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“PLANTA, PARTE DE UMA PLANTA, LOCAL DE TRACO
QUANTITATIVO CONFERINDO RESISTENCIA A CLOSTEROVIRUS,
ACIDO NUCLEICO ISOLADO, SEQUENCIA DE ACIDO NUCLEICO
ISOLADO, METODO DE PRODUZIR UMA PLANTA DE MELAO
RESISTENTE A CLOSTEROVIRUS, SEMENTE DE MELAO, E, USOS
DE UM ACIDO NUCLEICO ISOLADO, E DE UM MARCADOR”

CAMPO DA INVENCAOQO

A presente invengfio refere-se a reproducdo e biologia

. molecular de plantas. Mais especificamente, a presente invengdo refere-se a

um local de trago quantitativo (QTL) associado com resisténcia a
closterovirus em meldo, a uma planta de meldo resistente a closterovirus
compreendendo referido QTL e a um método de produzir uma planta de
melZo resistente a closterovirus.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O virus do disturbio do nanismo amarelo do meldo (CYSDV)

é um closterovirus transmitido na natureza pela mosca branca Bemisia tabaci,
CYSDV foi primeiro detectado em 1982 nos Emirados Arabes, e desde entfo,
foi encontrado na Espanha, Portugal, Marrocos, Libano e América do Norte
extensivamente afetando as culturas da cucurbiticeas. CYSDV induz
manchas clordticas interveias em folhas maduras que podem aumentar e
eventualmente se fundir juntas produzindo amarelecimento da folha inteira
exceto pelas veias que permanecem verdes. Os sintomas do amarelecimento
sio acompanhados por redugfio substancial em rendimento de frutas e
qualidade e, assim, o virus tem uma elevada importéncia econdmica.

O controle de CYSDV ¢ atualmente baseado em tratamentos
quimicos contra seu vetor e préticas culturais preventivas, ambos com sucesso
limitado. O uso de cultivares geneticamente resistentes ¢ uma boa opg¢éo para
o controle de CYSDV.

Os acessos resistentes de meldo (Cucumis melo), como acesso
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C- 105 (TGR- 1551), foram recentemente encontrados (Lépez-Sese et al.,
2000). No principal, material genético destes acessos que compreende a
informagdo genética responsdvel pela resisténcia a CYSDV pode ser
introgredido em cultivares comerciais. No entanto, estas tentativas nfo
obtiveram até agora sucesso por razdes desconhecidas. Assim, nenhum
cultivar de meldo resistente € atualmente comercialmente disponivel.
Acredita-se que o problema pratico de desenvolvimento de cultivares
resistentes é impedido por dois fatores. Primeiro, nfio se sabe se este acesso
especifico como C-105 prové a melhor fonte de resisténcia. Se o resultado for
um cultivar demonstrando resisténcia parcial, o resultado da introdug¢fo no
mercado deste cultivar pode levar ao desenvolvimento de cepas virais
rompendo a resisténcia. Além disso, a possibilidade de fixar estavelmente o
traco de resisténcia no genoma da planta alvo permanece a ser determinado.
Assim, escolher uma fonte particular de resisténcia ndo garante sucesso e
pode mesmo acarretar vérios riscos. Além disso, a prépria introgressdo
envolve um esforgo de reprodugdo substancial e inclui o desenvolvimento e
desempenho de biotestes para seguir as plantas descendentes resistentes. Com
efeito, o desenvolvimento de um cultivar resistente € um empreendimento
comercial oneroso e qualquer programa pode ser logo abandonado quando os
resultados deixam de aparecer.

A fim de reduzir a incerteza e trabalho envolvido no
desenvolvimento de um cultivar resistente, seria benéfico ter um marcador
gendmico simples para o trago de resisténcia. Este marcador poderia entdo ser
usado em procedimentos de selegfo auxiliar por marcador (MAS) como parte
de um programa de reprodugdo dedicado. Se este marcador pode ser
encontrado é parcialmente determinado por estrutura gendmica do trago de
resisténcia. Se o trago for multi-génico, ndo seria provavel que um marcador
Gnico fosse encontrado que poderia ser usado de modo confidavel nos

procedimentos MAS. Além disso, o desenvolvimento do(s) préprio(s)
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marcador(es) entio chegaria a um empreendimento significante,
possivelmente ofuscando os custos e tempo envolvidos em um programa de
reproducdo direto.

No entanto, uma vez que uma fonte de resisténcia apropriada é
identificado ¢ um marcador é desenvolvido, as novas plantas resistentes
podem ser facilmente tragadas, o que aumenta seu valor comercial.
SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengZo agora refere-se em um primeiro aspecto a

uma planta da espécie Cucumis melo, referida planta compreendendo um
elemento genético derivado de uma planta da espécie Cucumis melo var.
agrestis, cujo elemento genético compreende um QTL conferindo resisténcia
a closterovirus ou uma parte conferindo resisténcia a closterovirus do mesmo
ligado a pelo menos um marcador localizado no cromossomo equivalente a
grupo de ligagdo (LG) 6 de meldo acesso PI 313970, em que referida planta
nio é meldo acesso PI 313970. Os acessos selvagens de plantas de Cucumis
melo que sdo resistentes a closterovirus séo conhecidos como ocorrendo na
natureza (por exemplo meldo acesso C-105, ver acima). As plantas de meldo
da espécie Cucumis melo var. agrestis como acesso PI323970), no entanto,
nio foram previamente associadas com resisténcia a closterovirus. Os
presentes inventores verificaram agora que a resisténcia nesta variedade ¢é
ligada a uma regifio genética definida ou QTL (a seguir também indicado
como QTL-1). Uma planta de meldo da invengéo compreende um elemento
genético derivado da planta da espécie Cucumis melo var. agrestis, mais
preferivelmente uma planta resistente a closterovirus da referida espécie,
ainda mais preferivelmente de meldo acesso PI313970, cujo elemento
genético compreende o QTL conferindo resisténcia a closterovirus como
identificado pelos presentes inventores.

