METODO PARA PREDECIR EL FENOTIPO DE LA CASCARA DE PALMA
MEDIANTE LA DETECCION DE POLIMORFISMOS EN EL EXON 1 DEL GEN
SHELL

REFERENCIAS CRUZADAS A APLICACIONES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud
Provisional de Estados Unidos N° 62 / 180.042, presentada el
de junio de 2015, cuyos contenidos se incorporan aqui como

referencia en su totalidad a todos los efectos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La palma de aceite (E. guineensis y E. oleifera) se
puede clasificar en grupos separados en funcidén de las
caracteristicas de su fruta, y tiene tres tipos de frutas
naturales que varian en grosor de membrana y rendimiento de
aceite. Las palmas tipo Dura son homocigdticas para un alelo
de tipo silvestre del gen de la membrana (sh+/ sh+), tienen
una capa gruesa de semilla o membrana (2-8 mm) y producen
aproximadamente 5.3 toneladas de aceite por hectédrea por afio.
Las palmas tipo Tenera son heterocigotas para un tipo silvestre
y un alelo mutante del gen de la membrana (sh+/ sh-), tienen
una capa relativamente delgada rodeada por un anillo de fibra
distinto, y producen aproximadamente 7.4 toneladas de aceite
por hectédrea por afio. Finalmente, las palmas tipo pisifera son
homocigotas para un alelo mutante del gen de la membrana (sh-
/ sh-), no tienen cubierta de semilla o membrna, y generalmente
son femeninas estériles (Hartley, 1988) (Tabla 1). Por 1lo
tanto, la herencia del gen uUnico que controla el fenotipo de
la membrana es un contribuyente principal al rendimiento del

aceite de palma.



[0003] Las palmas Tenera son hibridos entre los dura y palmas
pisifera. Whitmore (1973) describidé las diversas formas de
fruta como diferentes variedades de palma de aceite. Sin
embargo, Latiff (2000) estuvo de acuerdo con Purseglove (1972)
en que las variedades o cultivares propuestos por Whitmore
(1973) no ocurren en sentido estricto en esta especie. Como
tal, Latiff (2000) propuso el término "raza" para diferenciar
dura, pisifera y tenera. La raza fue considerada un término
apropiado ya que refleja una microespecie permanente, donde
las diferentes razas son capaces de intercambiar genes entre
si, lo que se ha demostrado adecuadamente en las diferentes
formas de fruta observadas en la palma de aceite (Latiff,
2000). De hecho, las caracteristicas de las tres razas
diferentes se controlan simplemente por la herencia de un solo
gen. Los estudios genéticos revelaron que el gen de la membrana
muestra una herencia monogénica co-dominante, que es explotable

en programas de mejoramiento (Beirnaert y Vanderweyen, 1941).

[0004] El1 gen de la membrana responsable de este fenotipo se
informdé por primera vez en el Congo belga en la década de 1940
(Beirnaert y Venderweyan, 1941). Sin embargo, las formas de
frutatenera fueron reconocidas y explotadas en Africa mucho
antes (Devuyst, 1953; Godding, 1930; Sousa et al., 2011). Dado
el papel central desempefiado por el gen de lamembrana, la
reproduccidén de palma aceitera utiliza una seleccidn recurrente
reciproca de grupos maternos (dura) vy paternos (pisifera)
utilizando el disefioc de reproduccidén de maiz Modelo 1 de
Carolina del Norte (Rajanaidu el al. 2000). La poblacién Deli
dura, descendientes directos de las cuatro palmas africanas
originales plantadas en el Jardin Botédnico de Bogor, Indonesia

(1848), tiene una excelente capacidad de combinacién con el



AVROS (Algemene Vereniging van Rubberplanters ter Oostkust wvan
Sumatra) y otras palmas parentales pisifera. Las palmas AVROS
pisifera se derivaron de la famosa palma "Djongo" del Congo,
pero mas recientemente varias accesiones diferentes de dura y
pisifera también se han obtenido de Africa (Rajanaidu el al.

2000) .

[0005] Los tipos de fruta Tenera tienen una proporcidédn més alta
de mesocarpio a fruto, lo gque se traduce directamente en un
rendimiento de aceite significativamente més alto que la 10

palma dura o pisifera (como se ilustra en la Tabla 1).

Tabla 1: Comparacidén de formas de frutadura, tenera y pisifera

Forma de fruta Dura Tenera Pisifera *
Caracteristica

Espesor de la membrana 2-8 0.5-3 Ausencia de
(mm) membrana
Anillo de fibra ** Ausente Presente Ausente
Contenido de mesocarpio 35-55 60-96 95

($ de peso del fruto) 7-20 3-15 3-5

Contenido Kernel 16 26 -

($ de peso del fruto) 5.3 7.4 -

Aceite por manojo (%)
Rendimiento de aceite
(t/ha/afno)

* generalmente hembra estéril, los racimos se pudren prematuramente
** el anillo de fibra estd presente en el mesocarpio y a menudo se
utiliza como herramienta de diagndéstico para diferenciar palmas dura y

tenera. (Fuente: Hardon et al., 1985; Hartley, 1988)



[0006] Dado gque el quid de los programas de cria en la palma
de aceite es producir materiales de siembra <con mayor
rendimiento de aceite, la palma tenera es la opcidn preferida
para la siembra comercial. Es por esta razdn gue recursos
sustanciales son invertidos por los productores comerciales de
semillas para cruzar palmas seleccionadas dura y pisifera en
la produccién de semillas hibridas. Y a pesar de los muchos
avances que se han logrado en la produccidén de semillas de
aceite de palma hibridas, quedan dos problemas importantes en
el proceso de produccidén de semillas. Primero, lotes de
semillas tenera, que producirdn la alta produccidén de aceite
del tipo de palma tenera, a menudo estdn contaminados con
semillas dura (Donough and Law, 1995). Hoy, se estima que la
contaminacién de dura de semillas de tenera pueden alcanzar
tasas de aproximadamente 5% (reducidas de hasta 20-30% a
principios de la década de 1990 como resultado de mejores
practicas de control de calidad). La contaminacidén de semillas
se debe en parte a las dificultades de produccidén pura de
semillas tenera en condiciones de plantacidén abierta, donde
los trabajadores usan escaleras para polinizar manualmente
arboles altos, y donde las flores de palma para un grupo
determinado maduran durante un periodo de tiempo, lo que
dificulta la polinizacidén de todas las flores en un racimo con
un Unico evento de polinizacidén manual. Algunas flores del
racimo pueden haber madurado antes de la polinizacidén manual
y, por lo tanto, pueden haber tenido la oportunidad de ser
polinizadas por el viento de un &rbol desconocido, produciendo
asi semillas contaminantes en el racimo. Alternativamente,
pueden existir flores prematuras en el racimo en el momento de
la polinizacidén manual, vy pueden madurar después de la
polinizacidén, lo que permite que sean polinizadas por el viento

de un arbol desconocido, produciendo asi semillas contaminantes



en el racimo. Antes de la invencidén descrita aqui, no fue
posible identificar el tipo de fruta de una semilla dada o una
planta dada que surge de una semilla hasta que la planta madurd
lo suficiente como para producir un primer lote de fruta, que
tipicamente toma aproximadamente seis afios después de la
germinacién. En particular, en el intervalo de cuatro a cinco
afios desde la germinacién hasta la produccién de fruta, se
invierten recursos significativos de tierra, mano de obra,
financieros y energéticos en lo que se cree que es arboles de
tenera, algunos de los cuales finalmente serédn de los tipos de
fruta contaminante de bajo rendimiento no deseados. En el
momento en que se identifican estos &arboles subdptimos, no es
practico eliminarlos del campo y reemplazarlos por arboles de
tenera, y por lo tanto los productores logran rendimientos més
bajos de aceite de palma para la vida de produccidén de 25 a 30
aflos de los Aarboles contaminantes. Por lo tanto, la cuestidn
de la contaminacién de lotes de semillas tenera con semillas
dura o pisifera es un problema para la reproduccidén de la palma
de aceite, lo que subraya la necesidad de un método para
predecir el tipo de fruta de las semillas y las plantulas de

vivero con gran precisidn.

[0007] Un segundo problema en el proceso de produccidn de
semillas es la inversidén que los productores de semillas hacen
para mantener lineas de dura y pisifera, y en los demds gastos
incurridos en el proceso de produccidén de semillas hibridas.
Tradicionalmente, no existia una forma conocida de producir un
drbol con un fenotipo de membrana oéptimo que, al cruzarse
consigo mismo o con otro &rbol con un fenotipo de membrana
bptimo, produjera semillas que solo generarian fenotipos de
membrana 6ptimos. Por lo tanto, existe la necesidad de disefiar

drboles para que se reproduzcan de una generacidn a otra para



obtener un fenotipo de membrana o6ptimo. También es necesario
separar las plantas predichas de tenera (p.ej, semillas o
pléantulas) de cualquier contaminante de plantadura y / o
pisifera producidas durante el proceso de produccidén hibrido.
Del mismo modo, existe la necesidad de separar las plantas
predichas de dura de las de pisifera y / o plantas predichas
de tenerade las de pisifera de plantas de dura y / o tenera
para mantener existencias reproductoras para produccidn

hibrida.

[0008] E1 mapeo genético del gen SHELL fue inicialmente
intentado por Mayes et al. (1997). Un segundo grupo en Brasil,
utilizando una combinacién de anadlisis de segregacidn
voluminosa (BSA) y mapeo genético, informdé de dos marcadores
de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD) que flanquean el
locus de la membrana (Moretzsohn) . et al., 2000). Més
recientemente, Billotte et al., (2005) reportd un mapa de
ligamiento de alta densidad basado en la repeticién de
secuencia simple (SSR) para la palma de aceite, involucrando
un cruce entre una palma de membrana delgada E. Guineensis
(tenera) y una palma de E. guineensis (dura) de membrana
gruesa. Una solicitud de patente presentada por el Malaysian
Palm Oil Board (MPOB) describe la identificacidén de un marcador
utilizando tecnologia de fragmentos de restriccidn, en
particular un marcador de polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccidédn (RFLP) vinculado al gen de 1la
membrana para la identificacién y cria de plantas (RAJINDER
SINGH, LESLIE OOI CHENG-LI, RAHIMAH A. RAHMAN Y LESLIE LOW ENG
TI. 2008. Método para 1la identificacién de un marcador
molecular vinculado al gen de la membrana de palma de aceite,
Solicitud de Patente No. PI 20084563. Patente presentada el 13
de noviembre de 2008). El marcador RFLP (SFB 83) se identifico



mediante la generacidén o construccidén de un mapa genético para
un tipo de fruta de palma tenera. Las publicaciones de
solicitud de patente US 2013/024729 vy US 2015/0037793,
presentadas por MPOB, describen la identificacién del gen
SHELL, dos aleles pisifera (shAVROS y shMPOB) y métodos para
predecir el fenotipo de forma de fruta mediante la deteccidn

de tipo silvestre y alelos pisifera del gen SHELL.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0009] Agqui describimos la identificacidén de nuevos alelos del
gen SHELL responsables de diferentes fenotipos de formas de
frutos y métodos para predecir o determinar el fenotipo de
membrana de una planta de palma (que incluye, pero no se limita
a una planta de palma entera o semilla de palma). El gen SHELL
es un gen MADS-box de palma de aceite sustancialmente similar
a Arabidopsis SEEDSTICK (STK), también conocido como AGAMOUS-
like 11 (AGL11l), asi como para Arabidopsis SHATTERPROOF (SHP1),
también conocido como 30 AGAMOUS-like 1 (AGL1).

[0010] Dos alelos SHELL, shMPOB 'y  shAVROS, han sido
identificados previamente ya sea como resultado en la forma de
fruto preferida de tenera cuando estd presente en una palma de
aceite que tiene una copia de un alelo mutante y un alelo de
tipo silvestre. Por ejemplo, palmas oleosas heterocigotas
incluyendo el alelo SHELL de tipo silvestre, ShDeliDura, en un
cromosoma y cualquiera de los dos alelos mutantes SHELL en el

otro cromosoma muestra un fenotipo tenera.

[0011] Agui se describen nueve mutaciones adicionales en el
exén uno del gen SHELL, denominadas alelos SHELL tres (3),

cuatro (4), cinco (5), seis (o), siete (7), ocho (8), nueve



(9), diez (10) y once (11). Las secuencias de aminodcidos del
producto del gen SHELL resultante de 1los alelos 3-11 se
representan en las SEQ ID NOs: 3-11, respectivamente. Las
secuencias de nucledbdétidos para el exén 1 del gen SHELL para
los alelos 3-11 se representan en las SEQ ID NOs: 13-21,
respectivamente. Como con los alelos shMPOB y shAVROS, la
presencia de estos alelos SHELL puede dar como resultado un
fenotipo tenera cuando es heterocigoto con un alelo natural o
un fenotipo pisifera cuando es homocigoto o heterocigoto con

otro alelo SHELL no funcional.

[0012] En referencia a la SHELL de tipo silvestre (ShDeliDura)
gen, el polimorfismo del alelo 3 es una adenosina a la mutacién
de citosina (ALC) en la posicidn de nucledtido 67 del exdn 1
del gen SHELL. El alelo 3 da como resultado una sustitucidn de
lisina a glutamina dentro del dominio de MADS box conservado
de SHELL. Como se diagrama en la FIG. 1, todo el dominio de la
MADS box de SHELL estd codificado por el exdédn 1 del gen SHELL.
La variante de aminodcidos se produce en 6 aminodcidos N-
terminal a la sustitucidédn de aminodcidos que surgen del alelo
ShMPOB 8 aminodcidos N-terminal a la sustitucidn de aminodcidos
que surgen del alelo shAVROS, y en la posicidn 23 del marco de

lectura abierto traducido del exén 1 (Figuras 2 y 3).

[0013] Del mismo modo, el polimorfismo del alelo 4 es una
citosina a la mutacidén de la adenosina (C2A) en la posicidn
de nucledétidos 122 del exdn 1 del gen SHELL. El1 alelo 4 da como
resultado una sustitucidén de alanina por aspartato dentro del
dominio de MADS Dbox conservado de SHELL. La variante de
aminoacido se produce en la posicidén 41 del marco de lectura

abierto traducido del exén 1 (Figuras 2 y 3).



[0014] El1 polimorfismo del alelo 5 es una adenosina a la
mutacién de la timina (A—2T) en la posicién de nucledtido 69
del ex6n 1 del gen SHELL. El1 alelo da como resultado una
mutacidén de lisina a asparagina en la posicidédn 23 del marco de
lectura abierto traducido del exén 1 (Figuras 2 y 3). El
polimorfismo del alelo 6 es una guanosina a la mutacidén de la
citosina (G2C) en la posicién 34 del exdn 1 del gen SHELL. E1
alelo 6 da como resultado una mutacidén de glutamato a glutamina
en la posicidén 12 del marco de lectura abierto traducido del
ex6bn 1 (Figuras 2 y 3). El polimorfismo del alelo 7 es una
delecidn de quince nucledtidos en las posiciones 23-37 del exdn
1 del gen SHELL (o nucledtidos 22-25 36 porque la alineacidn
del espacio es ambigua). El alelo 7 da como resultado una
eliminacidén en marco de cinco aminodcidos en las posiciones 8
a 12 del marco de lectura abierto traducido del exdédn 1 (Figuras
2 y 3). Las posiciones de aminodcidos 8 a 12 del gen SHELL
estadn codificadas por los nucledtidos 22-36. El1 polimorfismo
del alelo 8 es una guanosina a la mutacidén de la adenosina
(G2A) en la posicién 71 del exén 1 del gen SHELL. El1 alelo 8
da como resultado una mutacidén de arginina a histidina en la
posicidén 24 del marco de lectura abierto traducido del exén 1

(Figuras 2 y 3).

[0015] E1 polimorfismo del alelo 9 es una citosina de 1la
mutacién de la guanosina (C2G) en la posicidén 70 del exdn 1
del gen SHELL. El alelo 9 da como resultado una mutacidn de
arginina a glicina en la posicidén 24 del marco de lectura
abierto traducido del exén 1. El polimorfismo del alelo 10 es
una timina a la mutacidén de la adenosina (T2A) en la posicidn
110 del exén 1 del gen SHELL. El alelo 10 da como resultado
una mutacidén de valina a aspartato en la posicidédn 37 del marco

de lectura abierto traducido del exdédn 1 (Figuras 2 y 3).



[0016] El polimorfismo del alelo 11 es una timina a la mutacidén
de la citosina (T2C) en la posicidén 114 del exdn 1 del gen
SHELL. E1 alelo 11 es una mutacidén silenciosa ya que no afecta
a la secuencia de aminoadcidos resultante del producto del gen
SHELL (Figuras 2 y 3). Esta mutacidén se puede detectar para
confirmar o predecir la presencia o ausencia de un producto
del gen SHELL de tipo silvestre y, por lo tanto, predecir un
fenotipo dura cuando es homocigotos o heterocigotos con otro
alelo de tipo silvestre en una planta de palma y un fenotipo
tenera cuando es heterocigoto con un alelo SHELL inactivo.
Alternativamente, en algunas realizaciones, esta mutacidn
puede afectar 1la expresidén génica y / o la regulacidn
transcripcional o traduccional del gen SHELL. Por consiguiente,
en tales realizaciones, la 30 mutacién puede correlacionarse
con un pisifera cuando es homocigoto o heterocigoto con un
alelo SHELL inactivo en una presencia del fenotipo pisifera de
membrana. En algunos casos, el genotipo del marcador
polimérfico puede comprender uno o mas de los pronosticados
genotipos de alelospisifera representados en SEQ ID NOs: 13-

21.

[0017] También se describe aqui una mutacidén en el intrdén 1
del gen SHELL que se ha descubierto en un subconjunto de plantas
de palma de aceite que tienen la mutacidén del alelo 3. Esta
mutacidén se denomina aqui alelo 12 y se representa en SEQ ID
NO: 12. La mutacién da como resultado la eliminacidn de cuatro
nucledtidos en las posiciones 43-46 del intrén 1 de gen SHELL
de tipo silvestre (ShPelibura) . 13 mutacidén puede ser silenciosa
ya que puede no contribuir por si misma a la presencia o
ausencia de un fenotipo de forma de fruta SHELL (p.ej, dura,

tenera, o pisifera) Sin embargo, debido a la distancia fisica



cercana (es decir, vinculacidén genética) entre la mutacidédn del
intrén 1 y el exédn 1, la contribucidén del plasma germinal
parental que se sabe que tiene un alelo SHELL particular (de
tipo silvestre o mutante) dentro del exén 1 y el marcador del
intrén 1 puede rastrearse con un alto grado de confianza en la
progenie mediante la deteccidén de la mutacidn del alelo 12 en
lugar de una mutacién en el exdn 1. Ademds, en algunos casos,
la mutacién en el intrdén 1 puede estar en desequilibrio de
ligamiento con el exdbn 1 0 una parte del mismo.
Alternativamente, el alelo puede alterar la regulaciédn
transcripcional o empalme y asi exhibir un fenotipo pisifera
SHELL cuando es homocigoto o fenotipo tenera cuando es

heterocigoto con un alelo SHELL de tipo silvestre.

