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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE '.
PCT ‘
ENTRADA EN FASE NACIONAL | e oy
SOLICITUD DE:
X Patente de Invencién. [ Patente de Modelo de Utilidad.
B capitulo 1. CJ Capitulo 11.
@ Nombre: DE RUITER SEEDSR & DB.V.
ls;}oc;zddaedﬁglr;tgglda y existente bajo las IDENTIFICACION
SOLICITANTE y :
71) C.C. [ NIT ]
Direccién: Leeuwenhoekweg 52,
2661 CZ Bergschenhoek, CE. O Otro 1
Holanda Cual
Domicilio: CZ Bergschenhoek, Numero —_
Holanda ‘
Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 4. No. 72-35 C.C. NIT ]
Teléfono: 347 36 11 [—_—-l D
REPRESENTANTE Fax: 211 86 50 : C.E. Otro
0 APODERADO . Cual
E-mail: clientes@cavelier.com ua
Domicilio: Bogota, Colombia. Numero 438.019 T.P 31.929
1. Paulus Cornelis MARIS 2. Anita Afke DE HAAN .
@ Van Zuijtland 11, Karel Doormaniaan 10,
2731 GN Benthuizen, 2665 AT Bleiswijk,
|NVENTOR (ES) Holanda Holanda
(72) 3. Johannes Hendrikus Maria BARTEN 4. Johannes Franciscus Johanna Maria
Playa Serena, VAN DEN HEUVEL
Calle Aviacion 122, Coothaven 237,
4740 Roquetas De Mar, 3015 GC Rotterdam,
Espaia Holanda

@ PCT (86) ‘
Solicitud Internacional No. PCT/NL2007/050260 Fecha: 1 de junio de 2007
Publicacién Internacional No. WO 2007/138386 A1 Fecha: 6 de diciembre de 2007

Titulo (54)
@ PLANTAS TO-TV RESISTENTES

@ Clasificacion Internacional (51) AO1H 001/000

. Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha {31) Numero de Solicitud
EP 1 de junio de 2006 060761418
X - YOoUrDI4'.0
i NoL] Us 1 de junio de 2006 60/803.663
NL 25 de abril de 2007 1033758

@ Comprobante de pago No.: 08-95,318 | Fecha: 9 de diciembre de 2008
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 501.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos) j

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.
De ser el caso, certificado de depésito del material biclogico.

Arte finat 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTQOS ANEXOS

@IZI OO0 O0O0O0 ERO0OR @D®°|

FIGURA CARACTERISTICA

©,

Solicito fa concesion de la patente,

NOMBRE: EMILIO FERRERO
FIRMA : Z(,,,_Q_ﬁ Gﬂ—t~—*——-h

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929

SCT
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [X] Publicacion Internacional WO 2007/139386 A1
Descripcion:
Paginas 39 en el idioma original
Paginas 37 en espafiol
Reivindicaciones: Numero (s) 29

Figuras: Numero (s) 2

2. X Forma PCT/ISA/210. Informe de BlUsqueda Internacional.

3. Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA
FASE INTERNACIONAL
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I, BOUDEWIIN HERMAN DYSERINCK, civil law notary, residing at The Hague,
The Netherlands, do hereby certify that the attached Power of Attorney was signed

by Willem Hendrik LINDHOUT and that he is authorized to sign for and on behalf of
the private limited liability company De Ruiter Seeds Group B.V., which comnpany is

the Managing Director of the private limited liability company De Ruiter Seeds

R&D B.V. and authorized to sign for and on behalf of De Ruiter Seeds R&D B.V,

The Hague, this 5th day of September 2007.

o N [ ad
.« o .

. bajo el
. Sello/timbre: 10. Firma:

w o -~

APOSTILLE
{Convention de La Haye du 5 octobre 1861)

Pais: Los Palses Bajos
El presente document¢ puiblico

. ha sido tirmado por mr, B.H. Dyserinck

jen actia en calidad de notario en ‘s-Gravenhage
3uesta revestido del sello/timbre del susodicho
notarico

Certificado

. La Haya 6. el dia 5 september 2007

por el Secretar Tribunal de

Distrito

ero: 2007-4849-2

M.A.de Roode

MO NOTARIA' SEXTA'DEL CIREULG! OF BUGUTAZ
GO, CONSTAR' ouswomcomcowcme 3
- ORIGINAL“QUE :HE TENIDO.ATLA:

BOGOTADCE aspuaucauscomuau ,

SoYA
297
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Representacion y Poder con aulenlicacion notarial y Apostille
para  patentes. modelos  de  utilidad.  disefios  industriales;
marcas de fibrica, numibres comerclales, ensciius, nombres
de dominin, lemas comerciales, ticencias,

Represenfation  and  Power-of-  Attorncy  with  notarial
authentication and Apostille for patents, utility maodcls,
industrial designs, (rademurks, commercial  names,  (rade

emblems, domdin names, slognes, licenses,

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- Of- ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/1 (wed. the undersigned

DE RUITER SEEDS R&D B.V.

061 CZ

domicitiado {s) ewvof Lecuwenhockweg 52, 2

Beraschenhock

pur «f nmbramos o EMILIO FERR RO, tpa. 31929:
GUNZALQO PERDOMO), tpi. 831: LUZ CLEMENUIA DE PAEZ, tpa.
23555 v DANIEL PENA, tpa. 65620, dumiciliados en la Carrera 4* NY
3234,

prrescnre

Bopoisr, Colombia. en ohedecmmicnty o
prneigal v las demas cuma suplenles, on G0 arden, «0omo mis {(nuestros)
representanees en todas lus asumtos de propiedid insusirial con facuftad
pora  recibir naidieuciones vy oombrar apoderados judicialer o
extrqudiciales. El primwer representante supleate reen plazaci ol prineipal
en ko de ausenciu o bopedimento temporal o delinitivo de aguél. Ta
misnnt reply seouplicard coando el sepundo represertante suplente haya
de reemplazar af privsern, o ¢ tereere ol sepwdo Bn tales cases, ¢l
iepresaitante pringipal, o ¢l primern, o segundo sy lenie, en sp s, o
ambos, declatarin su intencitm de no gjereer b reprssentucion medianie
deciaracién wotenticady por Notario Piblico on Colembia, o por Notario
u otro Funcionarig Pihlico, o Cangul de Culumbia, 0 ¢l extranjero; y &i
se tratare <le impedimento, con ¢l eeruficado respect vo. Si plguno de los
nembrados falrare detinitivamente, ¢l siguiente 1oy ra so lugar, Cuando
cesare la ausentin nompedimento del representunte principul, o de s
primere o segundo  suplenies, en s caso,  poadrin gjerees o
representacin, on su wrden, wao b otros segan ol ciso, asinidudula por
el solo heeho de gjewcerly, cosndo en ese namenio ¢ cjereieio de

representacion por ¢ primern, segundo o tercer suplente en su caso.

Ademis, conficre (conferumes) poder 2 105 abopades amiba nombrixles,
pariv abtenet | proteccion de mi (nuestra) propiedn d industriul ¥ comina
I competencir desleal, o cuvo eleeto sutorizo [ones) a los dichos
apuderadon part QUE me (105) representen anle cualesquicry entidades o
personus, cjerzan o no Junsdigeion, expecialmente ante las del orden
adiinestrative, ¥ jud ik, asi como los
tribunules de arbiaramento, en lodo v concernie e a los sijuicnies
asmlos: 1) Obtenaidn de patentes de invencidn, madelos de otilidad, y

contenciose  sdimimisiative

dischios  industtiales; ¢l registio de marcas de fbrcu. coleclivus,
defenavas, de servicw.  lemas  comereles, nombres  comerciales,

enseius, nunbres de dominia, vanedades vegeoles « denomipaciones de

oneen, s renovacidn,  wspaso, cunbio de manbre o damicilio,

€ CAVELIER ABOGADOS
WA 71T 03631 (MINUEA | 20,8250

‘o dispucsio en el
purigrale Lo del Ariculo 543 del Codigo de Comercio, el primero conw |

DNetherlands

in duc complisnee with the terms of paragraph st of amhcle 343 ol the
Commercial Code, do hereby uppoint EMILIO FERRERQ, 1pa. 31929:
GONZALO PERDOMQ, tpa. 83i: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,

23355 and DANIEL PENA, tpi. 65620, domciled w Carrery 44 N° 72 33,
Bogotd, Colombia, the first oy principsl ond the vibers ax altenates, i the
order of their uppoinunent, as our represcntatives for all industrial
properly matters with facully to reccive notifications and 1o appoint
alterneys inand out of Court, The first alernawe shall replage the prncipal
in cuse of his absence or of wemporal or definitive impediment. The same
rule will apply when the second aliernute represcnative is 1o replave the
first one, or when the third is to replace the firss or second aliernates in
their torn, or both of 1hem, second,

In such cases, the puincipal

represemtative, or the first ur sccond adternates in their wrn, or both of

them, shall state theiv intention not to act as representatives through 2
declaration given before u Notary Public in Colombia, or belare o Notary
at another Public Official or 3 Colombian Consu) abroad:
impediment,

and i cuse of
the approprate certificate shall sufMice. 10 any ol he
appointees were to be definicly abisent, the fallowing alternate shall ke
his place. When the impediment  of  the  principal
representative, or of the first or sccond alternnte an their bun ocises, the

absence  or
representtion can be laken agiin in their sequence, by the principal, the
first or seeund ulternate depending on case, and (he mere fact of 1tg
exereise will suffice. The exeraise of the representaon by the first,
second or third alternates in their ween shall end wi sneh time,

In addition, we grant o Power of Altomey in favor of the above named
attorneys_at [ so that they may obtain the protection ol my {our)
Industrial propeity and agninst the unfair competition, Tfur which purpose |
{we) authorize the suid amtorneys to represeut me (us) belore any
uuthoritics or persons, with or without jurisdiction, specially thase
administrative, administrative contenlious and judicial, as well ag befure
Arbitration Court, in all matiers concerning the following: a) Obtainment
of patents, utility models and indusirial desipns, the registrition ol
trademirks, collective, defensive and service marks, slogans, commetcial
names, trade  emblenss,  domain names. and

voeeti]  varictivs

deneminations ol origin: s rencwal, assmment, change of nome or

damiciic. valunts rég’::‘%ccll.llnm gmlungc,g‘gauw HEIWM us¢ of

0.0 HAGD CONSTAR-QUE LAFOTOCOPIACO!NCIDE )
ON.:7 EL: ORIGINALS QUE - HE -TENIDO. A" LA VIS
.Cii REPUBLICA DE COLOMBIA
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canecizemn volunrari v elaegistia de heencing de sy de gss derechos;
e Las accinnex de compeiencii deshenl, proteeciéy del consumidor,
opeiiciones 4 observagiones, cancelacion  adminivirativa ¥ judicial,
vuludad, maedidas cautelares, cml‘ccf-ién de lcencias, o mtela, Ja

prosecemin de seercwos industriales, voen gencral os juicios civiles,

penales, adnuaistrativas o contencioso —administratives relacionados con

et dereghos;  acciones ¥ pProceios que promovanns o se nos

promuevan. Y pare que on todos Jos asuntos o ha determinudos,

Pusdian satstiiie este mandite, vansiir, conciliar, aditir Jos hechos del

provcesn, desistir, caneetar, recibic, renenciar, ¥ rotficas log actox de

denies ulicsos.

Dado y firmad » hoy/Given ond signed this

CAVELIER ABDGADOS

@oo4/008

the ubove rights; b) Actinons of unfuir competition, prolection tw the
consumer,  oppositions  or  obseevalions,  administrative  or - Court
cancellution, nullity, infringement, graming of licenses, the action for wril
mandamus, the protection ol trade secrets, and tn pencrul the civil, penal.
and mdministeative suits reluting 10 those dights; actions and sl
instituted by me {us) or against me (us). And that in all the above matters
they may substifute this Power ol Attorney, compromise, conciliare, sadmit
the fucts of the cuse, desist, cancel, receive, resign, and miify acts done by
representitives without a power of attorney,

August. 6, 2007

enin Bergschenhoek, The Netherlands

poriby_ Willem Hendrik Lindhout

Director R&D

Firmat

& CAVELIER ABOGADOS

W 2a 036N (MINGTA 120 1.2.9)

i NOTARIA SEXTA BE L CIRGULG: DE-
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CERTIFICACION NOTARIAL {SOCIEDAD)

El infrascrito Notrio Cerilica: Que fa lioma gue antecede de

¢s aurentica: que ¢f sigmuario desempeiia actualmente el cargo

e _—

CM‘ELIER ABOGADOS

Zo05/008

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)
Tle undersigned Notary certifios: That the preceding signuure of

is authentic, that the signatory currently acls in the position of

de ta compaitia

sociedad quo aclyalinenie exisie y estd organizanls de acuerdd o
las feyes de

e l'\ leL'LLmII de dicha Lomp.mu s

[PpeESE————

[}
i ——, — —————— T ———

¥ (e el signatario tivne lacuil.nd pari olurgiy ests documcmn

Tados los heehas anteriores le constan por huber examinado los
documentas respectivos y de todo elio da fe.
DNado v firmado en_

El__

of the company

——— e e — fia

O

-

] Lumpml\ cum.nlly c\h.hnk. and orgamized under the laws ol

thant the uddress is __

——— A ——

and that lhr si«vmmr) has the power to "rqm lhlx dnwmenl

The Notary Public is aware amd attests to the above facts upon
examinution of the corresponding documents.
Given und signed in

On

11 Nolario Dablico -
Firmassello)

The Nuiary Public
{Signature-seal) '

‘This public document

_l-.)

............

has been signed by

L

acting in the capucity of

1. bears the scal/stamp of

5. Mo e
7, by oo, e r e,
8. N

..................................

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

e —

........................................

........................................

MEECIREULOIDE BOBGTAS
Eurorocopmcomcms
- HE-TENIDOD- A ]

L CAYELIER ABOGADOS

WHCTENO D030 1 (MINUTA 12125



TRADUCCION OFICIAL No. 27I69.07 preparada por Maria Elvira Martelo,

traductora oficial aprobada por el Ministerio de Justicia mediante Resolucién No.

2879 de 1995 y reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores.

A continuacién se traducen los sellos:y legalizaciones de un documento escrito en
aleman y espafiol, por el cual DE RUITER SEEDS R&D B.V. sociedad domiciliada
en Leeuwenhoekweg 52, 2661 CZ, Bergschenhoek, Paises Bajos, otorga poder a
EMILIO FERRERO, GONZALO PERDOMO, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ Y
DANIEL PENA.

Dado y firmado el 6 de agosto de 2007

En Bergschenhoek, Paises Bajos

Por Willem Hendrik Lindhout, Director de Investigacion y Desarrollo (R&D)

Firma: [Firma ilegible]

YO, BOUDEWIJN HERMAN DYSERINCK, notario publico, residente en La Haya,
Paises Bajos, por el presente certifico que el Poder anexo fue firmado por Willem
Hendrik LINDHOUT y que él estd autorizado para firma por y en nombre de la
sociedad privada de responsabilidad limitada De Ruiter Seeds Group B.V., sociedad
que es la directora administrativa de la sociedad privada de responsabilidad limitada
De Ruiter Seeds R&D B.V. y autorizado para firmar por y en nombre de D Ruiter
Seeds R&D B.V.

La Haya, 5 de septiembre de 2007

[Firma ilegible)

Sello del Sr. B.H. DYSERINCK

APOSTILLA otorgada en espafiol en Palses Bajos el 5 de septiembre de 2007 bajo
el nimero 2007-4849-2, firmado por M.A. de Roode.

-

Es traduccion fiel y completaﬁde% la cual se deja copia en esta oficina para su
confrontacion.

o Mo clo
COLO 16029-841-001-2 A Ducgc% No: 2Y7/09 O

MARIA ELVIRA MARTELOD
SEP 27/07 Traductora & Interprete Oficial

MMA\ID-109145\WPC16029 Ros. No. 2679 Min. Jisticia \0T0n SEKTADEC CIRCULO DE ocia)
etk ,iAE% g%ﬁlfﬁ qui_'f hpé Egg'?%ovL\ COINCIDE §
B0GDTAN T REPBLCADE GOy s

2 4 DIC. 2008
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

P
(19) World Intellectual Property Organization flg:"«ln}",}‘

L

International Bureau

(43) International Publication Date
6 December 2007 (06.12.2007)

2

7
7

)

Ay

PCT

800 0 0D

(10) International Publication Number

WO 2007/139386 Al

rl
35
=

(51) International Patent Classification:
AOIH 1/06 (2006.01) CI20 1/68 (2006.01)
AQIH 3/00 {2006.01)

(21) International Application Number:
PCT/NL2007/050260
(22) International Filing Date: 1 June 2007 (01.06.2007)
(25) Filing Language: English
(26) Publication Language: English

(30) Priority Data:

06076141.8 1 June 2006 (01.06.2006) EP
60/803,663 1 June 2006 (01.06.2006) US
1033758 25 April 2007 (25.04.2007) NL

(71) Applicant {(for all designated States except US); DE
RUITER SEEDS R & D B.V. [NL/NL}; Leeuwenhoek-
weg 52, NL.-2661 CZ Bergschenhoek (INL).

(72) Inventors; and

(75) Inventors/Applicants (for US only): MARIS, Paulus,
Cornelis [NL/NL]; Van Zuijtland 11, NL-2731 GN Ben-
thuizen (NL). DE HAAN, Anita, Afke [NL/NL}; Karel
Doormanlaan 10, NL-2665 AT Bleiswijk (NL). BARTEN,
Johannes Hendrikus Maria [NL/ES]; Playa Serena,
Calle Aviacion 122, E-04740 Roguetas De Mar (ES). VAN
DEN HEUVEL, Johannes Franciscus Johanna Maria
[NL/NL); Coolhaven 237, NL-3015 GC Rotterdam (NL).

(74) Agent: VAN LOON, C,, J., J.; Johan de Winlaan 7,
Vereenigde, NL-2517 JR Den Haag (NL).

(81) Designaled States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection avuilable): AE, AG, AL, AM,
AT, A Z, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ, CA, CH,
Cls\@:jll, CU, CZ, DE, DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG,
ESMFI, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR, HU, ID, IL,
IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK,
LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX,
MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RQ,
RS, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, SV, 5Y, TI, T™,
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US,UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW,

(84) Designated States {unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, 8Z, TZ, UG, ZM,
ZW), Burasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, H,
FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MT, NL, PL,
PT, RO, SE, S, SK, TR), OAPI (BE, BJ, CF, CG, CI, CM,
GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:

~—  with internarional search repont

—  before the expiration of the time limit for amending the
claims and 1o be republished in the event of receip: of
amendments

For two-letter codes and other abbreviations, refer io the "Guid-
ance Notes on Codes and Abbreviations"” appearing at the begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazette.

(54) Title: TOTV-RESISTANT PLANTS

wo 2007/139386 A1 I} UEH 00000 00 0RO

(57) Abstract: The present invention relates to a tomato plant having within its genome at least one allele of a gene that confers
resistance 1o Tomato torrado virus (ToTV), said virus having been deposited with the Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH on 24 November 2004 under depositors reference namber ToTV-EQ] (DSM 16999).

&
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Title: ToTV-resistant plants '

FIELD OF THE INVENTION |

The invention relates to virus resistant plants and to .methods of producing
such plants. In particular, the method relates to-plants that are resistant to Tomato
torrado virus (ToTV), to methods of producing such plants apd to plants and plant

parts thus obtained.

BACKGROUND OF THE INVENTION

The tomato Solanum lycopersicum (formerly Lycopersicon esculentum) is
susceptible to a large number of viral species. Some of the most prominent tomato
viruses include Tomato spotted wilt virus (TSWV,; genus Tospovirus); Pepino mosaic
virus (PepMV; genus Potexvirus), and Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV; genus
Begomovirus). The damage that these diseases inflict on the plant range from
discoloration of leaves and necrotic lesions, to severe crop loss and death of the plant.

The ability to provide resistaht plants is of utmost importance to commercial
breeders, and for some of the economically most damaging viruses, resistant plant
varieties have been produced. However, from time to time, new viruses emerge that
may inflict considerable damage on crops.

In 1996 a new tomato virus was reported which had infected tomato plants in
the USA and Italy since 1993, and was named Tomato infectious chlorosis virus !
(TICV; genus Crinivirus; Duffus et al., 1996). Another new tomato virus of the same
genus was reported in 1998. This virus was shown to have infected tomato plants in
the USA since 1989 and was named Tomato chlorosis virus (ToCV; Wisler et al.,

1998). Both these new viruses proved to be spread by a whitefly, the insect being a
very effective disease-transmission vector.

It is generally believed that the geographic distribution of known viruses will
increase and that new viruses will conﬁnue to appear, partly as a result of
recombination of different viruses to form new strains or new viruses. The
development of resistant cultivars can play an importént role in the successful
management of these diseases. ‘

Recently, a new virus was discovered on tomato plants from Spain, which

caused symptoms (locally known as the disease “torrado”) that could not be attributed
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to any known virus. The plants exhibited necrotic lesions on leaves and brown rings
on fruits and showed reduced growth. Serological tests (ELISA) indicated the
presence of Pepino mosaic virus (PepMV). Electron microscopic investigations indeed
revealed the rod-like particles typical for potexviruses. However, also spherically
shaped viral particles were found in infected leaf tissue. The inventors were able to
separate the new virus from the complex with PepMV. The new virus was tentatively
named Tomato torrado virus (ToTV), was deposited with the Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH on 24 November 2004 under depositors
reference number ToTV-E01 (DSM 16999), and is the causative agent of diseases
affecting tomato known as "torrado" (Spain), "marchitez” or "chocolate" (Mexico and
Guatemala). It is believed that the virus-is also capable of causing disease symptoms
which are similar to those caused in tomato in other genera of Solanum, notably in
Capsicum spp. (Pepper) and Solanum melongena (Aubergine).

