los factores blandos, tales como la extension del dafio, el gusto, el
olor o el aroma, la condicién y la salud y el contenido de las alteraciones, en ocasiones se pueden determinar
simplemente de forma subjetiva, pero suelen ser dificiles de cuantificar. Los factores duros, tales como el color, la
acidez (pH), la firmeza, el contenido en azucar, el tamafio o la longitud y el peso, a menudo se pueden determinar
adecuadamente de forma cuantitativa. Algunos factores de la calidad, como el estado de latencia (profundidad del
reposo) o la etapa de desarrollo solo son duros si se pueden medir cuantitativamente en base a, por ejemplo,
marcadores moleculares que son determinativos de una etapa especifica o de un estado especifico. Los factores
blandos solo son utiles si se les puede vincular a una escala cuantitativa. Esto se puede realizar, por ejemplo,
estableciendo una comparacién del parametro de calidad con una serie de referencias, por ejemplo una referencia
de buena calidad que se fija en 100% y una referencia de mala calidad que se fija en 0%. Por consiguiente,
determinando un valor relativo con respecto a las referencias se obtiene una escala semicuantitativa para el valor de
calidad de dicho parametro. Los procedimientos en el mercado libre determinan, para los parametros de calidad
tanto blandos como duros, qué intervalo de valores es aceptable para ese parametro de calidad especifico y para
ese producto agricola u horticola especifico.

La calidad del producto se determina fundamentalmente mediante mas de un parametro de calidad y a menudo
mediante muchos. No es preciso que en un momento concreto de tiempo, después de un tratamiento concreto
posterior a la recoleccién, los valores de los diferentes parametros de calidad estén todos en el intervalo 6ptimo
determinado para dicho producto. Por ejemplo, un sabor éptimo no tiene que ir de la mano de un peso 6ptimo o un
color 6ptimo. A menudo, la calidad total del producto es un compromiso de todos los valores de los factores de
calidad. Es mas, la calidad del producto depende del mercado deseado o del momento del afio. Un producto se
puede comercializar localmente de modo que son mas relevantes otros factores de calidad que cuando el producto
se almacena o se transporta. Asimismo, el intervalo que se considera 6ptimo para un parametro de calidad puede
ser diferente. No obstante, por parametro de calidad, se puede indicar un intervalo de valores que se puede
considerar 6ptimo para esa situacion especifica. No obstante, estos no son necesariamente los valores mas éptimos
en otra situacion, ya que la calidad total del producto viene determinada por varios factores de calidad. En una
situacién especifica, un parametro de calidad concreto puede obtener una puntuacién menor en cuanto que en una
situacion concreta otro parametro es mas importante, por lo que el valor mas éptimo del primer parametro no se
puede efectuar en el mismo momento en el tiempo.

El recorrido posterior a la recoleccion tiene una gran influencia sobre los diferentes parametros de calidad. El
recorrido posterior a la recoleccion puede ser muy diverso segun el tipo de producto agricola u horticola, la
localizacion de la produccion y/o la localizacion del mercado. Ademas, puede ser que el producto agricola u horticola
se recolecte durante un periodo concreto del afio y se venda en otros periodos durante el afio, por lo que la duracién
del recorrido posterior a la recoleccion también varia. En el recorrido posterior a la recolecciéon pueden estar
implicados muchos tipos de almacenamiento, que varian desde el almacenamiento a temperatura ambiente,
almacenamiento a temperatura reducida y, en ocasiones, incluso en ultracongelacién. El almacenamiento o
conservacion puede implicar almacenamiento/envasado a atmodsfera modificada/controlada, se pueden afadir
inhibidores, tales como sustancias que contrarrestan la accion de ciertas hormonas vegetales. Todas estas medidas
y condiciones en el recorrido posterior a la recoleccion afectan a los parametros de calidad del producto agricola u
horticola. Ademas, para diferentes cultivos de un producto agricola u horticola pueden ser relevantes diferentes
parametros de calidad o los valores 6ptimos pueden ser diferentes. El tiempo éptimo de recoleccién de un producto
agricola u horticola depende considerablemente del recorrido posterior a la recoleccion y del parametro de calidad
que se esté considerando. Por tanto, para un producto especifico, la ventana de recoleccion éptima (el periodo de
tiempo durante el cual el producto recolectado proporciona los valores mas 6ptimos para un parametro de calidad
concreto) en relacion con un parametro de calidad depende del recorrido posterior a la recoleccion que se va a
escoger y de los criterios fijados por el mercado. Por consiguiente, en lo que respecta a la calidad total del producto
0 a un parametro de calidad especifico, no hay nada que sea una ventana de recoleccioén 6ptima para todas las
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situaciones. Por tanto, la ventana de recoleccion éptima se deberia determinar de una situacion a otra y, asimismo,
de un producto (variedad cultivada o variedad) a otro (variedad cultivada o variedad). Por consiguiente, para el
control de calidad es vital que se puedan predecir los parametros de calidad mas importantes después del recorrido
posterior a la recolecciéon en el momento o la recoleccién o durante el recorrido posterior a la recolecciéon. A
continuacion, en base a esta prediccion se puede determinar cual es la ventana de recoleccién 6ptima para un
producto agricola u horticola especifico en un momento dado para una situacion dada.

Para el producto especifico fruto, se distinguen dos tipos de maduracién de la fruta: el fruto que madura con la
hormona etileno producida por la propia planta (fruto climatérico) y el fruto que es mas o menos independiente de
ella (fruto no climatérico). No obstante, en estudios recientes parece que esta division es arbitraria, ya que algunos
tipos o variedades de frutos no cumplen esta clasificacién y toman una forma intermedia (Golding y col., 2005,
Stewart Postharvest Review 3:5). Durante la maduracion, para los tipos de frutos climatéricos, hay un momento en el
que realmente comienza la produccion de etileno. El momento justo anterior a este, el preclimaterio, es, en términos
fisiolégicos, el momento 6ptimo de recogida. Sin embargo, este momento no necesariamente coincide con el
momento 6ptimo para los parametros de calidad comercial, tales como, por ejemplo, el tamafio del fruto, el dulzor
deseado y el color. Si por estos motivos comerciales se prefiere un momento de recogida mas tardio, tiene
consecuencias directas sobre el mantenimiento de la calidad y el mantenimiento de la duracion. En el caso del fruto
no climatérico, actualmente el momento de la recogida viene determinado por, principalmente, parametros de
calidad comercial.

Después de recoger el fruto, generalmente se necesita algun tiempo para que el fruto esté maduro para su venta, es
decir para que pueda ser consumido por el consumidor. Se necesita una gran parte de este tiempo para el
transporte a un lugar en el que se procesa el fruto (p. €j., se envasa) y para el transporte desde ese lugar a los
puntos de venta, por ejemplo el salén de ventas, y de ahi al minorista. Este es especialmente el caso si el fruto se va
a transportar de un continente a otro, por ejemplo en el caso de las frutas tropicales. No obstante, durante este
tiempo, el proceso de maduracién continia y a menudo sucede que la fruta cuando esta lista para venderse esta
demasiado madura o, por el contrario, no esta lo suficientemente madura para venderse. En el primer caso, la fruta
no se puede vender o se puede vender a un precio mas bajo, en el segundo caso la fruta se almacena hasta que ha
madurado suficientemente. Por consiguiente, en ambos casos se sufren pérdidas econémicas. El recorrido posterior
a la recoleccién también influye considerablemente sobre el desarrollo de caracteristicas negativas de la calidad, por
ejemplo alteraciones tales como “hueco y marrén” o “cuellos débiles” en algunas variedades de pera.

Por consiguiente, el tiempo de recoleccién adecuado dependera de los parametros comerciales y el tiempo posterior
a la recoleccion requerido para procesar y transportar la fruta. Sin embargo, el estado de la planta (tamario,
afectacion por la enfermedad) y las condiciones climatolégicas durante el desarrollo de la fruta (temperatura,
cantidad de luz solar) o las condiciones del cultivo (por ejemplo, la extension de la fertilizacion) son determinantes de
los parametros tanto fisiologicos como comerciales. Por consiguiente, nunca se puede dar un tiempo de recoleccion
optimo para todas las situaciones. Ademas, la determinacién del tiempo de recoleccion 6ptimo es de gran
importancia para el agricultor en relacion con la planificacién y despliegue de personal. Dado que en algunos casos,
el responsable del desarrollo de alteraciones durante o después del almacenamiento no es el recorrido posterior a la
recoleccion sino la historia anterior de la fruta, es de gran importancia poder medir dichos parametros de forma
objetiva.

La maduracién de la fruta viene determinada por la degradacién de la clorofila y la acumulacion de pigmentos, el
ablandamiento mediante cambios de textura producidos principalmente a la degradacion de las paredes de las
células, cambios en la acumulacion de diferentes azucares y acidos organicos, de los que estos ultimos determinan
principalmente el gusto y la produccion de sustancias volatiles que proporcionan el aroma. Se evalla una fruta como
“madura” si se encuentra en el estado en el que ha alcanzado un desarrollo suficiente de modo que tras la
recoleccion y el posterior tratamiento la calidad sea, al menos, minimamente aceptable para el posible consumidor
(Reid, M.S., 1992, en: Peaches, Plums and Nectarines: Growing and Handling for Fresh Market., LaRue, J.H. y
Johnson, R.S. (eds.), Univ. Calif. Dept. Agricult. Nat. Resourc. N° de publicaciéon 3331, 21 - 28). Para determinar este
momento y/o pronunciarse sobre la calidad prevista, se esta buscando un indice de madurez adecuado. Durante los
afios, se han propuestos diferentes caracteristicas de la fruta, a menudo externa, para que actuaran como tal.
Crisoto describe, para las frutas con hueso, el uso de los parametros “tamario y forma”, “dureza de la pulpa”,
“concentracion de los sélidos solubles”, “acidez” y “color” (Crisoto, C.H., 1994, Postharvest News and Inf.., 5(6):65N-
68N). Para las manzanas, Herrera menciona las caracteristicas "color basico”, “facilidad para coger”, “dureza de la
pulpa”, “concentracion de los sdlidos solubles”, “nimero de dias transcurridos desde la floracion”, “enrojecimiento” y
“color de las semillas” (Herrera E., 1998, hitp://cahe.nmsu.edu.pubs/ h/h314.html). No obstante, en la practica,
dichos procedimientos han demostrado no ser Utiles adecuadamente porque el respectivo indice de madurez no es
lo bastante preciso o el indice no tiene apenas algun valor predictivo con respecto a la calidad prevista para
determinados tipos o variedades de frutas.

Del producto especifico tulipan (Tulipa gesneriana), los bulbos se cogen en los Paises Bajos en primavera, en el
momento en el que la profundidad de la latencia se considera 6ptima. Si la recoleccion se retrasa indebidamente, el
suelo estara indebidamente mojado (por la lluvia), de modo que el riesgo de tener hongos aumenta
considerablemente y las maquinas ya no pueden entrar en el campo. Es muy importante determinar con precision
cual es la profundidad de la latencia en el momento de la recoleccién. La ventana de recoleccion la determina el

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2420836 T3

momento en el que la latencia es maxima y, en realidad, tiene solo un extremo dependiendo de las condiciones
climatoldgicas. El parametro de calidad que se ha de determinar en el momento de la recoleccién en este caso es la
profundidad de la latencia. La latencia 6ptima garantiza un tamario especifico del bulbo, de modo que se puede
obtener una longitud y espesor maximos del tallo de la flor tras el recorrido posterior a la recoleccion. Después de
que la profundidad de la latencia haya alcanzado el maximo, el tamafio del bulbo ya no cambia. La longitud y el
espesor del parametro de calidad del tallo de la flor dependen de la profundidad de la latencia en el momento de la
recoleccion; el momento 6ptimo, y asociados con el mismo, los mejores posibles valores de la calidad, se consigue
si la profundidad de la latencia es maxima. En el presente documento, el momento del oscurecimiento del pelo en el
exterior del bulbo se usa como indicador de que la profundidad de la latencia es maxima, pero en muchos casos
esto parece poco fiable. En el presente documento es muy importante un buen marcador molecular con el que
correlacionar el valor del parametro de calidad longitud y anchura del tallo de la flor y a partir del cual se pueda
obtener, en consecuencia, la profundidad de la latencia. En este caso, el recorrido posterior a la recoleccién para los
bulbos de tulipan consiste en almacenar a temperatura mas alta hasta que el punto de crecimiento en el bulbo ha
cambiado desde la fase vegetativa a la fase generativa. Después, los bulbos se almacenan a una temperatura
menor hasta que se ha alcanzado completamente la rotura de la latencia dependiente de frio. Por ultimo, se produce
el plantado del bulbo en tierra para maceta y su crecimiento (el tallo de la flor crece y, después, se produce la
floracion).