[0018] Las proteinas nucleares, como los factores de
transcripcidn, deben ser transportadas activamente y retenidas
dentro del ntcleo para que sean funcionales. El mecanismo de

localizacién nuclear implica la unidén de sefiales de proteinas
de localizacién nuclear en la proteina nuclear para importin a

y subunidades de importin B en el citoplasma. Importin o se

une a la seflal de localizacidén nuclear (NLS), mientras que

importin [ interactua con la importin o asi como el poro
nuclear. En las proteinas de la MADS box de la planta, el
motivo de aminoacidos NLS prominente es KR [K o R] X4KK (SEQ
ID NO: 29), donde X puede ser cualquier aminocacido (Gramzow y
Theissen, 2010). El1 dominio de MADS box SHELL incluye este
motivo (KRRNGLLKK, SEQ ID NO: 30) en los aminodcidos 23-31.
Las proteinas MADS box también pueden tener un NLS bipartito
que involucra aminodcidos hacia arriba adicionales. Un ejemplo
es el NLS bipartito de petunia PROTEINA FLORAL DE UNION 11

(FBP11) que incluye la secuencia



MGRGRAMOKIEIKRIENNTNRQVTFCKRRNGLLKK (SEQ ID NO: 31). E1 NLS
bipartito se compone de aminodcidos NLS (subrayados), asi 15
como de aminoacidos bésicos conservados (en cursiva), todos
los cuales contribuyen al mecanismo de localizacidén nuclear

(Immink). et al., 2002).

[0019] El dominio de MADS box de SHELL incluye un NLS bipartito
muy similar que incluye los aminodcidos 3, 5, 9-10 y 21-31
(MGRGRAMOKIEIKRIENTTSRQVTFCKRRNGLLKK; SEQ ID NO: 32) (Figuras
2y 3). Es digno de mencidén que de los diez cambios de secuencia
que resultan en sustituciones o deleciones de aminoacidos que
se informan aqui (sh?"R%, shMPOBY glelos 3-10), seis cambian uno
o mids de estos aminocdcidos NLS altamente conservados (sh?VRO3,
shM?%B  glelo 3, alelo 5, alelo 7, alelo 8 y alelo 9), y un 7%°
(shMP9B) introduce una sustitucidén de prolina en una posicidn
variable dentro del NLS prominente gue se esperaria que
alterara significativamente la estructura secundaria de la
proteina dentro del dominio NLS (Figuras 2 vy 3). Estos
hallazgos sugieren que un mecanismo comun gue imparte 1la
pisifera (cuando es homocigoto o heterocigoto con otro alelo
SHELL no funcional) o el fenotipo tenera (cuando es
heterocigdético con un alelo SHELL silvestre) puede ser la
reduccidén o prevencidédn de la localizacidn nuclear de proteinas
SHELL no funcionales o dimeros de proteinas SHELL con otros
factores de transcripcidédn de MADS box. Por 1lo tanto, es
probable que la mutacidén de cualquiera de los aminodcidos de
NLS conservados (encuadrados en la figura 2 y 3), o cualquier
mutaciédn que interrumpa la funcién de SHELL NLS, pueda

asociarse con el 10 fenotipo pisifera o tenera.

[0020] De acuerdo con un aspecto, los métodos para determinar

0 predecir el fenotipo de membrana de una palma (p.ej, planta



de palma aceitera) (que incluye, entre otros, una planta de
palma entera o semilla de palma). En algunas realizaciones, el
método comprende proporcionar una muestra de la planta o
semilla; y determinar a partir de la muestra el genotipo de un
marcador polimérfico en una posicidén en el exd4n 1 del gen SHELL
seleccionado del grupo gque consiste en nucledtidos:

(i) 7, 8, 9, 13, 14, 15, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,
68, ©9, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 7e¢, 77, 78, 79, 80, 81 ,82,
83, 84, 85, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 109, 110, 111, 114, 121,
122, and 123;
(ii) 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 67, 69, 70, 71, 110, 114 y 122; o
(iii) 7-9, 13-15, 25-30, 61-75 y 88-92.
En algunos casos, heterocigosidad en uno o mas de los
marcadores polimbébrficos para un alelo pisifera y un dura
predice la presencia del fenotipo tenera de membrana. En
algunos casos, homocigosidad para un genotipo de un alelo
predicho pisifera en uno o mas de los marcadores polimdébrficos
predice la presencia del fenotipo pisifera de membrana. En
algunos casos, el genotipo del marcador polimdérfico puede
comprender uno o mas de los pronosticados genotipos de

alelospisifera representados en SEQ ID NOs: 13-21.

[0021] En algunos casos, una mutacidn con respecto a la SHELL
de gen tipo silvestre (ShPeliPura) en una o mads de las posiciones
de nucledétidos que da como resultado una sustitucidén de
aminodcido (p.ej, sustitucidén no conservativa), eliminacién,
insercidén o desplazamiento de marco puede predecir un fenotipo
pisifera cuando es homocigoto o heterocigoto con una mutacidén
diferente con respecto a la SHELL de gen de tipo silvestre

(ShPeliburay = o un fenotipo tenera cuando es heterocigoto con



respecto al alelo silvestre. Por ejemplo, una mutacidén con
respecto a la SHELL de gen tipo silvestre (ShPeliPura) en una o
mas de las posiciones de nuclebdétidos que da como resultado una
sustitucién de aminodcido (p.ej, sustitucidn no conservativa),
eliminacidén, insercidén o desplazamiento de marco puede predecir
un fenotipo pisifera cuando es heterocigoto con una mutacidn
diferente que da como resultado un gen SHELL no funcional, como
una mutacidén que produce una sustitucidédn diferente (p.ej,
sustitucidén no conservativa), eliminacién, insercidén o

desplazamiento de marco.

[0022] En algunas realizaciones, el genotipo del marcador
polimérfico comprende una delecidén o mutacidén de uno o mas
nucledtidos seleccionados del grupo que consiste en
nucledétidos: (i) 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
30 33, 34, 35, 36 y 37; (ii) 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35 vy 36; o (iii) 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 y 37 del exén 1 del gen SHELL.
En algunas realizaciones, el genotipo del marcador polimbérfico
comprende una delecidédn de uno o més, o todos, de los nucledtidos
23-37 (o 22-36) del exébn 1 del gen SHELL. En algunas
realizaciones, el genotipo del marcador polimdérfico comprende
una mutacidén del nucledtido 34 del exdn 1 del gen SHELL (p.ej,
una mutacidén relativa a ShDeliDura) En algunas realizaciones,
la mutacidén comprende un sentido errdneo (p.ej, sustitucidn no
conservativa), sin sentido, insercidn, eliminacidn o mutacidn
del marco de lectura. En algunas realizaciones, el genotipo
del marcador polimérfico comprende una citosina (C) en el

nucledétido 34 del exén 1 del gen SHELL.

[0023] En algunas realizaciones, el genotipo del marcador

polimérfico comprende una mutacién del nucledtido 67 del exdn



1 del gen SHELL (p.ej, una mutacidén relativa a ShPelibura) Ep
algunas realizaciones, la mutacidén comprende un sentido errdneo
(p.ej, sustitucidédn no conservativa), sin sentido, inserciédn,
eliminacién o mutacién del marco de lectura. En algunas
realizaciones, el genotipo del marcador polimérfico comprende
una citosina (C) en el nucledétido 67 del exdn 1 del gen SHELL.
En algunas realizaciones, el genotipo del marcador polimbérfico
comprende una mutacién del nucledtido 69 del exén 1 del gen
SHELL (p.ej, una mutacién relativa a ShPeliburay En algunas
realizaciones, la mutacidén comprende un sentido errdneo (p.e7,
sustitucidn no conservativa), sin sentido, insercidn,
eliminacién o mutacién del marco de lectura. En algunas
realizaciones, el genotipo del marcador polimbérfico comprende

una timina (T) en el nucledtido 69 del exdn 1 del gen SHELL.

[0024] En algunas realizaciones, el genotipo del marcador
polimdérfico comprende una mutacidédn del nucledtido 70 del exdn
1 del gen SHELL (p.ej, una mutacién relativa a ShPelibura)y En
algunas realizaciones, la mutacidn comprende un sentido errdneo
(p.ej, sustitucidn no conservativa), sin sentido, insercidn,
eliminacién o mutacidén del marco de lectura. En algunas
realizaciones, el genotipo del marcador polimbébrfico comprende
una guanosina (G) en el nucledétido 70 del exbén 1 del gen SHELL.
En algunas realizaciones, el genotipo del marcador polimdbébrfico
comprende una mutacién del nucledtido 71 del exdén 1 del gen
SHELL (p.ej, una mutacién relativa a ShPeliburay En algunas
realizaciones, la mutacidén comprende un sentido errdneo (p.e7,
sustitucidn no conservativa), sin sentido, insercién,
eliminaciédn o mutacién del marco de lectura. En algunas
realizaciones, el genotipo del marcador polimbérfico comprende
una adenosina (A) en el nucledétido 71 del exén 1 del gen SHELL.

En algunas realizaciones, el genotipo del marcador polimébébrfico



comprende una mutacidén del nucledétido 110 del exdén 1 del gen
SHELL (p.ej, una mutacién relativa a ShPeliburay En algunas
realizaciones, la mutacidén comprende un sentido errdneo (p.ej,
sustitucidén no conservativa), sin sentido, insercién,
eliminacién o mutacién del marco de lectura. En algunas
realizaciones, el genotipo del marcador polimérfico comprende
una adenosina (A) en el nucledtido 110 del exén 1 del gen

SHELL.

[0025] En algunas realizaciones, el genotipo del marcador
polimérfico comprende una mutacién del nucledtido 114 del exdn
1 del gen SHELL (p.ej, una mutacidn relativa a ShDeliDura) En
algunas realizaciones, la mutacidédn comprende un sentido errdneo
(p.ej, sustitucidn no conservativa), sin sentido, insercidn,
eliminacién o mutacidén del marco de lectura. En algunas
realizaciones, el genotipo del marcador polimbébrfico comprende
una citosina (C) en el nucledétido 114 del exdn 1 del gen SHELL.
En algunas realizaciones, el genotipo del marcador polimbérfico
comprende una mutacidén del nucledtido 122 del exdn 1 del gen
SHELL (p.ej, una mutacién relativa a ShPeliburay En algunas
realizaciones, la mutacidén comprende un sentido errdbdneo (p.e7,
sustituciodn no conservativa), sin sentido, insercién,
eliminacién o mutacidédn del marco de lectura. En algunas
realizaciones, el genotipo del marcador polimdérfico comprende
una adenosina (A) en el nucledtido 122 del exbén 1 del gen

SHELL.

[0026] En cualguiera de las realizaciones anteriores, el método
puede comprender, proporcionar una muestra de la planta o
semilla; y determinar a partir de la muestra el genotipo de un
marcador polimérfico en una posicidén en el exdn 1 del gen SHELL

seleccionado del grupo gque consiste en nucledtidos:



(i) 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 20 79,
8o, 81, 82, 83, 84, 85, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 110, 114 y 122;
(ii) 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 3¢,
37, 67, 69, 70, 71, 110, 114 y 122; o

(iii) 67, 69, 70 y 71. En algunos casos, heterocigosidad en
uno o mas de los marcadores polimdérficos para un alelo pisifera
y un dura predice la presencia del fenotipo tenera de membrana.
En algunos casos, homocigosidad para un genotipo de un alelo
predicho pisifera en uno o mas de los marcadores polimérficos
predice la presencia del fenotipo pisifera de membrana. En
algunos casos, heterocigosidad para un genotipo de un alelo
primer predicho pisifera en uno o mads de los marcadores
polimbérficos y un segundo alelo predicho pisifera en uno o mas
de los marcadores polimérficos predice la presencia del
fenotipo pisifera de membrana. En algunos casos, el genotipo
del marcador polimbérfico puede comprender uno o mas de los
genotipos predichos de alelos pisifera representados en las

SEQ ID NOs: 13, 15, 17, 18 v 19.

[0027] En algunas realizaciones, el método comprende
proporcionar una muestra de la planta o semilla; y determinar
a partir de la muestra el genotipo de un marcador polimdérfico
en una posicidén en el intrdén 1 del gen SHELL seleccionado del
grupo que consiste en los nucledtidos 43, 44, 45 y 46. En
algunos casos, heterocigosidad en uno o més de los marcadores
polimérficos para un alelo pisifera y un dura predice la
presencia del fenotipo tenera de membrana. En algunos casos,
homocigosidad para un genotipo de un alelo predicho pisifera
en uno o méds de los marcadores polimérficos predice 1la
presencia del fenotipo pisifera de membrana. En algunos casos,

heterocigosidad para un genotipo de un alelo primero predicho



pisifera en uno o mas de los marcadores polimérficos y un
genotipo de un segundo alelo predicho pisifera en uno o mas de
los marcadores polimérficos predice la presencia del fenotipo
pisifera de membrana. En algunos casos, el genotipo del
marcador polimérfico puede comprender uno o mas, o todos, de
los delecionados de los nucledtidos del intrédn 1 representado

en la SEQ ID NO: 12.

[0028] En algunas realizaciones, el método comprende
proporcionar una muestra de la planta o semilla; y detectar en
la muestra un genotipo de un marcador polimérfico que codifica
una mutacién en el producto del gen SHELL en una o més
posiciones de aminodcidos seleccionadas del grupo que consiste
en las posiciones de aminoacidos 3, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 30, 37 y 4,1 seleccionados del
grupo que consiste en las posiciones de aminoacidos 3, 5, 8§,
9, 10, 11, 12, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 5 27, 28, 30, 31, 37 y
41, seleccionados del grupo que consiste en las posiciones de
aminoacidos 8, 9, 10, 11, 12, 23, 24, 37 y 41 o seleccionado
del grupo que consiste en las posiciones de aminoacidos 8, 9,
10, 11, 12, 23, 24, 31, 37 y 41. En algunos casos, el genotipo
del marcador polimdérfico comprende 10 una delecidén de uno o
mas, o todos, de los aminodcidos en las posiciones 8-12 del
producto del gen SHELL de tipo silvestre. En algunos casos,
heterocigosidad en uno o mas de los marcadores polimbérficos
para un alelo pisifera y un dura predice la presencia del
fenotipo tenera de membrana. En algunos casos, homocigosidad
para un genotipo de un alelo predicho pisifera en uno o mas de
los marcadores polimérficos predice la presencia del fenotipo
pisifera de membrana. En algunos casos, heterocigosidad para
un genotipo de un primer alelo predicho pisifera en uno o més

de los marcadores 20 polimérficos y un segundo alelo predicho



pisifera en uno o mas de los marcadores polimérficos predice
la presencia del fenotipo pisifera de membrana. En algunos
casos, el genotipo del marcador polimérfico puede comprender
uno o mas de los alelos pronosticados pisifera de los productos
del gen SHELL representados en SEQ ID NOs: 3-10, o uno o més
de los alelos predichos pisifera de los productos del gen SHELL
representados en las SEQ ID NOs: 3, 5, 7, 8 y 9.

[0029] En algunas realizaciones, el genotipo del marcador
polimérfico comprende una mutacidén en la posicidn de aminodcido
23 en comparaciédn con el producto del gen SHELL de tipo
silvestre. En algunos casos, la mutacidédn comprende una mutacidn
de lisina a glutamina o una mutacidén de lisina a asparagina en
la posicién de aminoacido 23. En algunas realizaciones, el
genotipo del marcador polimbérfico comprende una mutacidén en la
posicidén de aminodcido 24 en comparacidn con el producto del
gen SHELL de tipo silvestre. En algunos casos, la mutacién
comprende una mutacidén de arginina a histidina o wuna de
arginina a glicina en la posicidén de aminodcido 24. En algunas
realizaciones, el genotipo del fabricante polimérfico
comprende una mutacién en la posicidédn de aminoadcido 37 del
producto del gen SHELL de tipo silvestre. En algunos casos, la
mutacidén comprende una mutacidédn de valina a aspartato en el
aminoacido 37. En algunas realizaciones, el genotipo del
marcador polimérfico comprende una mutacidén en la posicidn de
aminodcido 41 del producto del gen SHELL de tipo silvestre. En
algunos casos, la mutacidén comprende una mutacidédn de alanina a

aspartato en el aminoacido 41.

[0030] En algunas realizaciones, el método comprende
proporcionar una muestra de la planta o semilla; y detectar en

la muestra un genotipo de un marcador polimdérfico que codifica



una mutacidén en el producto del gen SHELL en una posicién en
la sefial de localizacidén nuclear (NLS) del producto del gen
SHELL, en donde la mutacién en la posicidén 25 en el NLS
comprende una mutacién en una posicién de aminoacido
seleccionada del grupo que consiste en las posiciones de
aminoadcidos 3, 5, 9, 10, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 y 30;
o la posicién de aminoacido 23, 24, 25, 26, 27, 28 y 30 del
producto del gen SHELL. En algunos casos, la mutacidén estd en
una posicién de aminodcido seleccionada del grupo que consiste
en las posiciones de aminodcidos 23 y 24 del producto del gen
SHELL. En algunos casos, la mutacién en la posicidén de
aminodcido 23 comprende una mutacidén de lisina a glutamina. En
algunos casos, la mutacidén en la posicidédn de aminodcido 23
comprende una mutacidén de lisina a asparagina. En algunos
casos, la mutacidén en la posicidbn de aminoadcido 24 comprende
una mutacién de arginina a histidina. En algunos casos, la
mutacidén en la posicidédn de aminoacido 24 comprende una mutacidn

de arginina a glicina.

[0031] En algunas realizaciones, la planta o semilla se genera
a partir de i) un cruce entre una planta que tiene el fenotipo
dura de membrana y una planta que tiene el fenotipo pisifera
de membrana, ii) la autopolinizacidén de una palma tenera , 1ii)
un cruce entre dos plantas que tienen un fenotipo tenera de
membrana, 1iv) un cruce entre una planta que tiene un fenotipo
dura de membrana y una planta que tiene un fenotipotenera de
membrana, O V) un cruce entre una planta que tiene un fenotipo
tenera de membrana y una planta que tiene un fenotipopisifera
de membrana. En algunas realizaciones, la planta tiene menos
de 5 afios. En algunas realizaciones, la planta tiene menos de

un afio. En algunas realizaciones, el marcador polimérfico es,



o es al menos, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 97, 98 o 99% predictivo

del fenotipo tenera.