At present there are no plants known that harbour specific resistance to this

new virus, while there is a need for developing such resistant plants.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present inventors have now discovered tomato pla:nts that are resistant to
ToTV. Theyvfound that, upon exposure of the plants to the virus, disease-symptoms
remained absent, and that viral particles, or viral RNA could ;not be detected in these
plants. As indicated below, this response is defined as resistant. Such plants are of
pivotal importance in the development of commercially valuable varieties of cultivated
tomato that are resistant to the new virus, especially when the genetic elements
responsible or associated with the resistance trait, and exchanged among plants
during crossing, caﬁ be followed and monitored during the breeding process. Such
monitoring helps to improve the efficiency of breeding and can greatly improve the
time—to-market for newly developed resistant varieties. Through crossing
experiments, it was discovered that the gene responsible for the resistance to ToTV
was homozygously present in the resistant plants while heterozygous plants were

susceptible to ToTV infection. Thus, it was discovered that ToTV resistance is

. conferred by a recessive gene. Still, plants that contain both forms of the allele, i.e.

heterozygous plants, are equally useful to plant breeders as they may be used as

parents in crosses and selfings to produce homozygous offspring plants.
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In a first aspect, therefore, the present invention relates to a tomato plant
having within its genome at least one allele of a gene that confers resistance to
Tomato torrade virus {ToTV), said virus having been deposited with the Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH on 24 November 2004
under depositors reference number.To'I'V~E01 (DSM 16999). TaoTV resistant tomato
plants were hitherto unknown. :

Upon subsequent experimentation, the inventors founc:l that the resistance in
these ToTV resistant tomato plants was closely linked to a nﬁmber of AFLP markers.

Without wishing to be bound by any theory, and despite the fjact that the location of
most of these markers on the genome is yet to be determined, it is believed that the
" gene(s) responsible for the trait is (are) located on chromosome 4. Therefore, in a
preferred embodiment of said first aspect, the allele that comprises a gene that
confers resistance to Tomato torrade virus (TeTV) is located in a genomic region
linked to AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216, P21/M61-F-583, P25/M51-
F-131, P15/M49-F-330, and/or P13/M38-F-311/313, preferably to AFLP markers
P14/M49.F-282, P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-311/313, most prefe;ably to AFLP
markers P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-311/313. _

In a preferred embodiment of said first aspect, said allele is located on :
chromosome 4, preferably in a genomic region positioned between AFLP markers
P14/M49-F-282 and P11/M35.F-216. - “

In another preferred embodiment of said first aspect, said allele is present in .
homozygous form, which results in the plant expressing the resistant phenotype.

In still another preferred embodiment of said first aspéct, said tomato plant is
a plant of the species Solanum lycopersicum, preferably a cultivated tomato plant.

In yet another preferred embodiment of said first aspect, said resistance is
expressed as a resistance to the establishment of an infection with ToTV upon
exposure of said plant to at least the minimal infective dosage of the virus. The skilled
person will understand that the minimal effective dosage can be determined by
routine experimentation on susceptible plants.

In yet another preferred embodiment of said first aspect, said plant is
identified in a resistance bicassay involving infection with ToTV, or wherein said
plant is identified by screening for the presence of at least one molecular marker

linked to said allele of said ToTV resistance gene.
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In yet another preferred embodiment of said first aspect, said plant is produced
by a method involving screening for the presence of at least one molecular marker
linked to said allele of said ToTV resistance gene

In a further aspect, the present invention relates to a plant part derived from a
plant of the present invention. Examples of plant parts include, but are not limited to,
single cells and tissues from pollen, ovules, leaves, embryos, roots, root tips, anthers,
flowers, fruits, stems shoots, and seeds; as well as pollen, ovules, leaves, embryos,
roots, root tips, anthers, flowers, fruits, stems, shoots, scions, footstocks, seeds, .
protoplasts, calli, and the like. Preferably said part is a fruit or seed. Other preferred
embodiments of plant parts include parts for vegetative propagation including such
preferred parts as ﬁlicrospores, poilen, ovules, leaves, embryos, roots, root tips,
anthers, flowers, fruits, stemas shoots, stems, shoots, scions, rolotstocks, protoplasts,
calli, and meristemic tissue and the like. |

In a further aspect, the present invention relates to a rpethod for selecting a
tomato plant that is resistant to the Tomato torrado virus (ToTV) as defined Her,ein,
said method comprising the steps of:

a) providing an inoculum of said virus;

b) exposing a tomato plant to said inoculum;

c) allowing for a sufficient incubation time, and

d) selecting said tomato plant in case no infection establishes in said plant

upon lapse of gaid incubation time.

In a further aspect, the present invention relates to a method for selecting a
tomato plant having within its genome at least one allele of a gene that confers.
resistance to the Tomato torrado virus (ToTV) as defined herein, said method
comprising the step of screening the genomichNA of a tomato plant for the presence
of a genomic region linked to AFLP ma;-kers P14/M49-F-282, P11/M35-F-218,
P21/M61-F-583, P25/M51.F-131, P15/M49-F-330, and/or P13/M38-F-311/313,
preferably to AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-
311/313, most preferably to AFLP markers P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-311/
313.

In still a further aspect, the-pregent invention relates to a method for the
production of a tomato plant comprising selecting a plant having within its genome at

least one allele (of a gene) that confers resistance to the Tomato torrado virus (ToTV)
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as defined herein by performing a method for selecting a tomato plant according to
the present invention and croasiné said selected plant with itself or another tomato
plant to produce seed, and growing said seed into a tomato plant.

In still a further aspect, the present invention relates to a method for the
production of a tomato plant that is resistant to the Tomato tprrado virus (ToTV) as
defined herein, said method comprising the step of:

a) selecting a plant having within its genome at leasilz one allele of a gene that
confers resistance to said Tomato torrado virus (ToTV) by pel:'formihg a method for
selecting a tomato plant according to the present invention;

b) crossing said selected plant with another tomato plant or with itself to
praduce seed;

c) growing said seed into tomato plants to produce offspring plants;

d) optionally repeating the crossing and growing steps of steps b) and c¢), and

e) selecting from amongst the offspring plants a plant wherein said allele is
present in homozygous form. ' |

In a preferred embodiment of said method, the selection in step e) is performed
by screening the DNA of said offspring plant for the homozygous presence of said
genomic region linked to AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216, P21/M61-F-
583, P25/M51-F-131, P156/M49-F-330, and/or P13/M38-F-311/3 13, preferably to AFLP
markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-311/313, most preferably
to AFLP markers P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-311/ 313. Alternatively, the
selection in step e) is performed by a resistance bioassay using said ToTV virus or any
other suitable method as described herein.

In another preferred embodiment of said method, the tomato plant is a plént of
the apecies Selanum lycopersicum, more preferably a cultivated tomato plant.

In still other aspects, the present invention relates to a tomato plant
obtainable by a method according to the present invention and to a plant part,
preferably a fruit or seed, derived from said novel and inventive tomato plant. Said
plant part in an alternative preferred embodiment comprises plant parts suitable for
vegetative propagation.

In still other aspects, the present invention relates to the use of the allele that
confers resistance against ToTV, which allele is located in a genomic region linked to
AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216, P21/M61-F-583, P25/M51-F-131,

e ——
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P15/M49-F-330, P13/M38-F-311/313 and/or COSII/CAPS marker C2_At5g25900,
preferably to AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-
311/313, most preferably to AFLP markers P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-311/
313 and/or COSII/CAPS marker C2_At5g25900 on chromosome 4 of tomato:
- to select ToTV resistant tomato plants, or
- to confer resistance to ToTV in a ToTV susceptible tomato variety by

increasing the frequency of the presence of the resistant allele in said variety.

In still other aspects, the present invention relates to the use of a ToTV
resistant plant for enhancing the yield of and/or for preventing yield loas in said plant
resulting from ToTV infection, wherein said ToTV resistant plant is characterized by
the homozygous presence of the allele located in a genomic region linked to AFLP
markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216, P21/M61-F-683, P26/M61-F-131, P156/M49-
F-330, P13/M38-F-311/313 and/or COSII/CAPS marker C2_At5g25900, preferably to
AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M356-F-216 and/or P13/M38-F-3 11/3 13, most
preferably to AFLP markers P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-311/ 313 and/or
COSII/CAPS marker C2_At5g26900 on chromosome 4 of tomato.

In still other aspects, the present invention relates to the use of a seed of 2
ToTV resistant plant of the present inv;ant;ion, for producing a ToTV resistant plant or
for preventing the occurrence of torrado disease (or a related disease such as
marchitez or chocolate spot disease) in a plant or in a population of plants. i

In still other aspects, the present invention relates to the use of a plant {
comprising at least one allele that confers resistance to ToTV, or that is homozygous |
for an allele that confers resistance to ToTV, wherein said allele is located in a
genomic region linked to AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216, P21/M61-F-
583, P256/M51-F-131, P15/M49-F-330, P13/M38-F-311/313 and/or COSII/CAPS marker
C2_At5g25900, preferably to AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216 and/or
P13/M38-F-311/313, most preferably to AFLP markers P11/M35-F-216 and/or
P13/M38-F-311/ 313 and/or COSII/CAPS marker C2_At5g26900 on chromosome 4 of
tomato, as a ToTV resistant tomato plant or as a parent plant in breeding programs
aimed at providing other plants with the ToTV resistant phenotype that results from

the homozygous presence of said allele.-
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In still other aspects, the present invention relates to the use of marker
P11/M35-F-216, P13/M38-F-311/313 and/or C2_At5g25900 for detecting the presence
of an allele that confers resistance to ToTV in a plant. Such use would generally
involve nucleic acid detection methods including such steps of isolating DNA,
amplifying said isolated DNA with the marker-specific primers, and checking the
amplified DNA fragment for the expected length in base pairs, optionally after
digesting said amplified DNA fragrﬁent, to reveal the presence of nucleotide
polymorphisms associated with the resistance allele.

In preferred embodiments of the above-described use aspects of the present
invention said plant is preferably a tomato plant, most preferably a plant of a
commercially valuable tomate plant, such as a tomato plant comprising commercially

desirable characteristics as described inter alia herein.

DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 show a echematic map of the tomato genome representing
chromosome 4, and indicating the most recent locations of a numbeerf well known
markers. A

Figure 2 shows an agarose gel with PCR fragments digested with a specific
restriction enzyme to indicate the presence or absence of the resistance allele for

ToTV resistance as described in Example 2.

DESCRIPTION OF THE PREFERRED EMBODIMENTS

Ag used herein, the term "allele(s)" means any of one or more alternative forms
of a gene, all of which alleles relate to at least one trait or characteristic. In a diploid
cell or organism, the two alleles of a given gene occupy corresponding loci on a pair of
homologous chromosames. Since the present invention relates to methods that
comprise steps for identifying genomic regions that may comprise one or more genes,
but also regulatory sequences, it is in some instances more aC(I:urate to refer to
"haplotype" (i.e. an allele of a chromosomal segment) in stead of "allele", however, in
those instances, the term "allele" should be understood to comprise the term
"haplotype".

A
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A “gene” is defined berein as a hereditary unit consisting of a sequence of DNA
that occupies a specific location on a chromosome and that contains the genetic
instruction for a particular characteristics or trait in an organism.

A “locus” is defined herein as the position that a given gene occupies on a
chromosome of a given apecies.

As used herein, the term "heterozygous" means a genetic condition existing
when different alleles reside at correspending loci on homologous chromosomes.

As used herein, the term "homozygous" means a genetic condition exisu'ﬁg
when identical alleles reside at corresponding loci on homologous chromosomes.

As used herein, the term "molecular marker" refers to an indicator that is used
in methods for visualizing differences in characteristics of nucleic acid sequences.
Examples of such indicators are restxjiction fragment length polymorphism (RFLP)
markers, amplified fragment length polymorphism (AFLP) markers, single nuclectide
polymorphisms (SNPs), microsatellite markers (e.g. SSRs), sequence-characterized
amplified region (SCAR) markers, cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS)
markers or isozymé markers or combinations of the markers described herein which
defines a specific genetic and chromosomal location. |

As used herein, the.term "tomato" means any plant, ﬁx?e or population of
Lypopersicon including but not limited to Lycopersicon cerasiforme, Lycopersicon
cheesmanii, Lycopersicon chilense, Lycopersicon chmielewskii,j Lycopersicon
esculentum (or Solanum lycopersicum), Lycopersicon hirsutun'z, Lycopersicon
paruiflorum, Lycopersicon pennellii, Lycopersicon peruvianum, Lycopersicon
pimpinellifolium, or Solanum lycopersicoides. Wild relatives of the modern tomato
have been classified within the Lycopersicon genus, like L. pennellii, L. hirsutum, L.
peruvianum, L. chilense, L. parviflorum, L. chmielewskii, L. cheesmanii,
L.cerasiforme, and L. pimpinellifolium. Over the past few years, there has been
debate among tomato researchers and botanists whether to reclassify the names of
these species. The newly proposed scientific name for the modern tomato is Solanum
Iycopersicum. Similarly, the names of the wild species may be altered. L. pennellii
may become Solanum pennellii, L. hirsutum may become S. habrochaites, L.
peruvianum may be split into S. ‘N peruvianum’and S. 'Calle:jon de Huayles', S.
peruvianum, and S. corneliomuelleri, L. parviflorum may becolme S.neorickii, L.

chmielewskii may become 8. chmielewskii, L. chilense may become S. chilense, L.

A
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cheesmaniae may become S, cheesmaniae or S, galapagense, and L. pimpinellifolium
may become S. pimpinellifolium (Solanacea Genome Network (2005) Spooner and
Knapp; http://www.sgn.cornell.edufhelplaboutlsolanum_nomenclature.html).

A plant according to the present invention exists in nature. Yet it was
identified as a result of a technical process. The present invention reveals two
principle methods of identifying such a plant. In a first method the plant is identified
by using a resistance bioassay involving exposure of a candidate plant to an effective
dosage of Tomato torrado virus (ToTV) (by mechanical inoculation or exposure in the
field) as defined herein. When the candidate plant remains free of disease, the
symptoms of which include necrotic iesions finalizing in burnllike, full necrosis of
plant material especially leafs and death of the plant and/or concentric rings of
necrotic spots on fruits, said plant is said to be resistant. The plant identified by using
this method comprises two alleles comprising a gene that confers resistance to Tomato
torrado virus (ToTV), and is éonsequeptly homozygous for the trait.

The term "resistant to ToTV” is meant to include resistance to ToTV, including
the deposited strain ToTV-E01 (DSM 16999), as well as to a related virus. A related
virus in the context of the present invention is not only a virus belonging to the same
taxonomic genus as ToTV, but can be defined as a virus-te which resistance is
conferred by the resistance allele described herein.

A plant of the present invention compriges at least one gene that confers
resistance to ToTV. The locus of the gene is linked to a number of AFLP markers as
herein identified. However, the location of many of these AFLP markers on the
genomic map of tomato is'yet unknown. Therefore, the position of the gene in the
genome is not entirely certain. Since marker P14/M49-F.282 is tentatively located on
chromosome 4, it is strongly suggested that the locus is located on chromosome 4.
When comparing the location of publicly known markers to those of P14/M49-F-282, it
appears that the gene is located in a region of which the boundaries are set by CT264
(Tomato EXPEN 2000 position 86 ¢cM) and marker TG163 Tomato EXPEN 2000
position 135 e¢M). A plant of the present invention can thus be icharacterized in having
a ToTV resistance gene located on chromosome 4 on a position between markers
CT264 and TG1863.

In a more detailed analysis of markers present in an experimental tomato

population comprising resistant and susceptible plants, it was found that two markers
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were polymorphic among the population and highly correlated with the presence or
absence of the resistant allele: COSII/CAPS marker C2_At5g25900 (see Example) and
a bi-allelic marker referred to as P13/M38-F-311/313. These markers are positioned
on Chromosome 4 of tomato and it could be calculated from the recombination
frequency observed that these markers are separated by a distance of approximately 3
cM. The position of C2_At5g25900 is provided in Figure 1. The position of P13/M38-
F-311/313 relative to C2_At5g26900 could not be established due to the absence in the
population tested of other polymorphic markers with known map positions. Therefore,
it can thusfar be concluded that the gene that confers resistance to ToTV in tomato is
associated with a region characterized by polymorphic markérs C2_At5g25900 (in
particular the marker producing a 420 bp and 260 bp fragment when digested with
Msel, which marker is linked to the resistant allele) and P13/M38-F-311/313 (in
particular P13/M38-F-313, which is linked to the resistant allele, said region covering
a stretch of DNA on chromosome 4 that represents a genetic distance of
approximately 3 cM, more preferably between 0 and 10c]M, still more preferably
between 0 and 3,6 cM, most preferably less than 3 cM.

The skilled person will be able to discern the orientation of the two markers
relative-to each other on the genetic map of tomato (e.g. similar to that in Fig. 2, when
the distance of each to third marker can be determined. Such experiments are well
within reach of the skilled person.

The plants of the present invention are found to be resistant to the viral agent
that causes the tomato disease known in Mexico by the name of "marchitez". It is
believed that this viral agent is the same as that deposited under accession number
DSM 16999 and assigned the name Tomato torrado virus (ToTV). ToTV is the
causative agent of a similar disease in tomato in Spain called "torrado”. It was found
that the markers as described herein that are linked to resistance to the ToTV virus
deposited under accession number DSM 16999 are also linked to resist;ance to
"marchitez". Therefore, the plants as defined herein are resis!tant to "torrado” as well
as to "marchitez". Thus the plants as described herein confer resistance to:

- all viruses that are the causative agents of diseases which result in diseases
in tomato plants with the same or similar symptoms as those caused by the deposited
virus ToTV DSM 1699;

19
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- all plant viruses that belong to the same taxon as that of ToTV (of which the
taxonomic ranking still needs to be determined), preferably the plant viruses of the
same family, more preferably of the same genus, still more preferably of the same
species;

- ToTV DSM 16999. _

In an alternative method of identifying a plant of the pEresent invention in
nature, the plant is identified by screening for the presence of at least one molecular
marker linked to said at least one a]iele of said ToTV resistar}ce gene. The present
invention now discloses various AFLP markers which are suitable for use in such a
screening assay, as they have been found to be linked to various extents to the
presence of the resistance gene in tomato plants. A suitable molecular marker may be
selected from the group consisting of AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-2186,
P21/M61-F-583, P26/M51-F-131, P15/M49-F-330, and P13/M38-F-311/313, preferably
from the group consisting of AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216 and
P13/M38-F-311/313, most preferably from the group consisting of AFLP markers
P11/M35-F-216 and P13/M38-F-311/313. The Example desacribes t;he couphng between
these markers and the resistance trait in more detail.

The invention further relates to a method for 1dent1fy1ng a ToTV-resistant
plant, or part thereof. There are vanous possibilities of 1dent1fymg ToTV-resistant
plants. In a first set of embodiments of such a method, active/infectious virus or full-
length infectious clones may be used, whereas in an alternative embodiment only
virus-detection means are used.

A first step of a method for identifying a ToTV. -'resistar;t plant using
activefinfectious virus comprises exposilng a plant or plant part, such as a leaf or stem
segment, to a infective dosage of ToTV, the aim of which is to achieve an infection.
The exposure may in many cases involve the establishment of physical contact, An
infective dosage may vary between plants and between ToTV-isolates tested.
Theoretically, an amount of about 1 to 10 to an amount of about 500-5000 viral
particles of said virus or the nucleic acids thereof will be sufficient. Infection in this
way may be achieved by mechanical inoculation of purified virus particles or virus
nucleic acid on healthy plants or for instance by passive inoculation via exposure to
infected plants.

Alternatively, infection inay be achieved by, for instance:
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- growing a healthy scion o‘n a ToTV-infected rootatock, or vice versa;

- exposing a healthy plant to transmission vectors containing the virus
(including infected plants, e.g. parésitic plants like Cuscuta spp.);

- introducing into a healthy plant an expression vector harbouring a coding
region of the ToTV virus genome;

- the use of agro-infectious ciones, such as Agrobacterium tumefaciens strains
containing an expression vector harbouring a coding region of the ToTV virus genome,

In the context of the present invention, methods for exposing a plant or plant
part to an infective dosage of ToTV are not limited to any particular method.

As stated, infection may comprise mechanical inoculation of the virus on
healthy plants. For instance, a portion of a diseased leaf may be rubbed directly onto a
leaf of a plant that is to be infected. In an alternative procedure, an inoculum may for
instance be prepared by grinding virus-containing plant tissue, preferably young
leaves showing symptoms, with a mortar and pestle, or any other suitable type of
homogeniser, in for instance a buffer suitable for inoculation (e.g. 2 0.03 M phosphate
buffer, pH 7.7). After grinding, the obtained homogenate (the sap) is preferably ;
filtered, e.g. through cheese cloth, The aap may then be inoculation, for instance by
gently contacting leaves with an amount of the sap. The leavés are preferably pre-
treated in order to damage the lower epidermis and enhance éntry of the virus. This
may for instance be achieved by pre-dusting the leaves with carborundum powder.
Excessive wounding is preferably avoided. Preferably a carborundum powder is used
having microscopically small angular particles of gilicon carbide (400-500 mesh).
Carborundum powder may also be added directly to the sap, in which case the pre-
treatment is omitted. The sap may, for instance, be applied by the forefinger, a pad of
sap-soaked foam or fabrie, or even with the pestle used for grinding, a glass spatula, a
stiff brush, or a spray gun. After inoculation, the leaves are preferably immediately
washed with water.