También son deseables pruebas moleculares para determinar cuando el bulbo tiene suficiente frio sostenido para
romper la latencia. Este es el momento en el que puede tener lugar el plantado. Una rotura insuficiente de la latencia
por un periodo de frio demasiado corto también da una calidad peor. El parametro de calidad de la longitud maxima
del tallo de la flor que puede alcanzar también es importante en el presente documento. También en el presente
documento, una vez mas un periodo de frio mas corto tiene como resultado una longitud menor del tallo de la flor. El
parametro de calidad a determinar en el recorrido final de la etapa posterior a la recoleccién es la extension de la
rotura de la latencia. Por tanto, el parametro de calidad eventual de la longitud (y espesor) maxima del tallo de la flor
en el tulipan depende de varios parametros de calidad durante el recorrido posterior a la recoleccién, siendo el
primero la profundidad de la latencia durante la recoleccién, después, la transicion completa del punto de
crecimiento en el bulbo de la fase vegetativa a la generativa y, por ultimo, la rotura completa de la latencia mediante
un periodo de menor temperatura. En otros cultivos de bulbos y de tubérculos, tales como lilas, dientes de ledn,
jacintos, fresias, cebollas, ajos y amarilis, se producen problemas comparables para los que se requieren
marcadores moleculares.

Para el producto especifico flores cortadas, el momento de recoleccion con respecto a la maduracion de la yema es
de importancia para determinar el parametro de calidad importante “la duracién de la vida en el florero”. Los
marcadores moleculares durante la recoleccion, y especialmente los marcadores implicados en el envejecimiento de
la flor y cuya extension de la expresion génica o de la concentracion de proteinas con la duracién de la vida en el
florero son buenos candidatos para usar en una prueba para la duracién prevista de la vida en el florero. Durante el
recorrido posterior a la recoleccion, el grado de estrés influye sobre la duracion de la vida en el florero. Para casi
todas las flores cortadas, incluidos el tulipan, la rosa, la alstroemeria, el lirio, la azucena, Dendranthema
(crisantemo), la gerbera, el clavel, la fresia, Cymbidium y Gypsophila, es importante predecir una prevision de la
duracion en el florero con marcadores moleculares.

Para el producto especifico, planta de maceta o planta de patio, el estrés tiene una influencia directa sobre el nivel
del proceso del envejecimiento de la hoja. El envejecimiento de la hoja esta relacionado directamente con el grado
de amarilleamiento de la hoja. En el caso de las plantas de maceta, con mucha frecuencia la recolecciéon no es la
misma que recolectar, por ejemplo, frutas, a menos que esto se produzca a través de los brotes, sino que la
recoleccion se caracteriza por la retirada de la planta de, por ejemplo, el invernadero, y el transporte al, por ejemplo,
salén. Ahora casi todas las plantas de maceta y de patio, incluidas Pelargonium, Petunia, Dendranthema
(crisantemo), Ficus, kalanchog, Dracaena, Phalaenopsis, Hedera, Begonia, Spathiphyllum, Hydrangea y Euphorbia,
es importante medir la calidad (relacionada con el estrés) con la ayuda de marcadores moleculares.

Para el producto especifico pepino, la fase de maduracion y el estrés tienen un efecto negativo sobre la calidad del
pepino. Uno de los factores de calidad (negativos) para el pepino es el amarilleamiento del pepino. Para otros
cultivos vegetales también, esta prevision de la calidad es de una gran importancia, por ejemplo para lechuga,
endivia, apio, tipos de repollo, tales como brécol, coliflor, col china, col roja y otros tipos de col, y achicoria. Para
cultivos vegetales que se venden en forma precortada, preenvasada o no preenvasada, es también de importancia,
después de cortar, medir el efecto del estrés sobre el envejecimiento mediante marcadores moleculares para
controlar de este modo la calidad del producto cortado.

Para el producto especifico uva, la composicién de las sustancias producidas en la uva en un momento concreto es
de gran importancia para la calidad del producto (vino, vino de Oporto, champan y similares). El parametro de
calidad del gusto de, por ejemplo, el vino de oporto se puede cuantificar mediante, por ejemplo, un panel de sabor.
La correlacion del gusto con el nivel de marcadores moleculares en el momento de la recoleccion, o durante el
recorrido posterior a la recoleccion, es importante reconocer la calidad del producto final ya en una etapa precoz.
Esto también es cierto para otros cultivos, como hierbas y especias, tipos especificos de bayas, por ejemplo olivas y
bayas de enebro, y otros productos agricolas u horticolas en los que la presencia de componentes determinantes del
gusto pueden determinarse mediante marcadores moleculares de mofo que la calidad del gusto del posible producto
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se pueda predecir.

Las técnicas de biologia molecular, tales como analisis del genoma y del transcriptoma, se han usado a gran escala
en los ultimos afos para investigar todos los tipos de procesos que desempefian un papel en la calidad del producto.
Por ejemplo, se han investigado adicionalmente los procesos implicados en la maduracion de la fruta y se han
realizado esfuerzos para identificar las enzimas que desempefian un papel en ellos (véase, entre otros, Golding J.B.
y col., 2005, Brummell, D.A., 2005, y Owino, W.O. y col., 2005, todos en: Stewart Postharvest Review 3:5). Los
resultados tratados en los articulos de revisién mencionados en lo que antecede se han usado principalmente para
influir en los diferentes procesos, entre los cuales el proceso de maduraciéon, por ejemplo creando plantas
transgénicas con sobreexpresion o expresion bloqueada de ciertos genes que codifican enzimas que supuestamente
desempefian un papel en el proceso. No obstante, hasta ahora, todavia no se han usado técnicas de biologia
molecular para predecir el valor previsto de un parametro de calidad o para determinar la ventana de recoleccion
6ptima para una situacién dada.

La invencion se refiere a un procedimiento necesario para identificar y aislar marcadores moleculares, genes o
proteinas, para los que el valor de la actividad génica o de la concentracion de proteinas, respectivamente, en un
momento concreto durante la recolecciéon o durante el recorrido posterior a la recoleccién se correlaciona con un
parametro de calidad especifico en un momento especifico, y el procedimiento para predecir después de la medicion
del valor de este marcador durante la recoleccién o durante el recorrido posterior a la recoleccion, el valor del
parametro de calidad durante la recoleccion, el recorrido posterior a la recoleccion o al final del recorrido posterior a
la recoleccion o la prevision de una situacion especifica.

Descripcion de las figuras

Fig. 1. Evoluciéon de la maduracién con el tiempo con la pera cv. Bon Chretien en cinco huertos. En el
diagrama se representa un valor medio de la totalidad de los marcadores usados (Bxyl, PG y peroxidasa
424/87) frente al tiempo en dias.

Fig. 2 a. Correlacion de la expresion génica del marcador 1 (PG1) durante la recoleccion y la dureza en el
mercado para la pera cv Bon Chretien. b. Correlacion de la expresion génica del marcador 6 (424/87)
después de un almacenamiento corto y la dureza en el mercado. En el eje x se indica la dureza al final del
almacenamiento (la presion en N/m? requerida para oprimir la fruta) y en el eje y se indica logaritmicamente el
nivel de expresion del marcador. La linea vertical indica el valor marginal de la dureza todavia aceptable para
el mercado al que esta destinada.

Fig. 3 a. Correlacion de la expresion génica del marcador 6 (Bxyl) durante la recoleccion y la dureza en el
mercado para la pera cv Forelle. b. Correlacion de la expresion génica del marcador 1 (PG1) tras el
almacenamiento corto y la dureza en el mercado. En el gje x se indica la dureza al final del almacenamiento y
en el eje y se indica logaritmicamente el nivel de expresion del marcador.

Fig. 4. Evolucién de la maduracién con el tiempo con manzana cv. Granny Smith en cinco huertos. En el
diagrama se representa un valor medio de la totalidad de los marcadores usados (Bxyl y PG) frente al tiempo
en dias.

Fig. 5 a. Correlacion de la expresion génica de Bxyl durante la recoleccion y la dureza en el mercado para la
manzana cv Granny Smith. b. Correlacion de la expresion génica del marcador Bxyl después de un
almacenamiento corto y la dureza en el mercado. En el gje x se indica la dureza al final del almacenamiento y
en el eje y se indica logaritmicamente el nivel de expresion del marcador.

Fig. 6. Evolucion de la maduracion con el tiempo con manzana cv. Golden Delicious en cinco huertos. En el
diagrama se representa un valor medio de la totalidad de los marcadores usados (Bxyl y PG) frente al tiempo
en dias.

Fig. 7. Correlacion de la expresion génica del marcador M8 (actina) después de un almacenamiento corto y la
dureza en el mercado. En el eje x se indica la dureza al final del almacenamiento y en el eje y se indica
logaritmicamente el nivel de expresion del marcador. La linea vertical indica el valor marginal de la dureza
todavia aceptable para el mercado al que esta destinada.

Fig. 8. Se obtuvieron muestras de la variedad cultivada de manzana Kanzi cada semana durante la
temporada 2006 y 2007. En el eje x se indica el nUmero de dias respecto al momento de recoleccion 6ptimo
(determinado con parametros fisioldgicos). En el eje y se indica el nivel de expresion de la beta-xilosidasa.

Fig. 9. Manzana cv. Kanzi, marcadores de la pulpa durante la recoleccién frente a la firmeza al final del
almacenamiento (EOS). La expresion del marcador se representa contra la firmeza de la manzana en
kilogramos. En el panel A para el marcador PG, en el panel B para el marcador beta-xilosidasa.

Fig. 10. Marcadores de la pulpa de la pera cv, Conferencia durante la recoleccion frente a la firmeza al final
del almacenamiento (EOS). La expresion del marcador se representa contra la dureza de la pera en
kilogramos. En el panel A para el marcador PG, en el panel B para el marcador beta-xilosidasa.
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Fig. 11. Expresion (en el eje y) de GAST en tulipan en relaciéon con el momento de recogida. En el eje x se
indica el nimero de dias desde el momento éptimo de la recogida. Se representa el patrén de expresion de
GAST en 4 afios de la cv Apeldoorn y la cv Prominence.

Fig. 12. Marcador de calidad para la duracién en el florero de la rosa. Expresion (en el eje x) del lipasa con
motivo GDSL en rosas con una duracion en florero de 5,7 dias y una duracion en florero de 8,0 dias. La
expresion del marcador es menor en las rosas de calidad de conservacion buena que en las rosas de calidad
de conservacién mala. La recoleccién es el momento directamente después de cortar, el almacenamiento es
a 4°C en agua, durante 1 dia y durante 4 dias.

Descripcion detallada de la invencién

A continuacioén se explica la invencion con detalle para determinar la prevision (o prediccion) de la maduracion y7o el
momento de la recoleccion de la fruta, en concreto de manzanas y peras. Naturalmente, la tecnologia general
también es util para determinar marcadores de caracteristicas de calidad y, relacionados con esto, determinar el
tiempo optimo de recoleccion de los productos agricolas y de horticultura aparte del fruto.

La maduracion del fruto es un proceso mediante el cual se degrada la clorofila y comienzan a formarse pigmentos,
mientras que el fruto pierde su dureza, mediante el cual se forman azucares y acidos organicos y mediante el cual
se forman sustancias aromaticas volatiles.

Estas actividades necesitan que ciertos procesos bioquimicos en las células de la fruta se enciendan o se apaguen.
Uno de los cambios mas estudiados en el metabolismo es la produccion y los efectos del etileno, que desempefa
una parte principalmente en las frutas climatéricas (por ejemplo, tomate, melén, manzana, aguacate, kiwi y platano).
En estas frutas, el etileno es un requisito previo para la maduraciéon porque actia como una hormona que puede
activar los factores de transcripcion que, a su vez, influyen sobre la expresion génica en la célula (la denominada via
de sefializacion del etileno).

Parece, inter alia, a partir de la presente invencion, no obstante, dichos genes inter alia implicados en la textura de la
fruta podrian, en principio, ser un parametro adecuado para determinar la prevision de la maduracion y el tiempo de
recogida adecuado para la fruta. No obstante, a partir de la bibliografia citada anteriormente y de los ejemplos que
se presentan a continuacion en el presente documento se puede concluir que es preferible examinar varios indices
de maduraciéon durante la maduracioén de la fruta. Los genes que estan implicados en los cambios en la dureza de la
fruta y que son aptos para la investigacion son, entre otros: 3-xilosidasa (Bxyl), poligalacturonidasa | y Il (PGl y PGII),
peroxidasa supuesta de la pared celular 424/87 (87), endotransglucosilasa de xiloglucano (XET), marcador M8 de la
actina, expansina y glucanasas tales como endo-f3-1,4-glucanasa, D-sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa dependiente
de NADP y/o alfa amilasa.

La esencia de la invencién es, primero, desarrollar una linea de calibracién para cada variedad, de modo que se
sigue la expresion de los genes mencionados anteriormente (con respecto a la maduracion de la fruta) u otros genes
(con respecto a otros parametros de calidad mencionados anteriormente en el presente documento) durante la
evolucion del proceso de maduracion. En el presente documento se puede determinar cual de los genes
mencionados anteriormente posee la mejor correlaciéon con una caracteristica de calidad después de este recorrido,
en otras palabras qué genes seran mejores determinantes de la prevision con respecto al valor de esta caracteristica
de calidad. Parece que durante la maduraciéon, en cualquier caso con algunas de las variedades de frutas
analizadas, como se muestra en los ejemplos, en un momento dado, diferentes genes dan la mejor correlacion con,
en este caso, la caracteristica de calidad dureza.