[0032] En algunas realizaciones, el método comprende ademés
seleccionar la semilla o planta para el cultivo si la planta
es heterocigdética para el marcador polimdérfico (p.ej,
heterocigoto para un marcador dura y un pisifera que predice
un fenotipo tenera). En algunas realizaciones, el método
comprende ademds seleccionar la semilla o planta para el
cultivo si la planta es homocigdética para el marcador
polimérfico (p.ej, indicar un fenotipo dura y un pisifera). En
algunas realizaciones, las plantas o semillas se descartan,
almacenan (por ejemplo, se almacenan por separado de plantas o
semillas tenera) o cultivadas (p.ej, cultivado por separado de
plantas o semillastenera ) si las plantas o semillas no tienen
un genotipo predictivo del fenotipo tenera de membrana, como
si las plantas o semillas tuvieran un genotipo predictivo de
fenotipo pisifera o tuvieran un genotipo predictivo de un

fenotipo dura.

[0033] También se proporciona un método para segregar una
pluralidad de plantas de palmas (p.ej, palma de aceite) en
diferentes categorias basadas en el fenotipo de membrana
predicho. En algunas realizaciones, el método comprende,
proporcionar una muestra de cada planta en la pluralidad de
plantas; determinar a partir de las muestras el genotipo de al
menos un marcador polimdérfico en una posicidn en el exdn 1 del
gen SHELL seleccionado del grupo gue consiste en: (1)
nucleétidos 7, 8, 9, 13, 14, 15, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 20
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81,
82, 83, 84, 85, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 109, 110, 111, 114,



121, 122 y 123; (ii) nucledétidos 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 y 37; (iii) nucledtido 34; (iv)
nucledétidos 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 25
79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 87, 88, 89, 90, 91 y 92; (v)
nucledétidos 67, 69, 70 vy 71; (vi) nucledétido 67; (vii)
nucledétido 69; (viii) nucledtido 70; (ix) nucledtido 71; (x)
nucledtido 110; (xi) nucledtido 114; o (xii) nucledtido 122; vy
segregando las plantas en grupos basados en el genotipo del
marcador polimérfico, en donde los grupos corresponden a las
plantas que se predice que tienen el fenotipo tenera
demembrana, plantas predichas para tener el fenotipo dura de
membrana, y las plantas predicen tener el fenotipopisifera de

membrana.

[0034] También se proporcionan kits para determinar el 5
fenotipo de membrana de una semilla o planta de palma. En
algunas realizaciones, el kit comprende, uno o mas cebadores o
sondas de oligonucledétidos que comprenden independientemente:

una secuencia de al menos, por ejemplo, 6, 7, 8, 9, 10,
10 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18 (o 20, 22, 24, 30 o més)
nucledtidos consecutivos de SEQ ID NO: 27; o;

una secuencia 100% complementaria al menos, por ejemplo,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18 (o 20, 22,
24, 30 o mas) consecutivos nucledétidos de SEQ ID NO: 27,

en el que uno o mas cebadores o sondas se hibridan
independientemente con una secuencia que esta dentro, o dentro
de aproximadamente, 5,000, 2,500; 1,000; 750; 500; 250; 200;
150; 100; 75; 50; 25, o 1 pb de una posicidén en el exdédn 1 del
gen SHELL seleccionado del grupo que consiste en:
(i) nucleétidos 7, 8, 9, 13, 14, 15, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 61, 62, 63, 64, 65,
66, ©7, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,



81,82, 83, 84, 85, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 109, 110, 111, 25
114, 121, 122, and 123;

(1i) nucleétidos 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36 y 37;

(1ii) nucledtido 34;

(iv) nucledétidos 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77,
30 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 87, 88, 89, 90, 91 y 92

(v) nucledbtidos 67, 69, 70 y 71; 24

(vi) nucledtido 67;

(vii) nucledtido 69;

(viii) nucledtido 70;

(ix) nucledtido 71;

(x) nucledtido 110;

(x1) nucledtido 114; o

(xii) nucledtido 122.

[0035] En algunas realizaciones, el uno o mas cebadores o
sondas se hibridan independientemente con una secuencia que es
adyacente a, o contiene, una posicidén en el exdén 1 del gen
SHELL seleccionado del grupo que consiste en uno o mas de los

grupos de nucledétidos anteriores (i) - (xii).

[0036] En algunas realizaciones, el uno o mas cebadores o
sondas hibridan especificamente con ADN o ARN de plantas de

palma.

[0037] En algunas realizaciones, se une una etiqueta detectable
(p.ej, unido covalentemente) al oligonucledtido. En algunas

realizaciones, el marcador detectable es fluorescente.

[0038] En algunas realizaciones, el kit comprende ademds un

polinucledétido que codifica un polipéptido gue comprende una



secuencia sustancialmente (por ejemplo, al menos 80, 85, 90,
95, 97, 98, 99%) idéntica o idéntica a al menos 9, 10, 11, 12.
, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37 , 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 nucledtidos consecutivos de
SEQ ID NO: 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o 21, en donde el
polinucledétido comprende una mutacidén representada en SEQ ID
NO: 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o 21 en relacidén con el tipo

silvestre, sh#"R9, o shMP9B SHELL.

[0039] También se proporciona un acido nucleico aislado que
comprende un polinucledétido que codifica un polipéptido que
comprende una secuencia sustancialmente (por ejemplo, al menos
80, 85, 90, 95, 97, 98, 99%) idéntica o idéntica a al menos 3,
4, 5, ¢ , 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1le¢, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 , 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50
aminodcidos consecutivos de SEQ ID NO: 3, 4 , 5, o, 7, 8, 9,
10 u 11, en donde el polinucledtido comprende una mutacidn
representada en SEQ ID NO: 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o 21

en relacidén con tipo silvestre, sh?VR%%, o sh™"°8 SHELL.

[0040] También se proporciona una célula o semilla o planta
que comprende un casete de expresidn heterdlogo, comprendiendo
el casete de expresién un promotor heterdélogo unido
operablemente a un polinucledétido que codifica un polipéptido
que comprende una secuencia sustancialmente (p.ej, al menos
80, 85, 90, 95, 97, 98, 99%) idénticos o idénticos a SEQ ID
NO: 3, 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10 u 11, p.ej, en donde el
polinucledétido comprende una mutacidén representada en la SEQ
ID NO: 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o 21 en 25 relacidén con

el tipo silvestre, sh#"R%, o sh% SHELL. En algunas



realizaciones, la semilla o planta es una semilla de palma
(p.ej, palma aceitera) o planta de palma (p.ej, palma de
aceite). En algunas realizaciones, el polipéptido comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, 4, 5, 30 6, 7, 8, 9,
10 u 11. En algunas realizaciones, el promotor heterdlogo da
como resultado un nivel de expresidén de un ARN que codifica el
polipéptido en la semilla o planta gque es menor, igual o mayor
que la expresién de un ARN de SHELL enddégeno en la semilla o
planta. En algunas realizaciones, la semilla o planta comprende
dos alelos dura de un gen SHELL enddégeno. En algunas
realizaciones, la semilla o planta produce fruta que tiene
membranas maduras que tienen en promedio menos de 2 mm de
grosor, menos de 3 mm de grosor, o tienen entre 0,5 y 3 mm de

grosor.

[0041] También se proporciona una célula o semilla o planta
que comprende un casete de expresidn heterdlogo, comprendiendo
el casete de expresidén un promotor unido operativamente a un
polinucledétido que tiene al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 3¢,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 15 47, 48, 49 o 50
nucledétidos consecutivos de SEQ ID NO: 13, 14, 15, 1o, 17, 18,
19, 20 o 21, o un complemento del mismo, cuyo polinucledtido,
cuando se expresa en la semilla o planta, reduce la expresidn
de un polipéptido SHELL enddgeno en la semilla o planta (en
comparacidén con una planta de control que carece del casete de
expresidén), en donde la expresidédn reducida del polipéptido
SHELL da como resultado un grosor de membrana reducido de las
futuras semillas producidas por la planta. En algunas
realizaciones, el polinucledétido codifica un siRNA, un
polinucledétido antisentido, un microRNA, o un &cido nucleico

de supresidén de los sentidos, suprimiendo de este modo la



expresién de un gen SHELL enddgeno. En algunas realizaciones,
la semilla o planta produce membranas maduras que tienen, en
promedio, menos de 2 mm de grosor, menos de aproximadamente 3

mm de 30 grosor, o tienen entre 0,5 y 3 mm de grosor.

[0042] También se proporciona un método para fabricar una
planta como se describidé anteriormente o en otro lugar en el
presente documento, dgque comprende introducir el casete de

expresidédn en una planta.

[0043] También se proporciona un método para cultivar las

plantas descritas aqui.

[0044] Otras realizaciones serédn evidentes por leer el resto

de la descripciédn.

DEFINICIONES

[0045] Un "fenotipo de membrana" se refiere a las tres formas
de fruta de E. guineensis - dura, tenera y pisifera. La forma
de frutadura (tipo silvestre) se ejemplifica por la presencia
de una membrana que tiene un espesor promedio de al menos 2-8
mm y se encuentra tipicamente en plantas de palma que tienen
un genotipo SHELL de tipo silvestre homocigoto. La forma de
fruta pisifera se ejemplifica por la ausencia de un membrana y
se encuentra tipicamente en plantas de palma que carecen de un
gen SHELL funcional. Por ejemplo, una planta de palma pisifera
puede tener dos genes SHELL no funcionales (p.ej, homocigoto
para un genotipo SHELL no funcional o heterocigoto para dos
genotipos diferentes de SHELL no funcional). La forma del fruto
tenera se ejemplifica por la presencia de una capa delgada que

tiene un espesor promedio de menos de aproximadamente 3 mm



(p.ej, aproximadamente 0,5-3 mm) y se encuentra tipicamente en
plantas de palma gque son heterocigdbdticas para un gen SHELL
funcional y no funcional. Las plantas de palma heterdélogas que
sobreexpresan o subexpresan el gen SHELL o producto génico o
que interfieren parcial o completamente con la actividad de un
producto de gen SHELL endbgeno también pueden exhibir un

fenotipo de la forma de la fruta dura, tenera, o pisifera.

[0046] Un "marcador polimérfico" se refiere a un marcador
genético que distingue entre dos alelos. El marcador
polimérfico puede ser una sustitucidn, insercidn, delecidn o

redisposicién de nucledtidos, o una combinacidédn de los mismos.

[0047] Como se usa en este documento, "detectar un genotipo"
se refiere a: (i) analizar un &cido nucleico para determinar
un genotipo realizando una secuencia, hibridacién,
polimerizacién o reacciédn de digestidén de endonucleasa
especifica de secuencia o detectando la masa del é&cido
nucleico, o una porcidén del mismo; o (ii) analizar un
polipéptido, o una porcidn del mismo, codificado por el &cido
nucleico realizando una secuenciacidén, deteccidn (p.e7j,
ELISA), o reaccidén de digestidn proteolitica especifica de la
secuencia, o detectando la masa del polipéptido, o una porcidn

del mismo.

[0048] Como se usa en el presente documento, los términos
"dcido nucleico", "polinucledétido" vy "oligonucledtido" se
refieren a regiones de 4&cido nucleico, segmentos de A&cido
nucleico, cebadores, sondas, amplicones vy fragmentos de
oligbémeros. Los términos no estédn limitados por la longitud vy
son genéricos para polimeros lineales de

polidesoxirribonucledétidos (que contienen 2-desoxi-D-ribosa),



polirribonucledétidos (gque contienen D-ribosa) y cualgquier otro
N-glucdésido de wuna base de purina o pirimidina o purina
modificada o bases de pirimidina. Estos términos incluyen ADN
de doble cadena y monocatenario, asi como ARN de cadena doble

y UGnica.

[0049] Un &cido nucleico, polinucledétido u oligonucledtido
puede comprender, por ejemplo, enlaces fosfodiéster o enlaces
modificados que incluyen, pero no se limitan a fosfotriéster,
fosforamidato, siloxano, carbonato, éster carboximetilico,
acetamidato, carbamato, tioéter, fosforamidato puenteado,
fosfonato de metileno puenteado, fosforotioato,
metilfosfonato, enlaces fosforoditioato, fosforotioato

puenteado o sulfona, y combinaciones de tales enlaces.

[0050] Un &cido nucleico, polinucledétido u oligonucledtido
puede comprender las cinco bases de origen bioldgico (adenina,
guanina, timina, citosina y uracilo) y / o bases distintas de

las cinco bases de origen bioldgico.

[0051] La alineacidén optima de las secuencias para la
comparacién se puede realizar mediante el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman. Adadir. APL. Math. 2: 482
(1981), por el algoritmo de alineacidén de homologia de Needle
man y Wunsch J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante la busqueda
del método de similitud de Pearson y Lipman Proc. Natl. Acad.
Sci. (ESTADOS UNIDOS) 85: 2444 (1988), mediante
implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP,
BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA en el paquete de software
Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group (GCG), 575 Science

Dr., Madison, WI), o mediante inspeccidn.



[0052] "Porcentaje de identidad de secuencia" se determina
comparando dos secuencias 6ptimamente alineadas en una ventana
de comparacién, donde la porcién de la secuencia de
polinuclebétidos en la ventana de comparacidédn puede comprender
adiciones o deleciones (es decir, espacios) en comparacidén con
la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o
deleciones) para la alineacidén optima de las dos secuencias.
El porcentaje se calcula determinando el numero de posiciones
en las que la base de &acido nucleico o residuo de aminoéacido
idéntico se produce en ambas secuencias para obtener el nUmero
de posiciones coincidentes, dividiendo el numero de posiciones
coincidentes por el numero total de posiciones en la ventana
de comparacién y multiplicando el resultado por 100 para

obtener el porcentaje de identidad de secuencia.

[0053] El término "identidad sustancial" de secuencias
polipeptidicas significa que un polipéptido comprende una
secuencia que tiene al menos un 75% de identidad de secuencia.
Alternativamente, el porcentaje de identidad puede ser
cualquier numero entero del 75% al 100%. Las realizaciones a
modo de ejemplo incluyen al menos: 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o
99% en comparacidén con una secuencia de referencia que usa los
programas descritos en este documento; preferiblemente BLAST
utilizando pardmetros estandar o por defecto, como se describe
a continuacidén. Un experto reconocerd que estos valores pueden
ajustarse apropiadamente para determinar la identidad
correspondiente de las proteinas codificadas por dos secuencias
de nucledétidos teniendo en cuenta la degeneracién de los
codones, la similitud de los aminocacidos, el posicionamiento
del marco de lectura y similares. Los polipéptidos gque son
"sustancialmente similares" comparten secuencias como se

indicé anteriormente, excepto que las posiciones de 1los



residuos que no son idénticas pueden diferir por cambios de
aminodcidos conservativos. Las sustituciones conservadoras de
aminodcidos se refieren a la intercambiabilidad de residuos
que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo
de aminodcidos que tienen cadenas laterales alifaticas es
glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de
aminodcidos que tiene cadenas laterales de hidroxilo alifatico
es serina y treonina; un grupo de aminodcidos que tienen
cadenas laterales que contienen amida es asparagina y
glutamina; un grupo de aminocdcidos que tiene cadenas laterales
aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de
aminoadcidos que tienen cadenas laterales béasicas es lisina,
arginina e histidina; un grupo de aminoadcidos gue tienen
cadenas laterales &cidas es acido aspartico y acido glutamico;
y un grupo de aminodcidos que tienen cadenas laterales que
contienen azufre es cisteina vy metionina. Los grupos
conservadores preferidos de sustitucidén de aminodcidos son:
valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-
arginina, alanina-valina, &cido aspéartico-acido glutdmico vy

asparagina-glutamina.

[0054] Una indicacidén de que las secuencias de nucledtidos son
sustancialmente idénticas es si dos moléculas se hibridan entre
si, o un tercer acido nucleico, en condiciones rigurosas. Las
condiciones rigurosas dependen de la secuencia y seréan
diferentes en diferentes circunstancias. En general, las
condiciones rigurosas se seleccionan para que sean
aproximadamente 5°C menor que el punto de fusidén térmica (Tm)
para la secuencia especifica a una fuerza idbénica y pH
definidos. La Tm es la temperatura (bajo una fuerza idnica vy
un pH definidos) a la que el 50% de la secuencia diana se

hibrida con una sonda perfectamente adaptada. Tipicamente, las



condiciones rigurosas seran aquellas en las que la
concentracién de sal es de aproximadamente 0,02 molar a pH 7 y

la temperatura es de al menos aproximadamente 60°C.

[0055] E1 término "promotor" o "elemento regulador" se refiere
a una regidén o secuencia determinantes localizados cadena
arriba o cadena abajo del inicio de la transcripcidén y que
estdn implicados en el reconocimiento y unién de la ARN
polimerasa y otras proteinas para iniciar la transcripcién.
Los promotores no necesitan ser de origen vegetal, por ejemplo,
pueden usarse promotores derivados de virus de plantas, tales

como el promotor CaMV35S.

[0056] E1 término "planta" incluye plantas enteras, brotes,
brganos / estructuras vegetativas (p.ej hojas, tallos vy
tubérculos), raices, flores y O6rganos / estructuras florales
(p.ej bracteas, sépalos, pétalos, estambres, carpelos, anteras
y o6vulos), semillas (incluidos embriones, endospermas vy
semillas) y frutos (el ovario maduro), tejidos vegetales (p.ej.
tejido wvascular, tejido de semilla, tejido triturado vy
similares) y células (p.ej células protectoras, o6vulos,
tricomas y similares) y progenie de las mismas. La clase de
plantas que pueden usarse en el método de la invencidn es
generalmente tan amplia como la clase de plantas superiores e
inferiores susceptibles de las técnicas de transformacidn, que
incluyen angiospermas (plantas monocotileddneas y
dicotiledébneas), gimnospermas, helechos y algas
multicelulares. Incluye plantas de una variedad de niveles de
ploidia, incluidos aneuploides, poliploides, diploides,
haploides y hemicigdbéticos. En una realizacidén ejemplar, la

planta es una planta de palma aceitera (E. guineensis o E.



oleifera, o un hibrido de los mismos). En algunos casos, la

planta es E. guineensis.

[0057] Un "casete de expresidén" se refiere a una construccidn
de &cido nucleico, gque cuando se introduce en una célula
huésped, da como resultado la transcripcién y / o traducciédn
de un ARN o polipéptido, respectivamente. Las construcciones
antisentido o constructos de sentido que no se pueden traducir
0 no se incluyen expresamente en esta definicidén. E1l casete de

expresién puede contener un promotor heterdlogo.

[0058] E1 término "operativamente unido" se refiere a un enlace
funcional entre una secuencia de control de expresidén de acido
nucleico (tal como un promotor, o una matriz de sitios de unidn
de factor de transcripcidn) y una segunda secuencia de acido
nucleico, donde la secuencia de control de expresidn dirige la
transcripcidén del &cido nucleico correspondiente a la segunda

secuencia.