Uma planta da presente invengfio € preferivelmente um

cultivar, mas nfo é necessariamente limitada a uma cepa especifica. Uma



10

15

20

25

4

planta da presente invengdo ¢ preferivelmente uma planta tendo
caracteristicas comercialmente valiosas, incluindo, mas ndo limitado a plantas
de meldo tendo caracteristicas de semente e fruta comercialmente valiosas.

A planta da invengdo pode compreender o QTL referido, em
uma forma em que os genes de resisténcia estdo presentes em um alelo unico,
ou em uma forma em que os genes de resisténcia estfio presentes em ambos os
alelos. Assim, as plantas da presente inveng@o podem ser heterozigdticas ou
homozigéticas para os tragos de resisténcia, preferivelmente homozigéticas.
Deve-se notar que neste aspecto apesar das plantas heterozigéticas ndo
expressarem um trago recessivo, novas plantas que compreendem o QTL, ou
genes conferindo resisténcia a closterovirus compreendidos aqui, em forma
heterozigdtica constituem um produto intermediario importante em um
programa para desenvolver um cultivar resistente.

O QTL conferindo resisténcia a closterovirus da presente
invenc@io (QTL-1) é preferivelmente associado com um marcador que esta
localizado no cromossomo equivalente de grupo de ligagdo (LG) 6 e se
estende da posigdio 25,5 cM a 29,1 cM, preferivelmente em cerca da posigéo
28.6 ¢cM no Mapa como apresentado na Fig. 1. A regido onde o QTL esta
localizado é fortemente ligada aos marcadores E11/M54-156, E14/M54-152,
E14/M51-210,E14/M51-083, E11/M49-239, E11/M54-169, E14/M50-262,
E11/M57-278, E11/M54-163 e/ou E11/M49-072, mais preferivelmente
marcador E11/M49-239.

Uma planta resistente a closterovirus da espécie Cucumis melo
pode ser qualquer espécie de Cucumis melo, com a condi¢&o que a planta ndo
seja meldo acesso PI313970. Assim, em uma planta da invengdo, o QTL
conferindo resisténcia a closterovirus como aqui definido ndo estd em seu
fundo genético natural de meldo acesso PI313970. Uma outra forma de
realizagdio preferida, uma planta da presente invengfio ndo € uma planta da

espécie Cucumis melo var. agrestis. Uma outra forma de realizagfo preferida,



10

15

20

25

uma planta da presente invengéo € um cultivar de mel3o.

Em outro aspecto, a presente invengdo refere-se a uma parte de
uma planta da inveng¢do, como uma semente.

Em outro aspecto, a presente invengdo refere-se a um local de
traco quantitativo (QTL) associado com resisténcia a closterovirus em uma
planta de meldo acesso PI313970. O QTL-1 conferindo resisténcia a
closterovirus é associado com marcadores E11/M54-156 (cis), E14/M54-152
(cis), E14/M51-210 (cis), E14/M51-083 (trans), E11/M49-239 (cis),
E11/M54-169 (cis), E14/M50-262 (trans), E11/M57-278 (cis), E11/M54-163
(cis) e/ou E11/M49-072 (trans), mais preferivelmente o marcador E11/M49-
239, esta localizado no cromossomo equivalente do grupo de ligacdo (LG) 6,
e se estende da posi¢do 25.5 cM a 29.1 cM. Como uma entidade fisica, QTL-1
é uma parte de um acido nucleico, ou isolado ou em um fundo genbémico, e €
capaz de conferir resisténcia a closterovirus a uma planta no genoma da qual
ele é introduzido, preferivelmente, em um local do genoma que é homélogo
ao local no genoma de meldo acesso PI313970, onde foi primeiro detectado e
como especificado aqui.

Os préprios marcadores podem ser usados em aspectos da
invengdio com relagfo a selegdo auxiliada por marcador € métodos em que as
plantas tendo QTL sdo tragadas. Os marcadores usados em muitos aspectos
podem ser ou marcadores trans, ou cis. Um marcador trans indica um
polimorfismo resultando de introgressio de DNA exégeno (doador) no
genoma da planta recipiente, cujo polimorfismo € ligado em cis com o
genoma recipiente, isto ¢, ligado com o alelo oposto. Assim, marcadores cis
sdo ligados com o alelo de interesse (isto ¢ do doador), enquanto marcadores
trans sdo ligados como o alelo oposto (isto € do recipiente). No entanto,
ambos sdo previsores para o alelo resistente codificado pelo QTL de interesse.