Determinacion de los perfiles de expresion de genes y proteinas.

Para obtener resultados y pruebas fiables es importante que la obtenciéon de la muestra se realice de un modo
reproducible. En el presente documento, “la determinacién de un perfil de expresion” de los genes se usa como es
habitual en el campo de la tecnologia y se refiere a un procedimiento para medir el estado transcripcional (ARNm) o
el estado traduccional (proteina) de uno o mas genes en una célula. Para aislar el ARNm y las proteinas de las
plantas se pueden usar protocolos estandar disponibles. En una serie de casos estos requeriran pequefias
modificaciones si el tejido tiene una pared celular muy espesa o contiene muchos azucares. Estos protocolos y
modificaciones son parte de los conocimientos del experto en la técnica. Dependiendo del procedimiento usado,
dichas mediciones pueden abarcar una determinacion amplia de genoma de la expresion, y también la medicion de
unicamente el perfil de la expresion de algunos genes, lo que tiene como resultado la realizacién de un “perfil de
expresion génica” o un “perfil de expresion”, términos que se utilizaran como tales a continuacion. Un “perfil de
expresion” comprende uno o mas valores que estan relacionados con una medicién de la presencia relativa de un
producto de expresion génica. Dichos valores comprenden mediciones de los niveles de ARN o las concentraciones
de proteinas. Por tanto, el perfil de expresion puede comprender valores que representan la medicion del estado
transcripcional o del estado traduccional del gen. Con respecto a esto, se hace referencia a las patentes de EE.UU.
N° 6.040.138. 5.800.992. 6.020.135. 6.344.316 y 6.033.860.

El estado traduccional de una muestra comprende la identidad y la aparicion relativa de los ARN, en concreto los
ARNm, presentes en la muestra. Preferentemente se mide un numero suficiente de genes para determinar el estado
transcripcional de la muestra. El estado transcripcional también se puede determinar adecuadamente midiendo la
presencia del transcrito mediante cualquiera de las tecnologias de expresion génica existentes.
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El estado traduccional comprende la identidad y la aparicion relativa de las proteinas constituyentes en la muestra.
Aqui también, bastara con un nimero suficiente de proteinas para determinar el estado traduccional de la muestra.
Como saben los expertos en la técnica, a menudo el estado transcripcional y el estado traduccional se
correlacionan. Cada valor en los perfiles de expresion, determinados y medidos en la presente invencion, es una
medicion que representa la expresion absoluta o relativa de un gen. Los niveles de expresion de estos genes se
pueden determinar mediante cualquier procedimiento conocido en el campo para determinar el nivel de un ARN o de
una proteina en una muestra. En primer lugar se tienen que analizar los perfiles de expresién de un gran nimero de
genes. Las técnicas que se pueden usar para esto son secuenciacion directa: tal como wsecuenciacic')n del
transcriptoma (Roche & 454 Sequencing); perfiles digitales como Clonal Single Molecule Array  (Solexa); se usa
Northern electronico para calcular los niveles de expresion génica en diferentes muestras y se basa en el nimero de
secuencias para un gen especifico que se identifican en un conjunto de bibliotecas de ADNc. Variaciones de estos
son analisis en serie de la expresion génica (SAGE), union en matriz en tandem de marcadores de secuencia
expresada (TALEST) y AFLP (polimorfismo de longitud del fragmento amplificado) de ADNc, todos los cuales
permitiran la deteccion de transcritos expresados de forma diferencial.

Ademas, existen técnicas para determinar la presencia de transcritos mediante hibridaciéon, tales como
micromatrices. Dicha micromatriz puede ser una matriz de ADN, una matriz de oligonucleétido o, en términos
generales, una matriz de acido nucleico. El experto en la técnica podra obtener matrices autodisefiadas y equipo de
lectura de matrices asociado procedente de proveedores especializados (por ejemplo, Affymetric Corp., Santa Clara,
CA, EE.UU.).

Para monitorizar un nimero menor de transcritos, se puede usar: analisis de tipo Northern, esta es una de las
técnicas estandar para deteccion y cuantificacion de los niveles de ARNm. Con esta técnica, se puede detectar el
tamario del ARNm y cualquier corte y empalme alternativo y familias de mdltiples genes. Con la reaccion en cadena
de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) se pueden detectar moléculas de ARNm con una elevada
sensibilidad porque tiene lugar una amplificaciéon exponencial de los transcritos, técnica que también se denomina
PCR cuantitativa. Esta técnica es particularmente adecuada para una cuantificacion altamente precisa de los
transcritos de ARNm. Dado que con esta técnica se puede analizar un nimero muy elevado de muestras y esta
técnica puede ser también automatica (Applied Biosystems 7900HT system Foster City, EE.UU.), en la actualidad se
prefiere para analizar los transcritos. Ademas, también se pueden usar otras plataformas tecnolégicas, tales como la
tecnologia PAMChip® (Pamgene, Den Bosch, Paises Bajos) o la tecnologia BioTrove OpenArray™ (BioTrove Inc.,
Woburn, EE.UU.). El fabricante también puede proporcionar conocimientos sobre la operacién de las respectivas
plataformas en caso de que el experto no esté familiarizado con una plataforma especifica.

En estas tecnologias, la presencia de un gen marcador concreto viene determinada por la amplificacion selectiva de
este gen. Esto se realiza, en general, con la ayuda de cebadores. En general, el término “cebadores” hace referencia
a hebras de ADN que pueden iniciar la sintesis de ADN. La ADN polimerasa no puede sintetizar de novo ADN sin
cebadores. Solo puede alargar una hebra de ADN existente en una reacciéon en la que la hebra complementaria se
usa como molde para dictar el orden secuencial de la cadena de nucleétidos que se va a componer. Los cebadores
sirven para proporcionar la ADN polimerasa un punto de partida para la reaccion de amplificacién. En consecuencia,
los cebadores son, en general, cadenas de nucledtidos cortos (oligonucledtidos) con una longitud de
aproximadamente 10 a aproximadamente 50 nucleétidos. Estos cebadores son complementarios de la secuencia
génica que se va a amplificar y, por tanto, se presentaran en forma monocatenario a ADN o ARN monocatenario,
forma de cadenas nucleotidicas duplex con la secuencia diana mediante hibridacién. Idealmente, para la hibridacion,
se requieren cadenas nucleotidicas exactamente complementarias, pero parece que también se efectia una
hibridacién suficiente si no todos los nucleétidos son complementarios, los denominados “errores de apareamiento”.
Ademas de la extension de la complementariedad, la capacidad de los cebadores para hibridar con la secuencia
diana también tiene que ver con las condiciones de reaccion en las que tiene lugar la hibridacion.

Amplificacion de ADN: La expresion amplificacion de ADN se utilizara para indicar la sintesis in vitro de las
moléculas de ADN bicatenarias con la ayuda de la PCR o un sistema de amplificacion comparable. Las
amplificaciones requeridas para la presente invencion pueden usar varios procedimientos de amplificacion, tal como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; Mullis 1987, patente de EE.UU. N° 4.683.195, 4.683.202 y 4,800,159)
o la reaccion en cadena de la ligasa (LCR; Barany 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:189-193; solicitud de EP n°
320,308), replicacion de la secuencia autosostenida (3SR; Guatelli y col., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-
1878), amplificacion por desplazamiento de hebra (SDA; patente de EE.UU. N° 5.270.184, y 5.455.166),
Transcriptional Amplification System (TAS; Kwoh y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177), Q-Beta Replicase
(Lizardi y col., 1988, Bio/Technology 6:1197), amplificacion por circulo rodante (RCA; patente de EE.UU. N°
5.871.921), amplificacién basada en secuencia de acido nucleico (NASBA), polimorfismo de longitud de fragmento
con Cleavase (patente de EE.UU. N° 5.719.028), amplificacion iniciada por cebador isotérmica y quimérica de acido
nucleico (ICAN), método de amplificacion de extensidon-ramificacion (RAM; patente de EE.UU. N° 5.719.028 y
5.942.391) u otros procedimientos adecuados para la amplificacion de ADN. Para amplificar el ADN con un nimero
menor de errores de apareamiento con respecto a los cebadores de amplificacion, se puede llevar a cabo una
reaccion de amplificacion en condiciones de rigurosidad reducida (en otras palabras, una reaccion de PCR usando
una temperatura de hibridacion de 38 °C o en presencia de MgCl, 3,5 mM) El experto en la técnica podra
seleccionar las condiciones adecuadas de rigurosidad.
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El hecho de que se permita un pequefio nimero de errores de apareamiento en los cebadores significa que un
cebador para una secuencia diana determinada se puede usar en determinaciones de varios tipos de organismos.
Esto es porque diferentes organismos, en concreto diferentes especies e incluso diferentes variedades en una
especie, suelen exhibir diferencias en las secuencias de aminoacidos de sus proteinas y/o en las secuencias de
nucledtidos de os genes que codifican estas proteinas. Al permitir en el presente documento diferencias pequefias,
se puede usar uno y el mismo cebador para la determinacién en varios organismos. En los ejemplos se muestra, por
ejemplo, que los cebadores son eminentemente adecuados para determinar los genes marcadores y/o “genes
domésticos” en diversas variedades dentro de una especie (por ejemplo, manzana) e incluso para diferentes
especies (manzana y pera).

Se calculan los niveles de transcripcion relativos en relacién con los controles adecuados, que estan presentes en la
muestra. Dichos controles son, por ejemplo, genes expresados de forma constitutiva, tales como, por ejemplo,
enzimas “domésticas” concretas. Particularmente preferidos son los marcadores constitutivos fosfoglicerato quinasa
(PGK, EC 2.7.2.3) o factor de elongacion 1a (eF1a), véanse también los Ejemplos.

Ademas, los perfiles de expresion se pueden determinar en base a los perfiles de proteinas. También en el presente
documento, para la deteccién se usaran inicialmente técnicas con las que se puedan examinar simultaneamente
muchos perfiles proteicos. Un ejemplo de los mismos es la electroforesis en gel. En el presente documento, las
proteinas se separan primero en base a su peso molecular. Opcionalmente, después de esto, puede tener lugar una
segunda separacion para una segunda dimension (2D) en base al punto isoeléctrico de las proteinas (gradiente de
pH). Después, la secuencia de aminoacidos de las proteinas expresadas de forma diferencial se puede determinar
con la ayuda de la espectrografia de masas. Otra técnica para examinar muchas proteinas de forma simultanea es
el uso de las denominadas matrices proteicas (Ciphergen Biosystems, Fremont, CA, USA),de modo que se puede
cuantificar la cantidad se muchas proteinas diferentes y de péptidos proteicos. También en el presente documento,
con la ayuda de la espectrografia de masas se puede determinar la secuencia de aminoacidos de las proteinas. En
esta realizacion, los valores en el perfil de la expresion se obtienen midiendo la concentracion de los productos
proteicos de los genes marcadores. La concentracion de estos productos proteicos se puede determinar mediante el
uso de, por ejemplo, anticuerpos especificos para estos productos proteicos. El término “anticuerpo”, como se usa
en el presente documento, se refiere a una molécula de inmunoglobulina o una parte inmunolégicamente activa de la
misma, es decir una parte de unién a antigeno. Ejemplos de partes inmunolégicamente activas de las moléculas de
inmunoglobulina son, por ejemplo, fragmentos F(ab) y F(ab')2, que se pueden generar tratando el anticuerpo con
una enzima como la pepsina. El anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal, monoclonal, recombinante y, por
ejemplo, uno quimérico o “monocatenario”’. La deteccion del producto génico se ve facilitada mediante el
acoplamiento del anticuerpo a una sustancias detectable (es decir, marcaje del anticuerpo). Ejemplos de sustancias
detectables son, entre otras, varias enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes,
materiales bioluminiscentes y materiales radiactivos. Ejemplos de enzimas adecuadas son, entre otras, peroxidasa
de rabano, fosfatasa alcalina, 3-galactosidasa y acetilcolinesterasa; ejemplos de grupos prostéticos adecuados son,
entre otros, estreptavidina o avidina y biotina; ejemplos de materiales fluorescentes adecuados son, entre otros,
umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de
dansilo y ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente es, entre otros, luminol; ejemplos de materiales
bioluminiscentes son, entre otros, luciferasa, luciferina y acuorina; y ejemplos de materiales radiactivos adecuados
son, entre otros, 125I, 131I, %3 y 3H.

Actualmente, la deteccidn de proteinas tiene lugar principalmente con la ayuda de anticuerpos y, para este fin, se
dispone de diferentes sistemas de deteccion tales como ensayos de flujo lateral, pero también de equipo de
deteccion que usa quimioluminiscencia, tal como el GeneGnome (Syngene, Cambridge, Reino Unido). También es
posible medir la interaccidn directa entre anticuerpo y proteina con, por ejemplo, los sistemas Biacore ' (Biacore AB
Corp., Uppsala, Suecia) o IBIS iSPR (IBIS technologies, Hengelo, Holanda) o particulas paramagnéticas (solicitud de
patente europea n° 0040744572). Dependiendo del nimero de marcadores proteicos, el experto en la técnica podra
seleccionar la mejor plataforma de deteccion. El fabricante también puede proporcionar conocimientos sobre la
operacion de las respectivas plataformas en caso de que el experto no esté familiarizado con una plataforma
especifica.