A second step of a method for identifying a ToTV-resistant plant comprises
identifying said plant as a ToTV-resistant plant when, after said exposure, either 1)
disease-symptoms in said plant or plant part remain absent or are delayed in
expression ar are at least reduced in severity or are localized relative to a susceptible
and/or sensitive control plant, and/or ii) ToTV virus or ToTV genomic sequences are

not present in said plant or plant part or the presence of ToTV virus is at least
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quantitatively reduced in said plant relative to a susceptible control plant. As used
herein the term localized means Limited to the inoculated leaf,

Determining the development of ToTV-induced disease-symptoms in infected
plants may be performed by quantitative methods, e.g. wherein the period required
for the development of discernible (e.g. visible) disease-symptoms is noted, or by
qualitative methods wherein, after a certain period has lapsed, the plant is inspected
for symptom expression and the presence or severity of the symptoms is indicated.

In addition to determining the development of ToTV-induced disease-
symptoms or as an alternative thereto, depending on the type of ToTV-resistance to be
detected, the presence of the virus is detected in the plant or plant part. In order to
detect the absence of virus in the test plants, any method ma'y in principle be used.
For instance, a method may be employed wherein a ToTV specific antibody, primer-
set or probe according to the present invention is used. Alternatively, a portion of the
test plant may be brought into contact with a susceptible ind.{cator plant (e.g. N.
hesperis ‘67A”) to establish whether virus is present or absent in the test plant. The
skilled person will understand that for such methods it is important to decontaminate
the surface of the test plant, in orderv‘.to distinguish between a transmission vector, a
tolerant test-plant and a resistant test plant, since only the presence of virus in the
plant cells needs to be established.

In performing the second step of a method for identifying a ToTV-resistant
plant, the following results may be obtained. If, after successful inoculation (e.g. after
the establishment of a plant-virus contact under conditions that would result in
infection in a susceptible and sensitive control plant):

i) disease-symptoms remain absent; or viral particles, or viral RNA cannot be
detected: the plant is resistant; _ '

i1} disease-symptoms are delayed or reduced in severity; or systemic low titres
of viral particles or viral RNA can be detected: the plant is partially resistant;

i) disease-symptoms are severe, but remain local, limited to the incculated
leaf and do not systemically spread beyond inoculated tissue; or viral particles, or
viral RNA can only be detected locally: the plant is hypersensitive;

iv) if disease-symptoms remain absent; and viral particles, or viral RNA can be
detected: the plant is tolerant.
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v) if the plant develops disease-symptoms and has high systemic virus titres,
then the plant is susceptible and sen.sitive. Examples of such plants are the plants
from which the virus of the present invention was isolated. T!hese plants may serve as
suitable control plants in methods of the present invention.

For the purpose of producing resistant plants, and from a viewpoint of
phytosanitation, only outcome 1), ii) and iii) may be considered of interest. For the
purpose of obtaining plants suitable for the production of symptomless crops and
products, outcome iv) may also be of particular commercial interest.

In an alternative embodiment of a method for identiffing a ToTV-resistant
plant only virus-detection means are used. For instance, a ToTV-resistant plant may
be identified in the field by observing or identifying a symptomless plant among
symptomatic plants and determining the absence of virus in said plant by performing
a virus detection method. When such a method is performed it is preferred that a
ToTV-selective polynucleotide or an antibody is used. Preferably, a method of
identifying a ToTV-resistant plant requires the use of either the virus or virus-
selective polynuclestide or antibody.

The present invention now discloses still a further method of identifying a
ToTV-resistant plant, by determirﬁng the homozygous pfesehce of markers linked to a
putative ToTV resistance gene, for which markers several examples are provided.

The invention further relates to a method of producing a ToTV-resistani: plant,
br part thereof. Once a ToTV-resistant plant has been identified, this plant may serve
as a donor plant of genetic material which is to be transferred from said donor plant
to a recipient plant in order to provide said recipient plant with the genetic material.
Transfer of genetic material from a donor plant to a recipient plant may occur by any
suitable method known in the art. Tﬁe genetic material will in most cases be genomic
material. It is important however, that at least the resistance-conferring parts of the
donor plant's genome are transferred. In the absence of methods for determining
which parts of the donor plant's genome confer the ToTV resistance, the transfer may
suitably occur by transferring complete chromosomes. Preferably, the ToTV-resistant
plant serves as a male or female parent plant in a cross for producing resistant
offspring plants, the offspring plant thereby receiving genomic material from the

resistant donor and acting as the recipient plant. Although 'a susceptible parént in
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crosses is sensu stricto not necessarily a recipient plant, suchAa susceptible parent will
herein also be included in the term recipient plant.

In a method for producing a ToTV-resistant plant, protoplast fusion.can also be
used for the transfer of resistance-conferring genomic material from a donor plant to a
recipient plant, i.e. as a manner of crossing said plants. Protoplast fusion is an
induced or spontaneous union, such as a somatic hybridization, between two or more
protoplasts (cells of which the cell walls are removed by enzymatic treatment) to
produce a single bi- or multi-nucleate cell. The fused cell that! may even be obtained
with plant species that cannot be interbred in nature, is tissue cultured into a hybrid
plant exhibiting the desirable combination of traits. More specifically, a first
protoplast can be obtained from a tomato plant or other plant line that exhibits
resistance to infection by ToTV. For example, a protoplast from a ToTV-resistant
tomato line may be used. A second protoplast can be obtained from a susceptible
second plant line, optionally from another plant species or variety, preferably from the
same plant species or variety; that comprises commercially desirable characteristics,
such as, but not limited to disease resistance, insect resistance, valuable fruit
characteristics, etc. The protoplasts are then fused usiﬁg traditional protoplast fusion
procedures, which are known in the art to produce the cross.

Alternatively, embryo rescue may be employed in the transfer of resistance-
conferring genomic material from a donor plant to a recipient plant i.e. as a manner of
crossing said plants. Embryo rescue can be used as a procedu:re to isolate embryo’s
from crosses wherein plants fail {o produce viable seed. In this process, the fertilized
ovary or immature seed of a plant is tissue cultured to create new plants (this method
is described in detail in Pierik, 1999).

A method of producing a ToTV—resistant plant thus comprises in one
embodiment the steps of identifying a ToTV-resistant donor plant or a plant
comprising at least one allele of the resistance gene {(a carrier plant) as described
herein and crossing said ToTV-resistant donor plant or said carrier plant with a
recipient plant. Subsequrtly, by further crossing and selfing, homozygous plants can
be obtained that are resistant to the virus.

A method of producing a ToTV-resistant plant further comprises the step of
selecting from offspring plants a resistant plant by performing a method for

identifying a ToTV.resistant plant as described earlier.
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Preferably, said recipient plant is a tomato plant of the species Solanum
lycopersicum, more preferably an S. lycopersicum plant that possess commercially
desirable characteristics. The recipient plant may be a ToTV-susceptible plant, a
ToTV sensitive plant or a ToTV resistant plant. As explained above, the choice of the
plant is determined by the fact that the resistance trait is recessive. The skilled -
person is aware of the various methodologies available to resa:)lve such issues.

Also an aspect of the present invention is a ToTV-resistant plant, or a part
thereof, obtainable by a method of the invention. |

One method for producing a ToTV-resistant plant may comprise the transfer
by introgression of a resistance-conferring nucleic acid sequeﬁce from a ToTV-
resistant donor plant or a plant having the resistance gene in heterozygous form into
a recipient plant by crossing said plants.

In one method, which is referred to as pedigree breeding, a donor plant that
exhibits resistance to ToTV (hqmozygous) may be crossed w,ith a recipient plant that
preferably exhibits commercially desirable characteristics, such as, but not limited to,
disease resistance, insect resistance, valuable fruit characteristics, etc. The resulting
plant population (representing the F hybrids) is then self-pollinated and allowed to
set seed (F2 seeds). The F: plants grown from the Fz seeds are; then screened for
registance to ToTV or for homozygous presence of markers linked to the resistance

gene. Thus, the offspring population can be screened in a number of ways.

Production of ToTV-resistant tomato plants by transgenic methods
According to another aspect of the present invention, a nucleic acid (preferably

DNA) sequence comprising at least one of the markers linked to the ToTV resistance
gene as identified herein, may be used for the production of a ToTV-resistant tomato
plant. Once identified in a suitable donor tomato plant, the nucleic acid sequence that
comprises a gene for ToTV-resistance, may be transferred to a suitable recipient plant \
by any method available, For instance, the said nucleic acid sequence may be
transferred by crossing a ToTV-resistance donor tomato plant with a susceptible
recipient tomato plant (i.e. by introgression), by transformation, by protoplast fusion,
. by a doubled haploid technique or by embryo rescue or by any other nucleic acid
transfer system, optionally followed by selection of offspring plants comprising the

gene heterozygous or homozygous and/or exhibiting ToTV-resistance. For transgenic
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methods of transfer a nucleic acid sequence comprising a gene for ToTV-resistance,
may be-isolated from said donor plant by using methods known in the art and the
thus isolated nucleic acid sequence may be transferred to the recipient plant by
transgenic methods, for instance by means of a vector, in a gamete, or in any other
suitable transfer element, such as a ballistic particle coated with said nucleic acid
sequence.

Plant transformation generzally involves the constructi:on of an expression
vector that will function in plant cells. In the present inventic:)n, such a vector
comprises a nucleic acid sequence that comprises a gene for 'foTV-resistance, which
vector may comprise a ToTV-resistance-conferring gene that is under control of or
operatively linked to a regulatory element, such as a promoter. The expression vector
may contain one or more such operably linked gene/regulatory element combinations,
provided that at least one of the genes contained in the combinations encodes for
ToTV-resistance. The vector(s) may be in the form of a plasmid, and can be used,
alone or in combination with other plasmids, to provide transgenic plants that are
resistant to ToTV, using transformation methods known in the art, such as the
Agrobacterium transformation system.

Expression vectors can include at least one marker gene, operably linked to a
regulatory element (such as a promoter) that allows transformed cells containing the
marker to be either recovered by negative selection (by inhibiting the growth of cells
that do not contain the selectable marker gene), or by positivé selection (by screening
for the product encoded by the marker gene). Many commonly used selectable marker
genes for plant transformation are known in the art, and include, for example, genes
that code for enzymes that metabolica]ly detoxify a selective chemical agent which
may be an antibiotic or a herbicide, or genes that encode an altered target which is
insensitive to the inhibitor, Several positive selection methods are known in the art,
such as mannose selection. Alternatively, marker-less transféfmation can be used to
obtain plants without mentioned markér genes, the techniqués for which are known
in the art. |

One method for introducing an expression vector into a plant is based on the

. natural transformation system of Agrobacterium (see e.g. Horsch et al., 1985). A.

tumefaciens and A. rhizogenes are plant pathogenic soil bacteria that genetically

transform plant cells. The Ti and Ri plasmids of A. tumefaciens and A. rhizogenes,
|
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respectively, carry genes responsible for genetic transformation of the plant (see e.g.
Kado, 1991). Methods of introducing expression vectors into plant tissue include the
direct infection or co-cultivation of plant cells with Agrobacterium tumefaciens
(Horsch et al., 1985). Descriptions of Agrobacterium vectors systems and methods for
Agrobacterium-mediated gene transfer provided by Gruber and Crosby, 1993 and
Moloney et al., 1989. See also, U. S. Pat. No. 5,591,616. General descriptions of plant
expression vectors and reporter genes and transformation protocols and descriptions
of Agrobacterium vector systems and methods for Agrobactertum-mediated gene
transfer can be found in Gruber and Crosby, 1993, General methods of culturing plant
tissues are provided for example by Miki et al., 1993 and by Phillips, et al., 1988. A
proper reference handbook for molecular cloning techniques and suitable expression
vectors is Sambrock and Russell (2001).

Another method for introducing an expression vector into a plant is based on
‘microprojectile-mediated transformation wherein DNA is carried on the surface of
microprojectiles. The expression vector is introduced inte plant tissues with a biolistic
device that accelerates the microprojectiles to speeds of 300 to 600 m/s which is
sufficient to penetrate plant cell walls and membranes (See, Sanford et al., 1987,
1993; Sanford, 1988, 1990; Klein et al.,1988, 1992). Another method for introducing
DNA to plants is via the sonication of target cells (see Zhang et al., 1991),
Alternatively, liposome or spheroplast fusion has been used to introduce expression
vectors into plants (see e.g, Déshayes et al., 1985 and Christou et al., 1987). Direct
uptake of DNA into protoplasts using CaClz precipitation, polyvinyl alcohol or poly-1.-
ornithine has also been reported (see e.g., Hain et al. 1985 and Draper et al., 1982).
Electroporation of protoplasts and whole cells and tissues has' also been described
(D'Halluin et al., 1992 and Laursen et al., 1994).

Follewing transformation of tomato target tissues, expression of the above
described selectable marker genes allows for preferential selection of transformed
cells, tissues and/or plants, using regeneration and selection methods now well known

in the art. The markers as defined herein may also be used for that purpose.

Production of ToTV-resistant tomato plants by non-transeenic methods

In an alternative embodiment for producing a ToTV-resistant tomato plant,

protoplast fusion can be used for the transfer of nucleic acids from a donor plant to a
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recipient plant. Protoplast fusion is an induced or spontaneous union, such as a
somatic hybridization, between two or more protoplasts (cells of which the cell walls
are removed by enzymatic treatment) to produce a single bi- or multi-nucleate cell.
The fused cell, that may even be obtained with plant species that cannot be crossed in
nature, 18 tissue cultured into a hybrid plant exhibiting the desirable combination of
traits. More specifically, a first protoplast can be obtained from a tomato plant or
other plant line that exhibits resistance to infection by ToTV. For example, a
protoplast from any of the resistant lines as indicated in the Example can be used. A
second protoplast can be obtained from a second tomato or otfler plant variety,
preferably a tomato line that comprises commercially desirable characteristics, such
as, but not limited to disease resistance, insect resistance, val:uable fruit
characteristics, etc. The protoplasts are then fused using traditional protoplast fusion
procedures, which are known in the art.

Alternatively, embryo rescue may be employed in the éransfer of a resistance
gene from a donor plant to a recipient plant. Embryo rescue can be used as a
procedure to isolate embryo's froﬁ crosses wherein plants fail to produce viable seed.
In this process, the fertilized ovary 6r-iﬁmatme seed of a plant is tissue cultured to
create new plants (Pierik, 1999).

The present invention also relates to a method of producing a ToTV-resistant

tomato plant comprising the steps of performing a methed for detecting the presence

of an allele associated with resistance to ToTV in a donor tomato plant according to

invention as described above, and transferring a nucleic acid sequence comprising
said allele thus detected, from said donor plant to a ToTV-susceptible recipient tomato
plant. The tranafer of said nucleic acid sequence may be performed by any of the
methods previously described herein.

A preferred embodiment of such a method comprises the transfer by
introgression of said nucleic acid sequence from a ToTV-resistant donor tomato plant
into a ToTV-susceptible recipient tomato plant by crossing sai:d plants. This transfer
may thus suitably be accomplished by using traditional breeding techniques. The
ToTV resistance genes are ,preferably introgressed into commiarcial tomato varieties
by using marker-assisted breeding (MAS). Marker-assisted breeding or marker-
assisted selection involves the use of one or more of the molecular markers for the

identification and selection of those offspring plants that contain cne or more of the
i
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genes that encode for the desired trait. In the present instance, such identification
and selection is preferably based on selection of markers associated with the

resistance gene as identified herein.

ToTV-resistant tomato plants and seeds

A ToTV-resistant tomato plant, or a part thereof, obtainable by a method of the
invention is also an aspect of the present invention.

The ToTV-resistant tomato plants of the present invention can be of any
genetic type such as inbred, hybrid, haploid, dihaploid, parthenocarp or transgenic.
Further, the plants of the present invention may be heterozygous or homozygous for
the resistance trait, preferably homozygous. Although the allele identified in the
present invention, may be transferred to any plant in order to provide for a ToTV-
resistant plant, the metheds and plants of the invention are preferably related to
plants of the Solanaceae family, more preferably tomato.

Inbred ToTV-resistant tomatc plant lines can be developed using the
techniques of recurrent selection and backerossing, selfing and/or dihaploids or any
other technique used to make parental lines. In a method of selection and
backcrossing, ToTV-resistance can be introgresased into a target recipient plant (which
is called the recurrent parent) by crossing the recurrent parent with a first donor
plant (which is different from the recurrent parent and referred to herein as the "non- |
recurrent parent™. The recurrent parent is a plant that is non-resistant or has a low
level of resistance to ToTV and possesses commercially desirable characteristics, such ‘
ag, but not limited to diseage resistance, insect resistance, valuable fruit
characteristics, etc. The non-reecurrent parent exhibits ToTV resistance and comprises
a nucleic acid sequence that encodes for ToTV resistance. The non-recurrent parent
can be any plant variety or inbred line that is cross-fertile with the recurrent parent.

The progeny resulting from a cross between the recurrent parent and non-recurrent
parent are backcrossed to the recurrent parent. The resulting plant population is then
screened. The population can be screened in a number of different ways. For instance,

the population can be screened using a resistance bioassays or field screen as

_described previously herein. F1 hybrid plants that exhibit a ToTV-resistant phenotype

comprise the requisite nucleic acid sequence encoding for ToTV resistance, and

possess commercially desirable characteristics, are then selected and selfed and
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selected for a number of generations (up to 5, 6, 7 or 8 generations) in order to allow
for the tomato plant to become increasingly inbred. This process of continued selfing
and selection can be performed for two to five or more generations. The result of such
breeding and selection is the production of lines that are genetically homogenous for
the genes associated with ToTV resistance as well as other genes associated with
traits of commercial interest. In stead of using phenotypic pathology screens of

bioassays, MAS can be performed using one or more of the hereinbefore described

.molecular markers, hybridization probes or polynucleotides to identify those progeny

that comprise a nucleic acid sequence encoding for ToTV-resistance. Alternatively,
MAS can be used to confirm the results obtained from the quantitative bioassays.
Once the appropriate selections are made, the process is repeated. The process of
backcrossing to the recurrent parent and selecting for ToTV-resistance is repeated for
approximately five or more generations. The progeny resultir{g from this process are
heterozygous for one or more genes that encode for ToTV-resistance. The last
backcross generation is then selfed in order to provide for homozygous pure breeding
progeny for ToTV-resistance.

The ToTV-resistant inbred tomato lines described herein can be usged in
additional crossings to create ToTV-resistant hybrid plants. For example, a first
ToTV-resistant inbred tomato plant of the invention can be crossed with a second
inbred tomato plant possessing commercially desirable traits ;such as, but not limited
to, disease resistance, insect resistance, desirable fruit characteﬁstics, etc. This
second inbred tomato line may or may not be ToTV-resistant, but preferably has at
least one allele for ToTV resistance as linked to the markers defined herein so that at
least 50% of the offspring plants express the ToTV resistant phenotype. More
preferably, the second inbred tomato line is also ToTV resistalnt, so that the resistant
phenotype is conserved despite the crossings. In this way, the a first ToTV-resistant
inbred tomato plant of the invention can be used to introgress an additional heritable
trait into the second inbred tomato plant line.

Another aspect of the present invention relates to a method of producing seeds
that can be grown into ToTV-resistant tomato plants. In one embodiment, the method
comprises the steps of providing a ToTV-resistant tomato plant of the invention,

crossing said ToTV-resistant plant with another ToTV-resistant tomato plant, and
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coliecting seeds resulting from saidlcross, which when planted, produce ToTV-
resistant hybrid tomato plants.

In another embodiment, the method comprises the steps of providing a ToTV-
resistant temato plant of the invention, crossing said ToTV-resistant plant with a
Solanum lycopersicum plant, collecting seeds resulting from evaid cross, regenerating
said seeds into plants, selecting ToTV-resistant plants by any of the methods
described herein, self-crossing the selected plants for a sufficient number of
generations to obtain plants that are fixed for an allele that confers ToTV-resistance
in the plants, backcrossing the plants thus produced with S, l;lycopersicum plants
having desirable phenotypic traits for a sufficient number of generations to obtain S.
lycopersicum plants that are ToTV-resistant and have desirable phenotypic traits, and
collecting the seeds produced from the plants resulting from tim 1ast backcross, which
when planted, produce tomato plants which are ToTV-resistant.

By way of example, and not of limitation, Examples of the present invention

will now be given.
EXAMPLE

Example 1
Identification of markers linked to the ToTV resistance geng in tomato

The aim of this experiment was to identify AFLP markers linked to ToTV
resistance in tomato, by use of a Bulk Segregant Analysis (BSA; Michelmore, R. W., 1.
Paran and R.V. Kesseli, 1991. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 9828-9832).

ToTV resistance was found to be a monogenic recessively inherited trait. The
analysis was carried out on 160 plants ;)f a F2 tomato cultivar cross of which the F3
plants were phenotyped. For determination of a reliable phenotype, phenotyping on
F3 plants was repeated several times for a subset of F2 plants. Based on the results
obtained by repeated phenotyping, 18 individusls were indicated as being reliable
resistant and nine plants were indicated as being reliable susceptible. These plants
were used for the BSA. The phenotypic information from these individuals is listed in
table 1.

Marker identification and verification
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Marker nomenclature

Codes by which the AFLP primer combination is commonly indicated, e.g.
P14/M49-F-282, wherein P and M are the common Pstl and Msel primer sequences or
universal primers (Vos et al., 1995; Bai et al., 2003) followed by 2 or 3 extra selective
bases as indicated by a two digit extension code. Two digit extension codes are as
follows: 11: AA; 13: AG; 14: AT; 15: CA; 21: GG; 25: TG; 35: ACA; 38: ACT: 49: CAG;
51: CCA; 61: CTG. 282 is the approximated size in basepairs.of the resulting
polymorphic fragment (given size + 2 basepairs). The size is normally rounded off but
may also be given in decimals. This fragment was amplified in the plants
investigated. Primer and adapter sequences are described in detail by Bai et al. 2003.