Em outro aspecto, a invengfo refere-se a um método para

produzir uma planta da presente inveng¢do compreendendo a introdugdo em

N
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uma planta de meldo suscetivel a closterovirus de um elemento genético
derivado da planta da espécie Cucumis melo var. agrestis, mais
preferivelmente " de meldo acesso PI313970, cujo elemento genético
compreende o QTL conferindo resisténcia a closterovirus, como descrito em
maiores detalhes acima.

A introdugio do QTL, ou um 4&cido nucleico isolado
compreendendo o QTL da invengdo, uma parte conferindo resisténcia do
mesmo, em uma planta de meldo pode ser realizada por qualquer método bem
conhecido do versado. Preferivelmente, a introdugdo ¢ realizada por
introgressdo (cruzamento). Em tal forma de realizag@o, um método da
presente invengdo compreende a etapa de cruzar uma planta de meldo acesso
PI1313970, ou um derivado resistente a closterovirus da mesma, com uma
planta de meldo suscetivel a closterovirus; coletar a semente do cruzamento,
cultivar referida semente para produzir plantas de progénie F1, realizar
endogamia ou retrocruzamento das referidas plantas de progénie F1 com o
doador ou parental recipiente para produzir sementes F2; cultivar as referidas
sementes F2 para produzir plantas de progénie F2; determinar a presenga no
genoma de pelo menos uma das referidas plantas de progénie F2 de um QTL
conferindo resisténcia a closterovirus, em que referido QTL € caracterizado
como descrito em maiores detalhes acima, em que a presenga do referido
QTL é confirmada por detecgo da presenga no DNA de referido pelo menos
uma das plantas de progénie F2 de um marcador ligado ao referido QTL.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 representa um mapa de ligag@o indicando a posig&o

relativa dos varios marcadores como mencionado aqui. As posi¢Oes relativas
no grupo de ligagdo 6 (LG-VI) sdo providas em cM. Somente os marcadores
com posigdes conhecidas sdo indicados.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

O termo "meldo" como usado aqui refere-se as espécies
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Cucumis melo L. (sin. Cucumis chito; Cucumis dudaim aegyptiacus; Cucumis
flexuosus; Cucumis melo var. acidulus; Cucumis melo var. aegyptiacus;
Cucumis melo var. ameri; Cucumis melo var. duripulposus; Cucumis melo
var. hibernus; Cucumis melo var. makuwa; Cucumis melo var. microspermus;
Cucumis microspermus; Cucumis momordicd)e inclui ambos os acessos
selvagens como os cultivares. Cucumis melo é as vezes considerado como
consistindo da sub-espécie Cucumis melo subsp. agrestis € Cucumis melo
subsp. melo. O Gltimo é entdio ainda sub-dividido ns variedade boténicas var..
cantalupensis (também conhecida como cantaloupe, meldo almiscarado,
meldo de pepénio reticulado, melfo persa, meldo-de-casca-de-carvalho_. var.
chito, var. flexuosus, var. inodorus, var. momordica (meldo momordica), var.
reticulatis e var. texanus. Meldo acesso PI313970 como referido aqui,
corresponde a Cucumis melo var. agrestis. Esta variedade boténica esta
crescendo como erva daninha em véarios paises da Africa e da Asia. Este
acesso tem o status bioldgicos de "selvagem". Suas frutas ndo sfo
comestiveis.

O termo "cultivar" é usado aqui para denotar uma planta tendo
um status bioldgicos diferente de status "selvagem", cujo status "selvagem"
indica o estado original ndo cultivado, ou natural, de uma planta ou acesso. O
termo "cultivar" (para variedade cultivada" inclui, mas n#o ¢ limitado, a semi-
natural, semi-selvagem, daninho, cultivar tradicional, Landrance, material de
cruzamento, material de pesquisa, linhagem do procriador, pop sintética,
hibrido, estoque fundador/ populagdo de base, linhagem endogémica (parental
de cultivar hibrido), populagdo segregante, mutante/ carga genética, e cultivar
avangado/ melhorado.

Os exemplos de cultivares incluem as variedades cultivadas
que pertencem aos grupos botdnicos Cucumis melo var. cantalupensis (0
grupo cantaloupe Charantais e italiano), Cucumis melo var. reticulatis (0

grupo Galia e Ananas), e Cucumis melo var. inodorus (incluindo os tipos Piel
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de Sapo, Yellow Canary, Branco e Honeydew). Assim, uma planta da
presente invengdo é preferivelmente uma planta das variedades botéanicas de
meldo cantalupensis, reticulatis ou inodorus. O termo "var." indica uma
varietas (um nivel taxondmico abaixo do da espécie). Uma planta da presente
invengdo ndo é preferivelmente uma planta Cucumis melo var. agrestis.

O termo "uma planta de meldo acesso PI313970" € usada para
indicar a fonte do QTL de resisténcia a closterovirus identificada acima, e
inclui o acesso como disponivel de qualquer uma das colegSes publicas ou
institui¢des depositarias bem conhecidas do versado, assim como os derivados
resistentes a closterovirus das mesmas.