[0059] Una secuencia de polinucledtidos o secuencia de
aminoacidos es "heterdéloga a" un organismo o una segunda
secuencia de polinuclebétidos si se origina a partir de una
especie fordnea, o si es de la misma especie, se modifica a
partir de su forma original. Por ejemplo, un promotor
heterdélogo ligado operativamente a una secuencia codificante
se refiere a un promotor de una especie diferente de aquella
de la que se derivd la secuencia codificante, o, si de la misma
especie, un promotor que es diferente de cualquier variante
alélica natural, o un promotor gue no se encuentra naturalmente
conectado de forma operativa a la secuencia de codificacién

especificada en la planta especificada.



[0060] Como se usa en el presente documento, el término
"posicidén de nucledtido" y similares, en el contexto de una
posicién de nucledtido del exd4n 1 del gen SHELL se refiere a
la posicidén de un nucledtido con respecto a la adenosina del
iniciador del gen SHELL de tipo silvestre (es decir, amino
terminal) coddédn triplete de metionina ("ATG"). Asi, p.ej, la
posicién de nucledétido 1 se refiere a la adenosina del codon
triple triplete de metionina del iniciador ATG del gen SHELL
de tipo silvestre; vy, la posicidén 2 se refiere al siguiente
nucledétido (es decir, "T" del codbdbn triplete triplete de
metionina iniciador ATG), vy asi sucesivamente. De forma
similar, en el contexto de una posicidédn de nucledtido del
intrén 1 del gen SHELL, el término "posicidén de nucledtido" y
similares se refiere a la posicidén de un nucledtido con
respecto al primer nucledétido del intrdén 1 del gen SHELL de
tipo silvestre. Por lo tanto, el primer nucledétido del intrdn
1 del gen SHELL estd en la posicidén 1, el segundo en la posicidn

2, y asil sucesivamente.

[0061] De forma similar, el término "posicidén de aminoacido"
en el contexto de un aminoacido particular, o grupo de
aminoacidos, del gen SHELL se refiere a una posicidn de
aminodcido relativa al iniciador metionina (es decir, amino
terminal) del gen SHELL. Asi, por ejemplo, la posicidédn de
aminodcido 1 se refiere a la metionina amino terminal, la
posicidén de aminodcido 2 se refiere a la glicina adyacente de
la SHELL de tipo silvestre o un aminoadcido o delecidn
alternativo encontrado en un alelo mutante de SHELL en la misma
posicidén. Se apreciard que estas posiciones son independientes
de cualquier degradacidén o conjugacién N-terminal u otro
procesamiento postraduccional. Por ejemplo, en un polipéptido

SHELL en el que el aminodcido metionina N-terminal se elimina



postraduccionalmente, la posicidén 2 todavia se refiere al
aminodcido de glicina previamente adyacente y la posicién 3 se
refiere al aminoédcido de arginina adyacente de la SHELL natural
o un aminocdcido alternativo o delecidén encontrado en un alelo

SHELL mutante en la misma posicidn.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIAGRAMAS

[0062] La FIG. 1 Modelo del gen SHELL. Los exones (cajas/boxes)
y los intrones (lineas horizontales) fueron validados por RNA-
seqg. Un diagrama de los dominios proteicos codificados por los
exones indicados se proporciona debajo del diagrama de genes.
Estadn indicados los dominios MADS box, I, Ky C de la proteina

SHELL.

[0063] La FIG. 2. Variantes de nucledétidos en el gen SHELL. La
secuencia de ADN del tipo silvestre (ShPeliburay el exdé4n 1 que
codifica el dominio de la MADS box de SHELL (SEQ ID NO: 25) se
muestra en la linea superior de la alineacidén de la secuencia
de ADN. Secuencias de AVROS, MPOB, alelo 3, alelo 4, alelo 5,
alelo 6, alelo 7, alelo 8, alelo 9, alelo 10 y Alelo 11 (SEQ
ID NO: 22, 23, 13-21, respectivamente) los alelos se muestran
alineados con la secuencia dura. Las variantes de nucledtido
Uinico estadan indicadas por recuadros. las bases eliminadas

(Alelo 7) estan indicadas por guiones.

[0064] La FIG. 3. Variantes de aminoacidos en el gen SHELL. La
secuencia peptidica del dominio tipo silvestre (ShPeliPura de
MADS box (SEQ ID NO: 24) se muestra en la linea superior de la
alineacidén peptidica. Se muestran Secuencias de AVROS, MPOB,
alelo 3, alelo 4, alelo 5, alelo 6, alelo 7, alelo 8, alelo 9,
alelo 10 y Alelo 11 (SEQ ID NO: 1-11, respectivamente) de los



péptidos alineados con la secuencia peptidica dura Los
aminodcidos variantes causados por variantes de un solo
nucledétido de sentido errdneo estén indicados por el cddigo de
aminodcidos de una sola 1letra apropiado. Los aminocacidos
eliminados (Alelo 7) estan indicados por asteriscos. Los
aminodcidos que no se modifican en relacidén con la secuencia

peptidica dura se indican mediante guiones.

DESCRIPCION DETALLADA DE EL INVENTO

I. Introduccidn

[0065] La presente descripcidén describe el descubrimiento de
los alelos 3-10 del gen SHELL que se predice que modulan el
fenotipo de la forma de la fruta de las plantas de palma (p.ej,
palma de aceite). De manera similar, los alelos 11
(representados en SEQ ID NOs: 11 y 21) y 12 (representados en
SEQ ID NO: 12) se predice que modulan directamente el fenotipo
de la forma de la fruta o pueden usarse para inferir el genotipo
del gen SHELL debido a su estrecha vinculacién fisica con los
polimorfismos del alelo 3-10. Un marcador ©polimérfico
estrechamente relacionado con el gen SHELL, o la identificacidn
de la presencia, ausencia o numero de copias de los alelos 3-
11 en una planta de palma de aceite puede ser utilizado por
los productores de semillas como una herramienta de control de
calidad para i) reducir o eliminar contaminacidén de semilla o
pléantulas de dura o pisifera de tenera, ii) reducir o eliminar
contaminacién de semilla o plantulas de dura o de tenera a
pisifera , 1ii) reducir o eliminar contaminacién de semilla o
plantulaspisifera o tenera dura , iv) identificar positivamente
semillas o pléantulas tenera que luego se seleccionan como

material de siembra adecuado para la produccidén comercial de



aceite de palma, v) identificar positivamente semillas o
pléantulas dura que luego pueden seleccionarse como material de
siembra adecuado para la produccidén comercial de germoplasma
de dura , o vi) identificar positivamente semillas o plantulas
pisifera que luego pueden seleccionarse como material de
siembra adecuado para la produccidén comercial de germoplasma

de pisifera

[0066] La didentificacién del gen SHELL o un marcador
genéticamente relacionado con el rasgo de la membrana también
10 es importante en los programas de reproduccidédn. E1l marcador
o los alelos del gen responsable del rasgo se pueden usar para
separar las plantas de dura, tenera y pisifera en el vivero;
la ventaja aqui es gque podrian plantarse por separado basandose
en el fenotipo de la forma de la fruta de membrana. Esto es de
interés ya que las palmas de pisifera generalmente muestran un
crecimiento vegetativo muy wvigoroso, por lo gue en un ensayo
que consta de los tres tipos, la distorsidén de los resultados
podria ocurrir debido a la competencia intracruzada. Ademas,
separando las palmas pisifera y plantarlas en alta densidad
alienta la inflorescencia masculina vy esto facilita 1la
produccidédn de polen que se utiliza en los programas de cria
(Jack et al., 1998). Por consiguiente, tras la deteccidn de la
presencia o ausencia de un genotipo SHELL, se predice que daré
como resultado un fenotipo dura, pisifera, o tenera, O un
marcador vinculado como se describe a continuacidén, un paso
adicional de: (1) eliminacién de reduccidén de dura o pisifera
contaminacién de tenera semilla o plantulas, (2) identificacién
positiva de semillas o pléantulas de tenera dgque luego se
seleccionan como material de siembra adecuado para la
produccién comercial de aceite de palma, o (3) separacién de

plantas dura, tenera y pisifera en dos o méds grupos (p.ej, las



plantas predicen ser tenera en un grupo y se predice que las
plantas serdn dura o pisifera en un segundo grupo; plantas
predichas para ser dura en un grupo y se predice que las plantas
serdn tenera o pisifera en un segundo grupo; plantas predichas
para ser pisifera en un grupo y se predice que las plantas
seran dura o tenera en un segundo grupo, O separandolo en tres

grupos: dura, pisifera y t enera).

[0067] Cualgquier marcador que existe que es polimérfico entre
los padres arboles dura y pisifera en una cruz y estd vinculado
al locus de la membrana tiene el potencial de servir como una
sefial molecular para identificar &rboles tenera en una cruz.
Por ejemplo, si un arbol dura, que es homocigoto para "T" (es
decir., T / T) en una posicién de SNP dada cerca del locus del
membrana se cruza con un arbol pisifera que es homocigoto para
"A" (es decir, A / A) en la misma posicidédn de SNP, entonces
uno podria genotipificar las semillas de la cruz, o podria
genotipificar las plantulas que surgen de las semillas de la
cruz, en la posiciédn de SNP para rastrear e identificar
semillas o plantulas contaminantes. Semillas que se determina
que son heterocigotas en la posicidédn SNP, (es decir, A / T) es
muy probable que sean tenera, a menos que se haya producido
una recombinacidén entre el marcador y el gen de la cubierta en
el individuo genotipo. Del mismo modo, las semillas que son
homocigdéticas en la posicidén de SNP para "A" o "T", (es decir.,
A/ Ao T/ T), son drboles contaminantes pisifera o dura, V
cuando estos &rboles maduran sexualmente en varios afios,
producirdn tipos de fruta subdéptimos. Ademéds, las semillas o
plantulas que tienen una "C" o "G" en la posicidédn SNP, ninguna
de las cuales estd presente en la palma paterna de la cruz,
son arboles probables que provienen de un donante de polen

diferente del que se pretende en la cruz, y por lo tanto,



pueden descartarse como semillas o plantulas contaminantes.
Los marcadores que estdn mas cerca del locus SHELL tendrian
una mayor precisidén predictiva que los marcadores que estan
méds alejados del locus de la membrana, porque cuanto mas cerca
esté el marcador del gen de la membrana, es menos probable que
se produzca una recombinacidén que romperia el vinculo entre el
marcador y el gen de la membrana. Consecuentemente, se espera
que los marcadores polimbérficos dentro del gen de la membrana
en si tengan el poder predictivo mas fuerte, y el andlisis de
miltiples marcadores estrechamente ligados al gen de la

cubierta o dentro del mismo puede ser ventajoso.

ii. Determinacidn del fenotipo de membrana basado en la

deteccidon de dacidos nucleicos

[0068] En vista del descubrimiento de que el genotipo SHELL
segrega con el fenotipo de membrana tenera / pisifera / dura,
el genotipado de una planta o semilla en el locus SHELL o en
regiones gendmicas adyacentes puede usarse para predecir el

fenotipo de membrana de una planta de palma.

[0069] SEQ ID NO: 24 representa la secuencia de aminoacidos
predicha de los 181 aminoadcidos N-terminales de la proteina
expresada en la palma de aceite del tipo de fruta dura
(ShPeliburay 1,5 proteina enddgena incluye aminodcidos C-
terminales adicionales no incluidos en la SEQ ID NO: 24. En la
palma de aceite de la dura, las proteinas derivadas de ambos
alelos del gen incluyen: (i) una isoleucina (I), lisina (K),
arginina (R), isoleucina (I) y glutamato (E) en las posiciones
8-12, respectivamente, que se eliminan en el pronbdstico de
alelo pisifera 7; (ii) un glutamato (E) en la posicidén 12, que

estd mutado a wuna glutamina (Q) en la prediccidén de



alelopisifera 6; (iii) una lisina (K) en la posicidén 23 que
estd mutada a una glutamina (Q) en la prediccidén de un alelo
pisifera 3 y una asparagina (N) en el prondstico alelo pisifera
5; (iv) una arginina (R), qgue estd mutada a una histidina (H)
en la prediccién alelo pisifera 8 y una glicina (G) en el
pronéstico alelo pisifera 9; (v) una leucina (L) en la posicidn
29, que estd mutada a una prolina en el alelo pisifera shY©B;
(vi) una lisina (K) en la posicidén 31, que estd mutada a una
asparagina en el alelo pisifera sh?VR%; (vii) una valina (V) en
la posicién 37, que estd mutada a un aspartato (D) en la
prediccidén alelo pisifera 10; y (viii) una alanina (A) en la
posicidén 41, que estd mutada a un aspartato (D) en la prediccidn

de alelo pisifera 4.

[0070] SEQ ID NO: 1 representa la secuencia de aminoéacidos
predicha de los 181 aminocdcidos N-terminales de la proteina
expresada en la palma de aceite del pisifera tipo de fruta que
se deriva de la linea de Zaire (sh?77%%). La proteina endbgena
incluye aminoacidos C-terminales adicionales no incluidos en
la SEQ ID NO: 1. Este polipéptido incluye una asparagina (N)
aminoacido en el 31% posicidén de aminodcido. Una secuencia de
nucledétidos que codifica el exédn 1 de la sh?"R% el alelo se

proporciona en la SEQ ID NO: 22.

[0071] SEQ ID NO: 2 representa la secuencia de aminodcidos
predicha de los 181 aminocédcidos N-terminales de la proteina
expresada en la palma aceitera del tipo de fruto pisifera que
se deriva de la linea nigeriana (sh%) La proteina endbgena
incluye aminodcidos C-terminales adicionales no incluidos
aqgqui. Este polipéptido incluye un aminoadcido prolina (P) en la

29ave posicidén de aminodcido. Una secuencia de nucledbdtidos que



codifica el exén 1 del alelo sh™% se proporciona en la SEQ ID

NO: 23.

[0072] La SEQ ID NO: 3 representa la secuencia de aminoacidos
predicha de los 181 aminocdcidos N-terminales de la proteina
expresada en la palma aceitera del valor predicho tipo de fruta
pisifera SHELL alelo 3. La ©proteina enddégena incluye
aminodcidos C-terminales adicionales no incluidos aqui. Este
polipéptido incluye un aminodcido glutamina (Q) a la 23@ve
posicidén de aminodcido. Una secuencia de nucledétidos que
codifica el exén 1 del alelo 3 se proporciona en la SEQ ID NO:

13.

[0073] La SEQ ID NO: 4 representa la secuencia de aminoéacidos
predicha de los 181 aminocdcidos N-terminales de la proteina
expresada en la palma aceitera del valor predicho del tipo de
fruta pisifera del alelo SHELL 4. La proteina enddgena incluye
aminoacidos C-terminales adicionales no incluidos aqui. Este
polipéptido incluye un aminoacido aspartato (D) en la posicidn
de aminoadcido 41%. Una secuencia de nucledétidos que codifica

el exén 1 del alelo 4 se proporciona en la SEQ ID NO: 14.

[0074] La SEQ ID NO: 5 representa la secuencia de aminoédcidos
predicha de los 181 aminoacidos N-terminales de la proteina
expresada en la palma de aceite del valor predicho del tipo de
fruta pisifera del alelo SHELL 5. La proteina enddgena incluye
aminodcidos C-terminales adicionales no incluidos aqui. Este
polipéptido incluye una asparagina (N) aminodcido en el 23@ve
posicidén de aminodcido. Una secuencia de nucledtidos que
codifica el ex6én 1 del alelo 5 se proporciona en la SEQ ID NO:

15.



[0075] La SEQ ID NO: 6 representa la secuencia de aminoacidos
predicha de los 181 aminocdcidos N-terminales de la proteina
expresada en la palma aceitera del predicho del tipo de fruta
pisifera del alelo SHELL 6. La proteina endbébgena incluye
aminodcidos C-terminales adicionales no incluidos aqui. Este
polipéptido incluye un aminodcido glutamina (E) en la 12@ve
posicién de aminodcido. Una secuencia de nucledétidos que
codifica el exén 1 del alelo 6 se proporciona en la SEQ ID NO:

16.

[0076] La SEQ ID NO: 7 representa la secuencia de aminoéacidos
predicha de los 181 aminocdcidos N-terminales de la proteina
expresada en la palma aceitera del predicho del tipo de fruta
pisifera del alelo SHELL 7. La proteina enddbgena incluye
aminoadcidos C-terminales adicionales no incluidos aqui. Este
polipéptido tiene una delecidén de aminodcidos 1lisina (K),
arginina (R), isoleucina (I) y glutamato (E), en las posiciones
8-12, respectivamente, en comparacidén con el alelo de tipo
silvestre ShPeliPura  Una secuencia de nucledétidos que codifica

el exébn 1 del alelo 7 se proporciona en la SEQ ID NO: 17.

[0077] La SEQ ID NO: 8 representa la secuencia de aminoacidos
predicha de los 181 aminoadcidos N-terminales de la proteina
expresada en la palma aceitera del predicho del tipo de fruta
pisifera alelo SHELL 8. La proteina enddébgena incluye
aminodcidos C-terminales adicionales no incluidos aqui. Este
polipéptido incluye un aminodcido histidina (H) a 1la 24ave
posicidén de aminodcido. Una secuencia de nucledtidos que
codifica el ex6én 1 del alelo 8 se proporciona en la SEQ ID NO:

18.



[0078] La SEQ ID NO: 9 representa la secuencia de aminoacidos
predicha de los 181 aminocdcidos N-terminales de la proteina
expresada en la palma aceitera predicha del tipo de fruta
pisifera SHELL alelo 9. La ©proteina enddégena incluye
aminodcidos C-terminales adicionales no incluidos aqui. Este
10 polipéptido incluye un aminocdcido de glicina (G) a la 24ava
posicién de aminodcido. Una secuencia de nucledétidos que
codifica el exén 1 del alelo 9 se proporciona en la SEQ ID NO:

19.

[0079] La SEQ ID NO: 10 representa la secuencia de aminoacidos
predicha de los 181 aminocdcidos N-terminales de la proteina
expresada en la palma de aceite del valor predicho del tipo de
fruta pisifera del alelo SHELL. La proteina enddgena incluye
aminoadcidos C-terminales adicionales no incluidos aqui. Este
polipéptido incluye un aminoacido aspartato (D) a la 37@ve
posicidén de aminodcido. Una secuencia de nucledétidos que
codifica el exédn 1 del alelo se proporciona en la SEQ ID NO:

20.