En principio, para cualquier caracteristica de calidad que se pueda determinar de forma objetiva se puede realizar
una linea de calibracion sobre la cual se pueda representar la expresion de marcadores (ARNm o proteinas) frente a
la caracteristica de calidad. Esto se puede realizar antes, durante o después de la recolecciéon. En base a la
correlaciéon de los marcadores con la caracteristica, se determina para un periodo concreto de tiempo qué marcador
o marcadores se correlaciona mas (y, por tanto, es mas fiable como predictor). Las caracteristicas de calidad que se
pueden considerar son, por ejemplo: la dureza de la fruta, la rotura de la latencia en los cultivos de bulbos y la
duracion de las flores cortadas en el florero, y otros parametros mencionados en la introduccién. Por supuesto, es
importante mantener las condiciones antes y después de la recoleccion lo mas iguales posible a las condiciones que
se usaran mas adelante. Se entendera que, por ejemplo, una linea de calibracion realizada con la fruta almacenada
a 4°C no sera la misma que la linea de calibracién realizada con la fruta almacenada 20°C o a temperatura
ambiente. No obstante, una linea de calibracion realizada a 4°C se puede usar para predecir la maduracién prevista
de la fruta a otras temperaturas porque la expresion medida indica la extension de la maduracion. Por consiguiente,
se produce inexactitud ya que no se puede derivar de la linea de calibracion para el tiempo de almacenamiento que
se sigue necesitando en esas otras condiciones (porque la velocidad de la maduracion es diferente). Por tanto, es
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preferible una linea de calibracién que sea especifica para una situacion concreta. La linea de calibraciéon debera
indicar cuando se espera que un producto cumpla un criterio de calidad dado. Esto puede significar que, por
ejemplo, los marcadores den una prevision alrededor del periodo de tiempo que se puede almacenar la fruta en
condiciones de refrigeracion o durante cuanto tiempo necesitaran frio los bulbos antes de romper su latencia.
Naturalmente es importante, cuando las muestras no estan todavia en un ambiente controlado, obtener muestras
con regularidad y determinar el perfil de expresion para ajustar y optimizar la previsién. Ya que puede que las
muestras se desarrollen mas rapido o, por el contrario, mas despacio, en las base de las condiciones. De hecho, una
linea de calibraciéon basada en la nueva situacion se haria mas inclinada o mas plana. Se entendera que una linea
de calibracion realizada en base a la maduraciéon de una fruta durante un verano seco y caluroso no dara una
prediccion precisa sobre la duracion prevista de la maduracion en un verano hiumedo y fresco. No obstante, dado
que, como ya se ha mencionado en relacién con las variaciones en las condiciones de almacenamiento, los valores
de expresion medidos si indican la condicién de maduracién de la fruta, se puede determinar en base a una
comparacion con la linea de calibracion si la fruta estda madura para su recogida. Como parece también a partir de
los ejemplos, para caracteristicas de calidad concretas ya se han realizado lineas de calibracion.

En flores cortadas, mediante una combinacion de un marcador de la senescencia de la flor y un marcador del grado
de estrés, ambos se correlacionan con la duracion de la flor en el florero durante el recorrido posterior a la
recoleccion, se puede predecir la duracion en el florero. A este respecto, se puede usar una cisteina proteasa y una
lipasa co motivo GDSL.

Como se ha indicado anteriormente en el presente documento, con las plantas de maceta, el amarilleamiento de las
hojas es un importante parametro de calidad. Durante la recoleccién o durante el recorrido posterior a la recoleccion,
este parametro de calidad negativo (que depende directamente de la edad de la hoja) se puede predecir con
marcadores implicados en el proceso de envejecimiento de la hoja, que se correlacionan con la extension del
amarilleamiento de la hoja, opcionalmente en combinaciéon con marcadores con una expresion mas alta en las hojas
mas viejas que en las hojas mas jévenes y que se correlacionan con la extension del amarilleamiento de la hoja. El
parametro de calidad “amarilleamiento” en el pepino se puede predecir de un modo comparable al de las plantas de
maceta mediante marcadores moleculares durante la recoleccion o durante el recorrido posterior a la recoleccion.

De un modo similar, con uvas, si se puede dar al sabor un valor de calidad que sea reproducible, el sabor se puede
predecir durante la recolecciéon o durante el recorrido posterior a la recoleccién usando una combinacion de
marcadores implicados en la biosintesis de los componentes del sabor y cuya expresion génica se correlaciona con
el grado de sabor.

Ademas de ser aplicable a los tipos de frutas mencionados en los ejemplos, la presente invencion de determinar
marcadores fe la maduracion y el momento de la recoleccion y de predecir las caracteristicas de calidad previstas
también es aplicable a todos los tipos de frutas para los que el momento de la recoleccion y la duracién después de
la maduracion son factores importantes para que puedan ser consumidas y para las condiciones econémicas sobre
la disponibilidad de la fruta (transporte, almacenamiento). Ademas de usar para manzanas y peras, la invencion
puede usarse adecuadamente para los siguientes tipos de frutas: frutos citricos, tales como naranja, mandarina,
limén y naranja de tipo mineola, meldn, tomate, melocotén, ciruela, uva, grosella, grosella silvestre, mora,
frambuesa, cereza, pifia, mango, kiwi, lichi, platano, pimentén y aguacate, incluidas todas las variedades y
variedades cultivadas de los mismos.

Ademas, la invencion es aplicable a todos los cultivos agricolas y de horticultura cuya calidad se determina, en gran
medida, mediante el momento de la recoleccion y el recorrido posterior a la recoleccion. Ejemplos de cultivos que
cumplen este criterio son las flores cortadas, las plantas de maceta decorativas, las plantas bulbosas y los pepinos
ya mencionados en la introduccion, pero también practicamente todos los demas tipos de hortalizas y granos, tales
como, por ejemplo, lechuga, patata, alfalfa, esparrago, tapioca, batata, todos los tipos de repollos (coliflor, col de
hoja rizada, coles de Bruselas, col de Milan, col conica y similares), achicoria, zanahorias (baby), zanahorias de
invierno, legumbres, trigo, maiz, arroz, avena, cebada y plantas que se usan como hierbas, por ejemplo pimienta,
eneldo, perifollo, romero etc. Asimismo, la invencién es aplicable a cultivos que no se consumen como tales pero
que se usan para la produccion de productos comercialmente importantes, tales como, por ejemplo, frutos de la
palma de aceite, olivas, cafia de azulcar, remolacha azucarera, girasoles, soja, semillas de café, semillas de cacao,
plantas productoras de madera y todos los cultivos mencionados en el sitio web de la Food and Agriculture
Organization (FAQ) of the United Nations (http://www.fao.org/ en http://faostat.fao.org)

Aplicacion practica de los marcadores de ensayo en las muestras.

Los marcadores se pueden analizar en un laboratorio de aplicacion (externo) o en el centro en un ambiente simple
(laboratorio).

Al enviar las muestras a un laboratorio de aplicacién existen varias posibilidades. Una primera posibilidad es que las
muestras lleguen intactas al laboratorio de aplicacion. Esto se puede realizar con, por ejemplo, fruta (intacta).
Siempre que las condiciones de transporte no sean extremas (diferencias de temperatura, presiéon en las muestras
etc.), el transporte no afectara al resultado de las pruebas. Tras la llegada al laboratorio de aplicacion, las muestras
han de fijarse lo antes posible, por ejemplo congelando en nitrégeno liquido, o procesarse inmediatamente para su
posterior analisis. En el caso de que haya un numero elevado de muestras, la obtencién de la muestra, extraccion y
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deteccién se puede automatizar con un robot.

La segunda posibilidad es probar las muestras in situ. El nimero de etapas y la complejidad de las operaciones
tendran que limitarse para que la prueba pueda ser realizada por personas menos formadas. En la primera etapa se
tendra que tomar la muestra. En algunos casos, esto puede implicar el producto entero, pero en la mayoria de los
casos implica una porcién del producto. En el caso de una porciéon del producto, esta porciéon tiene que ser
representativa del producto entero. Por tanto, por ejemplo, se puede optar por una parte de la pulpa o una parte de
la hoja o de la flor. Por tanto, en el caso de una fruta, se puede tomar un pedazo de piel o un cubito de pulpa para
realizar la prueba. Si ka prueba es para relacionar la calidad de un lote completo del producto respectivo, se tendra
que tomar del lote una muestra aleatoria representativa. El tamafo de la muestra aleatoria en relacién con el tamario
del lote determinara la fiabilidad. Para determinar el tamafio de la muestra aleatoria que se necesita para una
fiabilidad concreta se puede obtener procedimientos de calculo estadistico de la bibliografia especialista. Después,
en base a la muestra aleatoria se puede obtener una muestra mixta o se pueden realizar varias pruebas con cada
muestra del producto. La determinacién individual de cada muestra también permite la determinacion de la extension
en el lote. Después de esto, el material se tendra que fijar y extraer. Esto se puede realizar moliendo, presionando o
rompiendo la pared celular con una combinacién de sustancias quimicas (p. ej., tampones) que garantizan que los
marcadores de la muestra no se degradan. Esto puede implicar, por ejemplo, papel FTA (Whatman International
Ltd.,Inglaterra), pero también puede implicar tampones con inhibidores de proteinasa o de RNAasa. La eleccion
dependera del tipo de muestra y podra realizarla el experto en la técnica. Para los marcadores proteicos,
normalmente se necesitaran otros materiales distintos que para los marcadores de ARN. En algunos casos, se
tendra que realizar primero una purificacion de los marcadores, en otros casos sera posible realizar una deteccion
directa de los marcadores. Muy adecuados para la deteccién rapida de proteinas so las pruebas de flujo lateral,
dirigidas contra las proteinas que se van a detectar usando anticuerpos (GenScript Corp. Piscataway, NJ, US;
BioGenes GmbH Berlin, Alemania). Estas pruebas se pueden realizar facilmente (Whatman International Ltd.,
Inglaterra) y esta tecnologia ya esta comercializada, por ejemplo en las pruebas de embarazo que puede adquirir el
consumidor.

La invencion, en otra realizacion, también comprende kits para detectar y predecir las caracteristicas de calidad
previstas en la fruta, por ejemplo la dureza de la fruta, o predecir la ventana de recoleccién prevista o determinar el
momento adecuado para recoger la fruta. Dicho kit sera especifico para una variedad concreta de fruta e incluira
medios para la deteccidon cuantitativa de los genes, predeterminados para dicha variedad de fruta, que son
predictivos del valor previsto de la caracteristica de calidad, junto con lineas de calibracion del patrén de expresion
de los genes correspondientes para dicha variedad concreta de fruta, de modo que el patron de expresion medido se
pueda comparar con las lineas de calibracion y en base a las mismas se puede realizar una produccién del
momento de maduracion restante previsto y, por tanto, también se puede realizar una prediccion del tiempo previsto
de recogida. Estas lineas de calibracion también se pueden incluir en un sistema automatico de modo que los
valores que se generan mediante la medicion del perfil de expresion automaticamente se representan sobre estas
lineas de calibracién y, como resultado, se da la prediccion del valor previsto de la caracteristica de calidad. Este
proceso completo, incluida la medicion del propio perfil de expresion, puede tener lugar en un sistema automatico.
Este sistema automatico comprende los elementos siguientes:

a) medios para la medicion de la expresion de una serie de genes importantes para la determinacién de, por
ejemplo, la dureza de la fruta, o los correspondientes genes, en una o mas variedades de frutas, tales como
B-xilosidasa (Bxyl), poligalacturonidasa | y Il (PGl y PGIl), peroxidasa supuesta de la pared celular 424/87
(87), endotransglucosilasa de xiloglucano (XET), expansina y glucanasas tales como endo-$-1,4-glucanasa,
D-sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP y/o alfa amilasa.

b) medios para la medicion de la expresion de los genes control, tales como, por ejemplo, enzimas
domésticas, tales como fosfoglicerato quinasa (PGK) o el factor de elongacién 1 alfa (eF1a) u otros genes
adecuados, tal como se describe en, por ejemplo, Nicot y col., J. Exp. Botany, 56:2907-2914, 2005. Todos
estos genes deben (pueden) tenerse en cuenta en la determinacion del patron de expresion. Si uno de estos
genes tiene el mismo nivel de expresion en todas las muestras analizadas, dicho gen es adecuado como gen
constitutivo.

c) medios para determinar el perfil de expresion (relativo) de los genes mencionados en (a);

d) una o mas lineas de calibracion que representan la correlacion de los perfiles de expresion de uno o mas
de los genes mencionados en a) y la dureza/maduracion de una o mas variedades de frutas; y

e) medios para interpretar los perfiles de expresiéon medidos de las una o mas variedades de frutas en
relacion con la(s) lineas de calibracion asociadas y, en base a estos, dar una indicacién sobre la maduracion
de las una o mas variedades de frutas, indicacién que también implica una indicacién del tiempo necesario
hasta la maduracién completa y/o hasta el momento 6ptimo de recoleccion.