O termo "closterovirus " como usado aqui, refere-se a um virus
da familia de Closteriviridae incluindo mas ndo limitado a virus comumente
referidos como virus do disturbio do nanismo amarelo de cucurbiticeas
(CYSDV), virus do amarelo infeccioso da alface (LIYV) e virus pseudo-
amarelo de beterraba (BPYV, também conhecido sob seu sinénimo virus de
mancha clovética de meldo (CCSV), virus do amarelo do meldo, virus do
amarelo do meldo almiscarado ou virus da palidose do morango),
preferivelmente BPYV e CYSDV, mais preferivelmente CYSDV.

Um "Local" é definido aqui como a posi¢do que um dado gene
ocupa em um cromossomo de uma dada espécie.

Como usado aqui o termo "heterozigético" significa uma
condicdo genética existente quando diferentes alelos residem em
correspondentes Joci em cromossomos homoélogos.

Como usado aqui o termo "homozigético" significa uma
condi¢io genética existente quando alelos idénticos residem em
correspondentes Joci em cromossomos homologos.

Como usado aqui o termo "hibrido" significa qualquer
descendéncia de um cruzamento entre dois individuos geneticamente

diferentes, incluindo mas nfo limitado a cruzamento entre duas linhagens

R
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endogdmicas.

Como usado aqui o termo "endogamico" significa um
individuo ou linhagem homozigética.

Como usado aqui o termo "introgress@o" "introgredido" e
"introgredindo" refere-se a tanto um processo natural como artificial pelo que
genes de uma espécie, variedade ou cultivar sdo movimentados no genoma de
outra espécie, variedade ou cultivar, por cruzamento destas espécies. O
processo pode opcionalmente ser completado por retrocruzamento para o
parental recorrente. ‘

"Engenharia genética", "transformagdo" e "modificagdo
genética" sdo todos usados aqui como sind6nimos para a transferéncia de genes
isolados e clonados no DNA, geralmente o0 DNA cromossémico ou genoma,
de outro organismo.

Os termos 'resistente"” e 'resisténcia" englobam tanto
resisténcia parcial como completa a infecgdo. Uma planta de meldo suscetivel
a CYSDV pode ser ou nfo resistente ou ter niveis baixos de resisténcia a
informag¢do por CYSDV.

Como usado aqui o termo "parte de planta” indica uma parte
da planta de meldo, incluindo células tnicas e tecidos de células como células
de planta que sdo intactas em plantas, grupamentos de células e culturas de
tecidos das quais as plantas de mel&o podem ser regeneradas. Os exemplos de
partes de plantas incluem, mas n#o sfo limitados a células tnicas e tecidos de
polen, évulos, folhas, embribes, raizes, pontas de raizes, flores, anteros,
frutas, brotos, caules, e sementes; assim como pdlen, O6vulos, folhas,
embrides, raizes, pontas de raizes, anteros, flores, frutas, caules, brotos,
rebentos, cargas de raiz, sementes, protoplastos, calos, e outros.

Como usado aqui o termo "populagdo” significa uma colegio
geneticamente heterogénea de plantas compartilhando uma derivagéo genética

comum.

16
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Como usado aqui o termo "variedade cultivada" ou "cultivar"
significa um grupo de plantas similares que por aspectos estruturais ou
genéticos e/ou desempenho podem ser distintas de outras variedades
cultivadas dentro da mesma espécie. O termo 'variedade" sem qualquer
indicacdo especifica pode fazer referéncia a tanto uma variedade botinica
como cultivada, e ou para uma dependendo do contexto.

O termo "QTL" € usado aqui em seu significado reconhecido
na arte. O termo "QTL associado com resisténcia a CYSDV em meldo" assim
como a abreviatura "QTL para resisténcia a CYSDV" faz referéncia a uma
regifio localizada em um cromossomo particular de meldo que € associado
com pelo menos um gene que codifica para resisténcia a CYSDV ou pelo
menos uma regifo regulatdria, isto €, uma regido de um cromossomo que
controla a expressio de um ou mais genes envolvidos na resisténcia a
CYSDV. A expressdo fenotipica deste gene pode por exemplo ser observada
como uma taxa reduzida de replicagdo viral e/ou uma taxa reduzida de
movimento viral através da planta. Um QTL pode por exemplo compreender
um ou mais genes dos quais os produtos conferem a resisténcia genética.
Alternativamente, um QTL pode, por exemplo, compreender genes
regulatérios ou seqiiéncias das quais os produtos influenciam a expressdo de

genes em outros Joci no genoma da planta assim conferindo a resisténcia a

CYSDV. O QTL da presente invengdo (QTL -1) pode ser definido por -

indicagdio de seu local genético no genoma do acesso Cucumis selvagem
respectivo usando um ou mais marcadores gendmicos moleculares. Um ou
mais marcadores, por sua vez, indica um local especifico. As distancias entre
os loci sio geralmente medidas por freqiiéncia de cruzamento entre os loci no
mesmo cromossomo € expressados como centimorgano. Os mais afastados
que os dois loci estdo, o mais provavelmente que o cruzamento ird ocorrer
entre os mesmos. Inversamente, se dois Joci estiverem proéximos, um

cruzamento é menos provavel de ocorrer entre os mesmos. Como uma regra,
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um centimorgano (fungdo de mapa de Kosambi (cM)) € aproximadamente
igual a 1% de recombinag8o entre loci (marcadores) (Lui, 1997). Quando um
QTL pode ser indicado por multiplos marcadores, a distdncia genética entre
os marcadores de ponto final é indicativa do tamanho do QTL.