[0080] La SEQ ID NO: 11 representa la secuencia de aminoacidos
predicha de los 181 aminocdcidos N-terminales de la proteina
expresada en la palma aceitera del valor predicho del tipo de
fruta pisifera del alelo SHELL 11. La proteina enddgena incluye
aminodcidos C-terminales adicionales no incluidos aqui. E1
alelo codifica una mutacidén silenciosa con respecto a un gen
SHELL de tipo silvestre (ShPeliPura) = Una secuencia de nucledtidos
que codifica el exén 1 del alelo 11 se proporciona en la SEQ
ID NO: 21. Como se describe en el presente documento, esta
mutacidn silenciosa puede afectar la regulacidn
transcripcional o translacional y, por lo tanto, proporcionar

un fenotipo pisifera a pesar de la codificacién de una



secuencia de proteina de tipo silvestre. Alternativamente, la
secuencia de nucledétidos que codifica esta mutacidén silenciosa
se puede usar para inferir 1la presencia o ausencia de un
genotipo en uno o mads de los nucledtidos polimdbrficos
anteriores (p.ej, uno o mas de los marcadores polimbérficos
relativos a tipo silvestre ejemplificados en las SEC ID Nos:
13-20, 13-20 y 23, 13-20 y 22, o 13-20 y 22-23) o marcadores
de aminoédcidos (p.ej, uno o mas de los marcadores polimérficos
en relacidén con el tipo silvestre ejemplificado en las SEC ID

Nos: 3-10, 2-10, 1 y 3-15, o 1-10).

[0081] SEQ ID NO: 12 representa la secuencia de nucledbdtidos de
los primeros 56 nucledtidos del intrdén 1 del alelo 12 de SHELL
en el gque los nucledtidos 43, 44, 45 y 46 estéan delecionados
con relacién al intrdén 1 de un alelo SHELL de tipo silvestre
(ShPbeliburay = Como este polimorfismo estéd dentro de una regidn no
codificante del gen SHELL, es una mutacidén silenciosa. Como se
describe en el presente documento, esta mutacidédn silenciosa
puede afectar la regulacidn transcripcional o traslacional, o
el empalme, y por lo tanto proporcionar un fenotipo pisifera
Alternativamente, la presencia o ausencia del alelo 12 puede
usarse para inferir la presencia o ausencia de un genotipo en
uno o méas de los nucledtidos polimbrficos anteriores (p.ej,
uno o mas de los marcadores polimbérficos relativos a tipo
silvestre ejemplificados en las SEC ID Nos: 13-20, 13-21, 13-
20 y 22, 13-20 y 23, o 13-23) o marcadores de aminoacidos
(p.ej, uno o mas de los marcadores polimbérficos relativos al
tipo silvestre ejemplificados en las SEC ID Nos: 3-10, 3-11,
2-10, 2-11, 1-10, 1 y 3-10, 1 y 3-11 , o 1-11).

[0082] Las palmeras de aceite del tipo de fruto pisifera es el

resultado de una de al menos cuatro posibilidades: i) dos



alelos SHELL homocigdbéticos que tienen una secuencia de
nucledétidos que codifica una de las siguientes secuencias de
proteinas: SEQ ID NOs: 3-10; 41ii) dos alelos de SHELL
heterocigotos que tienen dos secuencias de nucledtidos
diferentes que codifican independientemente wuna de las
siguientes secuencias de proteina: SEQ ID NOs: 3-10, o iii) un
alelo SHELL que codifica el Sh?"R% o Sh""°B de secuencia de
proteina y el otro alelo que codifica una mutacidédn relativa al
tipo silvestre representado en una o mas de las siguientes
secuencias de proteina: SEQ ID NOs: 3-10. En algunos casos,
las secuencias de nucledtidos que comprenden SEQ ID NO: 12 y/o
21 se predicen de manera similar en alelos pisifera. En tales
casos, un tipo de fruta pisifera puede dar como resultado
plantas homocigdticas para la SEC ID N°: 12 o 21 o heterocigotas
para la SEC ID N°: 12 o 21 y un alelo diferente seleccionado
del grupo que consiste en una cualquiera de las SEC ID N° 13-
23 (p.ej, cualguiera de SEQ ID NOs: 13-20) o que codifica
cualquiera de SEQ ID NOs: 1-10 (p.ej, cualquiera de SEQ ID NOs:
3-10) .

[0083] Las Palmeras de aceite del tipo de fruto tenera son el
resultado de un alelo que codifica uno o mas de los alelos
pisifera descritos en este documento y un alelo que codifica
un tipo silvestre (ShPeliPura) de Proteina SHELL. Se apreciara
que las SEQ ID NOs: 1-11 y 24 son secuencias representativas y
que diferentes palmas individuales pueden tener una secuencia
de aminodcidos que tiene uno, dos, tres, cuatro o mas cambios
de aminodcidos con respecto a SEQ ID NOS: 1- 11 y 24, debido,
por ejemplo, a la variacidédn natural. De forma similar, las SEQ
ID NOs: 12-23 y 25 son secuencias representativas y diferentes
palmas individuales pueden tener una secuencia de nucledtidos

que tiene uno, dos, tres, cuatro o mas cambios de nucledtidos



con respecto a SEQ ID NOs: 12-23 y 25 debido a, por ejemplo,

una variacidén natural.

[0084] Uno o més polimorfismos entre alelos pisifera y dura
SHELL pueden usarse para determinar el fenotipo de membrana de
una palma u otra planta. Por ejemplo, cuando el polimorfismo
es codominante (detectable independientemente del otro alelo),
entonces:

la presencia de solo un alelo dura SHELL indica que la
planta tiene o tendrd un fenotipo dura de membrana;

la presencia de solo un alelo pisifera SHELL indica que
la planta tiene o tendrd un fenotipo pisifera de membrana; y

la presencia de un alelo pisifera SHELL y un alelo dura
SHELL indica que la planta tiene o tendrd un fenotipo tenera

de membrana.

[0085] Sin embargo, las regiones gendmicas adyacentes al gen
SHELL también son Utiles para determinar si una planta de palma
probablemente manifestara un fenotipo de membrana particular.
Debido a la wvinculacidén genética con el gen SHELL,
polimorfismos adyacentes al locus SHELL que es predictivo del
fenotipo de la membrana, aungque con una precisidén reducida en
funcidén de la distancia incrementada desde el locus SHELL. La
SEQ ID NO: 27 proporciona una regidn gendmica de
aproximadamente 3,4 MB del genoma de la palma que comprende el
gen SHELL. La Tabla A de la Publicacién de la Solicitud de
Patente de Estados Unidos N° 2013/0247249 describe 8217 SNP
identificados dentro de la SEQ ID NO: 27. Una selecciéon de
estos SNP se ha mapeado genéticamente en relacidén con el locus
SHELL. Los valores predictivos estimados de estos SNP también
se describen en la Tabla A del documento US 2013/0247249. Por

lo tanto, como un ejemplo, el SNP enumerado en la fila 1 del



documento US 2013/0247249, Tabla A, gque tiene un éxito de
prediccidén estimado de 83, representa un SNP que es exacto en
la prediccidén del fenotipo de membrana el 83% del tiempo. Dicho
de otra manera, al usar este SNP como marcador genético, uno
puede predecir correctamente el fenotipo de membrana de las
plantas de palma 83 de 100 veces. Por lo tanto, incluso a una
distancia fisica significativa del locus SHELL en el cromosoma
de la palma, los marcadores polimérficos permiten una
prediccidén relativamente precisa del fenotipo de las membranas
de las plantas. En algunas realizaciones, el marcador
polimérfico estd dentro de 1, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000
kb del gen SHELL (p.ej, el gen correspondiente a la SEQ ID NO:
28) .

[0086] Por consiguiente, se proporcionan métodos para detectar
uno o mas marcadores polimbérficos dentro de una regidén del
genoma de la palma correspondiente a la SEQ ID NO: 27. Tales
métodos son Utiles para predecir el fenotipo de membrana de
plantas de palma, por ejemplo. Aunque se proporcionan méas de
8200 polimorfismos especificos en el documento US 2013/0247249,
debe apreciarse que los polimorfismos representados son
meramente un ejemplo de polimorfismos dentro de la regidn
gendmica correspondiente a la SEQ ID NO: 27. Se pueden
identificar polimorfismos adicionales segin se desee y también
se pueden usar para predecir el fenotipo de membrana de una
planta de palma. Tales polimorfismos adicionales estéan
destinados a abarcarse en los métodos descritos en este
documento. Ademéds, se apreciard que la SEQ ID NO: 27 es una
secuencia representativa y que diferentes palmas individuales
pueden tener una regidn gendmica correspondiente que tiene uno
o0 mas cambios de nucledtidos con respecto a SEQ ID NO: 27

debido, por ejemplo, a una variacidén natural. Como se observa



en otra parte de este documento, sin embargo, la identificacidn
de la regidén de un genoma correspondiente a la SEQ ID NO: 27
se puede determinar facilmente usando programas de

alineamiento, etc.

[0087] Las secuencias de 4cido nucleico proporcionadas en este
documento se generaron mediante secuenciacién de nucledtidos
y, en ocasiones, incluyen uno o méds tramos de "N". Estos tramos
de N representan huecos en el ensamblaje de secuencias de un
tamafio estimado. El nUimero exacto de N en una secuencia es una
estimacién (por ejemplo, 100 N's solo pueden representar 30
bases). Los N pueden ser cualquier base, y es probable que sean

secuencia repetitiva en el genoma.

[0088] La deteccidén de marcadores polimdbrficos especificos se
puede llevar a cabo mediante métodos conocidos en la técnica
para detectar secuencias en sitios polimdérficos. Por ejemplo,
pueden usarse técnicas estandar para genotipado para la
presencia de SNP y / o marcadores de microsatélites, tales como
técnicas basadas en fluorescencia (Chen, X. y col., Genome Res.
9 (5): 492-98 (1999)), utilizando PCR, LCR, PCR anidada y otras
técnicas para la amplificacidén de 4&cidos nucleicos. Las
metodologias comerciales especificas disponibles para el
genotipado de SNP incluyen, entre otras, los ensayos de
genotipificacidén TagMan™ vy las plataformas SNPlex (Applied
Biosystems), electroforesis en gel (Applied Biosystems),
espectrometria de masas (p. Ej., Sistema MassARRAY de
Sequenom), métodos de minisecuenciacidén, real PCR en el tiempo,
sistema Bio-Plex (BioRad), sistemas CEQ y SNPstream (Beckman),
tecnologia de hibridacidén en matriz (por ejemplo, Affymetrix
GeneChip; Perlegen), BeadArray Technologies (por ejemplo,

ensayos Illumina GoldenGate e Infinium), tecnologia de matrices



(por ejemplo, Parallele ), y la tecnologia de hibridacidén de
fluorescencia basada en 10 endonucleasa (Invader; tercera ola).
Algunas de las plataformas de arreglos disponibles, incluidas
Affymetrix SNP Array 6.0 e Illumina CNV370-Duo y 1M BeadChips,
incluyen SNP que etiquetan ciertas variantes de nuUmero de

copia.

[0089] En ciertas realizaciones, los marcadores polimbérficos
se detectan mediante tecnologias de secuenciacidén. La obtencidn
de informacidédn de secuencia sobre una planta individual
identifica nucledétidos particulares en el contexto de wuna
secuencia. Para los SNP, la informacidén de secuencia sobre un
solo sitio de secuencia Unico es suficiente para identificar
los alelos en ese SNP particular. Para los marcadores dque
comprenden mas de un nucledtido, la informacidn de la secuencia
sobre los nucledétidos del individuo que contiene el sitio
polimdérfico identifica los alelos del individuo para el sitio

particular.

[0090] Diversos métodos para obtener una secuencia de &acido
nucleico son conocidos por la persona experta, y todos estos
métodos son uUtiles para poner en practica la invencidn. La
secuenciacidén de Sanger es un método bien conocido para generar
informacidén de secuencia de acido nucleico. Se han desarrollado
métodos recientes para obtener grandes cantidades de datos de
secuencia, y tales métodos también se consideran Utiles para
obtener informacién de secuencia de una planta, si se desea.
Estos incluyen, ©pero no se limitan a, tecnologia de
pirosecuenciacién (Ronaghi, M. et al. Anal 5 Biochem 267: 65 -
71 (1999); Ronaghi, et al., Biotecnia 25: 876 - 878 (1998)),
p.ej, 454 pirosecuenciacién (Nyren, P., et al. Anal Biochem

208: 171-175 (1993)), tecnologia de secuenciamiento Illumina /



Solexa (www.illumina.com; ver también Strausberg, RL, et al.
Drug Disc Today 13: 569-577 (2008)), tecnologia soportada de
Plataforma de Ligadura y Deteccidén de Oligonucledtidos (SOLiD)
(Applied Biosystems, www.appliedbiosystems.com); Strausberg,
RL, et al., Disco de drogas hoy 13: 569-577 (2008),
secuenciacién en una sola molécula, en tiempo real (Pacific

Biosciences), y tecnologia IonTorrent (ThermoFisher).

[0091] Los métodos de deteccidén de polimorfismo se pueden
realizar en cualquier tipo de muestra bioldégica de la planta
que contenga &cidos nucleicos (p. EJj., ADN, ARN). Como una
ventaja particular de los métodos es predecir el fenotipo de
membrana de las plantas jévenes antes del cultivo en el campo,
en algunas realizaciones, las muestras se obtienen de una
planta que ha sido germinada menos de 1, 2, 4, 6, meses O menos
de 1, 2, 3, 4 o 5 afios. En algunas realizaciones, las plantas
se generan a partir de 1) un cruce entre palmas dura y pisfera
ii) la autofecundacidén de una palma tenera, iii) un cruce entre
dos plantas que tienen fenotipo tenera de membrana, iv) un
cruce entre palmas dura y tenera , y v) un cruce entre palmas
tenera y pisifera . Debido a que dichos cruces no son 100%
eficientes, dichos cruces dan como resultado un porcentaje de
semillas o plantas que en el futuro no producirdn semillas o
plantas con el fenotipo tenera de membrana (en el caso de i) y
el numero observado de las palmas tenera observadas no siguen
la segregacidén mendelliana esperada (ii, iii y iv). Al probar
semillas o plantas resultantes de los cruces intentados, se
puede reducir o eliminar semillas o plantas tenera
contaminantes del material plantado para el cultivo
(descartando opcionalmente aquellas plantas que se predice que
serdn dura y / o pisifera) Alternativamente, se pueden

identificar y segregar las plantas en funcidén de su genotipo



de membrana predicho, lo que permite la seleccidén y el cultivo
de campos de arboles pisifera y dura , si se desea, por ejemplo,

para fines de reproduccidén posterior.

II. Plantas transgénicas

[0092] Como se discutidé anteriormente, el gen de membrana de
palma ha sido descubierto para controlar el fenotipo de 1la
membrana. Por 1o tanto, en algunas realizaciones, se
proporcionan plantas gque tienen una expresién modulada de un
polipéptido SHELL. E1 fenotipo de membrana mas deseable
(tenera, que tiene una membrana de menos de 2 mm de grosor) se
produce naturalmente como un heterocigoto de entre el alelo

dura y pisifera.

[0093] Se ha descubierto que 1los alelos pisifera SHELL
contienen mutaciones sin sentido en porciones del gen que
codifica el dominio de la MADS box de la proteina, que desempefia
un papel en la regulacién de la transcripcidédn. Por lo tanto,
se hipotetiza que el fenotipo tenera puede ser el resultado de
un mecanismo que involucra la interaccidén proteina: proteina
de la unidén sin ADN de tipos de proteinas pisifera SHELL con
tipos completamente funcionales de SHELL (homodimeros) u otros
miembros de la familia MADS-box (heterodimeros). Por lo tanto,
en algunas realizaciones, se proporcionan plantas que expresan
heterdlogamente un polipéptido SHELL con un dominio funcional
M, I, vy Ky un dominio C- (MADsbox) no funcional. Los dominios
M, I, Ky C se describen en, p.ej, Gramzow y Theissen, 2010
Biologia del Genoma 11: 214-224 y los dominios correspondientes
se pueden identificar en las secuencias de palma descritas
aqui. Al expresar dicha proteina que tiene dominios de

interaccidén proteina: proteina activa, pero un dominio de unidn



a ADN no funcional, las proteinas gque interactuan con la
proteina SHELL modificada se eliminarén de la accidén biolédgica,
dando como resultado, de este modo, un grosor de membrana
reducido. Por 1lo tanto, por ejemplo, uno puede expresar
cualquiera de los alelos pisifera descritos aqui bajo control
de un promotor heterdlogo en la planta (p.ej, una planta de
palma, p.ej, un fondo dura), lo qgque resulta en el espesor

reducido de la carcasa.

[0094] Del mismo modo, se ha descubierto que muchos alelos
pisifera SHELL contienen mutaciones en una sefial de
localizacidén nuclear (NLS) dentro de un dominio de MADS box de
la proteina SHELL. Por lo tanto, se hipotetiza que el fenotipo
tenera puede ser el resultado de un mecanismo que involucra la
interaccidén proteina: proteina entre uno o mads proteinas
pisifera de alelo SHELL que carecen de un NLS funcional y uno
0 mas tipos completamente funcionales de SHELL (homodimeros) u
otros miembros de la familia MADS-box (heterodimeros). Al
expresar dicha proteina que tiene dominios de interaccidn de
proteina activa: proteina, pero una NLS no funcional, las
proteinas que interacttan con la proteina SHELL modificada
pueden inhibirse (p.ej, evitarse) de entrar en el nlcleo o
eliminarse del nucleo, reduciendo asi la cantidad de proteina
SHELL bioldgicamente activa y su proteina interactuante (p.ej,
socio de unidén) en el ntcleo y que da como resultado un grosor
de membrana reducido. Por lo tanto, por ejemplo, uno puede
expresar cualquiera de los alelos pisifera que contienen una
mutacidén NLS descrita aqui, o un gen SHELL que codifica una
proteina SHELL mutada en cualquiera de los (p.ej, conservados)
aminodcidos del NLS bajo el control de un promotor heterdlogo
en la planta (p.ej, una planta de palma, p.ej, un fondo dura),

lo que resulta en el espesor reducido de la membrana.



B. Uso de 4dcidos nucleicos de la invencidn para mejorar

la expresidén génica

[0095] Secuencias de &cido nucleico que codifican toda o una
parte activa de un polipéptido SHELL (que incluyen, pero no se
limitan a, polipéptidos sustancialmente idénticos a uno
cualquiera o més de SEQ ID NOs: 1-10 (p.ej, cualquiera de SEQ
ID NOs: 3-10), polipéptidos SHELL gque tienen un dominio
funcional M, I, y Ky un dominio C no funcional, o polipéptidos
SHELL que tienen un NLS no funcional, gue cuando se expresa el
espesor de la corteza de control) puede usarse para preparar
casetes de expresidn que potencian o aumentan la expresidn del
gen SHELL. Cuando se desea la sobreexpresidédn de un gen, se
puede usar el gen SHELL deseado de una especie diferente para

disminuir los posibles efectos de supresidédn de los sentidos.

[0096] Cualquiera de una serie de medios bien conocidos en la
técnica puede usarse para aumentar la actividad de SHELL en
las plantas. Cualquier 6rgano puede ser objetivo, como disparar
brganos / estructuras vegetativas (p.ej hojas, tallos vy
tubérculos), raices, flores y O6rganos / estructuras florales
(p.ej bracteas, sépalos, pétalos, estambres, carpelos, anteras
y o6vulos), semillas (incluidos embriones, endospermas y
semillas) vy frutas. Alternativamente, un gen SHELL puede
expresarse constitutivamente (p.ej, usando el promotor CaMV

358) .