En dicho sistema automatico, pueden estar disponibles varias lineas de calibracién de modo que el sistema se
puede usar para varias variedades de frutas sin que sea necesario “cargar’ cada vez la linea de calibracion
adecuada. Una posibilidad adicional es que el usuario proporcione al sistema datos especificos de las circunstancias
después de la recoleccion de la fruta en cuestion, tal como, por ejemplo, el tiempo que la fruta se almacena
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localmente, la duracion del transporte etc., de modo que el sistema puede ser también flexible en lo que respecta a
dichos datos.

En base al procedimiento descrito, también se puede desarrollar un kit para predecir o determinar el valor de una
caracteristica de calidad especifica para un producto agricola u horticola especifico. Con este fin se debe disponer
de los marcadores siguientes: como minimo dos marcadores, siendo preferentemente uno de los dos un marcador
constitutivo (con el que se pueda obtener la expresion absoluta). La relacion entre el o los marcadores y la
caracteristica se establece en un modelo (linea de calibracion). Este modelo describe los diferentes niveles de
expresion de los marcadores en el tiempo. El modelo se puede usar en, entre otros, un programa de ordenador para
correlacionar los niveles de expresion determinados con la caracteristica/calidad de la muestra. La cuantificacion de
los niveles de ARN, (expresion génica) puede tener lugar con, por ejemplo, PCR cuantitativa (Applied Biosystems,
US). La cuantificacion de las proteinas puede tener lugar usando anticuerpos en, por ejemplo, un inmunoensayo de
flujo lateral. A continuacion, los datos medidos se pueden introducir (de forma automatica o de otro modo) en el
modelo de ordenador, tras lo cual se genera el resultado de la prueba. Este resultado se puede mostrar después
electrénicamente o de otra forma.

La invencién también comprende una serie de marcadores como los que se han hallado en los experimentos
descritos mas adelante en el presente documento. Esto implica especialmente al marcador M8, que es importante
para determinar la dureza de la fruta, el marcador GAST (transcrito estimulado por acido giberélico), que importante
para determinar el momento éptimo de la recogida de los bulbos; y el marcador lipasa con motivo GDSL, importante
para determinar la duracién de las flores cortadas en el florero. Como se muestra en los ejemplos, es posible usar
solo una parte de la informacién genética de estos marcadores para demostrar la presencia. El hecho es que es
suficiente si se pueden componer cebadores suficientes contra estas secuencias diana de los marcadores, de modo
que el marcador se pueda amplificar y demostrar. En consecuencia, la invencion comprende las secuencias de
marcadores M8, GAST vy lipasa con motivo de GDSL con una secuencia de nucleétidos como se indica en los
Ejemplos y en el listado de secuencias (M8: SEC ID N° 13 y 14; GAST: SEC ID N° 21 y 22, lipasa con motivo GDSL;
SEC ID N° 27 y 28; en las que, en cada caso, la primera representa la secuencia de nucledtidos y la segunda la
secuencia de aminoacidos. Tanto la secuencia de nucledtidos como la secuencia proteica pueden servir como
marcadores, como se ha descrito anteriormente. Dado el hecho de que se pueden producir diferencias pequefias en
las secuencias en diferentes especies o variedades, la invencidon también se refiere a secuencias que son idénticas
a las secuencias de las SEC ID N° 14, 22 y 28, respectivamente, en mas de 70%, preferentemente mas del 80%,
mas preferentemente mas del 90%, mas preferentemente mas del 95% y mas preferentemente mas del 98%. La
expresion “secuencia idéntica” como se usa en el presente documento normalmente se expresa como un porcentaje
y se refiere al porcentaje de residuos de aminoacidos o de nucledtidos idénticos entre dos secuencias su estan
dispuestos 6ptimamente uno al lado de otro. Para los fines de la presente invencion, se mantiene que la identidad de
las secuencias como porcentaje de residuos o nucleétidos idénticos se ha determinado con el bien conocido
procedimiento BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), que esta disponible para el publico a través del National
Cancer Institute/National Institutes of Health (Bethesda, Maryland) y que se describe en numerosas publicaciones
(véase, por ejemplo, Altschul et al., J. Mol. Biol, 215(3), 403-10 (1990)). Parametros preferidos para una
comparaciéon BLAST de secuencias de aminoacidos con BLASTP son hueco abierto 11,0, extensién de hueco 1,
matriz Blosum 62.

También es parte de la invencion el uso de los marcadores M8, GAST vy lipasa con motivo GDSL para la
determinacion de los parametros de calidad en plantas. Mas especificamente, el uso de M8 reside en la
determinacion de la maduracioén de la fruta, en particular manzanas y/o peras, el uso de GAST en la determinacion
del momento 6ptimo de recogida de los bulbos, en particular tulipanes, y el uso de lipasa con motivo GDSL en la
determinacién de la duracién de las flores cortadas, en particular rosas, en el florero. En estos usos se puede usar
los fragmentos como se muestran en el listado de secuencias o incluso, a su vez, fragmentos de los mismos, pero
también se pueden usar los genes y/o proteinas completos como se encuentran en la naturaleza en las respectivas
especies. En base a la informacién sobre la secuencia proporcionada en el presente documento, un experto puede
encontrarlas facilmente en el banco de datos o aislarlas facilmente de un organismo. El término “anticuerpo” también
se refiere a las formas de anticuerpos de unidn a antigeno (p. ej., Fab, F(ab)2). El término “anticuerpo” generalmente
se refiere a un polipéptido codificado sustancialmente por un gen de inmunoglobulina o genes de inmunoglobulinas,
o fragmentos de los mismos que reconocen especificamente un antigeno y se unen a él. Aunque los diferentes
fragmentos de anticuerpos se pueden definir en términos de las partes de un anticuerpo intacto, el experto se dara
cuenta que dichos fragmentos también se pueden sintetizar de novo, quimicamente o mediante metodologia de ADN
recombinante. Por tanto, el término “anticuerpo, como se usa en el presente documento, también comprende
fragmentos de anticuerpos, tales como Fv de una cadena, también anticuerpos quiméricos (es decir, anticuerpos
que comprenden regiones constantes y variables de diferentes especies), anticuerpos humanizados (es decir,
anticuerpos que comprenden una CDR (regién determinante de la complementariedad) que no es de origen
humano) y anticuerpos heteroconjugados (p. €j., anticuerpos biespecificos).

Ejemplos
Ejemplos domésticos que se pueden usar como genes constitutivos/control interno se describen en, entre otros,

Nicot y col.. Journal of Experimental Botany, Vol 56:2907-2914, 2005.
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Ejemplo 1

Determinacion de la correlacion de la expresion génica y la maduracion de la fruta en numerosas variedades de
manzana y pera.

Los datos se recogieron en varios huertos para dos variedades cultivadas de peras, Bon Chretien y Forelle, y dos
variedades cultivadas de manzana Golden Delicious y Granny Smith. Estas 4 variedades cultivadas se recolectaron
en Sudafrica para la situacion de Sudafrica (recoleccion, breve almacenamiento, transporte condicionado a los
mercados, tales como Europa). Justo después de la recoleccion (en un plazo de 48 horas) se determind el valor de
los diversos marcadores en la pulpa. Con este fin, el ARNm se aislé de una muestra mixta de frutas usando un
protocolo CTAB (Plant Molecular Biology Reporter Vol. 11(2), 1993, pag. 113-116). Los diversos marcadores se
identificaron mediante las técnicas mencionadas anteriormente de perfil de la expresion y se validaron mediante RT-
PCR. Se realiz6 el uso de los siguientes conjuntos de cebadores para probar todas las muestras,

Cebador directo Cebador inverso

PG GCCCTAATACGGACGGAATTC AATACAGTCATCACCTGTTCCTATAACC
BXYL AACTAATTGGTGCTGCTGAGGTT GTCCGGTCTCTGAACTCTGCTT

424/87  TGGCTCAGGAACATCTTTCATG CTTGTTGAGTCCAGCAGCAGAG

M8 GGTGGCGGCATGGAGTT CCCTTTCCCGTAGGCTTCC

EF1a TGGGTTTGAGGGTGACAACA TGATCAGGTCAAGAGCCTCAAG

PGK CCTGAATTCGCCAAGAAGCT TGCATGAGCCCTATGAGCAGTA

En las mismas muestras se determiné la firmeza de la fruta usando un procedimiento estandar y un penetrémetro
automatico. Ademas, también se determinaron otros parametros fisioldgicos, tales como: color, contenido en
almidon, contenido en azlcar y concentracion de acido malico.

Se siguio a este material durante el almacenamiento en Sudafrica (para las manzanas, unas pocas semanas, y para
las peras aproximadamente 10 dias). Tras este almacenamiento, de nuevo se determiné el valor de los marcadores
y se llevd a cabo una simulacion del transporte (transporte en contenedor a, por ejemplo, Europa). A continuacion,
de nuevo se realizaron ensayos fisioldgicos.

Se recolectaron manzanas Granny Smith durante la maduracion y no maduraron mucho (permanecieron
razonablemente duras). También se recogieron Forelle de forma prematura, pero estas maduraron
considerablemente. Si las peras no se recogen pronto, se caen del arbol porque son demasiado pesadas. Se
recogieron peras Golden Delicious y Bon Chretien mas tarde durante el recorrido de maduracion, por lo que
maduraron mas en el arbol.

Para las peras, especialmente los marcadores de textura betaxilosidasa (Bxyl), poligalacturonasa | (PG1), y posible
peroxidasa de la pared celular 424/87 (87) son relevantes. El inicio de la maduracion y le evolucion de la maduracion
se pueden establecer determinando cuando la actividad génica de estos marcadores comienza (véase la Fig. 1).

La Figura 1 muestra que la maduracion en los diferentes huertos comienza en momentos diferentes. Especialmente,
los huertos Bo Radyn van por delante de los demas. La maduracién tardia también puede deberse al uso de
inhibidores concretos, tales como, por ejemplo, Retain (un inhibidor de etileno). Para el grafico de la Fig. 1 se han
combinado las actividades de los tres marcadores, pero esto no es estrictamente necesario. En principio, cada uno
de los marcadores mencionados anteriormente es una buena medida. Los valores de los marcadores se han
corregido cada vez comparandolos con la actividad de un marcador constitutivo (fosfoglucerato quinasa (PGK) o
factor de elongacion 1 alfa (eF1a).

La dureza prevista tras la llegada al area de comercializacion (p. €j., Europa) se puede predecir en el momento de la
recoleccion, pero también antes del primer almacenamiento, dependiendo del tratamiento posterior a la recoleccion,
determinando los valores de los marcadores de textura durante la recoleccién o después del almacenamiento y
comparandolos con una linea de calibracién. La linea de calibracion difiere de forma natural en funcién del
tratamiento (p. ej., temperatura de refrigeracion, tratamiento con inhibidores de etileno y similares). Parece que
existe un orden en la eficacia del marcador de texturas segun el momento en el recorrido de maduracion. Al principio
en el recorrido de maduracion, Bxyl es importante, después PG1 y después 424/87.

La Figura 2 muestra claramente que la dureza en el area de comercializacion tiene una relacion clara con el valor de
estos marcadores de textura en el momento de la medicion. Al principio durante la maduracion (recoleccion), M1
(PG1) da los mejores valores y, mas tarde, en 424/87 (tras un breve almacenamiento). Para Forelle, que se
recolecta al principio, primero Bxyl da la mejor correlacion y después PG1.
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Para manzanas, en principio se aplica lo mismo. En el presente documento también, la etapa de maduracién se
puede determinar mediante una combinacién de marcadores de textura. En este caso, lo que esta implicado es la
combinacién de Bxyl y PG1, ya que en las Granny Smith la maduracion procede lentamente (véase la Fig. 4). La
dureza prevista en el area de comercializacion puede predecirse especialmente mediante el valor de la actividad
génica del marcador Bxyl durante la recoleccion y tras un breve almacenamiento. Esto es porque la maduracion (y
especialmente el ablandamiento) en las Granny Smith Unicamente procede muy despacio (véase la Fig. 5). En las
manzanas cv. Golden Delicious, la situacion es, de nuevo, similar (véase la Fig. 6). Los marcadores PG1 and Bxyl
son, de nuevo, de importancia en conjunto, ya que la maduracioén procede muy rapido y la recoleccion también tiene
lugar mas tarde en el proceso de maduracion, en esta cv se afiade otro marcador. Este marcador M8 tiene la
siguiente secuencia (SEC ID N° 13).

gtacatgticaccactactgctgaacgggnanttgtcegtgatatgaaggagaagetigeatatgtigetetggactatgagcaa
gaactigagactfecaagagcageicttcagitgagaagaactatgageticcegatggecaagicatcacaatiggagetgag
agattecggtgcccagaagtccictitcaaccatctotitatiggantggaagetgetggeaticatgagactacttacaactctate
atgaagigigatgiggatatcagaanagacctatatgganncategtgctcagtggtgggtcaactatgitecctggtatigeag
sccgtatgagecgggagateactgetctigectecangeagecatgaagatcaaggitgtagotccaccagagaganagtacgeg
gggacgatagccaatcaganasagnanaaggcacaagiccggcaaanntgictgecteagtiatggctigitcegigagecta
aaaccatctcoritcacigttcagangtcagcagigagaggecticoctctetitccaggteticigcticat tcaaggtgrangoes
agtggcitcaagaaantcaagactgecaccccatatgganciggigEcEgcatggagiigaggancggigtigatgecictggg

aggaagoctacgEgaaagggtgictaccagitigtagacaagtac.