Marker TG163 (Expen 2000; SOL Genomics Network;

http://www.sgn.cornell.edwindex.pl) consists of a forward and'reverse primer of the
following sequence; . ‘

Forward sequence:

TCTGGGATCATATATGGGATCTTAGAATGCTGAAGTTTCCAQTCCTTGATCTCCCTGGACATACTCACTGGTAATACTCTGTGGCAATAA
TGAAGCTGCTTGCCATCTCTTTAATTAGTTGAGTTITIAATATAAGATTATTGTCTOGTCCTTCAATATATATCTCACTATGCTAGCCTAC
AACTTAATGACTGCTAACTTTTTTITOTTAGAGTTTAGGGTTAGAAGTTTCTTTCTGGATTACCATTTCCTTATTAAGTAAATGCAGTTOA
TGTTTGTTLGCAGOACATGOACTGTCAAGTGCAATCCCGAACATGAAGACTTAATTCTRATTCTTTCTCTTCATTTCCTTTATCTGTTTG
TCTACCCTATGTATCTAGAAAACATACTTOTGCACACTCTCACTGAGCC

Reverselsequence:

CTTAGAAGCTTCCOCATGAAAATAAACT GCAAACGTCATACTAGATAAAATT AAAGAGACCTCTTGCAAAATTCTACATTCCACCTCAGE
AGCATTAACTC CANATGMCACA’NAAGMTACAGAH’I‘GGAGGGGGATATACTGGAGTGATACAAACA"I"I‘A;.ATAMAGAGATGAGTAG
TGTGGCAAAGGAATAATGAGCTCAAAAGATGGATCACGAGTTCATACTTACTTCGAGTTGTACTGATITATTTTCTTGUAAGATGAGACT
TEATTGATTCTACAACCACCTATTAGGAAAAMMAATOCTAAATTAAAACATAAAAACACGTGGTGCCAATTCTCAACTTAAAATAAGACA
ACTCTATTAGACTATTCATCATGTATTAGAAATAATAGCAAATTGCCAAGAATACATGCACACTCATGGRAACATTTTCTATGTTATCCT
GAAATTGGCTCAGAAGTCCAACACAAGAAAAGACACAGATG

Biological material .

Leaf material of a total number (I)f 300 F2 plants was available for evaluation.
Of these, a total number of 150 plants were phenotyped based on the phenotype of the
F3 plants derived from these F2 individuals. Genomic DNA was isolated from leaf
material of these 150 phenotyped plants (Table 1) and Pstl/Msel templates for AFLP
fingerprinting were generated from these DNA samples. Subsequently, a test
fingerprint was generated by the use of prirher combination P14/M50 on all plants.

BSA and verification on individuals

32
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The BSA was started by screening 96 primer combinations on one bulk
containing ten (10) individuals which are resistant to ToTV and one bulk containing
nine (9) individuals which are suaceptible to ToTV (Table 2). This screening resulted
in the identification of three (3) candidate markers (P11/M54-F-233/235 (bi-allelic),
P14/M49-F-282 and P15/M49-F-330) which were subsequently verified on 32
individuals, consisting of a total of eighteen (18) available ToTV resistant individuals,
nine (9) ToTV susceptible individuals and five (5) individuals of which the phenotype
could not be assessed unambiguously (Table 3). Based on this} screening, marker
P14/M49-F-282 appeared to be the most closely linked marker to the ToTV resistance
gene. |

A second BSA was performed in which 96 primer combinations were screened
on the R-bulk and S-bulk (now consisting of nine and eight individuals, respectively).
This screening resulted in the identification of two candidate markers (P21/M61-F-
583 and P25/M51-F-131) which together with one marker from the previous BSA
screening (P15/M49-F-330) were verified on the 32 aforementioned individuals (Table
3). None of the additional screened markers appeared to be closer linked than the best
linked marker P14/M49-F-282, identified in the first round of BSA,

Since marker P14/M49-F-282 appeared to be the most: closely linked marker, it
was decided to sm:een this marker on all 150 phenotyped individuals. The results are
presented in Table 5. A total of 17 recombinants were 1dent1ﬁed (Table 4). The
phenotypes were divided into three classes:

- resistant (A) = Overall infection rate is less thzin 25%
- segregating (H) = Overall infection rate is between 25% and 75%
. susceptible (B) = Overall infection rate is above 76%

Based on this classification in conibination with the genotypes of marker
P14/M49-F-282, a total of 28 recombinants were identified, which corresponds to a
distance between the marker and the ToTV resistance gene of roughly 9.5 ¢M. This is
in accordance with the calculated size of the window (9 ¢cM), in which the ToTV
resistance gene is located between marker P14/M49-F-282 and P11/M35-F-216 (Table
3). This calculation is based on the h'nés used for BSA and which were believed to be
phenotyped most reliable.
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Since marker P14/M49-F-282, which appeared to be the most closely
linked of all markers tested, was still quite a large distance from the locus, markers
that were linked more closely were desired. Therefore a third BSA screening was
performed, in which 72 primer oombinatiops were screened, bringing to total number
of screened primer combinations to 263, In this third screening, nine candidate
markers (in six primer combinations) were identified, which were verified on eight
resistant and eight susceptible individuals (Table 3). Two markers (P11/M35-F-216
and the bi-allelic marker P13/M38-F-311/313) appeared to be the most closely linked.
It should be stressed that the position of marker P11/M35-216 is tentative at present,
as its position is based on a single recombinant. The two markers P11/M35-F-216 and
P13/M38-F-311/313 were subsequently screened on a larger set of individuals of which
no phenotypic information was available, including 17 recombinants and 28 resistant
and susceptible individuals (Table 5).

Marker P13/M38-F-311 is linked to the sensitive allele. The 311-basepairs fragment
that is amplified between the primers has the following sequence (278 of 311 bases
have been determined reliably): .
AGCTCTTGCAAGTTGTTCATCTTCTTTCAGTTGTGATTCACTATCTGCCAAAAATC
A.A.AGAAAAGGAATAA’I‘I‘AGAAAATCAAGCAAATATAG’I’I‘I’I‘GGTCAAGCAAATAA
ACAAGTATGGCTGGTTCTCAAAAATTGTCAAAGCTAAACTAATAAAAAGAAGCCA
GATTCCTCATAGAATGAAAAGTAT’I'I‘CTATAGAACAACGCG CAATACCATGGATG
AGCTAAATACACATACATGAAAGTACTCAGTAGCCTTGAACACATATGATGGGAA
GT

Marker P13/M38-F-313 is linked to the resistant allele. The 313-basepairs fragment
that is amplified between the primers has the following sequence (284 of 313 bases

have been determined reliably):

AGCTCTTGCAAGTTGTTCATCTTCTTTCAGTTGTGATTCACTATCTGCCAAAAATC
AAAGGAAAGGAATAATTAGAAAATCAAGCAAATATAGTTTTGGTCAAGCAAATAA
ACAAGTATGGCTGGTTCTCAAAAATTGTCAAAGCTAAACTAATAAAAAGAAGCTA
GATTCCTCATAGAATGAAAAGTA’I“TTCTATAGAACAACGéGCIATACCATGGATG
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AGCTAAACTACACATACATGAAAGTACTCAGTAGCCTTGAACACATATGATGGGA
AGTTTACT

Marker P11/M36-F-216 is linked to the resistant phenotype. The 216-basepairs
fragment that is amplified between the primers has the following sequence (185 of
216 bases have been determine reliably)
AATGAGGGAACATTCTTTTGGGCAAAGTGGCATTTTCTGATAATCTTCTCACATT
CAAGAATGGTATATAACTC’I‘I'I‘ATGAC’I'I‘CACAAATATCAlACTGATCCA’I"I'I'I‘GGA
CTGCAAAA’I"I"I‘GTGAACT’I‘C’I'I'I‘TCCTCTGCCATAA’I"TAG‘TAAA’I"I‘ATA'IVI‘ACCAA
ACAATAAAATTGTTTACT
Screening two candidate linked markers on germplasm lines

The two markers PLUM35-F-216 and P13/M38-F-311/313 were identified
as being closely linked to the ToTV resistance. It shouid be noted that the distance
between gene and marker is difficult.to determine, since interpretation of the
phenotypes has a large influence on the calculated distance. These mari{ers were
screened on a germplasm set of 83 individuals. Based on this screening, marker
P11/M35-F-216 appears to have a predictive value of 90.4% and marker P13/M38-F-
311/ 313 appears to have a predictive value of 96.4% (Table 6_).

Positioning of ToTV resistance on the tomato genome :
Experimental evidence in combination with proprietary genome maps of
tomato markers suggested that marker P14/M49-F-282 was located on chromosome 4.
Therefore, it is expected that the genetic basis of ToTV resistance is located on
chromosome 4. Two flanking markers on chromosome 4 were discovered: the bi-allelic
marker P13/M38-F-311/313 and the COSII/CAPS marker C2_At5g25900 (See
Example 2). When this COS II/CAPS marker is digested Wit:hI Masel, the sensitive
(homozygous susceptible) phenotype provides two fragments of respectively 360 bp
and 260 bp, whereas the (homozygous) resistant phenotype provides two fragments of
respectively 420 bp and 260 bp; plants that exhibit all three fragments have both
alleles and are heterozygous (i.e. susceptible) (see Figu:t;e 2 for a representative gel

showing the digested PCR products of a test population consisting of all three types of
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plants; migration is bottom to top, size markers indicate 108, 200, 300 bp etc.

fragments).

The unigene sequence (ID: SGN-U228314 based on the data of 30 June 2004;
Unigene SGN-U332034 on 5 April 2007) for COSIVCAPS marker C2_At5g25900 in
Lycopersicon is:
AAATTGGGCTGAAACTTATGGACCTATTTATTCCATCAAAACCGGCGCAAATACA
ATTGTTGTACTCAGTTCTAGTGAACTTGCAAAGGAGGCTATGGTGACTAGATATT
CATCCATCTCAACTAGAAAGCTAACAAACGCATTGAGAATCCTTACTTGTGATAA
GAGTATAGTCGCGATAAGTGATTACGATGAGTTTCACAAGACAGCGAAGCGCCA
CATACTGACCAGTGTTCTAGGACCAACTGCTCAGAAACGCTTCCGTATCCACAGG
GACACCTTGGTAGAAAATGTGTCAAAGCAACTACATGATTTGGTTAGGACTGATC
CTAACGAAGCAATTAATCTAAGGAAGTCATTTCAGTCGGAACTTTTTGGTTTAGC
ATTGAAACAAGCTTTGGG

Conclusion '

By screening of a total of 263 Pstl/Msel PCs on two bulks of resistant en
susceptible individuals and subsequent verification steps, a total of four markers (one
bi-allelic) appeared to be linked to ToTV resistance. The distance between the
markers and the ToTV resistance gene is difficult to determinia, but based on the
translated phenotypes and genotypes of marker P14/M49-F-2é2 the distance is
estimated at 9.5 ¢cM. This is in accordance with the calculated size of the window, 9
¢M in which the ToTV resistance gene is located. This calculation is based on the lines
which are believed to be phenotyped most reliable.

Markers P11/M35-F-216 and P13/M38-F-311/313 (bi-allelic) were verified on 83
germplasm individuals. Based on this screening, the markers have a predictive value
of 90.4% and 96.4% respectively. The occurrence of deviating lines might be explained
by allelic variation at the ToTV locus or recombination. '

The ToTV resistance gene is most likely located on chromosome 4 as indicated
by the presence of marker P14/M49-F-282 on that chromosome.

Based on the relatively high number of candidate linked markers identified by
use of 263 PCs, it is likely that the ToTV resistance gene is an;introgression from a

wild tomato accession.

S16
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-Overview of the F2 individuals and the phenotypes for ToT¥ resistance. Note,
phenotypes are based on the F3 plants derived from these F2 individuals.
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Table 2 Used F2 individuals in the bulks used for the BSA

Resistant pool {Susceptible pool :
004 008 t
019 032 i
040 045

046 053

048 078

Q70 083 . '
082 135 '
095 172

136 . 178*

149*

* Individuals only used in the first BSA
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T019 VRN EBEI B. R B B B B § C=Between'Band H"
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Overview of the markers identified by use of BSA and which are subsequently screened

Table 3

on 32 F2 plants. Markers are ordered on the most expected order. It is questioned

-whether marker P11/M35-F-216.is positioned correctly.
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’ Rec are identified by De Ruitar Seeds
Table 4 Recombinants selected by De Ruiter Seeds on the basis of marker P14/M49-F-282<N>.
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Table 5  Data generated by use of the three best linked markers. Marker P14/M49-F-282 is
screened on 150 phenotype lines and the markers P11/M35

P13/M38-F-311/313 were screened on a subset.
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Example 2 _
Use of marker C2_At5g25900 and restriction enzyme Mse I to detect

the recessive resistance for ToTV.

Sample:

A DNA sample of tomato tissue from each plant of a te“at population was
prepared by using standard preparation techniques (microprep, e.g. aa referred to in
Fulton TM, Chunwongse J, and Tanksley SD. (1995) Microprep Protocol for
Extraction of DNA from Tomato and other Herbaceous Plants!. Plant Molecular

Biology Reporter 13 (8): 207-209.). ].

The PCR chemicals were the following:
- ANTP's (2mM Stock) (Amersham Bioscience)

- SuperTherm polymerase (Integro)

- Forward primer (10ng/ul) 5 TGC TAA TTG GGC TGA AAC TTA TGG

- Reverse primer (10ng/pl) 5' TGT TAG CTT TCT AGT TGA GAT GGA TG
- 10xPCR buffer 25mM MgClz '

- Loading buffer i

- Ethidiumbromide (10mg/ml) '

-1x TE

- 0,6X TBE (Duchefa)

- Restriction enzyme Mse I (New England Biolabs)

The PCR mixture consisted of (per sample)

2.0 pl 10x PCR buffer (25mM MgCls)

2.0 pl ANTP’s mix (2mM of each dNTP’s))
3.0 ul Forward primer (10 ng/ul)

3.0 1l Reverse primer (10 ng/ul)

0.05 ul SuperTherm polymerase

8.95 ul H:0
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1.1 pl template DNA

The PCR thermocycler profile was as follows:
3min @94°C; (30sec.@94°C, l min. @ 65°C,and 1 min. @ 72° C) for 32 cycles;
hold @ 4° C

The PCR products were digested with Mse I following the manufacturer's

instructions. Electrophoresis was performed in 1.6% agarose gels. -

Markerscores:

Score 1 =360 bp + 260 bp = homozygous susceptible
Score 2 =420 bp + 360 bp + 260 bp = heterozygous

Score 3 = 420 bp + 260 bp = homozygous resistant

The phenotype was independently scored from hybrids.

Results and discussion:

A photograph of the gel is presented in Figure 2, showing the digested PCR
products of the test population consisting of all three types of plants; migration is
bottom to top, size markers indicate 100, 200, 300 bp etc. fragments).

Table I:

ToTV ToTV
Markerscore pheno
2-Heterozyqous

Plant 1002
Plant 1003
Plant 1004
Plant 1006
Plant 1007
Plant 1010
Plant 1011
Plant 1012
Plant 1014
Plant 1015

NMNMNNNNNNMDNMNNNNDN
NRONNRNNMNDNNDNNNNN
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Table II:

ToTV ToTV
markerscore ' Pheno
3-Resistant

Plant 1016
Plant 1017
Plant 1018
Plant 1019
Plant 1037
Plant 1038
Plant 1040
Plant 1041
Piant 1042
Plant 1043
Plant 1044
Plant 1045
Plant 1046
Plant 1047
Plant 1048
Plant 1049
Plant 1061
Plant 1052
Plant 1054
Plant 1055
Plant 1061
Plant 1062
Plant 1064
Plant 1065
Plant 1066
Plant 1067
Plant 1068
Plant 1069
Plant 1070
Plant 1071
Plant 1072
Plant 1073
Plant 1074
Plant 1075
Plant 1076
Plant 1077
Plant 1078
Plant 1079
Plant 1080
Plant 1081
Plant 1082
Plant 1083
Plant 1084
Plant 1089
Plant 1090
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Table Iil:

1-Susceptible

Plant 1020
Plant 1021
Plant 1022
Plant 1024
Plant 1025
Plant 1026
Plant 1027
Plant 1028
Plant 1028
Piant 1030
Plant 1031
Plant 1032
Plant 1033
Piant 1034
Plant 1035
Plant 1036
Plant 1056
Plant 1057
Plant 1058
Plant 1059
Plant 1085
Plant 1086
Plant 1087
Plant 1088

1-Resistant
Plant 1039

Plant 1050
Plant 1053

3-Susceptible
Plant 1023
Unknown
Plant 1005

Plant 1008
Plant 1013

ToTV
markerscore
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ToTV
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The marker C2_At5g25900 was originally tested in 86 lines. Three of these lines could
not be analysed because unclear phenotype or no marker results (see “unknown” in
table III),

- 10 lines give score “2” while the phenotype was heterozygous susceptible,

- 24 lines give score “1” while the phenotype was homozygous susceptible.

- 45 lines give score “3"” while .the phenotype was homozygous resistant.

- The markerscores coincide with the observed phenotype in 95% of the tested

matefial.

Conclusions:
It was concluded that the marker can reliably (95% accuracy) be used for the

prediction of the phenotype and for the detection of the resistance allele

The genetic distance between the marker C2_At5g25900 and the resistance allele was
mapped partially. Based on this marker, the data were inconclusive and the distance

with the gene could only be determined reliably between a range of 0 and 10 cM.

When the same sémples were tested for marker P13/M38-F-311/313, atotal of 2
recombinants out of 55 samples could be accounted for, representing a linkage

between this marker and the resistance gene of between 0cM and 3,6¢cM.
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Claims

1. A plant having within its genome at least cne allele of a gene that confers
resistance to Tomato torrado virus (ToTV), said virus having been deposited with the
Deutsche Samm!lung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH on 24 November
2004 under depositors reference number ToTV-E01 (DSM 16999).

2. Plant according to claim 1, wherein said plant is a plant of the genus

Solanaceae, more preferably a tomadto plant.

3. Plant according to claim 1, wherein said plant is a plant of the species

Solanum lycopersicum. ;

4, Plant according to claim 3, wherein said allele is located in a genomic
region linked to AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216, P21/M61-F-583,
P25/M51-F-131, P15/M49-F-330, P13/M38-F-311/313 and/or COSII/CAPS marker
C2_At5g25900, preferably to AFLP markers P14IM49-F-282,'P11/M35-F-216 and/or
P13/M38-F-311/3 1A3, most preferably to AFLP markers P11/M35-F-216 and/or
P13/M38-F-311/ 313 and/or COSII/CAPS marker CZ_AthZB?OO.

5. Plant according to any one of claim 4, wherein said allele is located on
chromosome 4, preferably in a genomic region positioned between AFLP markers
P14/M49-F-282 and P11/M35-F-216, even more preferably between AFLP marker
P13/M38-F-311/313 and COSII/CAPS marker C2_At5g25900.

6. Plant according to any one of claims 1-5, wherein said allele is present in

homozygous form.

7. Plant according to any one of claims 1-6, wherein said resisfance is

expressed as a resistance to the establishment of an infection.

41.
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8. Plant according to any one of claims 1-7, wherein said plant is identified in
a resistance bioassay involving infection with the Tomato torrado virus (ToTV) as
defined in claim 1, optionally followed by a method involving screening for the
presence of at least one molecular marker linked to said allele of said ToTV resistance

gene.

9. Plant according to any one of claims 1-8, wherein said plant is produced by
a method involving screening for the presence of at least one molecular marker linked
to said allele of said ToTV resistance gene, optionally followed by a resistance
bioassay involving infection with the Tomato torrado virus (ToTV) as defined in claim
1.

10, Plant according to claim 9, wherein said at least one molecular marker is
selected from the group consisting of-AF L.P markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216,
P21/M61-F-583, P256/M51-F-131, P15/M49-F-330, and P13/M38-F-311/313 and
COSII/CAPS marker C2_At5g25900, preferably from the group consisting of AFLP
markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216 and P13/M38-F-311/313 and COSII/CAPS
marker C2_At5g25900, most preferably from the group consisting of AFLP markers
P11/M35-F-216 and P13/M38-F-311/ 313 and/or COSII/CAPS marker C2_At5g25900.

|
11. A plant part derived from a plant according to any one of claims 1-10.

12. Plant part according to claim 10, wherein said part is a fruit or seed.
13. Method for selecting a plant that is resistant to the Tomato torrado virus

(ToTV) as defined in claim 1, said method comprising the steps of:

a) providing an inoculum of said virus;

b) exposing a plant to said inoculum;

c) allowing for a sufficient 'mcﬁbation time, and

d) selecting said plant in case no infection establishes in said plant upon

. lapse of said incubation time.
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14, Method for selecting a plant having within its genome at least one allele of
a gene that confers resistance to the Tomato torrado virus (ToTV) as defined in claim
1, said method comprising the step of screening the genomic DNA of a plant for the
presence of a genomic region linked to AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-
216, P21/M61-F-583, P25/M51-F-131, P156/M49-F-330, and/or P13/M38-F-311/313
and/or COSII/CAPS marker C2_At5g25900, preferably to AFLP markers P14/M49-F-
282, P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-311/313 and/or COSII/CAPS marker
C2_At5g25900, most preferably to AFLP markers P1L’M35-F|-216 and/or P13/M38-F-
311/313 and/or COSIUCAPS marker C2_At5g25900.

15. Method for the production of a plant comprising selecting a plant having
within its genome at least one allele of a gene that confers resistance to the Tomato
torrado virus (ToTV) as defined in claim 1 by performing the method of claim 13 or 14
and crossing said selected plant with itself or another plant tg produce seed, and

growing said seed into a plant.

16. Method for the production of a plant that is resistant to the Tomato
torrado virus (ToTV) as defined in clajm 1, said method compirising the step of:

a) selecting a plant having within its genome at leasl; one allele of a gene that
confers resistance to said Tomato torrado virus (ToTV) by performing the method of

claim 13 or 14;

b) crossing said selected plant with another plant or with itself to produce
seed;

c) growing said seed into plants to produce offspring plants;

d) optionally repeating the crossing and growing steps of ateps b) and c), and
e) selecting from amongst the offspring plants a plan‘f. wherein said allele is

present in homozygous form.