O termo "planta de meldo recipiente suscetivel a CYSDV" €
usado aqui para indicar uma planta de meldo que deve receber DNA obtido de
uma planta de meldo doadora que compreende um QTL para resisténcia a
CYSDV. Referida "planta de meldo recombinante suscetivel a CYSDV" pode
ou ndo ja compreender um ou mais QTLs para resisténcia a CYSDV, em cujo
caso o termo indica uma planta que deve receber um QTL adicibnél.

O termo "fundo genético natural" é usado aqui para indicar o
antecedente genético original de um QTL. Este antecedente é o genoma de
meldio acesso PI313970. Assim, o meldo acesso PI313970 representa o
antecedente genético natural do QTL da invengdo. Inversamente, um método
que envolve a transferéncia de DNA compreendendo o QTL, ou uma parte
conferindo resisténcia do mesmo, a partir do cromossomo LG6 de meldo
acesso PI313970 para a mesma posigdo no cromossomo correspondente de
outra espécie de meldo, ird resultar em que referido QTL, ou parte conferindo
resisténcia do mesmo, ndo estando em seu antecedente genético natural.

Como usado aqui o termo "grupo de ligagio" refere-se a todos
os genes ou tragos genéticos que estdo localizados no mesmo cromossomo.
Dentro do grupo de ligagdo, os loci que estdo préximo o suficiente juntos irdo
demonstrar ligagio em cruzamentos genéticos. Porque a probabilidade de
troca genética aumenta com a distdncia fisica entre genes em um
cromossomo, os genes cujos locais estdo distantes removidos um do outro
dentro de um grupo de ligagdo podem ndo demonstrar qualquer ligac8o
detectavel em testes genéticos diretos. O termo "grupo de ligac@o" €
principalmente usado para fazer referéncia a loci genéticos que demonstram

um comportamento ligado em sistemas genéticos onde as designagbes de
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cromossomos nao foram ainda feitas. Assim, no presente contexto, o termo
"grupo de liga¢@io" é sindnimo para (a entidade fisica de) cromossomo.

Como usado aqui o termo "marcador molecular”" refere-se a
um indicador que é usado em métodos para a visualizagdo de diferengas nas
caracteristicas de seqiiéncias de 4cido nucleico. Os exemplos destes
indicadores sio marcadores de polimorfismo de comprimento de fragmento
de restrigio (RFLP), marcadores de polimorfismo de comprimento de
fragmento amplificado (AFLP), polimorfismos de nucleotideo uinico, (SNPs),
muta¢Bes de inser¢do, marcadores de microssatélite, regibes amplificadas
caracterizadas por seqiiéncia (SCARs), marcadores de seqiiéncia polimdrfica
amplificada clivada (CAPS), ou marcadores de isozimas ou combinagdes dos
marcadores descritos aqui, que definem um local cromossomico e genético
especifico. Um "marcador molecular ligado a um QTL" como definido aqui
pode assim fazer referéncia a SNPs, mutagdes de inser¢do assim como
marcadores AFLP mais comuns ou qualquer outro tipo de marcador usado no
campo. No contexto de marcadores de AFLP, nomeados aqui, os marcadores
indicam uma seqiiéncia de DNA especifica de meldo flanqueada por dois
iniciadores de AFLP, cujos iniciadores consistem de "iniciadores de ndcleo"
E e M, correspondendo com os sitios de restricdo das enzimas de restrigéo
EcoRI e Msel, (Vos et al., 1995; Bai et al. 2003), cada seguido por um codigo
de dois digitos identificando os nucleotideos seletivos pelos quais o "iniciador
de ntcleo" é estendido (11: AA; 14: AT; 48: CAC; 49: CAG; 50: CAT; 51:
CCA,; 54: CCT; 57: CGG; 60: CTC). E11/M49-239 representa um marcador
obtido usando os iniciadores de amplificagdo EcoRI + AA e Msel + CAG
para produzir um fragmento tendo um comprimento total de 239 bp, que ¢ o
tamanho aproximado de fragmento polimérfico resultante (tamanho dado + 1-
2 pares de bases). O tamanho é normalmente arredondado, mas pode também
ser dado em décimos. O comprimento do fragmento pode depender do

método usado para detectar o fragmento, e é uma aproximagdo de seu
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comprimento verdadeiro.

O termo "seqiiéncia de DNA especifica de meldo" indica uma
seqiiéncia de polinucleotideos tendo uma homologia de seqiiéncia de
nucleotideos de mais que 80%, preferivelmente mais que 85%, mais
preferivelmente mais que 90%, ainda mais preferivelmente mais que 95%,
ainda mais preferivelmente mais que 97%, mais preferivelmente mais que
99% com uma seqiiéncia do genoma da espécie Cucumis melo que mostra a
maior similaridade para a mesma, preferivelmente no caso de marcadores
para o QTL da presente invengdo, a parte da seqiiéncia de DNA de meldo
acesso PI1313970 flanqueando os marcadores QTL-1.