[0097] Un experto reconocerd que los polipéptidos codificados
por los genes de la invencidén, como otras proteinas, tienen
diferentes dominios que realizan diferentes funciones. Por 1o

tanto, las secuencias génicas no necesitan ser de longitud



completa, siempre gque se exprese el dominio funcional deseado

de la proteina.

III. Preparacidén de vectores recombinantes

[0098] En algunas realizaciones, para usar secuencias aisladas
en las técnicas anteriores, se preparan vectores de ADN
recombinante adecuados para la transformacidén de células
vegetales. Las técnicas para transformar una amplia variedad
de especies de plantas superiores son bien conocidas y se
describen en la literatura técnica y cientifica. Ver, por
ejemplo, Weising et al. Ann. Rev. Genet. 22: 421 - 477 25
(1988). Una secuencia de ADN que codifica el polipéptido
deseado, por ejemplo, una secuencia de ADNc que codifica una
proteina de longitud completa, se combinard preferiblemente
con secuencias reguladoras de iniciacidén transcripcional vy
traduccional que dirigirdn la transcripcidén de la secuencia

del gen en los tejidos pretendidos de la planta transformada.

[0099] Por ejemplo, para la sobreexpresidn, puede emplearse un
fragmento de promotor de planta que dirigird la expresidn del
gen en todos los tejidos de una planta regenerada. Tales
promotores se denominan agqui promotores "constitutivos" y son
activos en la mayoria de las condiciones ambientales vy 5
estados de desarrollo o diferenciacidén celular. Los ejemplos
de promotores constitutivos incluyen la regidén de iniciacidn
de la transcripcidén 35S del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV) , el promotor 1'- o 2'- derivado de T-ADN de
Agrobacterium tumefaciensy otras regiones de iniciacidén de 1la
transcripcién de diversos genes vegetales conocidos por los

expertos.



[0100] Alternativamente, el promotor de planta puede dirigir
la expresién del polinucledtido de la invencidn en un tejido
especifico (promotores especificos de tejido) o puede estar de
otro modo bajo un control ambiental mas preciso (promotores
inducibles) . Los ejemplos de promotores especificos de tejido
bajo control de desarrollo incluyen promotores gque inician la
transcripciédn solo en ciertos tejidos, tales como frutas,
semillas o flores. Los ejemplos de condiciones ambientales que
pueden afectar la transcripcidén por promotores inducibles
incluyen condiciones anaerdbébicas, temperatura elevada o la

presencia de luz.

[0101] Si se desea una expresidn polipeptidica adecuada, debe
incluirse una regidén de poliadenilacidn en el extremo 3' de la
regién codificante. La regién de ©poliadenilacidn puede
derivarse del gen natural, de una variedad de otros genes

vegetales, o del T-ADN.

[0102] E1 wvector que comprende las secuencias (p. Ej.,
Promotores o regiones codificantes) de los genes de la
invencidén puede comprender opcionalmente un gen marcador gue
confiere un fenotipo seleccionable en las células vegetales.
Por ejemplo, el marcador puede codificar resistencia a
biocidas, particularmente resistencia a antibidticos, tal como
resistencia a kanamicina, G418, Dbleomicina, higromicina o
resistencia a herbicidas, tales como resistencia a

clorosluforon o Basta.

[0103] Se proporciona un adcido nucleico de SHELL operativamente
unido a un promotor que, en algunas realizaciones, es capaz de
conducir la transcripcidén de la secuencia de codificacién de

SHELL en las plantas. El promotor puede ser, por ejemplo,



derivado de fuentes vegetales o virales. El promotor puede ser,
por ejemplo, constitutivamente activo, inducible o especifico
de tejido. En la construccién de casetes de expresioén
recombinante, vectores, transgénicos, de la invenciédén, se
pueden elegir y emplear diferentes promotores para dirigir
diferencialmente la expresidén génica, por ejemplo, en algunos
o todos 1los tejidos de una planta o animal. En algunas
realizaciones, como se discutidé anteriormente, los promotores
deseados se identifican analizando las secuencias 5' de un clon

gendmico correspondiente a un gen SHELL como se describe aqui.

V. Produccion de plantas transgénicas

[0104] Las construcciones de ADN de la invencidén se pueden
introducir en el genoma del huésped vegetal deseado mediante
una variedad de técnicas convencionales. Por ejemplo, la
construccidén de ADN puede introducirse directamente en el ADN
gendmico de la célula vegetal usando técnicas tales como
electroporacidén y microinyeccidén de protoplastos de células
vegetales, o las construcciones de ADN pueden introducirse
directamente al tejido vegetal utilizando métodos balisticos,
tales como bombardeo de particulas de ADN. Alternativamente,
las construcciones de ADN se pueden combinar con regiones
flanqueantes de T-ADN adecuadas y se pueden introducir en una
regién de vector de anfitrién convencional Agrobacterium
tumefaciens. Las funciones de virulencia del anfitridn
Agrobacterium tumefaciens dirigirad la insercién de 1la
construccién y el marcador adyacente en el ADN de la célula

vegetal cuando la célula estd infectada por la bacteria.

[0105] Se han descrito diversos métodos de transformacidn de

la palma. Ver, p.ej, Masani y Parveez, Revista Electrdénica de



Biotecnologia Vol. 11 No. 3, 15 de julio de 2008; Chowdury et
al., Informes de células vegetales, Volumen 16, Numero 5, 277

- 281 (1997).

[0106] Las técnicas de microinyeccidén son conocidas en la
técnica y estan bien descritas en la literatura cientifica y
de patentes. La introduccidén de construcciones de ADN usando
precipitacién con polietilenglicol se describe en Paszkowski
et al. EMBO J. 3: 2717 - 2722 (1984). Las técnicas de
electroporacidén se describen en Fromm et Alabama. Proc. Natl.
25 Acad. Sci. Estados Unidos 82: 5824 (1985). Las técnicas de
transformacidén balistica se describen en Klein et al. Nature

327:70-73 (1987) .

[0107] Las técnicas de transformacidén mediadas Agrobacterium
tumefaciens, incluido el desarme y el uso de vectores binarios,
estdn bien descritas en la literatura cientifica. Ver, por
ejemplo, Horsch et al. Ciencia 233: 496-498 (1984), y Fraley
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 80: 4803 (1983).

[0108] Las células vegetales transformadas que se derivan de
cualquier técnica de transformacidén se pueden cultivar para
regenerar una planta completa que posee el genotipo
transformado vy, por lo tanto, el fenotipo deseado. Dichas
técnicas de regeneracidén se basan en la manipulacidn de ciertas
fitohormonas en un medio de cultivo de cultivo tisular,
dependiendo opcionalmente de un marcador de biocida y / o
herbicida que se ha introducido junto con las secuencias de
nucledétidos deseadas. La regeneracidn de plantas a partir de
protoplastos cultivados se describe en Evans 'y col.,
Protoplasts Isolation and Culture, Handbook of Plant Cell

Culture, paginas 124-176, MacMillilan Publishing Company,



Nueva York, 1983; and Binding, Regeneration of Plants, Plant
Protoplasts, péags. 21 - 73, CRC Press, Boca Raton, 1985. La
regeneracién también se puede obtener de callo de plantas,
explantes, 6érganos o partes de los mismos. Tales técnicas de
regeneracién se describen generalmente en Klee et al. Ann. Rev.

of Plant Phys. 38: 467 - 486 (1987).

[0109] Los &cidos nucleicos de la invencidén se pueden usar para
conferir rasgos deseados en esencialmente cualgquier planta.
Por lo tanto, la invencidén tiene uso en una amplia gama de
plantas, incluidas especies de los géneros Espdrragos, Atropa,
Avena, Brassica, Agrios, Citrullus, Pimiento, Cucumis,
Cucurbita, Daucus, Fragaria, Glicina, Gossypium, Helianthus,
Heterocallis, Hordeum, Hyosciamus, Lactuca, Linum, Lolium,
Lycopersicon, Malus, Manihot, Majorana, Medicago, Nicotiana,
Oryza, Panieum, Pannesetum, Persea, Pisum, Pyrus, Prunus,
Raphanus, Secale, Senecio, Sinapis, Solanum, Sorgo,
Trigonella, Tritio, Vitis, Vignay, Zea. Las plantas que tienen
una cubierta, y por lo tanto las que tienen uso en la presente
invencién, incluyen, pero no se limitan a, dicotiledéneas vy

monocotileddéneas que incluyen, pero no se limitan a, la palma.

EJEMPLOS

[0110] Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero

no para limitar la invencién reivindicada.

Ejemplo 1. Identificacién de los alelos 3-11, que corresponden
al nucledétido SEQ ID NOs: 12-21 y polipéptido SEQ ID NOs: 3-
11.



[0111] Anteriormente informamos que las mutaciones AVROS y MPOB
en el ex6tn 1 del gen SHELL son responsables del fenotipo de 1la
forma de la fruta de la palma de aceite pisifera cuando es
homocigoto (p.ej, AVROS / AVROS, MPOB / MPOB o AVROS / MPOB) y
el fenotipo de forma de fruta de palma de aceite tenera cuando
heterocigoto junto con un alelo de tipo silvestre dura (p.ej,
AVROS / dura o MPOB / dura) Mientras la palma de aceite tenera
es el fenotipo preferido para la producciédn comercial de palma
aceitera, es dificil prevenir por completo la aparicidén del
tipo silvestre de palma dura en poblaciones comerciales. Para
estimar el grado de contaminacién de dura dentro de las
poblaciones comerciales de palma aceitera, y para buscar nuevos
alelos del gen SHELL de palma aceitera, y para buscar nuevos
alelos del gen SHELL que son causantes del fenotipo pisifera /
tenera, probamos 5,158 palmas de aceite de 6 diferentes
plantaciones de pequefios propietarios en Malasia por la
presencia de alelos AVROS y/o MPOB usando un ensayo de PCR
especifico de alelo para cada alelo (Dura, sh?'R% y shMB) Como
era de esperar, la mayoria de las palmas eran heterocigotas

para el alelo sh?"R9 o shM© (Tabla 2).

[0112] Sin embargo, se predijo que 504 palmas serian
homocigdticas para el alelo ShPelilura en ambas posiciones de
SNP. El ex6n 1 del gen SHELL, que codifica el dominio completo
de la MADS box, se secuencid en cada una de estas 504 palmas.
La secuenciacién se realizd en amplicones amplificados por PCR
usando cebadores que flanquean el exdédn 1. La PCR se realizd en
condiciones estéandar. Los amplicones se purificaron y Sanger
se secuencidé en una direccidédn usando un cebador interno para
los cebadores de amplificacién de PCR. Las lecturas de
secuenciacién se analizaron individualmente dentro de CONSED

para determinar la secuencia y la cigosidad de cada posicién



de nucledtido dentro del exdédn 1. Como se muestra en la Tabla
2, se determindé que 13 palmas eran heterocigotas para el alelo
ShAVROS (2 del sitio 1, 4 del sitio 2, 2 del sitio 3, 3 del sitio
4 y 2 del sitio 5), lo que indica que estas palmas eran de
hecho genotipicamente de palmas tenera. Se determindé que tres
palmas eran heterocigotas para el alelo shM% (1 del sitio 2,
1 del sitio 4 y 1 del sitio 5), lo gque indica que estos también
fueron genotipicamente palmas tenera. Sin embargo, las 488
palmas restantes fueron homocigdticas para el alelo ShPelibura an
ambas posiciones de SNP, sugiriendo que estos &rboles eran
genotipicamente dura o que portaban alelos mutantes previamente

no identificados del gen SHELL.

[0113] Se descubridé que el alelo 3 (SEQ ID NO: 3 y 13) era
heterocigoto en 68 palmas (Tabla 2), el alelo 4 (SEQ ID NO: 4
y 14) era heterocigdético en 66 palmas y se descubrid que el
alelo era heterocigoto en 1 palma. Cada una de estas 135 palmas
era 1independiente la una de la otra. Los aminoacidos
codificados por los alelos 3 y 5 se producen dentro del NLS de
SHELL, al igual que las mutaciones AVROS y MPOB (figura 3). El
aminoacido codificado por el alelo 4 se encuentra en
aminoacidos C-terminal del aminocadcido mutado por el alelo

ShAVROS

Tabla 2. Determinacién de genotipos exon 1 de SHELL en palmas tomadas de pequefias plantaciones

Z -~ e - el - [ % = = —
z © 24 & =& =& 9 =8 =& o 3
=~ = [ [ [ [ @ [ @ [ [
Sitio en la plantacién Probado® Secuenciado® : = = -'—_r! = = = = = = =
1 940 102 2 - 1 23 1 - - - - - _
2 1,133 126 4 1 - 16 - - - - - - _
3 720 27 2 - - 4 - - - - - - _
4 1,002 36 3 - 11 - - - - - - _
5 922 145 2 1 58 11 - - - - - - _

6 351 68 - - 9 1 - - - - - - -

" Nimero de palmas independientes probado para mutaciones AVROS v MBOP por ensayo PCR de alelo especifico

b
Numero de palmas independientes analizadas ademés por secuenciamiento de ADN del exon 1 del gen SHELL



[0114] Luego, genotipificamos 3.952 palmas de siete sitios de
vivero de palma de aceite en Malasia (Tabla 3). Una vez més,
la mayoria eran heterocigotos para el alelo sh#VR9% o sh!F0B,
indicdé gue eran genotipicamente palmas tenera. Sin embargo, se
pronosticaron 536 palmas para ser homocigotos para el alelo
Shpbelibura on ambas posiciones de SNP. El exén 1 del gen SHELL,
que codifica el dominio completo de la MADS box, se secuencid
en cada una de estas 536 palmas como se describid

anteriormente.

[0115] Como se muestra en la Tabla 3, se determind que 6 palmas
eran heterocigotas para el alelo sh?"R%, 1o que indica que estas
palmas eran de hecho genotipicamente palmas tenera. Se
determindé que una palma era heterocigota para el alelo sh™©B,
Sin embargo, se determind que las 529 palmas restantes eran
homocigbéticas para el alelo ShPeliPura en ambas posiciones de
SNP, sugiriendo gque estos arboles eran genotipicamente dura o
que portaban alelos mutantes previamente no identificados del
gen SHELL. Se descubrid que el alelo 3 (SEQ ID NO: 3 y 13) era
heterocigoto en 36 palmas (Tabla 3), y el Alelo 4 (SEQ ID NO:
4 y 14) resultd ser heterocigoto en 2 palmas. Cada una de estas

38 palmas era independiente la una de la otra.

Tabla 3. Determinaciéon del genotipo del exon 1 de SHELL en palmas tomadas de criaderos de palma de aceite

@ m e - ", e ~ ® EN = -
£ ¢ & 98 & 92 5§ 9 & =2 =
Sitio del eriadero Probado® Secuenciado” ; ‘.E _,'_?.IJI ;—:IJI ;QIJI ;—T,!J‘ ;—:jl ;—T,]JI ;qi ;ﬂi. ;—T,gj‘
1 539 40 1 - 1 - - - - - - - -
2 571 134 - 1 18 - - - - - - - -
3 576 147 2 - 12 2 - - - - - - -
4 571 94 - - 5 - - - - - - - -
5 550 22 1 - - - - - - - - - -
6 572 65 - - - - - - - - - - -
7 573 34 2 - - - - - - - - - -

"Numero de palmas independientes probadas para mutaciones AVROS y MBOP por pruebas PCR para alelos especificos
b.
Niimero de palmas independientes analizadas ademéas por secuenciamiento del ADN del exon 1 del gen SHELL

[011l6] Para identificar atn més las variantes del exén 1 de

SHELL, secuenciamos el exén 1 del gen SHELL en 148 palmas de



colecciones de germoplasma recolectadas de diversas regiones
geograficas (64 de Angola, 28 de Ghana, 27 de Nigeria, 27 de
Tanzania y 2 de Guinea). El alelo sh?"R% fue més comin entre
las poblaciones que se espera que sean de el fenotipo tenera
(50 Angola, 10 Ghana, 6 Nigeria y 22 palmas de Nigeria),
mientras que el alelo sh"® se detectd en 5 Angola, 5 Ghana y
19 palmas de Nigeria (Tabla 4). EI1 alelo 4 (también detectado
en pequeflas plantaciones y viveros) se detectd en las palmas 1

Ghana y 2 Guinea.

[0117] Ademéds, se detectaron seis nuevos alelos SHELL. El Alelo
6 fue detectado en 4 palmas de Tanzania y codifica un cambio
de aspartato al aminodcido glutamina en relacidén con dura en
la posicidén de aminodcido 12 (Figuras 2 y 3). El1 Alelo 7, una
eliminacidén de inframejoras que elimina 5 aminocdcidos en
relacidén con dura fue detectado en 1 palma de Nigeria. Los
Alelos 8 y 9 alteran el mismo aminodcido relativo a dura. La
arginina conservada en la posicidén de aminoadcido 24 se cambia
a histidina en Alelo 8 y a la glicina en Alelo 9 (Figuras 2 y
3). E1 Alelo 10 se detectd en una palma de Ghana, y codifica
una sustitucidén de aminoacido valina a glutamato en relaciédn
con dura en la posicidén de aminocacido 37. Finalmente, el Alelo
11 fue detectado en dos palmas de Angola, y codifica un
polimorfismo de nucledtido Gnico sindénimo (Figura 2). Es digno
de mencidén que, como las mutaciones sh?"R%% y sh'8, los Alelos
3, 5, 7, 8 y 9 todos afectan a los aminodcidos que son parte

de la NLS altamente conservada de la proteina SHELL.



Tahla 4 Determinacién de los genotipos del exon 1 de SHELL en colecciones de germoplasma

] - e - i, -] - - = = =

= =) ] ] ] e ) 9 5 < 9

Sequenced ; E #0 7;"0 7;"0 #0 ?u‘i #o #‘U #‘U Eu‘i

Angola 64 50 5 - - - - - - 2
Ghana 28 10 5 - 1 - 4 4 -
Nigeria 27 6 19 - - - 1 - - -
Tanzania 27 22 - - 4 _ _ _
Guinea 2 - - 2 - - - _

[0118] Entre las palmas secuenciadas como parte de la coleccidn
de germoplasma, 32 fueron visualmente fenotipadas para el tipo
de fruto de palma de aceite (dura, tenera o pisifera). De tres
palmas de Angola fenotipadas como tenera, dos eran
heterocigotos para el aleloshAVROS y eran de tipo silvestre
(dura) en todas las otras posiciones de nucledtidos del exdn 1
dentro del exén 1. De dos palmas de Angola fenotipadas como
dura, ambos eran heterocigotos para el Alelo 11 variante (Alelo
11 / ShDeliDura) y eran de tipo silvestre (dura) en todas las
demas posiciones de nucledbdétidos del exdn 1, de acuerdo con la
expectativa de que el cambio sindénimo no estd directamente
involucrado en el fenotipo tenera / pisifera . Una palma de
Angola fenotipada como tenera era de tipo silvestre (dura) en
todas las posiciones de nucledtidos del exdn 1. Ninguna de las

palmas de Angola en este estudio fue fenotipada como pisifera.