El marcador M8 tiene la puntuacién de homologia mas alta con una actina de la pera. La entrada en el NCBI para
este es http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=60650116. La Figura 7 da una correlacion de la actividad
de este gen en relacion con la dureza tras el primer almacenamiento.

Ejemplo 2

Determinacion del tiempo o6ptimo de recogida de tulipanes mediante la correlacion con la calidad de la floracion
después de la recoleccion con expresion génica alrededor del tiempo de recoleccion.

Durante un periodo de cuatro afios se obtuvieron muestras cada vez de tres cultivos de tulipan, cv 'Apeldoorn’, cv
'‘Leen van de Mark' y cv 'Prominence’, en los mismos lotes de crecimiento. La obtenciéon de muestras se llevé a cabo
a diferentes tiempos en la temporada, de 6 a 7 semanas antes de la fecha prevista de recogida con un intervalo de 2
semanas, al menos 1 semana antes de la fecha prevista de recogida, en el momento de la recogida y una semana
después. Cada vez se obtuvieron muestras de los lotes en crecimiento por la mafiana, tras lo cual tuvo lugar el
procesamiento de la muestra durante el resto del dia. A partir de la escala del bulbo mas externo, se tomé una
porcion de tejido de 1 cm? de tamaiio, que se fijo en nitrégeno liquido de inmediato. Después, en este tejido, se
determind la expresién génica de un numero considerable de genes en base al cal se identificaron 3 marcadores que
tienen una relacién con el tiempo de la recoleccion durante todas las temporadas medidas y en cada variedad
cultivada.

Para poder establecer el tiempo 6ptimo de recogida en relacién con la calidad del producto en el recorrido posterior
a la recoleccion, se reservd una porcion de los bulbos de la muestra de cambo para almacenamiento. Tras el
almacenamiento, estos bulbos se forzaron después y se plantaron con vistas a evaluar la calidad de la flor y el tallo
resultantes y a correlacionar el valor de los marcadores con los valores obtenidos de los parametros de calidad de la
floracion. Los parametros de calidad objetivos en la evaluacion fueron el peso de la flor y la longitud de tallo.

Después se llevd a cabo la validacion de estos marcadores durante dos temporadas adicionales, cuando también
se tomaron muestras de otras localizaciones en crecimiento. Con este fin, cada vez se tomé una muestra mixta de
10 bulbos para aislar el ARN en el que se establecié la concentracion de los marcadores usando PCR cuantitativa.

En el procedimiento de PCR se usaron las siguientes combinaciones de cebadores, correspondientes a las
secuencias de nucledtidos de los tres marcadores aislados de la cv 'Prominence’:

Marcador Cebador directo Cebador inverso

GAST 5-GGCACCTACGGCAACTATGATAG-3' 5-CACTTGCGAGCACCATGATG-3'

ElIF4a 5-CGTCCCGTGTCACAAAGTTG-3' 5-CCATCGTATCGGTCGTAGTGG-3'

EFIA 5-TTGATATTGCTCTCTGGMGTTTGAG-3' 5-AGTTCCAGTAATCATCATGTTCTTAATGAAGTC-3'
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La evolucion de los valores de medicion combinados de los marcadores para las variedades cultivadas de
'Prominence’ y 'Apeldoorn' se representa en la Fig. 11. Desde tres semanas antes del momento 6ptimo de
recoleccion hasta el momento 6ptimo de recoleccion que se determind en las pruebas de floracién, la evolucién de
los marcadores, representada logaritmicamente frente al tiempo, exhibe un patrén casi lineal y reproducible. El valor
del marcador se correlacioné con el valor para el parametro de la calidad de la floracién para determinar a qué valor
del marcador se alcanz6 el tiempo 6ptimo de recogida. Para una variedad cultivada concreta, la evolucion lineal de
los marcadores es idéntica; entre las variedades cultivadas existe una diferencia en la evolucién lineal. Combinando
los valores de medicion de diferentes afios se puede determinar una linea de calibracion fiable por variedad
cultivada. En base a esta linea de calibracion es posible predecir el tiempo 6ptimo de recogida en una nueva
temporada en base a Unicamente 1 o 2 mediciones de las muestras que se tomaron en el campo entre 2 semanas y
el tiempo previsto de recogida.

El marcador GAST tiene la siguiente secuencia de nucleétidos (SEC ID N° 21):

gatcatccagttactaagctaagcaagecctocttoctcaacttatcaatgacttcatcoacctocatee
tgacatcecttgtgcticticticctoct tgtoggtctogtcgagecccgcctggagattgaacccggana
cgggatagaaaggtctcttctaggtgygctaagtaagraactecttoccgaactatcactaatcagtatgre
ggtattcttagagagaagttaaccatagattgttatgatgatcaggctgcggtgeggogtacttggtgag
gtgcagcgagtcatcaaggccogaatctgtgcaagagggcgtgcggygacatgergtgeaaggegeagetge
gtocecaccgggcacctacggcaactatgatagetgeoctigttacgettcactcaccacccatcatggtyg
ctcgcaagtgcccttaaacatgaagaataaattggtgtgtcataggtgatgasagtgggttegettgtte
gatatatatatatgtaataaaacgttcadacaaactcagttattcgaataaagagg

La expresion del marcador GAST se hace mensurable adecuadamente desde 3 semanas antes del momento de la
recoleccion. Antes de este punto de tiempo no se puede obtener un valor fiable para este marcador. A partir de tres
semanas antes de la recoleccion, la expresion aumenta de forma exponencial y en el momento de recoleccion
6ptimo alcanza un valor que es el mismo en las tres variedades cultivadas medidas. Después del momento de
recoleccién 6ptimo, este marcador obtiene un valor constante.

Los otros marcadores EIF4a y EFIA, son genes constitutivos cuya expresion no varia en ninguno de los momentos
medidos antes, durante y después de la recoleccion de los bulbos de tulipanes. Los valores medios de estos
marcadores se usan para la normalizacién con el fin de permitir la comparacién de las series medidas.

Ejemplo 3
Determinacion de la correlacion de la expresion génica y la calidad de las rosas cortadas

Los datos de expresion génica se usaron para predecir la duracion de las rosas en el florero. En la practica, parece
que algunas rosas se mantienen bien en el florero con el consumidor durante solo 5 dias, mientras que otras rosas
(de la misma variedad cultivada) en ocasiones se mantienen bien durante hasta 10 dias. Esto a menudo se debe a
su recoleccion mientras estaban demasiado poco maduras, lo que compromete la calidad.

Se investigé de cual gen o genes la expresion exhibe una buena correlacion con el tiempo de recoleccion y la
calidad. Con los datos de expresion génica, usando las técnicas mencionadas anteriormente, se llevé a cabo una
correlacion con la duracién en el florero de la rosa. Determinando la expresién relativa en los pétalos de la flor
durante y después de la recoleccion permitié realizar una prediccion aproximada de la duracion prevista de la rosa
en el florero. El gen que se encontré que era util para este fin es de una lipasa de motivo GDSL en combinacion con
un marcador constitutivo, en este caso el factor de elongacion 1a, véase la Fig. 12. También cuando las rosas se
almacenan a 4 °C, la diferencia en la duracién en el florero permanece mensurable. Los valores hallados son
consistentes entre diferentes variedades cultivadas y entre diferentes afios de recoleccion. Este marcador se validé
con RT-PCR. Se realiz6 el uso de los siguientes conjuntos de cebadores para probar todas las muestras,

Cebador directo Cebador inverso

Lipasa con motivo AGGATTTGAGAACACCAATTTGC GAGTTCAATGACAAGCTGAATAAGTTG
GDSL

EF1 TGGTGTCAAGCAGATGATTTGC TTCATCGTACCTTGCCTTTGAG

La lipasa con motivo GDSL tiene la secuencia siguiente (la hebra complementaria inversa codificante se representa
en la SEC ID N° 27):
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gtactacaatactactaaataccgtattatcatattgecactccatggtggaagtagaaacate
cactgtagaaagcaaaatgaagacttacctecagaatgcaattctaaacaacctaataagtaataactat
acttagttgggcacaaacaaatatagtagctggggataaagccatatatcaacctatctaaagtgatagg
aacctagatttataataattttatgcocctagcotttecatatattaattgaaggaaaattaaggaaactggg
tcaggacacgtttgactatgtaatcagagatgatctggtttgctttctectgtgggatggaaggagteoca

gaagatgtatttgcttgcatcagtgcatgtgaacatgttgtttcggttgocatgcatatcccatctcaaac
attcctgtggcacaacaagccactgatgtcacctcaaaaccgtaaaaagaaggecttcttatcatataca
ggaaaacaaaataaggatttgagaacaccaatttgcttoccaggaagectectttattgaggetgacggtcaa
cttattcagcttgtcattgaactccaaagccacatcgttgtaattcgaaatgcagteoatttocatoccatg
atattactggttctctctaatggcaagcatcccattggaggcagtcctocccacggaaattttecgagete
cgagcttgtagagttccttcacgaaattegctgegattoccgatgagaaagtcteggtattgggaggtagt
gtattggggatgatcggcctgatggtggaaatgtgg

El marcador tiene la puntuacién de homologia mas alta con una posible lipasa con motivo GDSL/hidrolasa de
Arabidopsis (At2g04570). En Arabidopsis, este gen se expresa especificamente en yemas y estomas.

Ejemplo 4

Determinacion de la correlacion de la expresion génica y la maduracion de la fruta en numerosas variedades de
manzana y pera.

Se recogieron datos de varios huertos para la variedad cultivada de peras Conferencia y la variedad cultivada de
manzanas Kanzi. Estas 2 variedades cultivadas se recolectaron en los Paises Bajos de la zona holandesa
(recoleccion, almacenamiento acondicionado (4-10 meses)). Justo después de la recoleccion (en un plazo de 48
horas) se determind el valor de los diversos marcadores en la pulpa. Con este fin, el ARNm se aislé de una muestra
mixta de frutas usando un protocolo CTAB (Plant Molecular Biology Reporter Vol. 11(2), 1993, pag. 113-116). Los
diversos marcadores se identificaron mediante las técnicas mencionadas anteriormente de perfil de la expresion y se
validaron mediante RT-PCR. Se realiz6 el uso de los siguientes conjuntos de cebadores para probar todas las
muestras,

Cebador directo Cebador inverso
PG GCCCTAATACGGACGGAATTC AATACAGTCATCACCTGTTCCTATAACC
BXYL AACTAATTGGTGCTGCTGAGGTT GTCCGGTCTCTGAACTCTGCTT
EF1a TGGGTTTGAGGGTGACAACA TGATCAGGTCAAGAGCCTCAAG
PGK CCTGAATTCGCCAAGAAGCT TGCATGAGCCCTATGAGCAGTA

En las mismas muestras se determiné la firmeza de la fruta usando un procedimiento estandar y un penetrémetro
automatico. Ademas, también se determinaron otros parametros fisiologicos, tales como: color, contenido en
almidon, contenido en azicar y concentracion de acido malico.

Se siguid6 a este material durante el almacenamiento en los Paises Bajos en almacenes en frio con baja
concentracion de oxigeno, se tomaron muestras después de aproximadamente 5 meses de almacenamiento. Con
estas muestras de nuevo se realizaron determinaciones fisioldgicas.

Para manzanas y peras, especialmente los marcadores de textura beta-xilosidasa (Bxyl) y poligalacturonasa | (PG1)
demostraron ser relevantes en la situacion holandesa. El inicio de la maduracion y le evolucion de la maduracion se
pueden establecer determinando cuando la actividad génica de estos marcadores comienza (véase la Fig. 8). En la
Fig. 8, la expresiéon de Bxyl se representa frente al tiempo en dias. Como origen se tomo6 el momento de recoleccion
optimo (establecido con parametros fisioldgicos) porque esto permite establecer comparaciones entre diferentes
afos. En la Fig. 8 se puede ver claramente que la evolucion de este marcador es casi idéntica entre diferentes afios
y puede usarse bien para establece el momento de recoleccion 6ptimo. En la Fig. 8 se usé un marcador, pero el
patrén de expresion de PG procede del mismo modo y se puede usar opcionalmente junto con Bxyl para obtener una
resolucion todavia mejor. Los valores de los marcadores se corrigieron cada vez comparandolos con la actividad de
un marcador constitutivo (fosfoglucerato quinasa (PGK) o factor de elongacion 1 alfa (eF1a).

La dureza prevista tras después de salir del almacenamiento en frio tras meses de almacenamiento se puede
predecir en el momento de la recoleccion, dependiendo del tratamiento posterior a la recoleccién, determinando los
valores de los marcadores de textura después del almacenamiento y comparandolos con una linea de calibracion.
La linea de calibracién difiere de forma natural en funciéon del tratamiento (p. €j., temperatura de refrigeracion,
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tratamiento con inhibidores de etileno y similares).