O termo "homologia de seqiiéncia de nucleotideo" como usado
aqui denota a presenga de homologia entre dois polinucleotideos. Os
polinucleotideos tem seqiiéncias "homologas" se a seqiiéncia de nucleotideos
nas duas seqiiéncias for igual quando alinhada para correspondéncia maxima.
A comparagdo de seqiiéncias entre dois ou mais polinucleotideos € geralmente
realizada por comparag8o de por¢des das duas seqiiéncias sobre uma janela de
comparagdo para identificar e comparar regides locais de similaridade de
seqiiéncia. A janela de comparagdo € geralmente de cerca de 20 a 200
nucleotideos contiguos. A "porcentagem de homologia de seqiiéncia" para
polinucleotideos, como 50, 60, 70, 80, 9_0, 95, 98, 99 ou 100 homologia de
seqliéncia percentual pode ser determinada por comparagdo de duas
seqiiéncias otimamente alinhadas sobre uma janela de comparagéo, em que a
porgdo da seqiiéncia de polinucleotideos na janela de comparagéo pode incluir
adicBes ou delegdes (isto €, espagos), como comparado com a seqiliéncia de
referéncia (que ndo compreende adigdes ou dele¢Ses) para alinhamento étimo
das duas seqiiéncias. A porcentagem ¢é calculada por (a) determinacdo do
numero de posi¢des em que a base de 4cido nucleico idéntica ocorre em
ambas as seqiiéncias para dar o nimero de posigdes correspondidas; (b)

divisdo do numero de posigdes correspondidas pelo nimero total de posi¢Ges
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denota uma regifio no genoma que esta diretamente relacionada com o trago
quantificavel fenotipico. Assim, apesar dos genes per se conterem pouca ou
nenhuma relagio com a reprodugdo de plantas, um QTL esta diretamente
aplicavel a reprodugéo de planta. Agora, que nenhum QTL para resisténcia a
closterovirus em meldo tinha sido conhecido antes do depésito do presente
pedido, segue-se que ndo se encontra aplicagio industrial dos genes de
resisténeia a closterovirus em métodos para a reprodugdo de plantas. Os
presentes inventores agora descobriram um QTL para resisténcia a
closterovirus em meldo que é transportado para as plantas descendentes. Os
inventores realizaram esta descoberta por observagdo de que a presenga de
uma fileira de marcadores gendmicos contiguos pertencendo ao grupo de
ligagdo 6, isto é, em um Unico cromossomo no genoma de meldo
correlacionado com a presenga de um trago fenotipico particular que afetou a
ocorréncia de sintomas de doenga apds a exposi¢do a uma quantidade
infecciosa de particulas virais de closterovirus nestes meldes e eles
demonstraram que esta regidio gendmica era herdada de acordo com as leis
mendelianas normais de heranga.

O QTL primeiro identificado pelos presentes inventores esta

localizado em cromossomo identificado aqui como grupo de ligagdo 6 e seu

‘local é melhor caracterizado por vérios outros marcadores arbitrarios. Nas

presentes investigagdes, marcadores de polimorfismo de comprimento de
fragmento amplificado (AFLP) foram usados, apesar de marcadores de
polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP),
polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs), marcadores de microssatélite
(por exemplo SSRs), marcadores de regido amplificada caracterizada na
seqiiéncia (SCAR), marcadores de seqiiéncia polimorfica amplificada clivada
(CAPS) ou marcadores de isozima ou combinagdes destes marcadores
poderem também ser usados. Em geral, um QTL pode se estender de uma

regifio de vérios milhdes de bases. Assim, provendo a informagdo de
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seqiiéncia completa para o QTL € praticamente impossivel mas também
desnecessario, como o modo em que o QTL ¢é primeiro detectado - apesar da
correlagdo observada entre a presenga de uma fileira de marcadores
gendmicos contiguos e a presenga de um trago fenotipico particular - permitir
tracar dentre as plantas da descendéncia as plantas que tem o potencial
genético para demonstrar um trago fenotipico particular. Ao prover uma
listagem n#o limitativa de marcadores, a presente invengdo assim prové a
utilidade efetiva de QTL em um programa de reprodugdo.

O QTL como descrito aqui foi encontrado por cruzamento de
Cucumis melo var. agrestis (P1319370) com C melo var. reticulatis (galia) e
triagem para resisténcia a CYSDV usando um bioteste convencional (teste no
campo sob pressio de CYSDV natural). Os escores LOD para marcadores de
AFLP significantemente maiores do que 3 foram considerados como
indicando o QTL.

Um marcador é especifico para uma linhagem particular de
reprodugdio. Assim, um trago especifico € associado com um marcador
particular. Os marcadores como indicado no presente pedido ndo somente
indicam o local do QTL, eles também estdio correlacionados com a presenga
do traco fenotipico especifico em uma planta. E importante notar que os
marcadores gendmicos contiguos que indicam o local do QTL no genoma séo
em principio arbitrarios ou ndo limitativos. Em geral, o local de um QTL ¢
indicado por uma fileira contigua de marcadores que demonstram uma
correlagdo estatistica para o trago fenotipico. Uma vez que um marcador ¢
encontrado fora da fileira (isto €, um que tem um escore LOD abaixo de um
limitar determinado, indicando que o marcador ¢ tio remoto que e
recombinagdio na regidio entre este marcador ¢ o QTL ocorre com tanto
freqiiéncia que a presenga do marcador ndo estd correlacionada em um modo
estatisticamente significante com a presenga do fenétipo) os limites do QTL

sio fixados. Assim, é também possivel indicar o local do QTL por outros
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marcadores localizados dentro desta regido especificada.