[0119] De 10 palmas de Ghana fenotipadas como tenera, 1 era
heterocigoto para Alelo 4 (Alelo 4 / ShPelibura) y era de tipo
silvestre (dura) en todas las otras posiciones de nucledtidos
del exén 1, 4 fueron heterocigdticas para Alelo 8 (Alelo 8 /
ShPeliburay v eran de tipo silvestre (dura) en todas las otras
posiciones de nucledtidos del exdn 1, 4 fueron heterocigdticas
para Alelo 9 (Alelo 9 / ShPeliburay vy eran de tipo silvestre
(dura) en todas las otras posiciones de nucledbdtidos del exdn

1, v 1 era heterocigoto para Alelo 10 (Alelo 10 / ShPelibura) vy



era de tipo silvestre (dura) en todas 15 las deméds posiciones
de nucledtidos del exéd4n 1. Ninguna de las palmas de Ghana en

este estudio fue fenotipada como dura.

[0120] De 8 palmas de Nigeria fenotipadas como tenera, 3 eran
heterocigotos para el sh?R% alelo (sh?VROS/gpPeliburay v tipo
silvestre (dura) en todas las otras posiciones de nucledtidos,
3 fueron heterocigotos para el sh"© alelo (shM98/ gpbeliburay
tipo silvestre (dura) en todas las otras posiciones de
nucledtidos del exén 1, y 1 era heterocigoto para Alelo 7
(Alelo 7 / ShPeliburay vy tipo silvestre (dura) en 25 todas las
demds posiciones de nucledétidos del exdn 1. Una palma Nigera
fenotipada como tenera era de tipo silvestre (dura) en todas
las posiciones de nuclebdtidos del exdn 1. De dos palmas de
Nigeria fenotipadas como pisifera, 1 era homocigoto para el
sh#VR9S glelo y era de tipo silvestre (dura) 30 en todas las
otras posiciones de nucledétidos del exdn 1, mientras que el
otro era heterocigoto para el sh®¥R% alelo (sh?VR0S/ gpPelibura)
era de tipo silvestre (dura) en todas las demds posiciones de
nucledtidos del exdn 1. Ninguna de las palmas de Nigeria en

este estudio fue fenotipada como dura.

[0121] De 2 palmas de Tanzania fenotipadas como tenera, 1 era
heterocigoto para sh?"f% Alelo (sh?VR0S/ghPelibura) ¢ era de tipo
silvestre (dura) en todas las otras posiciones de nucledtidos
del exén 1, mientras que el otro era un heterocigoto compuesto
con el sh?R% glelo en un cromosoma y Alelo 6 en el otro
cromosoma (sh?"R%5/ Alelo 6) y era de tipo silvestre (dura) en
todas las demés posiciones de nucledétidos del exdn 1. Ademés,
3 de 3 palmas de Tanzania fenotipadas como dura eran
heterocigotos para Alelo 6. Esto sugiere que, aunque Alelo 6

no puede contribuir al fenotipo tenera , puede ser un marcador



para alelos estrechamente relacionados que contribuyen al
fenotipo. Ninguna palmera de Tanzania en este estudio fue

fenotipada como pisifera.

[0122] De 2 palmas de Guinea fenotipadas como tenera, 1 era
heterocigoto para Alelo 4 (Alelo 4 / ShDeliDura) y era de tipo
silvestre (dura) en todas las deméds posiciones de nucledtidos
del exén 1. E1 otro era homocigoto para Alelo 4 y era de tipo
silvestre (dura) en todas las deméds posiciones de nucledtidos
del exén 1. Ninguna de las palmas de Guinea en este estudio

fue fenotipada como dura o pisifera.
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LISTA INFORMAL DE SECUENCIAS EJEMPLARES

SEQ ID NO: 1 SHELL predijo la secuencia de la proteina, la
mutacidén subrayada, en cursiva y en negrita

[pisifera, Alelo de Zaire; sh?VROS]
MGRGKIEIKRIENTTSRQVTFCKRRNGLLKnorteAYELSVLCDAEVALIVESS
RGRLYEYANNSIRSTIDRYKKACANSSNSGATIEINSQYYQQESAKLRHQ
IQILONANRHLMGEALSTLTVKELKQLENRLERGITRIRSKKHELLFAET
EYMOKREVELONDNMYLRAKIAENERAQQAA

SEQ ID NO: 2 SHELL predijo la mutacidén de la secuencia proteica
subrayada, en cursiva y en negrita

[pisifera, Alelo de Nigeria; shM©®]
MGRGKIEIKRIENTTSRQVTFCKRRNGLPAGKKAYELSVLCDAEVALIVFESS
RGRLYEYANNSIRSTIDRYKKACANSSNSGATIEINSQYYQQESAKLRHQ 15
IQILONANRHLMGEALSTLTVKELKQLENRLERGITRIRSKKHELLFAET
EYMOKREVELQONDNMYLRAKIAENERAQQAA

SEQ ID NO: 3 SHELL predijo la mutacidén de la secuencia de
proteinas subrayada, en cursiva y en negrita

[predicho pisifera, Alelo 3]
MGRGKIEIKRIENTTSROQVTFCORRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVESS
RGRLYEYANNSIRSTIDRYKKACANSSNSGATIEINSQYYQQESAKLRHQ
IQILONANRHLMGEALSTLTVKELKQLENRLERGITRIRSKKHELLFAET
EYMOKREVELONDNMYLRAKTIAENERAQQAA

SEQ ID NO: 4 SHELL predijo la mutacién de la secuencia proteica
subrayada, en cursiva y en negrita

[predicho pisifera, Alelo 4]
MGRGKIEIKRIENTTSRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDreEVALIVFESS
RGRLYEYANNSIRSTIDRYKKACANSSNSGATIEINSQYYQQESAKLRHQ
IQILONANRHLMGEALSTLTVKELKQLENRLERGITRIRSKKHELLFAET



EYMOKREVELONDNMYLRAKIAENERAQQAA

SEQ ID NO: 5 SHELL predijo la mutacién de la secuencia de
proteinas subrayada, en cursiva y en negrita

[predicho pisifera, Alelo 5]
MGRGKIEIKRIENTTSRQVTFCnorteRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFESS
RGRLYEYANNSIRSTIDRYKKACANSSNSGATIEINSQYYQQESAKLRHQ
IQILONANRHLMGEALSTLTVKELKQLENRLERGITRIRSKKHELLFAET
EYMOKREVELONDNMYLRAKIAENERAQQAA

SEQ ID NO: 6 SHELL predijo la mutacidén de la secuencia de
proteinas subrayada, en cursiva y en negrita

[predicho pisifera, Alelo 6]
MGRGKIEIKRIQNTTSRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVESS
RGRLYEYANNSIRSTIDRYKKACANSSNSGATIEINSQYYQQESAKLRHQ
IQILONANRHLMGEALSTLTVKELKQLENRLERGITRIRSKKHELLFAET
EYMOKREVELQONDNMYLRAKIAENERAQQAA

SEQ ID NO: 7 SHELL predijo secuencias proteicas de aminoacidos
eliminados indicados por un guion ("-")

[predicho pisifera, Alelo 7]

MGRGKIE - - - - -NTTSRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVEFESS
RGRLYEYANNSIRSTIDRYKKACANSSNSGATIEINSQYYQQESAKLRHQ
IQILONANRHLMGEALSTLTVKELKQLENRLERGITRIRSKKHELLFAET
EYMOKREVELONDNMYLRAKTIAENERAQQAA

SEQ ID NO: 8 SHELL predijo la mutacidén de la secuencia de
proteina subrayada, en cursiva y en negrita

[predicho pisifera, Alelo 8]
MGRGKIEIKRIENTTSRQVTFCKMARIDORNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVESS
RGRLYEYANNSIRSTIDRYKKACANSSNSGATIEINSQYYQQESAKLRHQ
IQILONANRHLMGEALSTLTVKELKQLENRLERGITRIRSKKHELLFAET



EYMOKREVELONDNMYLRAKIAENERAQQAA

SEQ ID NO: 9 SHELL predijo la mutacién de la secuencia
proteinas subrayada, en cursiva y en negrita

[predicho pisifera, Alelo 9]
MGRGKIEIKRIENTTSRQVTFCKGRAMORNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFESS
RGRLYEYANNSIRSTIDRYKKACANSSNSGATIEINSQYYQQESAKLRHQ
IQILONANRHLMGEALSTLTVKELKQLENRLERGITRIRSKKHELLFAET
EYMOKREVELONDNMYLRAKIAENERAQQAA

de

SEQ ID NO: 10 SHELL predijo la mutacién de la secuencia proteica

subrayada, en cursiva y en negrita

[predicho pisifera, Alelo 10]
MGRGKIEIKRIENTTSRQVTFCKRRNGLLKKAYELSreLCDAEVALIVFESS
RGRLYEYANNSIRSTIDRYKKACANSSNSGATIEINSQYYQQESAKLRHQ
IQILONANRHLMGEALSTLTVKELKQLENRLERGITRIRSKKHELLFAET
EYMOKREVELQONDNMYLRAKIAENERAQQAA

SEQ ID NO: 11 SHELL predijo la secuencia de la proteina,
mutacidén silenciosa da como resultado la secuencia
aminoacidos de tipo silvestre

[predicho pisifera, Alelo 11]
MGRGKIEIKRIENTTSROQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVESS
RGRLYEYANNSIRSTIDRYKKACANSSNSGATIEINSQYYQQESAKLRHQ
IQILONANRHLMGEALSTLTVKELKQLENRLERGITRIRSKKHELLFAET
EYMOKREVELONDNMYLRAKTIAENERAQQAA

SEQ ID NO: 12 Delecidén en el intrdén 1 del gen SHELL,
nucledtidos delecionados en referencia al tipo silvestre
denotado con un guidén ("-")
GTATGCTTTGATGACGCCTTCTCTTCCTTCGCTCATATCAAG - - — -
TTTTATGGCTTCA T

la
de



SEQ ID NO: 13 SHELL Exon 1 Secuencia del alelo 3, mutacidn
subrayada, en cursiva y negrita
ATGGGTAGAGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGAACACCACAAGCCGGCAGGTCACTT
TCTGCdoAACGCCGAAATGGACTGCTGAAGAAAGCTTATGAGTTGTCTGTCCTTTGTGATG
CTGAGGTTGCCCTTATTGTCTTCTCCAGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTACGCCAATAACAG

SEQ ID NO: 14 SHELL Exon 1 Secuencia del alelo 4, mutaciédn
subrayada, en cursiva y negrita

ATGGGTAGAGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGAACACCACAAGCCGGCAGGTCACTT
TCTGCAAACGCCGAAATGGACTGCTGAAGAAAGCTTATGAGTTGTCTGTCCTTTGTGATGU
NTGAGGTTGCCCTTATTGTCTTCTCCAGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTACGCCAATAACAG

SEQ ID NO: 15 SHELL Exon 1 Secuencia del alelo 5, mutacidn
subrayada, en cursiva y negrita
ATGGGTAGAGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGAACACCACAAGCCGGCAGGTCACTT
TCTGCAATCGCCGAAATGGACTGCTGAAGAAAGCTTATGAGTTGTCTGTCCTTTGTGATGC
TGAGGTTGCCCTTATTGTCTTCTCCAGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTACGCCAATAACAG

SEQ ID NO: 16 SHELL Exon 1 Secuencia del alelo 6, mutacién
subrayada, en cursiva y negrita

ATGGGTAGAGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCAoAGAACACCACAAGCCGGCAGGTCACT
TTCTGCAAACGCCGAAATGGACTGCTGAAGAAAGCTTATGAGTTGTCTGTCCTTTGTGATG
CTGAGGTTGCCCTTATTGTCTTCTCCAGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTACGCCAATAACAG

SEQ ID NO: 17 SHELL Exon 1 Secuencia del alelo 7, nucledétidos
eliminados en referencia a tipo silvestre-type denotado por
un guion ("-")

ATGGGTAGAGGAAAGATTGAGA - = = = = = = = - = = - - - -
ACACCACAAGCCGGCAGG
TCACTTTCTGCAAACGCCGAAATGGACTGCTGAAGAAAGCTTATGAGTTGTCTGTCCTTTG



TGATGCTGAGGTTGCCCTTATTGTCTTCTCCAGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTACGCCAAT
AACAG

SEQ ID NO: 18 SHELL Exon 1 Secuencia del alelo 8, mutacidn
subrayada, en cursiva y negrita
ATGGGTAGAGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGAACACCACAAGCCGGCAGGTCACTT
TCTGCAAACUNCCGAAATGGACTGCTGAAGAAAGCTTATGAGTTGTCTGTCCTTTGTGATG
CTGAGGTTGCCCTTATTGTCTTCTCCAGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTACGCCAATAACAG

SEQ ID NO: 19 SHELL Exon 1 Secuencia del alelo 9, mutaciédn
subrayada, en cursiva y negrita
ATGGGTAGAGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGAACACCACAAGCCGGCAGGTCACTT
TCTGCAAAGRAMOGCCGAAATGGACTGCTGAAGAAAGCTTATGAGTTGTCTGTCCTTTGTG
ATGCTGAGGTTGCCCTTATTGTCTTCTCCAGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTACGCCAATAA
CAG

SEQ ID NO: 20 SHELL Exon 1 Secuencia del alelo, mutacién
subrayada, en cursiva y negrita

ATGGGTAGAGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGAACACCACAAGCCGGCAGGTCACTT
TCTGCAAACGCCGAAATGGACTGCTGAAGAAAGCTTATGAGTTGTCTGUNCCTTTGTGATG
CTGAGGTTGCCCTTATTGTCTTCTCCAGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTACGCCAATAACAG

SEQ ID NO: 21 SHELL Exon 1 Secuencia del alelo 11, mutacién
subrayada, en cursiva y negrita

ATGGGTAGAGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGAACACCACAAGCCGGCAGGTCACTT
TCTGCAAACGCCGAAATGGACTGCTGAAGAAAGCTTATGAGTTGTCTGTCCTAoTGTGATG
CTGAGGTTGCCCTTATTGTCTTCTCCAGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTACGCCAATAACAG



SEQ ID NO: 22 SHELL Exon 1 Secuencia de shAVROS Alelo, mutacidn
subrayada, en cursiva y negrita
ATGGGTAGAGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGAACACCACAAGCCGGCAGGTCACTT
TCTGCAAACGCCGAAATGGACTGCTGAAGAATGCTTATGAGTTGTCTGTCCTTTGTGATGC
TGAGGTTGCCCTTATTGTCTTCTCCAGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTACGCCAATAACAG

SEQ ID NO: 23 SHELL Exon 1 Secuencia de shMPOB Alelo, mutacidn
subrayada, en cursiva y negrita

ATGGGTAGAGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGAACACCACAAGCCGGCAGGTCACTT
TCTGCAAACGCCGAAATGGACTGCAoGAAGAAAGCTTATGAGTTGTCTGTCCTTTGTGATG
CTGAGGTTGCCCTTATTGTCTTCTCCAGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTACGCCAATAACAG

SEQ ID NO: 24 SHELL de tipo silvestre (ShPeliPura) secuencia de
proteina predicha. Aminodcidos mutados en sh?VR95, shM9B8, vy los
alelos 3-6 y 8-10 estédn subrayados, en cursiva y negrita. Los
aminoacidos mutados en el alelo 7 estan subrayados.

[dura, ShPelibura)
MGRGKIEIKRImMINTTSRQVTFCKRRNGLLKRKAYELSVLCDUNEVALIVESS
RGRLYEYANNSIRSTIDRYKKACANSSNSGATIEINSQYYQQESAKLRHQ
IQILONANRHLMGEALSTLTVKELKQLENRLERGITRIRSKKHELLFAET
EYMOKREVELONDNMYLRAKTIAENERAQQAA

SEQ ID NO: 25 SHELL de tipo silvestre (ShPelibura) gSecuencia del
exén 1, nucledtidos mutados en sh?VRO3, shM8, y los alelos 3-6
y 8-11 estédn subrayados, en cursiva y negrita. Los nucledbdtidos
delecionados en el alelo 7 estan subrayados
ATGGGTAGAGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGRAMOAGAACACCACAAGCCGGCAGGTC
ACTTTCTGCUNUNACGCCGAAATGGACTGCTIGAAGAAUNGCTTATGAGTTGTCTGTCCTTT
GTGATGAOTGAGGTTGCCCTTATTGTCTTCTCCAGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTACGCCA
ATAACAG



SEQ ID NO: 26 SHELL de tipo silvestre (ShDeliDura) El exdédn 1
se fusiond con los nucledétidos 1-119 del intrdn 1
ATGGGTAGAGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGAACACCACAAGCCGGCAGGTCACTT
TCTGCAAACGCCGAAATGGACTGCTGAAGAAAGCTTATGAGTTGTCTGTCCTTTGTGATGC
TGAGGTTGCCCTTATTGTCTTCTCCAGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTACGCCAATAACAGG
TATGCTTTGATGACGCCTTCTCTTCCTTCGCTCATATCAAGTTAATTTTATGGCTTCATTT
GTTCTATGGCCAAGCCAAATTCTTTTTAAAGTTCTAGAATGTTAATGATGGTAGTTT
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Sefiora

Maria José Lamus Becerra

Directora de Nuevas Creaciones
Superintendencia de Industria y Comercio
E. S. D.

Referencia: Solicitud de PCT Patente de Invencidon denominada Método
para Predecir el Fenotipo de la Cascara de Palma Mediante la
Deteccion de Polimorfismos en el Exén 1 del Gen Shell.
Asunto: Respuesta al Requerimiento No. 2299 del 8 de mayo de 2019.
Expediente No. NC2018/0000194
Juan Carlos Cuesta Quintero, mayor de edad, identificado como aparece al pie de mi
firma, obrando en mi calidad de apoderado de Malasyan Palm Qil Board doy respuesta al
Oficio No. 2299 del 8 de mayo de 2019, bajo los siguientes términos:

1. Reivindicaciones relativas al uso:

El Examinador objeta las reivindicaciones 20-22, argumentando que las mismas se refieren

al uso de la gonadotrofina coriénica equina recombinante, por lo cual no son patentables.