17. Method according to claim 16, wherein said selection in step e) is
performed by screening the DNA of said offspring plant for the homozygous presence
of said genomic region linked to AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216,
P21/M61-F-583, P25/M51-F-131, P15/M49-F-330, and/or P13/M38-F-311/313 and/or
COSII/CAPS marker C2_At5g25900, preferably to AFLP markers P14/M49-F-282,
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P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-311/313 and/or COSII/CAPS marker
C2_At5g25900, most preferably to AFLP markers P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-
311/313 and/or COSII/CAPS marker C2_At5g25900.

: ! .
18. Method according to.claim 16, wherein said selection in step €) is

performed by a resistance bioassay using said virus.

19. Method according to any one of claims 13-18, wherein said plant is a plant
of the genus Solanaceae, more preferably a tomato plant, still more preferably a plant

of the species Solanum lycopersicum.
20. Plant obtainable by the method according to any one of claims 13-20.
21. Plant according to claim 20, wherein said plant is a plant of the genus

Solanaceae, more preferably a tomato plant, still more prefefably a plant of the

species Solanum lycopersicum

22. A plant part derived from a plant according to claim 21,
23. Plant part according to claim 22, wherein said pax’;t is a fruit or seed.
24. Use of the allele that confers resistance againat ToTV, which allele is

located in a genomic region linked to AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216,
P21/M61-F-583, P26/Mb61-F-131, P15/M49-F-330, P13/M38-F-311/313 and/or
COSII/CAPS marker C2_At5g25900, preferably to AFLP markers P14/M49-F-282,
P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-311/313, most preferably to AFLP markers
P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-311/ 813 and/or COSII/CAPS marker
C2_At5g25900 on chromosome 4 of tomato:

- to select ToTV resistant tomato plants, or

- to confer resistance to ToTV in a ToTV susceptible tomato variety by

increasing the frequency of the presence of the resistant allele in said variety.

5,
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25. Use of a ToTV resistant plant for enhancing the yield of and/or for
preventing yield loss in said plant resulting from ToTV infection, wherein said ToTV
resistant plant is characterized by the homozygous presence of the allele located in a
genomic region linked to AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M36-F-216, P21/M61-F-
583, P26/M51-F-131, P15/M49-F-330, P13/M38-F-311/313 and/or COSII/CAPS marker
C2_At5g25900, preferably to AFLP markers P14/M49-F-282, P11/M35-F-216 and/or
P13/M38-F-311/318, most preferably to AFLP markers P11/M35-F-216 and/or
P13/M38-F-311/ 313 and/or COSII/CAPS marker C2_At5g25900 on chromosome 4 of

tomato.

26. Use of a seed of a ToTV resistant plant, wherein said plant is defined in
any one of claims 1-11, 20 or 21, for producing a ToTV resistant plant, or for
preventing the occurrence of torrado disease (or a related disease such as marchitez or

chocolate spot disease) in a plant or in a population of plants.

217. Use of a plant comprising at least one allele that confers resistance to
ToTV, or that is homozygous for an allele that confers resistance to ToTV, wherein
said allele is located in a genomic region linked to AFLP markers P14/M49-F-282,
P11/M35-F-216, P21/M61-F-5683, P26/M51-F-131, P16/M49-F-330, P13/M38-F-311/313
and/or COSII/CAPS marker C2_Atb6g25900, preferably to AFL.P markers P14/M49-F-
282, P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-311/313, most preferably to AFLP markers
P11/M35-F-216 and/or P13/M38-F-311/ 313 and/or COSII/CAPS marker
C2_At5g25900 on chromosome 4 of tomato, as-a ToTV resistant tomato plant or as a
parent plant in breeding programs aimed at providing other plants with the ToTV
resistant phenotype that results from the homozygous presence of said allele,

28. Use of AFLP markers P13/M38-F-311/313, P11/M35-F-216 and/or
COSII/CAPS marker C2_At5g25900 for detecting the presenée of an allele that

confers resistance tc ToTV in a plant.

29, Use according to any one of claims 24-28, wherein said plant is a tomato

plant.
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Plantas To-TV resistentes

CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se refiere a plantas resistentes al virus y a los métodos para
producir tales plantas. En particular, el método se refiere a las plantas que son
resistentes al virus de Tomate torrado (ToTV), a los métodes de producir dichas
plantas y a plantas y partes de planta asi obtenidas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El tomate Solanum lycopersicum (anteriormente Lycopersicon esculentum) es
susceptible a un gran nimero de especie viral. Algunos de los virus de tomate m4s
importantes incluyen el virus de Tomale de marchitamiento manchado (TSWYV;
génere Tospovirus); virus mosaico de Pepino (PepMV; género Potexvirus), y el virus de
Tomate de hoja amarilla rizada (TYLCV; género Begomovirus). E} daiic que estas
enfermedades infligen a la gama de planta van desde la decoloracién de las hojas y
lesiones necréticas, a la pérdida severa de la cosecha y la muerte de la planta.

La capacidad de proporcionar plantas resistentes tieme una importancia
extrema en cultivadores comerciales, y se han producido variedades de planta
resistentes para .algunos virue econémicamente més perjudiciales. Sin embargo, de
vez en cuando, aparecen nuevos virus gque pueden infligir dafios considerables a las
cosechas. )

En 1996 se encontré un nuevo virus de tomate que habfa infectado plantas de
tomate en EE, UU e Italia deade 1993, y era el virus de Tomate llamado de clorosis
infeccioso (TICV; género Crinivirus; Duffus et al., 1996). Otro nuevo virus de tomate
del mismo génerc se descubrié en 1998. Dicho virus se manifesté al haber infectado
plantas de tomate en EE. UU desde 1989 y era el virus de clorosis de Tomate llamado
(ToCV; Wisler et al.,, 1998), Ambos nuevos virus demostraron estar extendidos por
una mosca blanca, un .insgcto que muestra tener un vector de trangmisién de
enfermedad muy eficaz.

Generalmente se cree que la distribucién geogréafica de virus conocidos
aumentari y que nuevos virus seguirdn apareciendo, en parte como consecuencia de

la nueva combinacién de diferentes virus para formar nuevas cepas 0 nuevos virus.
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El desarrollo de cultivos resistentes puede jugar un papel importante en la direccién
acertada de estas enfermedades.

Recientemente, se descubrié un nuevo virus sobre plantas de tomate en
Espaifia, que caus6 sintomas (localmente conocidos en la zona como la enfermedad
“torrado”) que no podian ser atribuidos a ningin virus conocido. Las plantas
mostraron lesiones necréticas sobre hojas y anillos marrones sobre frutas y
mostraron un crecimiento reducido. Pruebas serolégicas (ELISA) indicaron la
presencia de virus mosaico de Pepino (PepMV). Investigaciones microscépicas de
electrones revelaron particulas parecidas a una barra tipicas de potexvirus. Sin
embargo, se encontraron también particulas virales esféricamente formades de tejido
de hoja infectado. Los inventores fueron capaces de separar el nuevo virus del

complejo de PepMV. El nuevo virus fue provisionalmente llamado virus de Tomate

torrado (ToTV), y fue solicitado en la Deustsche Sammlung von Mikreorganismen .

und Zelikulturen GmbH el 24 de noviembre de 2004 bajo el nimero de referencia de
solicitante ToTV-E01 (DSM 16999), y es el agente causante de enfermedades que
afectan el tomate conocido como "torrade” (Espafia), “marchitez"o “"chocolate” (Méjico
y Guatemala). Se cree que el virus es también capaz de causar los sintomas de
enfermedad que son similares a aquellos causados en el toinate en otros géneros de
Solanum, notablemente en Capsicum spp. (Pimienta) y Solanum melongena

(Berenjena). .
Actualmente no hay ningunas plantas conocidas ique abrigan resistencia
especifica a este nuevo virus, mientras que hay una necesidad de desarrollar tales

plantas resistentes.

RESUMEN DE LA INVENCION

Los inventores presentes han descubierto ahora las plantas de tomate que son
resistentes a ToTV. Ellos detectaron que, sobre la exposicién de las plantas al virus,
los sintomas de enfermedad permanecieron ausentes, y que particulas virales, o viral
ARN no podian ser descubiertos' en estas plantas. Como se indica debajo, esta
respuesta es definida como resistente. Dichas plantas tienen una importancia
fundamental en el desarrollo de las variedades comercialmente valiosas de tomate

cultivado que son resistentes al nuevo virus, especialmente cuando los elementos
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genéticos responsables o asociados con el rasgo de resistencia, e intercambiados entre
plantas durante el cruce, pueden ser seguidos y supervisados durante el proceso de
cultivo. Tal supervisién ayuda a mejorar la eficacia de cultivo y puede mejorar
enormemente el tiempo-al-mercado para variedades resistentes recién desarrolladas.
A partir de experimentos de cruces, se descubrié que el gen responsable de la
registencia-a ToTV estaba présente homocigéticamente en las plantas resistentes
mientras plantas heterocigotos eran susceptibles a la infeccibn ToTV. -Asif, se
descubrié que la resistencia ToTV es conferida por un gen recesivo. De todos modos
las plantas que contienen ambas formas del alelo, p. ej. plantas heterocigotos, son
igualmente iitiles i)ara cultivadores de planta ya que pueden ser usadas como padres
en cruces y en autofecundaciones para producir plantas de descendiente homocigoto.

En un primer aspecto, por lo tanto, la invencién presente se refiere a una
planta de tomate que tiene dentro de su genoma al menos un alelo de un gen que
confiere la resistencia al virus de Tomate torrado (ToTV), dicho virus habiendo sido
solicitado al Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH el
24 de noviembre de 2004 bajo el nimero de referencia de solicitantes ToTV-EG1
(DSM 16999). La plantas de tomate ToTV resistentes eran hasta ehora desconocidas.

Sobre la experimentacién subsecuente, los inventores encontraron que la
resistencia en estas plantas de tomate ToTV resistentes est:aba estrechamente unida
a un nimero de marcadores AFLP. Sin desear estar ligado a ninguna tfeoria, y a
pesar del hecho que la posicién de la mayor parte de estos marcadores sobre el
genoma debe ain ser determinada, se cree que el(los) gen (8) responsable(s) del rasgo
estd(n) localizados sobre el cromosoma 4. Por lo tanto, en un modo preferido del
primer dicho aspecto, el alelo- que comprende un gen que confiere la resistencia al
virus de Tomate torrado (ToTV) esta localizado en una regién genémica vinculada a
marcadores AFLP P14/M49-F-282, P11/M35-F-216, P21/M61-F-583, P25/M51-F-131,
P15/M49-F-330, y/o P13/M38-F-311/313, preferentemente a marcadores AFLP
P14/M49-F-282, P11/M35-F-216 y/o P13/M38-F-311/313, mds preferentemente a
marcadores AFLP P11/M35-F-216 y/o P13/M38-F-311/318. :

En un modo preferido del primer dicho aspecto, dicho alelo esta localizado
sobre el cromosoma 4, preferentemente en una regién genémica colocada entre
marcadores AFLP P14/M49-F-282 y P}l/M35-F—216.
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En otro modo preferido del primer dicho aspecto, dicho alelo est4 presente en
forma de homocigoto, lo que significa en la planta expresar el fenotipo resistente.

En todavia otro modo preferido del primer dicho aspecto, dicha planta de
tomate es una planta de la especie Solanum chopersicu}n, preferentemente una
planta de tomate cultivada.

En ain otro modo preferido del primer dicho aqucto, dicha resistencia es

expresada como una resistencia al establecimiento de una ]infeccidn con ToTV sobre
la exposicion de dicha planta a al'menos la dosificacién mfnima infecciosa del virus.
La persona experta entenderd que la dosificacién m.fnima eficaz puede ser
determinada por la experimentacién rutinaria sobre plantas susceptibles.

En adn otro medo preferido del primer dicho aspecto, dicha planta es
identificada en una resistencia bicensayo implicando la infeccién con ToTV, o en la
que dicha planta es identificada examinando la presencia de al menos un marcador
molecular vinculado a dicho alelo de dicho gen de resistencia ToTV.

" En atn otro modo preferide del primer dicho aspecto, dicha planta es
producida por una seleccién de implicacién de métode para la presencia de al menos
un marcador molecular vinculado a dicho alelo de dicho gen de resistencia ToTV.

En un remoto aspecto, la invencién presente se reﬁe;re a una parte de planta
extraida de una planta de 1a invencién presente. Los ejemplos de partes de planta
incluy_en, pero no estdn limitados a, células tnicas y tejido;s de polen, évulos, hojas,
embriones, raices, puntas de rafz, anteras, flores, frutas, brotes de tallos, y semillas;
asi como el polen, ¢vulos, hojas, embriones, rafces, puntas de raiz, anteras, flores,
frutas, tallos, brdtes, véstagos, rizomas, semillag, protoplastos, calli, y otros por el
estilo. Dicha parte preferentemente es una fruta o una semilla. Otros modos
preferidos de partes de planta incluyen partes para la propagacién vegetativa
incluyendo dichas partes preferidas como microesporas, polen, 6vulos, hojas,
embriones, raices, puntas de rafz, anteras, flores, frutas, , brotea de tallos, tallos,
brotes, vdstagos, rizomas, protoplastos, calli, y tejido meristémico y otros por el
estilo.

En un remoto aspecto, la invencién presente se refiere a un método para
seleccionar una planta de tomate que es resistente al virus de Tomate torrado

(ToTV) como se define aqui, dicho método comprende los pasos de :
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a) suministro de una inoculacién de dicho virus;-

b) exposicién de una planta de tomate a dicha inoculacién;

c) tener en cuenta un tiempo de incubacién suficiente,

d) seleccionar dicha planta de tomate en caso de que ninguna infeccién se
.establezca en la dicha planta durante dicho lapso de tiempo de incubacién.

En un remoto aspecto, la invencién presente se refiere a un método para
seleccionar una planta de tomate teniendo dentro de su genoma al menos un alelo de
un gen que confiere la resistencia al virus de Tomate torraiio (ToTV) como se define
aqui, dicho método comprende el paso de proteger el ADN genémico de una planta de
tomate para la presencia de una regién genémica vinculada a marcadores AFLP
P14/M49-F-282, P11/M35-F-216, P2I/M61-F-583, P25/M51-F-131, P15/M49-F-330,
y/o P13/M38-F-311/313, preferentemente a marcadores AFLP P14/M49-F-282,

P11/M35-F-216 y/o P13/M38-F-311/313, més preferenteme:nte a marcadores AFLP
P11/M35-F-216 y/o P13/M38-F-311/313.

i
En todavia un remoto aspecto, la invencién presente se refiere a un método

para la produccién de una planta de tomate que comprendé seleccionar una planta
que tenga dentro de su genoma al menos un alelo (de un gen) que confiera resistencia
al virus de Tomate torrado (ToTV) como se define aqui realizando un método para
seleccionar una planta de tomate segiin la invencifn px"esente y cruzarse dicha
planta seleccionada consigo u otra planta de tomate para pr:oducir la semilla, y crecer
dicha semilla en una planta de tomate. !

En todavia un remoto aspecto, la invencién presente se refiere a un método
para la produccién de una planta de tomate que es resistente al virus de Tomate
torrado (ToT'V) como se define aquf, dicho método comprende el paso de :

a) seleccionar una planta teniendo dentro de su genoma al menos un alelo
de un gen que confiere la resistencia al dicho virus de Tomate torrade (ToTV)
realizando un método para seleccionar una planta de tomate segin la invencién
presente;

b) cruzar dicha planta seleccionada con otra planta de tomate o consigo
para producir semilla;

¢) crecer dicha semilla en plantas de tomate para preducir plantas

descendientes;
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d) opcionaimente repitir el eruce y los pasos de crecimiento de los pasosb) y
c),

e) seleccionar de entre el descendiente de planta una planta en la que dicho
alelo esta presente en la forma de homocigoto.

En un modo preferido de dicho método, la seleccién en el paso e) se realiza
examinande el ADN de dicha planta descendiente de la presencia homocigoto de
dicha regién gen6émica vinculada a marcadores AFLP P14JM494F-282, P11/M35-F-
216, P21/M61-F-583, P25/M51-F-131, P15/M49-F-330, 3*/0 P13/M38-F-311/313,
preferentemente a marcadores AFLP P14/M49-F-282, P11/M35-F-216 y/o P13/M38-
F-311/313, més preferentemente a marcadores AFLP P11/M35-F-216 y/o P13/M38-F-
311/318. O bien, la seleccién en el paso ¢) se realiza por una resistencia bioensayo
utilizando dicho virus ToTV o cualquier otro método conveniente como se describe
aqui.

En otro modo preferido de dicho método, la planta de tomate es una planta de
la especie Solanum lycopersicum, més preferentementej una planta de tomate
cultivada. )

En todavia otros aspectos, la invencién presente se refiere a una planta de
tomate facil de conseguir por un método segiin la invenci6én fpresente y a una parte de
planta, preferentemente una fruta o una semilla, extraidia de la dicha planta de
tomate novedosa e inventiva. Dicha parte de planta en .una alternativa preferida
comprende partes de planta convenientes para la propagacibn vegetativa,

En todavia otros aspectos, 1a invencién presente se refiere a la utilizacién del
alelo que confiere la resistencia contra ToTV, dicho alelo estd localizado en una
regién genémica vinculada a marcadores AFLP P14/M49-F-282, P11/M35-F-216,
P21/M61-F-583, P25/M51—F-131, P15, /M49-F-330, P13/M38-F-311/313 y/o marcador
C2_At5g25900 COSII/CAPS, preferentemente a marcadores AFLP P14/M49-F-282,
P11/M35-F-216 y/o P13/M38-F-311/313, més preferentemente a marcadores AFLP
P11/M35-F-216 y/o P13/M38-F-311/313 y/o marcador CZLAt5g25900 COSII/CAPS
sobre el cromosoma 4 de tomate:

- para seleccionar plantas de tomate ToTV resistentes,
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- para conferir resistencia a ToTV en una variedad de tomate ToTV
susceptible aumentande la frecuencia de la presencia de alelo resistente en dicha
variedad.

En todavia otros aspectos, la invencién presente se refiere a la utilizacién de
una planta ToTV resistente para aumentar la produccién de y/o para prevenir la
pérdida de produccién en la dicha planta que es resultado de la infeccién ToTV, en la
gue dicha planta ToTV resistente estd caracterizada por la presencia homocigoto del
alelo localizado en una regién gendmica vinculada a marcadores AFLP P14/M49-F-
282, P11/M35-F-216, P21/M61-F-583, P26/M61-F-131, P15/M49-F-330, P13/M38-F-
311/313 y/o marcador C2_At5g25900 COSIL/CAPS, preferentemente a marcadores
AFLP P14/M49-F-282, P11/M35-F-216 y/o P13/M38-F-311/313, m#s preferentemente
a marcadores AFLP Pl1U/M36-F-216 y/o P13fM38-F-'3111313 y/o marcador
C2_At5g25900 COSILVCAPS sobre el cromosoma 4 de tomate.

En todavia otros aspectos, la invencién presente se refiere a la utilizacién de
una semilla de una planta ToTV resistente de la invencién presente, para producir
unz planta ToTV resistente o para prevenir la presencia de enfermedad torrado (o
una enfermedad relacionada como marchitez ola enfermedad de punte de chocolate)
en una planta o en una poblacién de plantas.

En todavia otros aspectos, la invencién presente se refiere a la utilizacién de
una planta que comprende al mencs un alelo que confiere lé. resistencia a ToTV, o es
homocigoto para un alelo que confiere la resistencia a ToTV, en la que dicho alelo
esta localizado en una regién gendmica vinculada a marcadores AFLP P14/M49-F-
282, P11/M35-F-216, P21/M61-F-583, P25/Mb51-F-131, P15/M49-F-330, P13/M38-F-
311/313 y/o marcador C2_At5g26900 COSII/CAPS, preferentemente a marcadores
AFLP P14/M49-F-282, P11/M35-F-216 y/o P18/M388-F-311/313, més preferentemente
a marcadores AFLP Pl1UM35-F-216 y/o P13/M38-F-311/313 y/o marcader
C2_At5g25900 COSII/CAPS sobre el cromosoma 4 de tomate, como una planta de
tomate ToTV resistente o como una planta paternal en programas de cultivos
dedicados al suministro de otras plantas con el fenotipo ToTV resistente que es
resultado de la presencia homocigoto de dicho alelo. ,

62
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En todavia otros aspectos, la invencién presente se refiere a la utilizacién de
marcador P1UYM35-F-216, P13/M38-F-311/313 yfo C2_Atbg25900 para descubrir la
presencia de un alelo que confiere la resistencia a TeTV en una planta. Dicha
utilizacién generalmente implicaria métodos de deteccién Acido nucleicos incluyendo
pasos como aislar el ADN, amplificando diche ADN aislado con las cartillas
especificas de marcador, y comprobando el fragmento de ADN amplificado para la
longitud esperada en pares de base, opcionalmentg desput?s de la sintetizacién del
fragmento de dicho ADN amplificado, revelar la presencia de polimorfismos de
nucleétido asociados con la resistencia alelo. :

En los modos preferidos de los aspectos de utﬂjzaciéﬁ descritos de la invencién

presente se dice que la planta es preferentemente una planta de tomate, mds

preferentemente una planta de una planta de tomate comercialmente valiosa, como

- -una planta de tomate que comprende caracteristicas comercialmente deseables como

se describe aqui entre otras cosas. [
' i

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra un mapa esquemdtico ctiel gencma de tomate
representando el cromosoma 4, e indicando las posidoﬂes més recientes -de un
ndmero de marcadores conocidos, l )

La figura 2 muestra un gel agarosa con ﬁ-agmentos‘ de PCR sintetizados con
una enzima de restriccién especifica para indicer la presg!mc'ia o la ausencia de la

resistencia alelo para la resistencia ToTV como se describe én el Ejemplo 2.