E ainda importante notar que os marcadores gendmicos
contiguos podem ser também usados para indicar a presenga do QTL (e assim
o fenétipo) em uma planta individual, isto é, podem ser usados em
procedimentos de sele¢@io auxiliada por marcador (MAS). Em principio, o
nimero de marcadores potencialmente utilizaveis é limitado, mas pode ser
muito grande, e o versado na técnica pode facilmente identificar marcadores
adicionais aos acima mencionados no presente pedido. Qualquer marcador
que é ligado ao QTL, por exemplo estando dentro dos limites fisicos da regiéo
gendmica se estendendo pelos marcadores tendo escores LOD estabelecidos
acima de um determinado limiar, assim indicando que nenhuma ou uma
recombinagio muito pequena entre o marcador ¢ o QTL ocorre em
cruzamentos, assim como qualquer marcador em desequilibrio de ligac8o para
o QTL; assim como marcadores que representam as muta¢des causais reais
dentro do QTL, podem ser usados em procedimentos MAS. Isto significa que
os marcadores identificados no pedido como associados com o QTL, como o
marcador AFLP E11/M49-239, s3o apenas exemplos de marcadores
apropriados para uso em procedimentos MAS. Além disso, quando o QTL, ou
a parte conferindo trago especifico do mesmo, ¢ introgredido em outro
antecedente genético (isto é, no genoma de outra espécie de planta), entdo
alguns marcadores podem n3o ser mais encontrados na descendéncia apesar
do trago estar presente ai, indicando que este marcadores estdo fora da regido
gendmica que representa a parte conferindo trago especifico do QTL, na
linhagem parental original somente que o novo antecedente genético tem uma
organiza¢do gendmica diferente.

Assim, um método para produzir uma planta da presente
inven¢do compreendendo introgredir em uma planta de meldo suscetivel a
closterovirus o QTL conferindo resisténcia a closterovirus do meldo acesso

PI313970, e envolvendo procedimentos MAS, ndo € limitado ao uso de
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marcadores que sfo providos aqui para o Unico fim de (grosseiramente)
indicar a localizagdo do QTL no cromossomo. O versado sabe que outros
marcadores podem prover pelo menos utilidade igual em tais procedimentos
MAS.

A mutacio causal do QTL, isto €, uma mutagdo no DNA
compreendido no QTL, que por exemplo resulta em uma mudanga em uma
seqiiéncia de codificagéio de proteina ou afeta a expressdo de um gene em um
modo que leva ao fenétipo observado, ndio é sempre identificada. Isto néo
tem, por si, no entanto, conseqiiéncia a inveng&o porciue muitos marcadores
associados com o QTL e presentes na planta triada indica a presenga da
mutagio causal nesta planta.

Porque testes de doenga confidveis e reprodutiveis que
poderiam permitir a identificagdo e a localizagdo de material genético
responsavel por conferir a resisténcia a closterovirus sdo consumidores de
tempo, o uso de marcadores ligados ao QTL identificado aqui irdo ajudar na
reprodugdo para a resisténcia a closterovirus em melao.

A seqiiéncia de 4cido nucleico de um QTL da presente
invengio pode ser determinada por métodos bem conhecidos do versado. Por
exemplo, uma seqiiéncia de acido nucleico compreendendo referido QTL ou
uma parte conferindo resisténcia do mesmo pode ser isolada de uma planta
doadora resistente a closterovirus por fragmentagdo do genoma de referida
planta e selecionando estes fragmentos abrigando um ou mais marcadores
indicativos de referido QTL. Subseqiientemente, ou alternativamente, as
seqiiéncias de marcador (ou partes da mesma) indicativos de referido QTL
podem ser usadas como iniciadores de amplificagdo (PCR), a fim de
amplificar uma seqiiéncia de acido nucleico compreendendo referido QTL de
uma amostra de acido nucleico gendmica ou um fragmento de genoma obtido
da referida planta. A seqiiéncia amplificada pode entdo ser purificada a fim de

obter o0 QTL isolado. A seqiiéncia de nucleotideo do QTL e/ou de quaisquer
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marcadores adicionais compostos aqui pode entdo ser obtida por métodos de
seqiienciamento padrdes.

A presente inveng8o assim também se refere a uma seqiiéncia
de 4cido nucleico isolada (preferivelmente DNA) que compreende um QTL
da presente inveng#o, ou uma parte conferindo resisténcia a closterovirus do
mesmo. Assim, os marcadores que aponta os varios QTLs descritos aqui
podem ser usados para a identificagfo, isolamento e purificagdo de um ou
mais genes de meldo que codificam a resisténcia a closterovirus.

A seqiiéncia de nucleotideos de um QTL da presente invengio
pode por exemplo também ser resolvida por determinagéo da seqiiéncia de
nucleotideo de um ou mais marcadores associados com referido QTL e
projetando iniciadores internos para referidas seqiiéncias de marcador que
podem entfo ser usadas para ainda determinar a seqiiéncia de QTL fora de
referidas seqiiéncias de marcador. Por exemplo, a seqiiéncia de nucleotideos
dos marcadores AFLP identificados aqui pode ser obtida por isolamento dos
referidos marcadores do gel de eletroforese usado na determinag¢éo da
presenga de referidos marcadores no genoma de uma planta sujeito, e
determinagio da seqiiéncia de nucleotideo de referidos marcadores por
exemplo métodos de terminagdo de cadeia didedxi, bem conhecidos na arte.