Con el fin de subsanar las objeciones presentadas por parte del Examinador, el solicitante

elimina las reivindicaciones 20 y 22 del nuevo capitulo reivindicatorio adjunto.
2. Claridad de la solicitud
- Titulo
El Examinador objeta el titulo de la solicitud por considerar que el mismo no se ajusta al
objeto de la solicitud contenido en la descripcion y las reivindicaciones. El solicitante acepta

la sugerencia del Examinador y modifica el titulo de la solicitud al siguiente:

“Método para Predecir el Fenotipo de la Cascara de Palma Mediante la Deteccién de

Polimorfismos en el Exén 1 del Gen Shell”

- Reivindicaciones
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El Examinador objeta la claridad de la reivindicacién 1, argumentando que la
redaccidn no es clara y las secuencias mencionadas no corresponden con las
secuencias mencionadas en la descripcion ni con las secuencias de la palma de
aceite. Con el fin de subsanar esta objecién, e! solicitante presenta un nuevo
capitulo reivindicatorio en el cual se corrigen las reivindicaciones 1 y 2 para

incluir [as secuencias correctas.

Ei Examinador objeta las reivindicaciones 1, .3, 8 y 9, argumentando que no se
hace la traduccidén adecuada de la expresién ‘gen-SHELL". E| solicitante
presenta un nuevo capitulo reivindicatorio en el cual se corrigen los errores de

traduccion.

El Examinador objeta la redacciéon de la reivindicacion 2 por que contiene dos
enlaces gramaticales que no permiten establecer las caracteristicas esenciales
que se pretenden reclamar. También objeta el que la reivindicacién 2 comprende
caracteristicas que se consideran resultados a alcanzar. Con el fin de subsanar
esta objecion, el solicitante presenta un nuevo capitulo reivindicatorio en el cual
se corrige la reivindicacion 2 para eliminar el uso errado de los enlaces

gramaticales.

En cuanto a la objecién realizada por parte del Examinador relacionada con el
supuesto resultado a alcanzar, el solicitante no esta de acuerdo con la misma
ya que los pasos del método objetados por el Examinador son el resuitado
natural de los pasos anteriores, 0 sea, donde se detectan las secuencias
genéticas de interés. Los pasos objetados por el Examinador podrian llegar a
considerarse como un resultado a alcanzar si se presentaran por si solos en una
reivindicacion dependiente, pero en la'manera en que se presentan constituyen
mas una caracteristica funcional del método que un resultado a alcanzar. Por lo
tanto, el solicitante considera que remover las caracteristicas objetadas le
quitaria claridad al método reclamado, ya que para el técnico medio con
habilidad ordinaria en la materia no seria del todo claro el propoésito del método

reclamado.

El Examinador objeta la reivindicacion 3, argumentando que la misma no
presenta caracteristicas adicionales a las mencionadas en la reivindicacion 1y
no define en qué consiste el marcador polimérfico. Con el fin de subsanar la
objecion presentada por parte del Examinador, el solicitante presenta una nueva

reivindicacion 3 la cual define correctamente el marcador polimérfico.

En cuanio a la objecion del Examinador a la reivindicacién 4, el solicitante

manifiesta su desacuerdo con la objecion presentada por parte del Examinador.
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Sin embargo, con el fin de hacer mas expedito el trémite de la solicitud se elimina

dicha reivindicacion del capitulo reivindicatorio.

e Por ultimo, el solicitante elimina las reivindicaciones 8 y 9 del nuevo capitulo
reivindicatorio, .con lo cual se consideran subsanadas las objeciones

presentadas por parte del Examinador a la claridad de las mismas.
- Descripcion

Con el fin de subsanar la objecion del examinador a la claridad de la descripcion debido a
la traduccion deficiente-de las tablas 2 a 4, el solicitante presenta una nueva descripcion

donde se corrigen dichas tablas.
3. Examen de Patentabilidad
- Nivel Inventivo

El Examinador objeta el nivel inventivo de la presente solicitud a la luz de las ensefianzas
del documento US 2013/0247249 (en adelante D1) argumentando que la materia objeto de
las reivindicaciones 1, y 9 constituye una simple alternativa al método y el casete divulgados
en D1, alternativa que es sugerida por el documento D1 cuyas ensefianzas motivarian el
técnico con habilidad -en. la. materia a desarrollar la materia reclamada en dichas

reivindicaciones.

Esencialmente, el Examinador argumenta que la diferencia entre la presente solicitud y el
documento D1 son las secuencias genéticas que se analizan del marcador genético,
aduciendo que no hay ningun efecto técnico aparente que surja de la seleccion de las
secuencias reclamadas, particularmente considerando que el documento D1 reporta un
100% de éxito con las secuencias alli divulgadas en tanto que la presente solicitud no

menciona ningun porcentaje de éxito.

Al respecto, el solicitante quisiera observar que el hecho gue el documento D1 sugiera que
existe un sinnimero de polimorfismos presentes en la secuencia para identificar los
marcadores de ios genes deseados, esto no es un indicic de que los marcadores geneticos
identificados en la presente solicitud sean obvios o producto del trabajo cotidiano de un
técnico medio con habilidad en la materia. En ausencia de algun otro documento que guie
a dicho técnico hacia las secuencias identificadas en la presente solicitud, las mismas solo
son obvias en retrospectiva, particularmente considerando que D1 no establece claramente

cuales pueden ser estos polimorfismos ni el nimero de los mismos.

Esto es particularmente importante considerando que las ensefianzas del documento D1

se dirigen particularmente a marcadores genéticos presentes en las especies de palma de
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aceite del sudeste asiatico. Como el solicitante lo explica en los pérrafos [0113], [0114] vy
[01171y en las tablas 3 y 4, no habia certeza de que los marcadores del estado del arte
permitieran identificar los genes de interés en las variedades de palma de aceite del
continente africano. Por lo tanto, el solicitante de la presente invencion se puso a la tarea
de identificar marcadores genéticos mas especificos que se pudieran identificar tanto en las
especies de palma de Indonesia y malasia, como .en las de Angola, Nigeria, Tanzania y
Ghana.

En otras palabras, las secuencias genéticas divuigadas en la presente solicitud
corresponden a un conjunto reducido de marcadores genéticos que permiten identificar ios
genes del fenotipo SHELL de la palma de aceite en mas.especies que los divulgados en el
documento D1. Por lo tanto, el resultado sorprendente e inesperado de la presente
invencion no es, como o espera el Examinador, el porcentaje de éxito con el cual el método
identifica los fenotipos sino el hecho que los genes identificados 'se pueden emplear para
identificar el fenotipo en especies de palma de aceite que no estaban contempladas por el

método o las secuencias de D1.

Por lo tanto, la presente invencion puede considerarse una invencion de seleccién, por
cuanto selecciona un numero limitado de genes, de-todas las: secuencias posibles de
acuerdo con D1, y los emplea para identificar fenotipos en un grupo de especies de palma
de aceite mucho mas amplio. El técnico medio con habilidad ordinaria en la materia que
leyera solamente las ensefianzas de D1 no tendria como anticipar la existencia de tales
secuencias y, muy seguramente, no podria haber esperado que dichas secuencias
funcionaran en un mayor numero de especies. De hecho, un técnico medio que se basara
en las ensefianzas de D1 se limitaria a identificar una secuencia particular para las especies

de palma del Africa y otra para las de Malasia e Indonesia.

Por consiguiente, el solicitante considera que la presente invencion cumple con el requisito
de novedad, y de nivel inventivo y aplicacién industrial, subsanando de esta forma las

objeciones a la patentabilidad.

En vista de todo lo anterior, ruego a usted estudiar nuevamente la solicitud con base en las

modificaciones realizadas y proceder de conformidad.

Cordialmente,

Vs

Qﬂ:«“w /

i

Juan Carlos Cuesta Quintero.
C.C. 79.339.809 de Bogota
T.P. 43273 del C.S. dela J.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para predecir el fenotipo de la ciscara de una
planta o una semilla de palma, donde el método comprende:
a. Obtener informacidén del genotipo para la planta o semilla
de palma que indica la presencia, ausencia, o el numero de
alelos de pisifera o dura, en donde la informacidén del
genotipo comprende:
i.detectar el genotipo del marcado polimdérficco que
corresponde al nucledtido 67 del exén 1 del gen SHELL, vy
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimdérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacién A—>C del marcador
polimbérfico correspondiente al nucledtido 67 del exédn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o)
detectar el genotipo del marcado polimdérfico gue
corresponde al nucledtido 69 del exé4n 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidn relativa al tipo silvestre
del marcador polimdrfico indica la presencia del alelo de
plsifera, en donde detectar una mutacién.ﬁr?T del marcador
polimbérfico correspondiente al nucledtido 69 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera:
o]
detectar el genotipo del marcado ©polimbérfico gue
corresponde al nucledtido 70 del exdé4n 1 del gen SHELL, vy
en donde detectar la mutacidn relativa al tipo silvestre
del marcador polimdérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacién C2G del marcador
polimdérfico correspondiente al nucledtido 70 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera:;

o



detectar el genotipo del marcado polimérfico que
corresponde al nucledtido 71 del exdn 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimdérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacidédn G—=A del marcador
polimérfico correspondiente al nucledtido 71 del exoéon 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o

detectar el genotipo del marcado polimdrfice que
corresponde al nucledtido 110 del exdn 1 del gen SHELL, vy
en donde detectar la mutacidn relativa al tipo silvestre
del marcador polimdrfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacidén T—=A del marcador
polimérfico correspondiente al nucledtido 110 del exén 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o

detectar el genotipo del marcado polimdrfico que
corresponde al nucledtido 122 del exédn 1 del gen SHELL, vy
en donde detectar la mutaclidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimdérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacién A-2T del marcador
polimdérfico correspondiente al nucledtido 122 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o

detectar el genotipo del marcado polimdrfico que
corresponde a los nucledtidos 23-37 del exdn 1 del gen
SHELL, y en donde detectar la mutacién relativa al tipo
silvestre del marcador polimdérfico indica la presencia
del alelo de pisifera, en donde una mnutacidén por
eliminacién de un par de bases 15 correspondiente a 1los
nucledtidos 23-37 del exdn 1 del gen SHELL y causar una

eliminacién en marco de cinco aminocacidos en las



posiciones 8 a 12 del marco de lectura abierta de la
traduccién del exén 1, indica la presencia de un alelo de
pisifera; y
b. predecir el fenotipo de la cascara de una planta de palma
basado en la presencia, ausencia, o el numero de alelos de

pisifera o dura.

2. Un método para segregar una pluralidad de plantas de palma
en diferentes categorias basado en un fenotipo de cascara
predicho, el método comprende:
a. Obtener un fenotipo predicho para una planta o semilla de
palma en base a la presencia, ausencia, o numero de alelos
de pisifera o dura, en donde el fenotipo predicho es una
prediccidén basada en:
i.detectar el genotipo del marcado polimdrfico que
corresponde al nucledtido 67 del exdn 1 del gen SHELL, vy
en donde detectar la mutacidn relativa al tipo silvestre
del marcador polimdérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacién A->C del marcador
polimérfico correspondiente al nucleétido 67 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o]
detectar el genotipo del marcado polimdérfico que
corresponde al nucledtido 69 del exdn 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacién A>T del marcador
polimérfico correspondiente al nucledtido 69 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o
detectar el genotipo del marcado polimdrfico gue

corresporide al nucledtido 70 del exbédn 1 del gen SHELL, y



en donde detectar la mutacidn relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
plisifera, en donde detectar una mutacién C>G del marcador
polimérfico correspondiente al nucledtido 70 del exdén 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o

detectar el genotipo del marcado polimérfico que
corresponde al nucledtido 71 del exén 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacién G=2A del marcador
polimérfico correspondiente al nucledétido 71 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o

detectar el genotipo del marcado polimbérfico que
corresponde al nucledtido 110 del exén 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidn relativa al tipo silvestre
del marcador polimdérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacidn T—2A del marcador
polimbrfico correspondiente al nucledtido 110 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o)

detectar el genotipo del marcado ©polimbérfico que
corresponde al nucledtido 122 del exdn 1 del gen SHELL, vy
en donde detectar la mutacidn relativa al tipo silvestre
del marcador polimdérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacidn A>T del marcador
polimérfico correspondiente al nuclebdtido 122 del exén 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o

detectar el genotipo del marcado polimérfico que

corresponde a los nucledtidos 23-37 del exdn 1 del gen



SHELL, y en donde detectar la mutacién relativa al tipo
silvestre del marcador polimérfico indica la presencia
del alelo de pisifera, en donde una mnutacidén por
eliminacidén de un par de bases 15 correspondiente a los
nucledétidos 23-37 del exdn 1 del gen SHELL y causar una
eliminacidén en marco de cinco aminodcidos en las
posiciones 8 a 12 del marco de lectura abierta de 1a
traduccidn del exdén 1, indica la presencia de un alelo de
pisifera; vy
b. segregar las plantas ¢ semillas de palma en grupos basados
en el fenotipo predicho, en donde al menos un grupo contiene
uno de (i) plantas o semillas para las que se predijo que
tenian el fenotipo de céscara tenera, (ii) plantas o semillas
para las que se predijo que tenian el fenotipo de céscara
dura, (iii) plantas o semillas para las que se predijo gque

tenian el fenotipo de céscara pisifera.

3. El método de la reivindicacién 1 o 2, en donde 1la
presencia, ausencia, o numero de alelos de pisifera o dura se
determina detectando las SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 o SEQ ID

NO: 20.

4, El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en

donde las plantas de palma tienen menos de 5 afios de edad.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 gue
comprende ademds seleccionar la planta o las semillas de palma
para cultivar si la planta o las semillas de palma son

heterocigéticas para el marcador polimérfico.



6. El método de cualqguiera de las reivindicaciones 1 o 2, en
donde la planta o las semillas de palma se descartan si la
planta o las semillas de palma no tienen un genotipo que predice

el fenotipo de céascara tenera.
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REIVINDICACIONES

Un método para predecir el fenotipo de la cédscara de una

planta o una semilla de palma, donde el método comprende:

a.

Obtener informacidén del genotipo para la planta o semilla

de palma que indica la presencia, ausencia, o el nuUmero de

alelos de pisifera o dura, en donde la informacién del

genotipo comprende:

i.

detectar el genotipo del marcado polimbérfico que
corresponde al nucledtido 67 del exdédn 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacién A->C del marcador
polimérfico correspondiente al nucledétido 67 del exdédn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o
detectar el genotipo del marcado polimérfico que
corresponde al nucledtido 69 del exdén 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacidén A>T del marcador
polimérfico correspondiente al nucledtido 69 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o
detectar el genotipo del marcado polimébrfico que
corresponde al nucledétido 70 del exdéd4n 1 del gen SHELL, vy
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacidén C2G del marcador
polimérfico correspondiente al nucledétido 70 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;

©)



detectar el genotipo del marcado polimérfico que
corresponde al nucledtido 71 del exédn 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacidén G2A del marcador
polimérfico correspondiente al nucledétido 71 del exdédn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o

detectar el genotipo del marcado polimérfico que
corresponde al nuclebdétido 110 del exén 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacién T2A del marcador
polimérfico correspondiente al nucledtido 110 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o

detectar el genotipo del marcado polimbérfico que
corresponde al nuclebdtido 122 del exédn 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacidén A>T del marcador
polimérfico correspondiente al nucledtido 122 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o

detectar el genotipo del marcado polimérfico que
corresponde a los nucledétidos 23-37 del exdédn 1 del gen
SHELL, y en donde detectar la mutacidédn relativa al tipo
silvestre del marcador polimérfico indica la presencia
del alelo de pisifera, en donde una mutacidén por
eliminacidén de un par de bases 15 correspondiente a los
nucledétidos 23-37 del exén 1 del gen SHELL y causar una

eliminacién en marco de cinco aminodcidos en las



b.

posiciones 8 a 12 del marco de lectura abierta de 1la
traduccidédn del exdn 1, indica la presencia de un alelo de
pisifera; y

predecir el fenotipo de la cédscara de una planta de palma

basado en la presencia, ausencia, o el numero de alelos de

pisifera o dura.

Un método para segregar una pluralidad de plantas de palma

en diferentes categorias basado en un fenotipo de cascara

predicho, el método comprende:

a.

Obtener un fenotipo predicho para una planta o semilla de

palma en base a la presencia, ausencia, o numero de alelos

de pisifera o dura, en donde el fenotipo predicho es una

prediccidén basada en:

i.

detectar el genotipo del marcado polimérfico que
corresponde al nucledtido 67 del exdédn 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacidén A—>C del marcador
polimérfico correspondiente al nucledétido 67 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o
detectar el genotipo del marcado polimébrfico que
corresponde al nucledétido 69 del exén 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacién A>T del marcador
polimérfico correspondiente al nucledtido 69 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o
detectar el genotipo del marcado ©polimbérfico que

corresponde al nucledtido 70 del exédn 1 del gen SHELL, y



en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacidén C2G del marcador
polimérfico correspondiente al nucledétido 70 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o

detectar el genotipo del marcado polimérfico que
corresponde al nucledtido 71 del exdédn 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacidén G2A del marcador
polimérfico correspondiente al nucledétido 71 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o

detectar el genotipo del marcado polimérfico que
corresponde al nucledétido 110 del exédn 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacién T2A del marcador
polimérfico correspondiente al nucledtido 110 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o

detectar el genotipo del marcado polimébrfico que
corresponde al nuclebdtido 122 del exédn 1 del gen SHELL, y
en donde detectar la mutacidén relativa al tipo silvestre
del marcador polimérfico indica la presencia del alelo de
pisifera, en donde detectar una mutacidén A>T del marcador
polimérfico correspondiente al nucledtido 122 del exdn 1
del gen SHELL indica la presencia de un alelo de pisifera;
o

detectar el genotipo del marcado polimérfico que

corresponde a los nucledétidos 23-37 del exdédn 1 del gen



SHELL, y en donde detectar la mutacién relativa al tipo
silvestre del marcador polimdérfico indica la presencia
del alelo de pisifera, en donde una mutacidén por
eliminacién de un par de bases 15 correspondiente a los
nucledtidos 23-37 del exdn 1 del gen SHELL y causar una
eliminacién en marco de c¢inco aminodcidos en 1las
posiciones 8 a 12 del marco de lectura abierta de 1la
traduccién del exédn 1, indica la presencia de un alelo de
pisifera; y
b. segregar las plantas o semillas de palma en grupos basados
en el fenotipo predicho, en donde al menos un grupo contiene
uno de (i) plantas o semillas para las qgque se predijo que
tenian el fenotipo de céascara tenera, (ii) plantas o semillas
para las que se predijo que tenian el fenotipo de céscara
dura, (iii) plantas o semillas para las que se predijo que

tenian el fenotipo de céscara pisifera.

3. El método de 1la reivindicacién 1 o 2, en donde 1la
presencia, ausencia, o numero de alelos de pisifera o dura se
determina detectando las SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 o SEQ ID

NO: 20.

4., El método de cualgquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en

donde las plantas de palma tienen menos de 5 afios de edad.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 que
comprende ademéds seleccionar la planta o las semillas de palma
para cultivar si 1la planta o las semillas de palma son

heterocigdticas para el marcador polimdérfico.



6. El método de cualguiera de las reivindicaciones 1 o 2, en

donde la planta o las semillas de palma se descartan si la

planta o las semillas de palma no tienen un genotipo que predice

el fenotipo de céscara tenera.
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