DESCRIPCION DE LOS MODOS DE REALIZACION PREFERIDOS

Como se utiliza aqui, el término "alelo(s)" gignifica cualquiera de una o de
varias formas aiternativas de un gén, todo lo relacionado con alelos se refiere a al
menos un rasgo o caracteristica. En una célula diploide u organismo, dos alelos de un
gen determinado ocupan loci correspondientes sobre un par de cromosomas
homélogos. Debido a que la invencién presente se refiere a los métodos que
comprenden los pasos para identificar las regiones genémicas que pueden
comprender uno o varios genes, pero también sécuencias reguladoras, es més excacto

en algunos casos referirse a "haplotipo” (p. €j. un alelo de un segmento cromosémico)
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en lugar de "alelo”, sin embargo, en aquellos casos, el término "alelo” deberfa ser
entendido para comprender el término "haplotipo”.

"Un gen" es definido aqui como una unidad hereditaria que consiste en una
secuencia de ADN que ocupa una posicién especifica sobre un cromosoma y que
contiene la instruccidén genética para las caracteristicas particulares o el rasgo en un
organismo. ‘

"Un locus” es definido aqui como la posicién que un éen dado ocupa sobre un
cromosoma de una especie dada.

Como se utiliza aquf, el término "heterocigoto” significa una existencia de
condicién genética cuando diferentes alelos residen en loci correspondientes sobre
cromosomas homdlogos, '

Como se utiliza aquf, el término "homocigoto” significa una existencia de
condicién genética cuando idénticos alelos residen en loci correspondientes sobre
cromosomas homélogos, ;

Como se utiliza aqui, el término "marcador molecular” se refiere a un
indicador que es utilizado en métodos para visualizar diferencias de las
caracteristicas de secuencias dcido nucleicas. Los ejemplos de tales indicadores son
los marcadores de polimorfismo de longitud de fragmento de restriccién (RFLP), los
marcadores de polimorfismo de longitud de fragmenfo amplificado (AFLP),
polimorfismos de nucledtido éingulari’zarea (SNPs), marcadores microsatélite {por
ejemplo. SSRs), los marcadores de la regién caracterizada 1:‘»01' secuencia amplificada
(SCAR), secuencia polimdrfica amplificada y cortada (CAPS) o marcadores isozima o
combinaciones de los marcadores descritos aqui que definen una posicién especifica
genética y cromosdmica.

Como se utiliza aqui, el término "tomate” significa cualquier planta, linea o
poblacién de Lycopersicon incluyendo, pero no limitada a Lycopersicon cerasiforme,
Lycopersican  cheesmanii, Lycopersicon chilense, Lycbpersicon chmielewskii,
Lycopersicon esculentum (o Solanum Iycopersicum), 1Lycopersicon hirsutum,
Lycopersicon parviflorum, Eycopersicon pennellii, Lycopersicon peruvianum,
Lycopersicon pimpinellifolium, o Solanum lycopersicoides. Los parientes salvajes del
tomate moderno han sido clasificados dentro del género Lycopersicon, como L.

pennellii, L. hirsutum, L, peruvianum, L. chilense, L. parviflorum, L. chmielewskii,
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L. cheesmanii, L.cerasiforme, y L. pimpinellifolium. Durante los ultimos pocos afios
pasados, hubo un debate entre investigadores de tomate y bat4nicos sobre si hay que
clasificar de nuevo los-nombres de esta especie. El nombre cilentiﬁoo recién propuesto
para el tomate moderno es Solanum lycopersicum. Asimismo los nombres de 1a
especie salvaje pueden ser cambiados. L. pennellii puede convertirse en Solanum
pennellii, L. hirsutum puede convertirse en S. habrochaites, L. peruvianum puede
ser dividido en S.” N peruvianum “y S. ' Callejon de Huayles, S. peruvianum, y S.
corneliomuelleri, L. parviflorum puede convertirse en S.neorickii, L. chmielewskii
puede convertirse en S. chmielewskii, L. chilense puede convertirse en S. chilense, L.
cheesmaniae puede convertirse en S. cheesmaniae o'S. galapagense, y L.
pimpinellifolium puede convertirse en S. pimpinellifolium (Solanacea Genome .
Network (2006) Spooner y Knapp; http: /
www.sg'n.comel].edu/help/about/solanum_nomenclature.htn}l).

Una planta segiin la invencién presente existe en la naturaleza. Incluso se ha
identificado como consecuencia de un procese técnico. La invencién presente revela
dos métodos principales para identificar dicha planta. En un primer método la
planta se identifica utilizando una resistencia bioensayo quc?s implica la exposiciéh de
una planta candidata a una dosificacién eficaz del virus dje Tomate torrado (ToTV)
(por inoculacién mecédnica o por exposicién en el campo) como se define aqui. Cuando
la planta candidata est4 libre de la enfermedad, cuyos sintomas incluyen lesiones
necréticas que finalizan en una necrosis completa (parecida a una quemadura) del
material de planta (sobre todo en las hojas) y la muerte de la planta y/o anillos
concéntricos de manchas necréticas en la fruta, se dice que dicha planta es
resistente. La planta identificada usando este método comprende dos alelos
comprendiendo un gen que confiere la resistencia al virus de Tomate torrado (ToTV),
y por consiguiente es homocigoto para el rasgo.

El término " resistente a ToTV " se propone para incluir la resistencia a ToTV,
incluyendo la cepa depositada ToTV-E01 (DSM 16999), asi como a un virus
relacionado. Un virus relacionado en el contexto de la invencién presente es no sélo
un virus gue pertenece al mismo género taxonémico de ToTV, sino que puede ser
definido como un virus al cual la resistencia es conferida por la resistencia alelo

descrita aqui.
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Una planta de la invencidn presente comprende al menos un gen qﬁe confiere
la resistencia a ToTV. El locus del gen est4 vinculado para un niimero de marcadores
AFLP como se identifica aquf. Sin embargo, la posicién de muchos de estos
marcadores AFLP sobre el mapa genémico de tomate es atin desconocida. Por lo
tanto, la posicién del gen en el genoma no estd completamente segura. Debido a que
el marcador P14/M49-F-282 est4 localizado provisionalmente sobre el cromosoma 4,
ello sugiere que el loci esté localizgdo sobre el cromosoma 4. Comparando la posicién
de marcadores piiblicamente conocidos con aquellos de P14/M49-F-282, parece ser
que el gen estd localizade en una regién entre las fronteras puestas por CT264
(Tomate EXPEN 2000 posicién 86 ¢M) y el marcador TG163 de Tomate EXPEN
2000 posicién 135 cM). Una planta de la invencién presente puede ser caracterizada

asi teniendo un gen de resistencia ToTV localizado sobre el cromosoma 4 sobre una

posicién entre los mareadores CT264 y TG163.

En un anglisis més detallado de marcadores presentes en una poblacién de
tomate experimental comprendiendo plantas resistentes y susceptibles, se detect6é
que dos marcadores eran polimorfos entre la poblacién y tenian alta correlacién con
la presencia o la ausencia de alelo resistente: COSII/CAPS;marcador C2_At5g25900
(ver Ejemplo) y un marcador bi-alélico llamado P1i3/M38-F-311/313. Estos

~ marcadores se colocan sobre el Cromosoma 4 de tomate y pedrian ser calculado a

partir de la frecuencia de nueva combinacién observada que estos marcadores
estaban separados por una distancia de aproximadamente 3 ¢cM. La posicién de
C2_At5g25900 se muestra en la Figura 1. La posicién de P13/M38-F-311/313 en
relacién con C2_At5g25900 no podia ser establecida debido a la ausencia en la
poblacién probada de otros marcadores polimorfos con posiﬁiones de mapa conocidas.
Por lo tanto, esto puede llevar a la conclusién de que el gen que confiere la
registencia a ToTV en el tomate estd asociado con una regitn caracterizada por
marcadores polimorfos C2_At6g25900 (en particular el marcador que produce 420 bp
v el fragmento 260 de bp cuando es sintetizado con Msel, dicho marcador esta
vinculado al alelo resistente) y P13/M38-F-311/313 (en particular P13/M38-F-313,
que estd vinculado al alelo resistente, dicha regién cubré una extensién de ADN

sobre el cromosoma 4 que representa una distancia genética de aproximadamente 3

1
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cM, més preferentemente entre 0 y 10cM, todavia mas preferentemente entre 0 y 3,6
cM, m4s preferentemente menos de 3 cM.

La persona experta seri capaz de distinguir la orientacién de los dos
marcadores el uno en relacién con el otro sobre el mapa genético de tomate (por
ejemplo similar en la Fig. 2, cuando la distancia de cada uno al tercer marcador
puede ser determinada. Dichos experimentos son bien conocidos por la persona
experta.

Se ha descubierto que las plantas de la invencién presente son resistentes al
agente viral que causa la enfermedad de tomate conocida en Méjico por el nombre de
"marchitez’. Se cree que este agpute viral es el mismo que el solicitado bajo el
nuimero de registro DSM 16999 y asignado por el nombre de virus de Tomate torrado
(ToTV). ToTV que ez el agente causante de una enfermedad similar en el tomate en
Espafia llamado "torrado”. Se detecté que los marcadores co;no se describen aqui que
estAn vinculados para la resistencia al virus ToTV solicitado bajo el nimero de
solicitud DSM 16999 también estdn vinculados para la resistencia a "marchitez”. Por
lo tanto, las plantas como se definen aqui son resistentes a "torrade” asf como a
"marchitez". Asi las plantas como se describen aqui confieren la resistencia a:

- todos los virus que son los agentes causantes de las enfermedades que
causan enfermedades en plantas de tomate con los mismos o sintomas similares
como aguellos causados por el virus solicitado ToTV DSM 1699;

- todos los virus de planta que pertenecen al m_isn;o taxén que el de ToTV
(cuya .clasificacién taxondémica todavia tiene que ser deterr;:linada), preferentemente
los virus de planta de la misma familia, mds preferentemente del mismo género,
todavia mds preferentemente de la misma especie;

- ToTV DSM 16999,

En 'un método alternativo de identificacién de una planta de la invencién
presente en la naturaleza, la planta es identificada examinando la presencia de al
menos un marcador molecular vinculado a al menos un alelo de dicho gen de
resistencia ToTV. La invencién presente revela shora varios marcadores AFLP que
son convenientes para la utilizacién en dicho ensayo de seialeccién, ya que han sido
encontrados para ser vinculados en varias ‘medidas a la presencia del gen de

resistencia en plantas de tomate. Un marcador conveniente molecular puede ser

Gt
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seleccionado del grupo que consiste en marcadores AFLP P14/M49-F-282, P11/M35-
F-216, P21/M61-F-583, P25/Mb61-F-131, P16/M49-F-330, y P13/M38:F-311/313,
preferentemente del grupo que consiste en marcadores AFLP P14/M49.F-282,
P11/M35-F-216 y P13/M88-F-311/813, més preferentemente del grupo que consiste
en marcadores AFLP P11/M35-F-216 y P13/M38-F-311/313. El Ejemplo describe la
relacién entre estos marcadores y el rasgo de resistencia més detalladamente.

La invencién se refiere ademds a un método para identificar una planta
ToTV-resistente, o parte de la misma. Hay varias posibilidades de identificar plantas
ToTV-resistentes. En un primer conjunto de modos de dicho método, el virus
activo/infeccioso o reproducciones infecciosas de cuerpo entero pueden ser utilizados,

mientras que en un modo alternativo dnicamente se utilizan medios de deteccién de

"virus.

Un primer paso de un método para identificar unsiE ‘planta ToTV-resistente
que utiliza el virus activo/infeccioao comprende la exposicit}n de una planta o parte
de una planta, como una hoja 0 un segmento de tallo, a una dosificacién infecciosa de
ToTV, el objetivo de lo cual es alcanzar una infeccién. La exiaosicidn en muchos casos
puede implicar el establecimiento de contacto fisico. Un|a dosificacién infecciosa
puede variar entre plantas y entre ToTV-aislado probado Teéricamente, una
cantidad de aproximadamente 1 a 10 a una cantidad de apronmadamente 500-5000
particulas virales de dicho virus o los dcidos nucleicos del qnsmo ser4 suficiente. La
infeccién puede ser alcanzada de este modo por la inoculacién mecdnica de particulas
de virus purificadas o virus dcido nucleico sobre plantas sanas o por ejemplo por la
inoculacién pasiva via exposicién a plantas infectadas.

O bien, la infeccién puede ser alcanzada por, por ejemplo:

- crecimiento de un vastago sano sobre un rizoma ToTV-infectado, o viceversa;

- exposicién de una planta sana a vectores de transmisién conteniendo el virus
(incluyéndo plantas infectadas, p.ej. plantas pardsitas como Cuscuta spp.);

- introduciendo en una planta sana una expresién vector que hospeda una
regién de codificacidn del virus genoma ToTV; ,

- ]a utilizacién de reproducciones agro-infecciosas, como cepas Agrobacterium
tumefaciens que contienen una expresién vector que ;hospeda una regién de

codificacién del virus genoma ToTV,

63



I

2
L
-

10

15

20

25

30

14

En el contexto de la invencién presente, los métodos para exponer una planta
o la parte de planta a una dosificacién infecciosa de ToTV no estdn limitados a
ningin método particular,

Como se ha declarado, 1la infeccién puede comprender la inoculacién mecédnica
del virus sobre plantas sanas. Por ejemplo, una parte de una hoja enferma puede ser
frotada directamente en una hoja de una planta que debe ser infectada. En un
procedimiento alternativo, una inoculacién puede por ejemplo estar preparada
moliendo el virus conteniendo tejido de planta, preferentemente hojas
preferentemente jévenes que muestran sintomas, con la mano de mortero y, o
cualquier otro tipo conveniente de homogeneizador, en por ejemplo un “buffer”
(sistema tampén) conveniente pafa inoculacién (p. ¢j. un “buffer” (gistema tampdén)
de fosfato 0.03M., de pH 7.7). Después de la molienda, lo homogeneizado obtenido (la
savia) es filtrado preferentemente, p. ¢j. con una gasa de algodén. La savia puede ser
entonces inoculada, por ejemplo poniendo en contacto hojas con una cantidad de
savia. Las hojas son preferentemente pretratadas para dafiar la epidermis inferior y
aumentar la entrada del virus Esto puede llevarse a cabo pre-espolvoreando las hojas
con polvo de carborundum. Se debe evitar una herida excesiva.Preferentemente se
utiliza un polvo carborundum gque tiene pequefias particulas angulares microscépicas
de carburo de silicio (400-500 mesh). El polve de Carborundum también puede ser
afiadido directamente a la savia, en el caso de que se omita el prétratamiento. La
savia, por ejemplo, puede ser aplicada con el indice, con una almohadilla de espuma
empapada o tela con savia, 0 incluso con mano de mortero utilizada para la
molienda, una espétula de cristal, un cepillo rigido, o una pistola. Después de la
inoculacién, se lavan las hojas preferentemente inmediatamente con agua.

Un segundo pz;.so de un método para identificar una planta ToTV-resistente
comprende la identificacién de dicha planta como una; planta ToTV-resistente
cuando, después de dicha exposicién, o i) sintomas de enfermedad en dicha planta o
en parte de planta permanecen ausentes o se retrasan en su expresién o al menos se
reducen en severidad o est4n relativamente localizados en relacién con una planta de
control susceptible y/o sensible, y/0 ii) el virus ToTV o secuencias ToTV genémicas no
estdn presentes en dicha planta o parte de planta o la presencia de virus ToTV es al

menos cuantitativamente reducida en dicha planta en relacién con una planta de
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control susceptible. Corno se utiliza aquf el término localizado significa limitado a la
hoja inoculada.

La determinacién del desarrollo de sintomas de enfermedad ToTV-inducidos
en plantas infectadas puede ser realizada por métodos cuantitativos, p. ej. en el que
el periodo requerido para el desarrollo perceptible (p. ej. visible) se observan los
sintomas de enfermedad, o bien por métados cualitativos en los que, después de un
cierto perfodo transcurrido, se inspecciona la planta para la expresién de sintoma y
se indica la presencia o la severidad de los sintomas, |

Ademds de la determinacién del desarrollo de sintomas de enfermedad ToTV-
inducidos o como una alternativa, dependiendo del tipo de ToTV-resistencia a ser
detectada, la presencia del virus es descubierta en la planta o la parte de planta.
Para detectar la ausencia de virus en las plantas de prueba, puede utilizarse en
principio cualquier método. Por ejemplo, puede ser empleado un método en el que se
utiliza un anticuerpo ToTV especifico, juego de cartilla o sonda segin la invencién
presente. O bien, una parte de la planta de prueba puede ser puesta en contacto con
una planta de indicador susceptible (p. ¢j. N. hegperis ‘67A’) para establecer si el
virus estA presente o ausente en la planta de prueba. La persona experta entenderd
que para tales métodos es importante descontaminar la superficie de la planta de
prueba, para distinguir entre una transmisién vector, una planta de prueba
tolerante y una planta de prueba resistente, ya que tinicamente la presencia de virus
en las células de planta tiene que ser establecida. |

En la realizacién del segundo paso de un método para identificar una planta
ToTV-resistente, se pueden obtener los resultados siguientes. Si, después de la
inoculacién acertada (por ejemplo después del establecimiento de un contacto de
virus de planta en las condiciones que causarfan la infeccién una planta de control
susceptible y sensible):

i) los sintomas de enfermedad permanecen ausentes; o particulas virales ARN
viral no pueden ser descubiertos: 1a planta es resistente;

ii) los sintomas de enfermedad se retrasan o se reducen en severidad; o

factores sistémicos bajos en particulas virales o ARN viral puede ser detectado: la

planta es parcialmente resgistente;
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iii) los sintomas de enfermedad son severos, pero permanecen locales,
limitados a la hoja inoculada y no hacen sistematicamente la extensién mas alld de
la inoculacién del tejido; o particulas virales, o ARN viral sélo pueden ser detectados
en la zona: la planta es hipersensible;

iv) si los sintomas de enfermedad permanecen ausenf/es; o el ARN viral puéde
ser detectado: 1a planta es tolerante.

v) si la planta desarrolla sintomas de enfermedad y tiene alto el factor virus
sistémico, entonces la planta es susceptible y sensible. Los ejemplos de dichas
plantas son las plantas de las cuales el virus de la presente invencién fue aislado.
Estas plantas pueden servir oomo.plantas de control convenientes en los métodos de
la presente invencién.

Para el objetivo de producir plantas resistentes, y delsde un punto de vista de
fitodescontaminaci6n, inicamente:los resultados i), ii) e iii) pueden ser considerados
de interés. Para el objetivo de obtener plantas convenientes para la produccién de
cosechas sin sintomas y productes, el resultado iv) también puede ser de interés
particular comercial. )

En un modo alternativo de un método para identificar una planta ToTV-
resistente tnicamente ge utiliza el medio de deteccién de virus. Por ejemplo, una
planta ToTV-resistente puede ser identificada en el campo observando o
identificando una planta gin sintomas entre plantas sintomdticas 'y determinando la
ausencia de virus en dicha planta realizando un método de deteccién de virus.
Cuando dicho método se realiza es preferible que se utilicen un polinucledtido ToTV-
selectivo o un anticuerpo. Preferentemente, un método para identificar una planta
ToTV-resistente requiere la utilizacién del virus o polinucleétido selectivo de virus o
anticuerpo. -

La invencién presente revela ahora todavia otro método remoto para
identificar una planta ToTV-resistente, determinando la presencia homocigoto de
marcadores vinculados a un suj)uesto gen de resistencia ToTV, para cuyos
marcadores se proporcionan varios ejemplos.

La invencién se refiere ademé#s a un método para producir una planta ToTV-
resistente, o parte de la misma. Una vez una planta ToTV.resistente ha sido

identificada, esta planta puede servir como planta donante de material genético que

H
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debe ser transferido de dicha planta donante a una planta receptora para proveer
dicha planta receptora de material genético. La transferencia de material genético de
una planta donante a una planta receptora puede hacerse por cualquier método
conveniente conocido en el ramo. El material genético va a ser en la mayor parte de
casos material genémico. Es importante sin embargo, que al menos las partes tiue
confieren resistencia de genoma de la planta donante sean transferidas. En ausencia
de métodos para determinar que las partes de genoma de la planta donante confieren
la resistencia ToTV, la transferencia puede ocurrir adecgadamente transfiriendo
cromosomas completos. Preferentemente, la planta ToTV-résistente sirve como una
planta masculina o femenina paternal en un cruce para producir plantas
descendientes resistentes, la planta descendiente recibe asi el material genémico del
donante resistente y actia como planta receptora. Aunque un padre susceptible en
cruces no sea en sentido estricto necesariamente una plant;a receptora, dicho padre
susceptible serd incluido también aquif en e] término de plan:ta receptora.

En un método para producir una planta ToTV-resiste:nte, la fusién protoplasto
puede también ser utilizada para la transferencia de material genémico que confiere
resistencia de una planta donante a una planta receptora, p. ej. como una forma de
cruce de dichas plantas. La fusién protoplasto es una uniéfx inducida o espontanea,
como una hibridacién somédtica, entre dos o més protoplastos (las células de cuyos
tabiques celulares se extraen por tratamiento enzimatico) para producir una tdnica
célula bi o una célula multi- nuclear. La célula fusionada que puede incluso ser
obtenida con la especie de planta que no puede ser criada naturalmente, es el tejido
cultivado en una planta hibrida que muestra la combinacién deseable de rasgos. M4s
expresamente, un primer protoplasto puede ser obtenido de una planta de tomate u
otra linea de planta que expone resistencia a la infeccién por ToTV. Por ejemplo,
puede ser utilizado un protoplasto de una linea de tomate ToTV-resistente. Un
segundo protoplasto puede ser obtenido de una segunda linea de planta susceptible,
opcionalmente de otra especie de planta o variedad, preferentemente de la misma
especie de planta o variedad, que comprende caracteristicas comercialmente
deseables, como, pero no limitadas a, la resistencia a enfermedad, la resistencia a

insectos, caracterfsticas de fruta valiosas, etc. Los protoplastos son entonces



10

15

20

25

30

18

fusionados utilizando procedimientos de fusién tradicionales protoplasto, que son
conocidos en el ramo para producir el cruce. ;

O bien, el rescate de embrién puede ser empleado en la transferencia de
material genémico que confiere resistencia de una planta denante a una planta
receptora p. €j. como una forma de cruce de dichas plantas. El rescate de embﬁén
puede ser utilizado como un procedimiento para aiglar el embrién de cruces en el que
las plantas fallan en producir la semilia viable. En este proceso, el ovario fertilizado
o la semilla inmadura de una planta son el tejido culﬁ;'ado para crear nuevas
plantas (este método se describe detalladamente en Pierik, 1999).