Las Fig. 9 y 10 muestran claramente que la dureza después del almacenamiento de manzanas y peras tiene una
relacion clara con el valor de estos marcadores de textura en el momento de la recoleccién De nuevo, esto se
mantiene tanto para PG como para Bxyl.

Listado de secuencias

<110> Expressive research B.V. de Boer, Anne D Ebskamp, Michaél J.M. Gierkink, Joost J.T. Laros, Ivo

<120> Determinacion de las caracteristicas de calidad en cultivos agricolas y de horticultura

10

15

20

25

30

35

<130> P79586PC00

<150> NL 1033431
<151>2007-02-20

<160> 28

<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de PG

<400> 1

gccctaatac ggacggaatt ¢ 21

<210> 2
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PG

<400> 2
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aatacagtca tcacctgttc ctataacc 28

<210> 3
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador directo de beta-xil

<400> 3

aactaattgg tgctgctgag gtt 23

<210> 4
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador inverso de beta-xil

<400> 4

gtccggtcte tgaactctge it 22

<210> 5
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo de 42/87

<400> 5

tggctcagga acatctttca tg 22

<210> 6

<211> 22
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de 424/87

<400> 6

cttgttgagt ccagcagcag ag 22

<210>7
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo de M8

<400> 7

ggtggcggca tggagtt 17

<210> 8
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador inverso de M8

<400> 8

ccctttcceg taggcettce 19

<210>9
<211> 20
<212>ADN
<213> Artificial

<220>
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<223> cebador directo de EF1a

<400> 9

tgggtttgag ggtgacaaca 20

<210> 10
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador inverso de EF1a

<400> 10

tgatcaggtc aagagcctca ag 22

<210> 11
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo de PGK

<400> 11

cctgaattcg ccaagaaget 20

<210> 12
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador inverso de PGK

<400> 12

tgcatgagcc ctatgagcag ta 22
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<210> 13

<211>723

<212> ADNA

<213> Malus sp.

<220>
<221> CDS
<222> (2)..(502)

<400> 13

ES 2420836 T3

g tac atg ttec acc act act gct gaa cgg gaa att gtc cgt gat atg aag 49
Tyr Met Phe Thr Thr Thr Ala Glu Arg Glu Ile Val Arg Asp Met Lys

1

gag
Glu

gee
Ala

caa
Gln

aag
Lys

aag
Lys

gtc
val

ctt
Leu

agc
Ser

5

atc
Ile

gca
Ala
20

age

Ser

aca
Thr

5

tat gtt get
Tyr Val Ala

tct tca gtt
Ser Ser Val

att gga gct
Ile Gly Ala

ctg
Leu

gag
Glu
40

gag
Glu

gac
Asp
25

aag

Lys

aga
Arg

10

tat
Tyr

aac
Asn

TLe
Phe

gag caa
Glu Gln

tat gag
Tyr Glu

cgg tgec
Arg Cys

20

gaa
Glu

ctt
Leu
45

cca
Pro

15

ctt gag act a7
Leu Glu Thr
30

ccc gat ggc 145
Pro Asp Gly

gaa gtc ctc 193
Glu Val Leu
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1444
Phe

act
Thr

tat
Tyr

gca
Ala

aag
Lys

gcc
Ala
145

cag
Gln

agtcagcagt gagaggcctt ccctctcret ccaggtcttc tgcttcattc aaggtgcaag
ccagtagcgt caagasaatc sagactgcca ccocccatatgg aactggtggc ggcatggagt

tgaggaacgg tgttgatgec tctgggagga agocctacggg aaagggtgtc taccagtttg

50

caa
Gln

tac
Tyr

gga
Gly

gac
Asp

atc
Ile
130

aat

Asn

tta
Leu

cca
Pro

aac
Asn

aac
Asn

cgt
Arg
115

aag

Lys

cag
Gln

tagg
Trp

tct
Ser

tet
Ser

atc
Ile
100

atg
Met

gtt
val

aaa
Lys

ctt
Leu

tagacaagta c

<210>
<211>
<212>

14
166
PRT

<213> Malus sp.

<400>

Tyr

Glu

Ala

Gln

Phe

14

Met

Lys

Lys

Val

50

Gln

Phe

Leu

Pro

Thr

Ala

Ser

Thr

Ser

ctt
Leu

atc
Ile
85

gtg
val

agc
Ser

gta
val

aag
Lys

gLt
val
165

Thr

Tyr

Ser

Ile

Leu

att
Ile
70

atg
Met

ctc
Leu

cgg
Arg

gct
Ala

aaa
Lys
150

ccg
Pro

Thr

Val

Ser

Gly

Ile

ES 2420836 T3

55

gga atg gaa gct
Gly Met Glu Ala

aag tgt gat gtg
Lys Cys Asp Val
[0

agt ggt ggg tca
Ser Gly Gly Ser
105

gag atc act gct
Glu Ile Thr Ala
120

cca cca gag aga
Pro Pro Glu Arg
135

aag gca caa gte
Lys Ala Gln Val

gcet
Ala
15

gat
Asp

act
Thr

ctt
Leu

aag
Lys

<99
Arg
155

60

ggc
Gly

atc
Ile

atg
Met

gect
Ala

tac
Tyr
140

caa
Gln

att
Ile

aga
Arg

tte
Phe

cca
Pro
125

gcg
Ala

aaa
Lys

cat
His

aaa
Lys

cct
Pro
110

age

Ser

999
Gly

tgt
Cys

gag
Glu

gac
Asp

ggt
Gly

agc
Ser

acg
Thr

ctg

act
Thr
BO

cta
Leu

att
Ile

atg
Met

ata
Ile

cect
Pro
180

Tga gcctaasacc atctcccttc actgttcaga

Ala Glu Arg Glu
10

Ala Leu Asp Tyr
25

Val Glu Lys Asn
40

Ala Glu Arg Phe
55

Gly Met Glu Ala

Ile

Glu

Tyr

Arg

Ala

Val

Gln

Glu

Cys

60

Gly

21

Arg

Glu

Leu

Pro

Ile

Asp Met Lys

15

Leu Glu Thr

30

Pro Asp Gly

Glu val Leu

His Glu Thr

241

289

337

385

433

481

532

592

652

712

723
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65 T0

Thr Tyr RAsn Ser Ile Met
B5

Tyr Gly Asn Ile Val Leu
100

Ala Asp Arg Met Ser Arg
115

Lys Ile Lys Val Val Ala
130

Ala Asn Gln Lys Lys Lys
145 150

Gln Leu Trp Leu Val Pro
165

<210> 15
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador directo de GAST

<400> 15

ggcacctacg gcaactatga tag

<210> 16
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Lys Cys

Ser Gly

Glu Ile
120

ES 2420836 T3

AsSp Val
a0

Gly Ser
105

Thr Ala

Pro Pro Glu Arg

135

Lys Ala

23

<223> cebador inverso de GAST

<400> 16

cacttgcgag caccatgatg 20

Gln val

75

Asp Ile

Thr Met

Leu RAla

Lys Tyr

140

Arg Gln
155

22

Arg Lys

Phe Pro
110

Pro Ser
125

Ala Gly

Lys Cys

Asp

95

Gly

Ser

Thr

Leu

Leu

Ile

Met

Ile

Pro
160
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<210> 17
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo de EIF4a

<400> 17

cgtceegtgt cacaaagttg 20

<210> 18
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador inverso de EIF4a

<400> 18

ccatcgtatc ggtcgtagtgg 21

<210> 19
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo de EFIA

<400> 19

ttgatattgc tctctggaag tttgag 26

<210> 20
<211> 30
<212> ADN

<213> Artificial
23
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<220>

<223> cebador inverso de EFIA

<400> 20

agttccagta atcatgttct taatgaagtc

<210> 21

<211> 546
<212>ADN
<213> Tulipa sp.

<220>
<221> CDS
<222> ((49)..(168)

<220>
<221> CDS

<222> (258)..(434)

<400> 21

ES 2420836 T3

30

gatcatccag ttactaaget aagcaagcecc tocttectca

tceo
Ser

ctc
Leu
20

acc tcc
Thr Ser
5

gtc gag
val Glu

atc ctg
ile Leu

ccc ege
Pro Arg

aca tcc
Thr Ser
10

ctg gag
Leu Glu
25

ctt gtg ctt ctc
Ley Val Leu Leu

att gaa cecc gga
Ile Glu Pro Gly
30

acttatca atg act tca 57
Met Thr Ser

1
ttc ctc ctt gtc
Phe Leu Leu Val
15

aac ggg ata gaa
Asn Gly Ile Glu

24

ggt 105
Gly
agg 153
Axrg
s
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tct ctt cta g9t ¢ggg ctaagtaagc aactcttccg aactatcact aatcagtatg
Ser Leu Leu Gly Gly

40

ttggtattct tagagagaag Ttaaccatag attgttatga tgatcagge tgce ggt gog

gcg
Ala

agg
Arg

acc
Thr

cat
His

tgc
Cys
415

gcg
Ala

tac
Tyr

cat
His

ttg
Leu

tge
Cys

ggc
Gly

ggt
Gly

gtg
val

gag
Gly

aac
Aan

gct
Ala
95

agg
Arg

aca
Thr

tat
Tyr
BO

cge
Arg

tgc
Cys

tgc
Cys
65

gat
Asp

aag
Lys

agc
Ser
50

tgt
Cys

agc
Ser

tgc
Cys

gag
Glu

gca
Ala

tgc
Cys

cct
Pro

Cys Gly Ala

tca tca agg ccg aat ctg tgc aag
Ser Ser Arg Pro Asn Leu Cys Lys
55

agg tgc agc tgc gtc cca ©cg ggc
Arg Cys Ser Cys Val Pro Pro Gly
T0 75

cct tgt tac gct tca ctc acc acc
Pro Cys Tyr Ala Ser Leu Thr Thr
B5 a0

taaacatgaa gaataaattg gtgtgtcata

ggtgatgaaa gtgggttcgc ttgttcgata tatatatatg taataaaacg ttcaaacaaa

cteagttatt cgaataaaga gg

<210> 22

<211> 99

<212> PRT
<213> Tulipa sp.

<400> 22

Met

Leu

Ile

Cys

Cys

&5

Asp

Lys

Thr Ser

Val

Gly

Glu Arg

35

Ser Glu

50

Cys Ala

Ser

Leu

20

Ser

Ser

Arg

Ser Cys Pro

Cys Pro

Thr

val

Leu

Ser

Cys

Cys
85

Ser

Glu

Leu

Arg

Ser

Tyr

Ile

Pro

Gly

Fro

55

Cys

Ala

Leu

Arg

Gly

40

Asn

val

Ser

Thr Ser Leu Val Leu Leu Phe Leu
10 15

Leu Glu Ile Glu Pro Gly Asn Gly
25 30

Cys Gly Ala Ala Cys Leu Val Arg
45

Leu Cys Lys Arg Ala Cys Gly Thr
60

Pro Pro Gly Thr Tyr Gly Asn Tyr
75 80

Leu Thr Thr His His Gly Ala Arg
S0 a5

25

208

266

314

362

410

44

524

546
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<210> 23
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador directo de la lipasa con motivo GDSL

<400> 23

aggatttgag aacaccaatt tgc 23

<210> 24
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador inverso de la lipasa con motivo GDSL

<400> 24

gagttcaatg acaagctgaa taagttg 27

<210> 25
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo de EF1a

<400> 25

tggtgtcaag cagatgattt gc 22

<210> 26
<211> 22

<212> ADN
26
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15

<213> Artificial

<220>

<223> cebador inverso de EF1a

<400> 26

ttcatcgtac cttgcctttg ag 22

<210> 27
<211> 800
<212> ADN

<213> Rosa sp.
<220>
<221> CDS

<222> (1)..(540)

<400> 27

cCca cat TLLc Ccac cat cag gcocc gat cat ccc caa tac act acc tcc caa
Pro His Phe His His Gln Ala Rsp His Pro Gln Tyr Thr Thr Ser Gln

1 5

ES 2420836 T3

10

27

15



10

tac
Tyr

tac
Tyr

gga
Gly

tgec
Cysa
65

aat
Asn

gqtg
Val

tct
Ser

atg
Met

act
Thr
145

aaa
Lys

caa
Gln

aag
Lys

tgc
Cys
50

att
Ile

aag
Lys

ttec
Phe

Tttt
Fhe

ttt
Phe
130

gat
Asp

gca
Ala

gac
Asp

cte
Leu

ttg
Leu

tcg
Ser

ttg
Leu

tca
Ser

tac
Tyr
115

gag
Glu

gca
RAla

aac
Asn

4 4
Phe

gga
Gly

cca
Pro

aat
Asn

acc
Thr

aat
Asn
100

ggt
Gly

atg
Met

agc
Ser

cag
Gln

cag Ett cct taa

Gln Phe Pro

atrataaatc taggttccta tcactrtaga
ctatatttgt ttgtgocccaa ctaagtatag
ttctggaggt aagtcttcat tttgctttct

tggcaatatg ataatacggt atttagtagt

<210> 28

<211>179
<212> PRT
<213> Rosa sp.