Un método para producir una planta ToTV-resistente comprende asi en un
modo los pasos de identificar una planta donante ToTV-resistente o una planta que
comprende al menos un alelo del gen de resistencia (una planta portadora) como se
describe aqui y el cruce de dicha planta donante ToTV-resistente o dicha planta

portadora con una planta receptora. Por consiguiente, por cruce remoto y

-autofecundacién, pueden ser obtenidas plantas homocigoto resistentes al virus.

Un método de producir una planta ToTV-resistente comprende después el
paso de seleccionar de plantas descendientes una planta fresistente realizands un
método para identificar una planta ToTV-resistentei como se ha descrito
anteriormente. '

Preferentemente, dicha planta receptora es una planta de tomate de la
especie Solanum lycopersicum, méds preferentemente una planta S. lycopersicum
que posee caracteristicas comercialmente deseables. La planta receptora puede ser
una planta ToTV-susceptible, o una planta ToTV sensible o ToTV resistente. Como
se ha explicado anteriormente, la opcién de la planta se determina por el hecho de
que el rasgo de resistencia es recésivo. La persona experta es consciente de varias
metodologias disponibles para resolver tales cuestiones.

Asimismeo un aspecto de la invencién presente es una planta ToTV-resistente,
o parte de la misma, fécil de conseguir por un método de la invencién.

Un método para producir una planta ToTV-resistente puede comprender la
transferencia por introgresién de una secuencia nucleico é#cida que confiere

resistencia de una planta donante ToTV-resistente o una ;;lanta que tiene el gen de
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resistencia en forma de heterocigoto en una planta receptora cruzando dichas
plantas.

En un método, que se menciona como el cultivo de pedigri, una planta
donante que expone la resistencia a ToTV (homocigoto) puede -ser cruzada con una
planta receptora que expone preferentemente caracteristicas comercialmente
deseables, como pero no limitadas a, la resistencia a enfermedad, la resistencia a
insectos, caracterfsticas de fruta valiosas, etc. La poblacién de planta resultante
(representando los hibridos F1) es entonces autopolinizada y se le permite poner la
semilla (semillas F2). Las plantas F; nacidas de las semillas de F3 son entonces
examinadas para la resistencia a ToTV o para la presencia homocigoto de
marcadares vinculados al gen de resistencia. Asf, la poblacidéxdescendiente puede ser

examinada de diversos modos.

Produccién_de plantas de tomate ToTV-registentes por mét;)dog transgénicos

‘ Segin otro aspecto de la invencién presente, una éecuencia Aicido nucleica
(preferentemente ADN) que comprende al menos uno de los marcadores vinculados
al gen de resistencia ToTV como se identifica aqui, puerie ger utilizada para la
produccién de una planta de tomate ToTV-resistente. Una vez identificada como una
planta de tomate donante convenients, la secuencia nucleico dcida que comprende un
gen para la ToTV-resistencia, puede ser transferida a una planta receptora
conveniente mediante cualquier método disponible. Por ejemplo, dicha secuencia
nucleico dcida puede ser transferida cruzando una planta de tomate donante ToTV-
resistente con una planta de tomate receptora susceptible (p. ej. por introgresién),
por transformacién, por la fusién protoplasto, por una técnica doble haploide o por
rescate de embridn o por cualquier otro sistema de transferencia nucleico écida,
opcionalmente seguido de la seleccién de plantas descendientes que comprenden el
gen heterocigote u homocigoto y/o exposicién a ToTV-resistencia. Para los métodos
transgénicos de transferencia una secuencia nucleico dcida que comprende un gen
para la ToTV-resistencia, puede ser aislada de dicha planta donante utilizando
métodos conocidos en el ramo y la secuencia nucleico dcida asi aislada puede ser

transferida a la planta receptora por métodos transgénicos, por ejemplo mediante un
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vector, en un gameto, ¢ en cualquier otro elemento de transferencia conveniente,
como una particula balistica cubierta de dicha secuencia nucleico dcida.

La transformacién de planta generalmente implica la construccién de una
expresién vector que funcionard en células de planta. En la invencién presente, dicho
vector comprende una secuencia nucleico 4cida que comprende un gen para TOTV-
resistencia, cuyo vector puede comprender un gen ToTV de i‘esistencia-conferida que
estd bajo control de o vigentemente vinculado a un elemento regulador, como un
estimulador, La expresién vector puede contener una o mas de dichas combinaciones
de elemento gen/regulador vinculadas de forma operable, siempre y cuando al menos
uno de los genes contenidos en las combinaciones codifica para la ToTV-resistencia.
El(los) vector (s) puede(n) ser en forma de un plasmido, y puede(n) ser usado(s),

s6lo(s) o en combinacién con otros plasmidos, para proporcionar las plantas

. transgénicas que son resistentes a ToTV, utilizando métodos de transformacién

conocidos en el ramo, como el sistema de transformacién Agrobacterium.

La expresién vectores puede incluir &) menos un gen de marcador, vinculado
de forma operable a un elemento regulador (como un estimulador) que permite a
células transformadas que contienen al marcador ser el unc;J o el otro recuperado por
la seleccién negativa (inhibiendo el crecimiento de las células que no contienen el gen
de marcador seleccionable), o por la seleccidn positiva‘ (seleccionando para el
producto codificade por el gen de marcador). Se utilizan més comminmente genes de
marcador seleccionables para la transformacién de planta conocidos en el ramo, e
incluyen, por ejemplo, genes que cifran para enzimas que desintoxican
metabélicamente a un agente selectivo quimico que puede ser un antibi6tico o un
herbicida, o los genes que codifican un objetivo cambiado que es insensible al
inhibidor. Se conccen varios métodos de seleccién positivos en el ramo, como la
seleccién manosa. O bien, la transformacién sin marcadores puede ser utilizada para
obbener‘plantas sin los genes de marcador mencionados, técnicas para las cuales se
conccen en el ramo.

Un método para introducir una expresién vector en una planta estd basado en
el sistema de transformacién natl_u'al de Agrobacterium (ver p. ej. Horsch et al.,
1985). A. tumefaciens y A. rhizogens son bacterias de plant:i que provienen de tierra
patégena que transforma genéticamente células de planta. Los plasmidos Ti y Ri de
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A. tumefaciens y A. rhizogens, respectivamente, llevan genes responsables de la
transformacién genética de la planta (ver p. ej. Kado, 1991). Los métodos de
introducir la expresién vector en el tejido de planta incluyen la infeecién directa o €l
co-cultivo de células de planta corn Agrobacterium tumefaciens (Horsch et al., 1985).
Se proporcionan descripciones de sistemas de vector Agrobacterium y métodos para
transferencia Agrobacterium-mediada génica por Gruber y Crosby, 1993 y Moloney
et al, 1989. Ver también, la patente de loes EEUU I No 5.691.616. Existen
descripciones generales de expresién de vectores planta y genes indicadores y
protocolos de transformacién y deécripcionee de sistemas de vector Agrobacterium y
métodos para la transferencia Agrobacterium-mediada génica que se pueden
encontrar en Gruber y Crosby, 1993, Miki et al., 1993 y 1_5hﬂ1ips, et al,, 1988, que
proporcionan por ejemplo métodos generales de cultivo de tejidos de planta,. Un
manual de referencia apropiado para técnicas de reprod:uccién ﬁolecﬂmes y la
expresién vectores conveniente es Sambrook y Russell (2001).

Otro método para introducir una expresién vector en una planta estd basado
en la transformacién mediada por microproyectil en el que el ADN es llevado a la
superficie de microproyectiles. La expresién vector es introducida en 4tejidos de
planta con un dispositivo biolistico que acelera los microproyectiles a Velocidadps de
300 a 600 m/s que es suficiente para penetrar en tabiques celulares de planta y
membranas (Ver, Sanford et al., 1987, 1993; Sanford, 1988,: 1990; Klein et 1988 Al-.,
1992). Otro método para introducir el ADN en plantas es via la sonicacién de células
objetivo (Ver Zhang et al., 1991). O bien, liposoma o la fuisién esferoplasto ha sido
utilizado para introducir la egpresién vectores en plantas (ver por ejemplo Deshayes
et al., 1985 y Christou et al., 1987). La sintetizacién directa de ADN en protoplastos
que utiliza precipitaci.én CaCl2, el alcohol de polivinilo o poly-L-ornitina también ha
sido descrita (ver por ejemplo, Hain et al. 1985 y Pailero et al., 1982). También ha
sido descrita la electroporacién de protoplastos y células en;teras y tejidos (D'Halluin
et al., 1992 y Laursen et al., 1994), f

Despues de la transformacién de tejidos de tomate objetivo, la expresién de
dichos genes de marcador seleccionables anteriormente descritos permite la seleccién

preferencial de células transformadas, tejidos y/o plantas, utilizando métodos de

o
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regeneracién y de seleccién ahora bien conocidos en el ramo. Los marcadores como se

definen aqui también pueden ser utilizados para dicho objetivo.

Produccién _de plantas de tomate ToTV-resistentes por métodes no-transgénicos

En un modo alternativo para producir una planta de tomate ToTV-resistente,
la fusién protoplasto puede ser utilizada para la transferencia de 4cidos nucleicos de
una planta donante a una planta receptora. La fusién protoplasto es una unién
inducida o espontdnea, como una hibridacién somética, entre dos o mis protoplastos
(las células de cuyos tabiques celulares se extraen por tratamiento enzimético) para
preducir una unica célula bi- o multi-nucleada. La célula fusionada, que incluso
puede ser obtenida con especies de planta que no puet:len ser cruzadas en la
naturaleza, es tejido cultivado en una planta hibrida que ;muestra la combinacién
deseable de rasgos. Méds expresamente, un primer protoplasto puede ser obtenido de
una planta de tomate u otra .].ineal de planta que muestra resistencia a la infeccién
por ToTV. Por ejemplo, un protoplasto de cualquiera de las lineas resistentes como se
indica en el Ejemplo puede ser utilizado. Un segundo protoplasto puede ser obtenido
de un segundo tomate u otra variedad de planta, preferentemente una linea de
tomate que comprende caracteristicas comercialmente deseables, como pero no
limitadas a, la resistencia a enfermeda_d, la resistencia a iﬂsectos, caracteristicas de
fruta valiosas, etc. Los protoplastos son entonces. fusionados utilizando
procedimientos de fusién protoplastb tradicionales, conocidoé en el ramo.

O bien, el rescate de embrién puede ser empleado en la transferencia de un
gen de resistencia de una planta donante a una planta receptora. El rescate de
embrién puede ser utilizado como un procedimiento para aislar el embrién de cruces
en los que las plantas fallan en la producién de semilla vjable. En este proceso, el
ovario fertilizado o la semilla inmadura de una planta es el tejido cuiltivado para
crear plantas nuevas (Pierik, 1999). :

La invencién presente también se refiere a un método para producir una
planta de tomate ToTV-resistente que comprende los pasas de realizar un método
para descubrir la presencia de un alelo asociado con la resistencia a ToTV en una
planta de tomate donante segin la invencién como se describe anteriormente, y

transferir una secuencia nucleico dcida que comprende dicho alelo asi descubierto, de
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dicha planta donante a una planta de tomate receptora ToTV-susceptible. La
transferencia de dicha secuencia nucleico Acida puede ser realizada por cualquiera de
los métodos anteriormente descritos aqui.

Un modo preferido de dicho método comprende la transferencia por
introgresién de dicha secuencia nucleico dcida de una planta de tomate donante
ToTV-resistente en una planta de tomate receptora ToTV-susceptible cruzdndose
dichas plantas. Esta transferencia puede ser asf adecuadamente lograda utilizando
técnicas de cultivo tradicionales. Los genes de resistencia ToTV son preferentemente
introgresados en variedades de tomate comerciales utilizando cultivo asistido por
marcador (MAS). El cultivo asistido por marcador o la seleccién asistida por
marcador implican la utilizacién de uno o varios de los marcadores moleculares para
la identificacién y la seleccién de aquellas plantas descendientes que contienen uno o
varios de los genes que codifican para el rasgo deseado. En el casé presente, dicha
identificacién y seleccién estdn preferentemente basad:as en la seleccién de

marcadores asociados con el gen de resistencia como se identifica aqui.

Plantas de tomate ToTV-resistentes y semilla

Una planta de tomate ToTV-resistente, o una parte de la misma , ficil de
conseguir por un método de la invencién es también un aspecto de la invencién
presente.

Las plantas de tomate ToTV-resistentes de la invencién presente pueden ser
de cualquier tipo genético como innato, hibrido, haploide, dihapleide, partenocarpo o
transgénico. Ademds, las plantas de la invencién presente pueden ser heterocigoto u
homocigoto para el rasgo de resistencia, preferentemente homocigoto. Aunque el
alelo identificado en la invencién presente, pueda ser transferidoe a cualquier planta

para asegurar una planta ToTV.-resistente, los métodos y las plantas de la invencién

se relacionan preferentemente con las plantas de la familia Solanaceae, més

preferentemente el tomate. ‘

Lineas de planta de tomate innatas ToTV-resistentes pueden ser
desarrolladas utilizando las técnicas de seleccién récurrente y retrocruce,
autofecundacién y/o dihaploides o cualquier otra técnica uyilizada para hacer lineas

paternales. En un método de seleccidn y retrocruce, la ToTV-resistencia puede ser
]
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introgresada en una planta receptora objetivo (que se llama padre recurrente)
cruzando al padre recurrente ¢on una primera planta donante (que es diferente del
padre recurrente y referida aqui como " padre simultdneo "). El padre recurrente es
una planta que es no resistente o tiene un nivel bajo de resistencia a ToTV y posee
caracteristicas comercialmente deseables, como pero no limitadas a, la resistencia a
enfermedad, la resistencia a insectos, caracteristicas de fruta valiosas, etc. El paﬂre
simultdneo muestra la resistencia ToTV y comprende unai secuencia nucleico 4cida
que codifica para la resistencia ToTV. El padre simu.lt,é.lneo puede ser cualquier
variedad de planta o la linea innata que es un cruce fértil con el padre recurrente. La
progenie gue es resultado de una mezcla del padre recurrente paternal y simulténeo
se retrocruza al padre recurrente. La poblacién de planta estd entonces examinada.
La poblacién puede ser examinada de varios modos diferentes. Por ejemplo, la
poblacién puede ser examinada utilizando bfoensayos de resistencia o una prueba de
campo como se ha descrito antes aqui. Las plantas hfbr;idas F1 que exponen un
fenotipo ToTV-resistente comprenden el requisito nucleico: dcido de codificacién de
secuencia para la resistencia ToTV, y poseen caracttlerfsticas comercialmente
deseables, son entonces seleccionadas y autofecundadas y seleccionadas para un

nimerc de generaciones (hasta 5, 6, 7 u 8 generaciones) para permitir a la planta de

. tomate hacerse cada vez més innata. Este proceso de autofecundacién continuado y

seleccion puede ser realizado para dos a cinco 0 mds generaciones. El resultado de
dicho cultive y seleccién es la produccidn de las lineas que son genéticamente
homogéneas para los genes asociados con la resistencia ToTV asi como otros genes
asociados con los rasgos de interés comercial. En lugar de utilizar las pruebas de
patologia fenotipica de bfoensayos, pueden realizarse MAS utilizando uno o varios de
los marcadores moleculares arriba descritos, sondas de hibridacién o polinuclestidos
para identificar aquella progenie que comprende una c:odiﬁcacidn de secuencia
nucleico 4cida para la ToTV-resistencia. O bien, los MAS ptueden ser utilizados para
confirmar los resultados obtenidos de bioensayos cuantitativos. Una vez son hechas
las selecciones apropiadas, el proceso se repite. El procesio de retrocruce al padre
recurrente y de seleccién para la ToTV-resistencia se repite para aproximadamente
cinco o més generaciones. La progenie que es resultado de eate proceso es

heterocigote para uno o varios genes que codifican para la ToTV-resistencia. La
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dltima generacién retrocruce es entonces reproducida para asegurar la progenie de
cultivo homocigote pura para ToTV-resistencia. A

Las lfneas de tomate ToTV-resistentes innatas descritas aqui pueden ser
utilizadas en cruces adicionales para crear plantas ToTV-resistentes hibridas. Por
ejemplo, una primera planta de tomate ToTV-resistente innata de la invencién puede
ser cruzada con una segunda planta de tomate innata que posee rasgos
comercialmente deseables como pero no limitadas a, la msiétencia a enfermedad, la
resistencia a insectos, caracteristicas de fruta deseables, etc. Esta segunda linea de
tomate innata puede o no ser ToTV-registente, pero preferentemente tiene al menos
un alelo para la resistencia ToTV vinculado a los marcadores definidos aqui de modo
que al menos el 50 % de las plantas descendientes expresen el fenotipo ToTV
registente, Mds preferentemente, la segunda linea de tomate innata es también
ToTV resistente, de modo que el fenotipo resistente se conse;rve a pesar de los cruces.
De este modo, una primera planta de tomate ToTV-resisten:te innata de la invencién
puede ser utilizada para introgresar un rasgo adicional hereditario en la segunda
linea de planta de tomate innata.

Otro aspecto de la invencién presente se refiere a llm método para producir
semillas que pueden ser convertidas en plantas de tomate ToTV-resistentes. En un
modo, el método comprende los pasos de proporcionar una| planta de tomate ToTV-
resistente de la invencién, cruzédndose dicha planta ToTV-r:esistente con otra planta
de tomate ToTV-resistente, y recogiendo semillas que son Irasultado de dicho cruce,
que cuando se plantan, producen plantas de tomate ToTV.-resistentes hibridas.

En otro modo, el método comprende los pasos de proporcionar una planta de
tomate ToTV-resistente de la invencién, cruzdndose dicha planta ToTV-resistente
con una planta Solanum lycopersicum, recogiendo semi]lps que son resultado de
dicho cruce, regenerdndose dichas semillas en plantas, selelccionando plantas ToTV-
resistentes mediante cualquiera de los métodes aqui descritos, autocruzandoe las
plantas seleccionadas para un nmimero suficiente de generaciones para obtener las
plantas que son fijadas para un alelo que confiere la ToTV-resistencia en las plantas,
retrocruzando las plantas asi producidas con plantas S. lycopersicum que tienen
rasgos deseables fenot{picos para un mimero suficiente de generaciones para obtener

plantas S. [lycopersicum que son ToTV-resistentes y tienen rasgos deseables
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fenotipicos, y la recoleccién de las semillas producidas de las plantas que son
resultado del dltimo retrocruce, que cuando se plantan, producen las plantas de
tomate que son ToTV-resistentes. .

Por via del ejemplo, y no de limitacién, se dardn ahora los Ejemplos de la

invencién presente. |

EJEMPLO 5
|
Ejemplo 1 !
Identificacién de marcadores vinculados al gen de resistencia ToTV en el
tomate ' _

El objstivo de este experiniento era identificar mgrca;dores AFLP vinculados a
la resistencia ToTV en el tomate, por la utilizacién de un Bulk Segregant Analysis
(BSA; Michelmore, R. W., 1. Paran y R.V. Kesseli, 1991. I-".roc. Natl. Acad. Sci. EE.
UU, 88:.9828-9832). _

La ToTV resistencia result6 ser el rasgo recesivamente monogénico heredado.
El andlisis fue realizado sobre 160 plantas de una cepa de tomate F2 cuyo cruce de
plantas F3 eran fenotipados. Para la determinacién de un fenotipo fiable, la
fenotipacién fue repetida varias veces sobre plantas F3 para un subconjunto de
plantas F2. Basado en los resultados obtenidos por la fenotipacién repetida, 18
individuos resultaron ser resistentes de una manera fiable y nueve plantas
resultaron ser susceptibles de una manera fiable. Estas plantas fueron usadas para
el BSA. La informacién fenotipica de estos individuos est4 catalogada en la tabla 1.

Identificacién de marcador y verificacién
Nomenclatura de marcador

Cédigos por los cuales comtinmente se indica la combinacién de cartilla AFLP,
p- ej. P14/M49-F-282, en €l que P y M son el Pstl comiin y Msel las secuencias de
cartilla o cartillas universales (Vos et al., 1995; Bai et al., 2003) seguidos por 2 ¢ 3
bases suplementarias selectivas como se indica por un cdédigo dos de extensién de
digito. Dos cddigos de extensién de digito son como sigue: 11: AA; 13: AG; 14: EN; 15:
CA; 21: GG; 25: TG; 85: ACA; 38: ACTO; 49: CAG; 51: CCA; 61: CTG. 282 es el

'
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tamafio aproximado en pares de base del fragmento resultante polimorfo (tamaiio
dado + 2 pares de base). El tamaiio normalmente se da redondeado, pero también se
puede dar en decimales. Este fragmento fue amplificado en las plantas investigadas.
La cartilla y secuencias de adaptador son descritas detalladamente por Bai et al.
2003.