<400> 28

cte
Leu

gct
Ala

tta
Leu

tac
Tyr

gtc
Val
a5

CCct
Pro

(444

9ga
Gly

aaa
Lys

atc
Ile
165

atc
Ile

€99
Arg

gag
Glu

aac
Asn
70

agc
Ser

tat
TYyr

gag
Glu

tat
Tyr

tac
Tyx
150

atc
Ile

gga,

Gly

aaa
Lys

aga
Arg

gat
Asp

ctec
Leu

ttt
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento de determinacion de marcadores genéticos o proteicos/enzimaticos para predecir, en el
momento de la recoleccion, el valor previsto de una caracteristica de calidad relevante para un producto
agricola y/u horticola en un momento dado durante o después de la recoleccién, que comprende las etapas
de:

a. definir un valor de medicién cuantitativo o relativo para la caracteristica de calidad relevante para el
producto agricola u horticola especifico.

b. determinar los niveles de expresiéon de un conjunto de genes, preferentemente en relaciéon con la
caracteristica de calidad especifica o la concentracion de proteinas de un conjunto de
proteinas/enzimas, en relacion preferentemente con la caracteristica de calidad especifica en varios
puntos de tiempo antes, durante y después de la recoleccion.

c. determinar la correlacion de los niveles de expresion determinados en b) o de las concentraciones
de proteinas determinadas en b) con el valor (de acuerdo con la definicién determinada en a)) de la
caracteristica de calidad especifica para dicho producto agricola u horticola en un momento dado
durante o después de la recoleccion; y

d. identificacion de dichos genes de b) que muestran una elevacion o disminucioén del perfil del nivel de
expresion o las proteinas/enzimas de b) que muestran una elevacion o disminucién de la evolucién de
la concentracion y que tienen un coeficiente de correlacion con el valor del factor de calidad en un
momento dado durante o después de la recoleccion en el intervalo de 0,3-1, preferentemente en el
intervalo de 0,4-1, mas preferentemente en el intervalo de 0,5-1, mas preferentemente en el intervalo
de 0,6-1, mas preferentemente en el intervalo de 0,7-1, mas preferentemente en el intervalo de 0,8-1,
lo mas preferentemente en el intervalo de 0,9-1.

e. determinacion de una linea de calibracion que, para un recorrido posterior a la recoleccion
especifico, fija la relacién entre la actividad génica del gen o el valor de la concentracion de la
proteina/enzima en el momento de la recoleccion con el coeficiente de correlacion mas elevado
determinado en 1d y el valor de la caracteristica de calidad especifica en un momento dado durante o
después de la recoleccion para el producto agricola u horticola especifico;

f. y, determinar opcionalmente lineas de calibracion especificas basadas en el procedimiento anterior
para diferentes tipos de recorridos posteriores a la recoleccion.

Un procedimiento de determinacion de marcadores genéticos o proteicos/enzimaticos para, durante un
recorrido posterior a la recoleccion especifico, predecir el valor previsto de la caracteristica de calidad
relevante para dicho producto agricola y/u horticola, que comprende las etapas de:

a. definir un valor de medicién cuantitativo o relativo para la caracteristica de calidad relevante para el
producto agricola u horticola especifico.

b. determinar los niveles de expresion de un conjunto de genes, preferentemente en relaciéon con la
caracteristica de calidad especifica o la concentracion de proteinas de un conjunto de
proteinas/enzimas, en relacion preferentemente con la caracteristica de calidad especifica en varios
puntos de tiempo durante el recorrido posterior a la recoleccion.

c. determinar la correlacion de los niveles de expresion determinados en b) o de las concentraciones
de proteinas determinadas en b) con el valor (de acuerdo con la definicién determinada en a)) de la
caracteristica de calidad especifica para dicho producto agricola u horticola en un momento dado
después de la recoleccion; e

d. identificacion de dichos genes de b) que muestran una elevacién o disminucion del perfil del nivel de
expresion o las proteinas/enzimas de b) que muestran una elevacion o disminucion de la evolucién de
la concentracion y que tienen un coeficiente de correlacion con el valor del factor de calidad en un
momento dado después de la recoleccion en el intervalo de 0,3-1, preferentemente en el intervalo de
0,41, mas preferentemente en el intervalo de 0,5-1, mas preferentemente en el intervalo de 0,6-1, mas
preferentemente en el intervalo de 0,7-1, mas preferentemente en el intervalo de 0,8-1, lo mas
preferentemente en el intervalo de 0,9-1.

e. determinacion de una linea de calibracién que, para dicho recorrido posterior a la recoleccion
especifico, fija la relacién entre la actividad génica del gen o el valor de la concentracion de la
proteina/enzima durante dicho recorrido posterior a la recoleccion con el coeficiente de correlacion mas
elevado determinado primero y el valor de la caracteristica de calidad especifica en un momento dado
después de la recoleccion para el producto agricola u horticola especifico;

f. y, determinar opcionalmente lineas de calibracion especificas basadas en el procedimiento anterior
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para diferentes tipos de recorridos posteriores a la recoleccion.

Un procedimiento de prediccién del valor previsto de una caracteristica de calidad especifica para un
producto agricola u horticola especifico al final del recorrido posterior a la recolecciéon, que comprende las
etapas de:

a. determinar el nivel de expresion de uno o mas marcadores genéticos o la concentracién de uno o
mas marcadores proteicos/enzimaticos en la fruta a analizar antes del recorrido posterior a la
recoleccion (p. €j., durante la recoleccion) o durante el recorrido posterior a la recoleccion;

b. predecir el valor previsto de la caracteristica de calidad especifica para el producto agricola u
horticola especifico después del recorrido posterior a la recoleccién en base a le evoluciéon de la linea
de calibracién determinada de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, que esta concebido
para dicho momento de medicién especifico y dicha situacion posterior a la recolecciéon especifica,
midiéndose la expresioén génica o la concentracion de proteinas en a), de modo que el valor de la
caracteristica de calidad especifica predicha en base a la expresion especifica o a la concentracion de
proteinas se puede leer en el grafico de la linea de calibracion especifica.

Un procedimiento de prediccién del valor previsto de la calidad con respecto a una caracteristica de calidad
especifica para un producto agricola u horticola especifico al final del recorrido posterior a la recoleccion,
que comprende las etapas de:

a. definir el intervalo de valores que se considera aceptable para el producto agricola u horticola
especifico por el mercado para la caracteristica de calidad especifica;

b. en base al valor para una caracteristica de calidad especifica determinada de acuerdo con la
reivindicacion 3 y el intervalo definido en a), considerando la calidad predicha como aceptable o no
aceptable para dicha caracteristica de calidad.

Un procedimiento de determinacion del punto de partida en el tiempo y el punto de finalizacion en el tiempo
del momento de recoleccion 6ptimo de un el producto agricola u horticola, que comprende las etapas de:

a. determinar el perfil del nivel de expresion de uno o mas marcadores genéticos o la evolucion de la
concentracion de uno o mas marcadores proteicos/enzimaticos con el coeficiente de correlacion mas
elevado determinado de acuerdo con la etapa d) de la reivindicacion 1 en el producto agricola u
horticola, a varios puntos de tiempo en la recoleccion;

b. determinar el valor de la caracteristica de calidad especifica que pertenece al valor de la actividad
génica del gen o de la concentracion del marcador proteico/enzimatico en el recorrido de tiempo de la
recoleccion.

c. determinar el primer momento en el tiempo en el que se alcanza un valor de la caracteristica de
calidad especifica que entra dentro del intervalo de calidad aceptable determinado en la etapa a) de la
reivindicacion 4 y designar este momento en el tiempo como el punto de partida en el tiempo del
tiempo de recoleccion 6ptimo;

d. determinar el Ultimo momento en el tiempo en el que se alcanza un valor de la caracteristica de
calidad especifica que entra dentro del intervalo de calidad aceptable determinado en la etapa a) de la
reivindicacion 4 y designar este momento en el tiempo como el punto de finalizacion en el tiempo del
tiempo de recoleccion 6ptimo.

Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicho producto
agricola u horticola esta seleccionado del grupo que consiste en frutas, hortalizas, patatas, semillas (por
ejemplo, cereales), nueces, flores cortadas, bulbos, plantas de maceta decorativas y hierbas recolectables.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en el que dicho producto agricola u horticola esta
seleccionado del grupo que consiste en manzana, pera, frutos citricos, tales como naranja, mandarina,
limén y variedad mineola, mel6n, tomate, melocotdén, ciruela, uva, grosella, grosella silvestre, mora,
frambuesa, cereza, pifia, mango, kiwi, lichi, platano, pimiento y aguacate, incluidas todas las variedades y
variedades cultivadas de los mismos.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que dicha caracteristica de calidad esta
seleccionada del grupo que consiste en la dureza de la fruta, el dulzor de la fruta, el color de la fruta, el
tamafio de la fruta, y una combinacién de uno o mas de los anteriores.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que la caracteristica de calidad es la dureza de
la fruta y la fruta es manzana o pera, y en el que los marcadores genéticos y/o proteicos estan
seleccionados del grupo que consiste en SEC ID N° 13 (M8), B-xilosidasa (Bxyl), poligalacturonidasa |l y Il
(PGI y PGiIl), supuesta peroxidasa de la pared celular 424/87 (87), endotransglucosilasa de xiloglucano
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(XET), expansina y glucanasas tales como endo-3-1,4-glucanasa y los genes que las codifican.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que dicho producto agricola u horticola es una
hortaliza y esta seleccionado de lechuga, tomate, patata, tapioca, batata, todos los tipos de col (coliflor, col
rizada, coles de Bruselas, col de Milan, col cénica y similares), zanahorias (baby), zanahorias de invierno y
legumbres.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la caracteristica de calidad es la duracién en
el florero de las flores cortadas y la flor cortada es rosa, y en el que los marcadores genéticos y/o proteicos
comprenden al menos el marcador lipasa con motivo GDSL, como se muestra en la SEC ID N° 28 y/o el
gen que los codifica.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en el que la caracteristica de calidad es el momento
de recogida 6ptimo de los bulbos y el bulbo es tulipan, y en el que los marcadores genéticos y/o proteicos
comprenden al menos el marcador lipasa con motivo GDSL, como se muestra en la SEC ID N° 28 y/o el
gen que los codifica.

Uso del marcador con SEC ID N° 13 (M8) para la determinacion de la maduracion de la fruta,
preferentemente la determinacion de la maduracion de pera o de manzana.

Uso del marcador GAST para la determinacién del momento 6ptimo de la recogida para bulbos,
preferentemente tulipan.

Uso del marcador lipasa con motivo GDSL como se muestra en la SEC ID N° 28 para la determinacion de
la duracién en el florero de flores cortadas, preferentemente rosas.

Uso de acuerdo con la reivindicacion 13, 14 o 15, en el que el marcador comprende, respectivamente, la
secuencia de aminoacidos SEC ID N° 14, 22 o 28, o una secuencia que es al menos un 70% idéntica a las
mismas.

Anticuerpo dirigido contra la secuencia de aminoacidos de un marcador seleccionado de las secuencias de
aminoacidos de SEC ID N° 22 y 28.
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MARCADOR 1 DE LA PULPA DE LA PERA CV BON CHRETIEN DURANTE
LA RECOLECCION FRENTE A LA FIRMEZA EOS
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FIG. 2A

MARCADOR 6 DE LA PULPA DE LA PERA CV BON CHRETIEN DURANTE
EL ALMACENAMIENTO FRENTE A LA FIRMEZA EQS
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FIG. 2B
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MARCADOR 3 DE LA PULPA DE PERA CV FORELLE DURANTE
LA RECOLECCION FRENTE A LA FIRMEZA EOS
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MARCADOR 3 DE LA PULPA DE MANZANA CV GRANNY SMITH DURANTE
LA RECOLECCION FRENTE A LA FIRMEZA EOS
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FIG. 5A

MARCADOR 3 DE LA PULPA DE MANZANA CV GRANNY SMITH DURANTE
LA CONSERVACION FRENTE A LA FIRMEZA EOS
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MARCADOR DE LA PULPA DE MANZANA CV KANZI BETA-XILOSIDASA
EN LA RECOLECCION EN PAISES BAJOS 2006 Y 2007
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FIG. 8

MARCADOR DE LA PULPA DE MANZANA CV KANZI POLIGALACTURONASA
DURANTE LA RECOLECCION FRENTE A LA FIRMEZA EOS
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MARCADOR DE LA PULPA DE MANZANA CV KANZ| BETA-XILOSIDASA
DURANTE LA RECOLECCION FRENTE A LA FIRMEZA EOS
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MARCADOR EN LA PERA CV CONFERENCIA EN NL POLIGALACTURONASA
DURANTE LA RECOLECCION FRENTE A LA FIRMEZA EOS
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MARCADOR DE LA PERA CV CONFERENCIA EN NL BETA-XILOSIDASA
DURANTE LA RECOLECCION FRENTE A LA FIRMEZA EOS
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PREDICCION DE LA CALIDAD DE ROSAS CORTADAS
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