El marcador TG163 (Expen 2000; SOL Genomics Network;
http:/www.sgn.cornell.edu/index.pl) consiste en una cartilla avanzada e

inversa de la secuencia siguiente:

Secuencia avanzada:

TCTGGAATCATATATGGGATCTTAGAATACTGAAITTICCAGTOCTTGATCTCOCTGRACATAGT CACTAGTAATACTCTGTGGCAATAA
TAAAGCTGCTTACCATCTCTTTAATTAGTTGAGT T TTTGATATAAGATTATTGTCTGGTUCTTCAATATGTGTGTCACTATGCTGCCTAC -
AACTTAATGACTACTAACTTTITTTIGTTAGGATTTAGGGTTAGAAGTTTCTTTCYGOATTACCATT TCCTTATTAAGTAAATGCAGTTGA
TGTTTGTVCACAGGACATAGACTGTCAAGTACAATCCCRAACATOAAGACTTAATTCTGGTYCTTTCTCTTCATTTCCTTTATCTGTTITG
TCTACCCTATATATCTGGRAAMACATACTTGTGCACACTCTCACTRAGCS !

Secuencla inversa:
CTTAGAAGCTTCCGCATGAAAATGAACTACAAACGTCATACTAGATAAAATTAAAGAGACCTCTTGCAAAATTCTACATTCCACCT GABGA
AGCGTTAACTCCATCATGAACACATCAAGAATACAGATTTGAAGGAGGATATACTGGAGTAATACAAACATTAATAAAAGAGATGAGTAG
TGTAGCAAAGGGATAATGAGCTCAAAAGATOGATCACGAQTTCATACTTAGTTCAAGTTGTACTGATTITATITICTTGGAAGATGAGGCT
TGATTAATTCTACAACCACCTGTTAGRAAAAARAATACT AAATTAAAACATGAAACACGTGGTGCCAATTCTCAAGTTAAAATARGAGA
ACTCTATTAGACTATTCATCATGTATTABAATAATAGCAAATTACCAAGAATACATGCACACTCATGGBAACATTTTCTATGTTATCCT
GAAATTGACTCAGAAGTCCAAGACAAGAAMAGACACAGATA

Material bioldgico !

Se dispuso de material de hoja de un mimero total cie 300 plantas F2 para la
evaluacién. De éstas, un niimero total de 150 plantas fueron fenotipadas en base al
fenotipo de las plantas F3 extraidas de estos individuos F2. E1 ADN genémico fue
aislado del material de hoja de estas 150 plantas fenotipadas (Tabla 1) y se
generaron plantillas Pstl/Msel para la toma de las huellas dactilares de AFLP de
estas muestras de ADN, Posteriormente, fue generada una huella-dactilar de prueba
por la utilizacién de combinacién de cartilla P14/M50 sobre todas las plantas. -

| |
BSA y verificacién sobre individuos |

El BSA se comenzé examinando 96 combinaciones de cartilla sobre un grupo

que contiene diez (10) individuos que son resistentes a ToTV y un grupo que contiene

nueve (9) individuos que son susceptibles a ToTV (Tabla 2). Esta seleccién causé la

32



™

10

15

20

25

30

28 -

identificacién de tres (3) marcadores candidatos (P11/M54-F-233/235 (bi-alelo),
P14/M49-F-282 y P16/M49-F-330) que posteriormente fueron verificados sobre 32
individuos, consistiendo en un total de dieciocho (18) individuos disponibles ToTV
resistentes, nueve (9) individuos ToTV susceptibles y cinco (5) individuos cuyo
fenotipo no podia ser evaluado inequivocamente (Tabla 3). En base a esta seleccién,
el marcador P14/M49-F-282 apareci6 como el marcador més estrechamente
vinculado al gen de resistencia ToTV.

Un segundo BSA fue realizado cuyas 96 combinaciones de cartilla fueron
examinadas sobre el grupo R y grupo S (consistiendo ahora en nueve y ocho
individuos, respectivamente). Esta seleccién causé la identificacion de dos
marcadores candjdatos (P2L/M61-F-583 y P25/M51-F-131) que junto con un
marcador de la prueba BSA anterior (P15/M49-F-330) fueron verificados sobre los 32
individuos ya mencionados (Tabla 8). Ninguno de los .marcadores adicionales
examinados parecié ser m#ds cercanamente vinculado que el mejor marcador
vinculado P14/M49-F-282, identificado en la primera ronda c’le BSA.

Debido a que el marcador P14/M49-F-282 parecié ser el marcador mds
estrechamente vinculado, se decidié examinar este marcadmf' sobre los 150 individuos
fenotipados. Los resultados se presentan en la Tabla 6. Se'identificé un total de 17
recombinantes (Tabla 4). Los fenotipos fueron divididos en tres clases:

- resistente (A) =1a tasa de-infeccién Total es ix;nferior al 25 %
- gegregador (H) = la taga de infeccién Total esiéé entreel 25 % yel 15 %
- susceptible (B) = la tasa de infeccién Total es 'Isuperior al 75 %

i

En base a esta clasificacién en la combinacién con lo§ genotipos de marcador
P14/M49-F-282, un total de 28 recombinantes fueron identificados, que corresponden
a una distancia entre el marcador y el gen de resistencia Tc;TV de aproximadamente
9,5 cM. Esto es segidn el tamano determinado del dispositiv? (9 cM), en el cual el gen
de resistencia ToTV se localiza entre el marcador P14/M49-F-282 y P11/M35-F-216
(Tabla 3). Este cdlculo estd basado en las lineas utilizadas para BSA y que, como se
creia, tenfan el fenotipo‘més fiable. )
Debido a que el marcador P14/M49-F.282, c;ue parecié ser el més

estrechamente vinculado de todos los marcadores prol?‘ados, estaba todavia a
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bastante gran distancia del locus, se deseaban los marcadores que fueron vinculados
més estrechamente. Por lo tanto se realiz6 una tercera seleccién BSA, en la cual
fueron examinadas 72 combinaciones de cartilla, llevando el ntmero total de
combinaciones de cartilla examinadas a 263.' En esta ;tercera seleccién, nueve
marcadores candidatos (en seis combinaciones de cartilla): fueron identificados, los
cuales fueron verificados como ocho resistentes y ocho indiviiduos susceptibles (Tabla
3). Dos marcadores (P11/M356-F-216 y el marcador bi-alelo P13/M38-F-311/313)
parecieron ser los més estrechamente vinculados. Deberia ser notado que la posicién
de marcador P11/M35-216 es provisional actualmente, ya que su posicién estd
basada en un sélo recombinante. Los dos marcadores P11/M35-F-216 y P13/M38-F-
311/313 fueron protegidos posteriormente sobre un grupo mas grande de individuos
de los cuales no habfa ninguna informacién fenotipica disponible, incluyendo 17
recombinantes y 28 individuos resistentes y susceptibles (Tabla 5).

El Marcador P13/M38-F-311 estd vinculado al alelo sensible. El fragmento
311-pares de base que est4 amplificado entre las cartillas tiene la secuencia siguiente
(278 de 311 bases han sido determinadas por fuentes ﬁdedilgnas):

|
AGCTCTTGCAAGTTGTTCATCTTCTTTCAGTTGTGATTCACTATCTGCCAAAAAT
CAAAGAAAAGGAATAATTAGAAAATCAAGCAAATATAGTTTTGGTCAAGCAAAT
AAACAAGTATGGCTGGTTCTCAAAAATTGTCAAAGCTAAACTAATAAAAAGAAG
CCAGATTCCTCATAGAATGAAAAGTATTTCTATAGAACAACGCGCAATACCATG
GATGAGCTAAATACACATACATGAAAGTACTCAGTAGCCTTGAACACATATGAT
GGGAAGT '

El Marcador P13/M38-F-318 estd unido al alelo resistente. El fragmento 313-
pares de base que estd amplificado entre las cartillas tie:na la sBecuencia siguiente
(284 de 313 bases han sido determinadas por fuentes fidedignas):

AGCTCTTGCAAGTTGTTCATCTTCTTTCAGTTGTGATTCACTATCTGCCAAAAAT
CAAAGGAAAGGAATAATTAGAAAATCAAGCAAATATAGTTTTGGTCAAGCAAAT
AAACAAGTATGGCTGGTTCTCAAAAATTGTCAAAGCTAAACTAATAAAAAGAAG

AT
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CTAGATTCCTCATAGAATGAAAAGTATTTCTATAGAACAACGCGCTATACCATG
GATGAGCTAAACTACACATACATGAAAGTACTCAGTAGCCTTGAACACATATGA
TGGGAAGTTTACT

El Marcador P11/M35-F-216 estd vinculado para el fenotipo resistente. El
fragmento 216-pares de base que estd amplificado entre las cartillas tiene la
secuencia siguiente (185 de 216 bases han sido determinadas por fuentes fidedignas)

AATGAGGGAACATTCTTTTGGGCAAAGTGGCATTTTCTGATAATCTTCTCACATT
CAAGAATGGTATATAACTCTTTATGACTTCACAAATATCAACTGATCCATTTTGG
ACTGCAAAATTTGTGAACTTCTTTTCCTCTGCCATAATTAGTAAATTATATTACC

AAACAATAAAATTGTTTACT |

7

|
Seleccidn de dos marcadores candidatos vinculados a lineas germoplasma

Los dos marcadores P11/M35-F-216 y P13/M38-F-311/313 fueron
identificados como estrechamente vinculados a la resistencia ToTV. Deberia ser
notado que la distancia entré el gen y el marcador es diﬁcil' de determinar, ya que la
interpretacién de los fenotipos tiene una gran influencia sobre la distancia calculada.
Estos marcadores fueron examinados en un grupo germoplasma de 83 individuos. En
base a esta seleccién, el marcador P11/M35-F-216 parece :tener un valor predictivo
del 90.4 % y el marcador P13/M38-F-311/313 parece tenelr un valor predictive del
96.4 % (Tabla 6), | '.

!
Colocacidn de resistencia ToTV sobre el genoma tomate

Pruebas experimentales en la combinacién con los mapas de genoma
propietarios de marcadores de tomate sugirieron que el marcador P14/M49-F-282
estuviera localizado sobre el crorﬁosoma 4. Por lo tanto, se espera que la base
genética de resistencia ToTV esté localizada sobre el cromosoma 4. Se descubrieron
dos marcadores flanqueando sobre el cromosoma 4: el maré:ador bi-alelo P13/M38-F-
311/313 y el marcador C2_At5g25900 COSII/CAPS (Ver el Ejemplo 2). Cuando este
marcador COS I/CAPS es sintetizado con Msel, el fenotipo sensible (homocigoto

susceptible) proporciona dos fragmentos de mspectivamenm 360 bp y 260 bp,
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mientras que el fenotipo resistente (homocigoto) proporciona dos fragmentos de
respectivamente 420 bp y 260 bp; las plantas que tienen los tres fragmentos tienen
alelos que son heterocigotos (p. ej. susceptibles) (ver la Figura 2 para un gel
representativo mostrando los productos sintetizados PCR de una poblacién de prueba
que consiste en los tres tipos de plantas; la migracién es de menos a mds, las
medidas de marcadores indican 100, 200, 300 bp etc. fragmentos).

La secuencia unigen (ID;: SGN-U228314 basada en 1; fecha del 30 de junio de
2004; Unigen SGN-U332034 de 5 de abril de 2007) para el marcador C2_At5g25900
COSII/CAPS en Lycopersicon es:
AAATTGGGCTGAAACTTATGGACCTATTTATTCCATCAAAACCGGCGCAAATAC
AATTGTTGTACTCAGTTCTAGTGAACTTGCAAAGGAGGCTATGGTGACTAGATA
TTCATCCATCTCAACTAGAAAGCTAACAAACGCATTGAGAATCCTTACTTGTGAT
AAGAGTATAGTCGCGATAAGTGATTACGATGAGTTTCACAAGACAGCGAAGCGC
CACATACTGACCAGTG'ITCTAGGACCAACTGCTCAGAA}\CGC’I'I‘CCGTATCCAC
AGGGACACCTTGGTAGAAAATGTGTCAAAGCAACTACATGATTTGGTTAGGACT
GATCCTAACGAAGCAATTAATCTAAGGAAGTCATTTCAGTCGGAACTTTTTGGTT
TAGCATTGAAACAAGCTTTGGG f

!
Conclugién !

Examinando un total de 263 Pstl/Msel PCs en dos grupos de individuos
resistentes y susceptibles y los pasos de verificacién subsecuentes, un total de cuatro
marcadores (un bi-alelo) parecié estar vinculado a la resistencia ToTV. La distancia
entre los marcadores y el gen de resistencia ToTV es dxﬁcﬁ de determinar, pero en
base a los fenctipos traducidos y genotipos de marcador P]|.4/M49-F-282 la distancia
es estimada en 9,5 cM. Esto es segiin el tamafio calculado del dispositivo, de 9 ¢cM en
el cual el gen de resistencia ToTV estd localizado. Este célculo estd basado en las
lineas que se cree que son los fenotipos més fiables. ‘

Los Marcadores P1UM35-F-216 y P13/M38-F-311/313 (bi-alelo) fueron
verificados sobre 83 individuos germoplasma. En base a esta seleccién, los

marcadores tienen un valor predictivo del 90,4 % y el 96,4 % respectivamente. La

3
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presencia de lineas que se desvian podria ser explicada por la variacién alelo en el
locus ToTV o la nueva combinacién. )

El gen de resistencia ToTV estd més probablem%ente localizado sobre el
cromosoma 4 como se indica por la presencia de marcador P14/M49-F-282 sobre
agquel cromosoma. ‘ '

En base al relativamente alto nimero de marcadores candidatos vinculados
identificados -por la utilizacién de 263 PCs, es probable ql‘ue el gen de resistencia

ToTV sea una introgresién de un acceso de tomate salvaje.

Ejemplo 2
Utilizacién del marcador C2_At5g25900 y enzima de restriccién Mse I

para descubrir la resistencia recesiva para ToTV.

Muestra: \ ;

Se preparé una muestra de ADN de tejido de tomate de cada planta de una

poblacién de prueba utlizando técnicas de preparacién esténdar (micropreparatorio,

p. ¢j.en referencia a Fulton TM, Chunwongse J, y Tanksley SD. (1995) Microprep

Protocol for Extraction of DNA from Tomato and other Herbaceus Plants. Plant

Molecular Biology Reporter 13 (3): 207-209.). i

- |

Las sustancias i CR fueron Jas siguientes:

- dN'TP's (2mM Stock) (Amersham Bioscience)

- SuperTherm polimerasis (Integro) |

- Cartilla hacia adelante (10ng/pnl)5°' TGC TAA TTG GGC TGA AAC TTATGG

- Cartilla inversa (10ng/ul) 5’ TGT TAG CTT TCT AGT TGA GAT GGA TG

- 10xPCR “buffer” 25mM MgCla :

- Cargador de “buffer”

- Ethidiumbromide (1Cmg/ml)

-1xTE '

- 0,6X TBE (Duchefa)

- Enzima de restriccién Mse yo (New England Biolabs)



\2)

10

15

20

25

30

33

La mezcla PCR consistié en (por muestra)

2.0 n | 10x PCR parachoques (26mM MgCl2)
2.0 p mezcla de dNTP's (2mM de cada dNTP’s))
3.0 nlcartilla Avanzada (10 ng/ 1)
3.0 p 1 cartilla inversa (10 ng /pn 1) ’
0.05 1 1 SuperTherm polimerasis i
8.95 1 H:0 ?

1.1 nlcadena ADN ’ :

El perfil termociclico PCR era asi:

3min. @942C;(308eg.8. @942C, 1 min. 65°C, y 1 min. 72 ® C) para 32 ciclos;

mantener @49 C

Los productes PCR fueron sintetizados con Mse I siguiendo las instrucciones

del fabricante. La electroforesis fue realizada en geles con 1.5 % agarosa.

Puntuacién de marcadores:

Puntuacién 1=3860bp +260bp = homocigoto susceptible
Puntuacién 2 = 420 bp + 360 bp + 260 bp = heterocigoto
Puntuacién 3=420bp + 260 bp = homocigoto resistente

El fenotipo fue anotado por separado de los hibridos.

Resultados y discusion:

Una fotografia del gel presentada en la Figura 2, muestra los productos
sintetizados PCR de la poblacién de prueba que consiste en los tres tipos de plantas;
la migracién de menor a mayor, la medida de los marcadores indican fragmentos
100, 200, 300 bp etc.).
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P15/M49-F-330, P13/M38-F-311/3183 y/o marcador C2_At5g25900 COSII/CAPS,
preferentemente a marcadores AFLP P14/M49-F-282, P1UM35F-216 y/o P13/M38-
F-311/313, més preferentemente a marcadores AFLP P11/M356-F-216 y/o P13/M38-F-
311/313 y/o mareador C2_At5g25900 COSII/CAPS sobre el cromosoma 4 de tomate,
como una planta de tomate ToTV resistente 0o como una planta paternal en
programas de cultivo destinados al suministro a otras planltas con el fenotipe ToTV

resistente que es resultado de la presencia homocigoto de dicho alelo.

28. Utilizacién de marcadores A¥FLP P13/M38-F-311/313, P11/M35-F-216 y/o
marcador C2_At5g25900 COSIV/CAPS para detectar la presencia de un alelo que

confiere resistencia a ToTV en una planta.

- 29. Utilizacién segin cualquiera de las reivindicaciones 24 y 28, en el que dicha

planta es una planta de tomate.

H
t
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Titulo: Plantas ToTv resistentes
SUMARIO

La presente invencién se refiere a una planta de tomate teniendo en su genoma al
menos un alelo de un gen que confiere resistencia al virus de Tomate torrado (ToTv),
dicho virus ha sido solicitado ante la Deustche Sammlung von Mikroorganismen und
Zelkulturen GmbH el 24 de Noviembre de 2004 bajo la solicitud de referencia n®
ToTv-E01 (DSM 16999).
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estd localizado sobre el cromosoma 4,
preferentemente en una regidon gendmica colocada
entre fos marcadores AFLP P14/M49-F-282 y
P11/M35-F-216, atn mas preferentemente entre el
marcador AFLP P13/M38-F-311/313 y el marcador
C2_At5g25900 COSII/CAPS.

6. Planta segin cualquiera de las reivindicaciones 1a 5,
en la que dicho alelo esta presente en forma de
homocigoto. :

i

7. Planta segun cualquiera de Ias reivindicaciones 1¢
en la que dicha resistencia esta expresada como |
resistencia al establecimiento de una infeccion.

8. Planta segun cualquiera de las reivindicaciones 1z
en la que dicha planta estad identificada en
resistencia bioensayo implicando infeccién con
virus de Tomate torrado (ToTV) como se define er
reivindicacion 1,opcionalmente seguida de
seleccion de implicacion de método para la presen
de al menos un marcador molecular vinculadc
dicho alelo de dicho gen ToTV resistente.

9. Planta segun cualquiera de las reivindicaciones 1¢
en la que dicha planta es producida por una selecc
de implicacion de método para la presencia de
menos un marcador molecular vinculado a dicho al
de dicho gen de resistencia TeTV, opcionaime
seguido de una resistencia bioensayo implicar
infeccion con el virus de Tomate torrado (ToTV) co
se define en la reivindicacion 1.

10.Planta sequn la reivindicacion 9, en la que al mer
un marcador molecular esta seleccionado del gn
que consiste en los marcadores AFLP P14/M49
282, P11/M35-F-216, P21/M61-F-583, P25/M51
131, P15/M49-F-330, y P13/M38-F-311/313 y
marcador C2_At5g25900 COSII/CAI
preferentemente del grupo que consiste en
marcadores AFLP P14/M49-F-282, P11/M35-F-21:
P13/M38-F- 311/313 y el marcador C2_At5g25¢
COSII/CAPS, mas preferentemente del grupo ¢
consiste en los marcadores AFLP P11/M35-F-21t
P13/M38-F-311/313 y/o el marcador C2_At5g25¢
COSII/CAPS.

11.Parte de planta extraida de una planta sec
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
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PCT

PATENTE DE INVENCION : [/{ MODELO DE UTILIDAD [ ]

4 Indicacion de que se solicita la concesién de una patente ( ] )

# Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud | Y

€ Descripcion de la invencion : , [/}/

4 Dibujos de ser estos pertinentes tA

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas I 3/
COMPLETA [ ] : INCOMPLETA [ ]
DISERO INDUSTRIAL [ )

¢ indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial ‘ [ ]

4 Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta a solicitud [ ]

¢ Representacion grafica y fotografica“del Disefio Industrial o muestra del []

material que incorpora el disefio = ’,’ -
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas 1' [ ] 1
- ‘Ifr{(_' |

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADQ [ ]

¢ Indicacion de que se solicita el registro de un:Esquema de Trazado - [
4 Datos de identificacion del solicitante o de ta persona que presenta’la solicitud [
4 Representacién grafica del esquema trazado {
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [

COMPLETA [ ] | : INCOMPLETA [ ]
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. [
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Carrera 13 No. 27-00 Piso 5,7 y 10

| Conmutador: 3 82 08 40
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E-mail: info@sic.gov,.co
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Bogota, D.C., Colombia
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Doctor (a)

FERRERO EMILIO

Apoderado(a) y/o Representante de
DE RUITER SEEDS R &D B.V.

REFERENCIA Radicacidn No. 8 137575
Solicitud internacional PCT/NL2007/050260
Fecha inicio fase nacional 01/01/2009
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

Oficio No. 1061
Como resultado del examen de forma, realizado con fundamentc en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en gue consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articuleo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisién de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgades en el extranjero, estos
deberdn legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimientc Civil. Cuando se trate de las declaraciones a gue hace
referencia la Regla 4.17 1ii} del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de 1las tales declaraciones se determinard segin indiquen
claramente una cesidén de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para gque dentrc del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidén del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En c¢aso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perdera su prelacidn.

Notifiquese el presente o
e), del capitulo quinto

icio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.
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ALIX CARMENZA CPSPEDES/ DE VERGEL

Jefe de la divfsién de Nuevas Creaciones
El anteriet Yequerimiento fue notificado por fijacidén en lista de
fecha
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