Em formas de realiza¢do de tais métodos para a detecgéo da
presenga de um QTL, em uma planta de meldo resistente a closterovirus
suspeita, o método também pode compreender as etapas de prover um
oligonucleotideo ou polinucleotideo capaz de hibridizar sob condig¢Ses de
hibridizagsio estringentes para uma seqiiéncia de 4cido nucleico de um
marcador ligado ao referido QTL, preferivelmente selecionado dentre
marcadores identificados aqui como sendo ligados ao referido QTL, contatar
referido oligonucleotideo ou polinucleotideo com um 4&cido nucleico
genémico de uma planta de meldo resistente a closterovirus suspeita, e

determinar a presenga de hibridizag8o especifica de referido oligonucleotideo
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ou polinucleotideo para referido acido nucleico gendémico. Preferivelmente,
referido método & realizado em uma amostra de acido nucleico obtida a partir
de referida planta de meldo resistente a closterovirus suspeita, apesar de
métodos de hibridizacdo in situ poderem ser também empregados.
Alternativamente, e em uma forma de realizag8o mais preferida, o versado na
arte pode, uma vez que a seqiiéncia de nucleotideo de QTL foi determinada,
projetar sondas de hibridizagio especificas ou oligonucleotideos capazes de

hibridizar sob condi¢des de hibridizag@io estringentes para a seqliéncia de

4cido nucleico de referido QTL, e pode usar estas sondas de hibridizag:é’lo em

métodds para detectar a presenga de um QTL da invengdo em uma planta de
meldo resistente a closterovirus suspeita.

A expressio "condigdes de hibridizagdo estringentes" refere-se
a condigdes sob as quais uma sonda ou polinucleotideo ird hibridizar para sua
sub-seqiiéncia alvo, tipicamente em uma mistura complexa de acidos
nucleicos, mas nfo essencialmente outras seqiiéncias. As condig¢Bes
estringentes sdo dependentes da seqiiéncia e serfio diferentes em
circunstincias diferentes. As seqiiéncias mais longas hibridizam
especificamente em maiores temperaturas. Um guia extenso para a
hibridiza¢&io de 4cido nucleico é encontrado em Tijssen (Tijssen, 1993). Em
geral, as condigSes estringentes s&o selecionadas como sendo cerca de 5-10°C
menores do que o ponto de fusdo térmica (Tm) para a seqiiéncia especifica em
um pH de resisténcia idnica definida,. O Tm ¢é a temperatura (sob resisténcia
idnica definida), pH, e a concentragéo de acido nucleico) em que 50% das
sondas complementares ao alvo hibridizam na seqiiéncia de alvo em
equilibrio (como as seqiiéncias alvo estdio presentes em excesso, a Tm, 50%
das sondas s3o ocupadas em equilibrio). As condigbes estringentes seréo as
em que a concentragio de sal é menor do que cerca de 1,0 M ion sédio,
tipicamente cerca de 0,01 a 1,0 M concentragéo de ion sédio (ou ouros sais), a

pH 7,0 a 8,3, e a temperatura estd pelo menos cerca de 30 °C para sondas
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curtas (por exemplo 10 a 50 nucleotideos) e pelo menos cerca de 60 °C para
sondas longas(por exemplo maiores do que 50 nucleotideos). As condi¢Ges
estringentes também podem ser obtidas com a adi¢do de agentes
desestabilizantes como formamida. Para hibridizac8o seletiva ou especifica,
um sinal positivo é pelo menos duas vezes a hibridizagio de fundo,
preferivelmente 10 vezes a hibridizagdo de fundo. AS condi¢bes de
hibridizagdio estringentes exemplares sdo com freqiiéncia: 50% formamida,
5xSSC, e 1% SDS, incubando a 42 °C, ou 5xSSC, 1% SDS, incubando a
65°C, com lavagem em 0,2xSSC, e 0.1% SDS a 65 °C. Para PCR, uma
temperatura de cerca de 36 °C ¢ tipica para amplificagdo de baixa
estringéncia, apesar de temperaturas de anelamento poderem variar entre
cerca de 32 °C e 48 °C dependendo do comprimento do iniciador. As
diretrizes adicionais para a determinagfio dos pardmetros de hibridizaggo s&o
providas em numerosas referéncias, por exemplo Current Protocols in
Molecular Biology, eds. Ausubel, et al. 1995).

"Acido nucleico" ou "oligonucleotideo" ou "polinucleotideo”
ou equivalentes gramaticais usado aqui significam pelo menos dois
nucleotideos covalentemente ligados juntos. Os oligonucleotideos tem
tipicamente de cerca de 7, 8, 9, 10, 12, 15, 18 20 25, 30, 40, 50 ou até cerca de
100 nucleotideos em comprimento. Os acidos nucleicos e polinucleotideos
sdo polimeros de qualquer comprimento, incluindo comprimentos mais
longos, por exemplo 200, 300, 500, 1000, 2000, 3000, 5000, 7000, 10.000,
etc. Um 4cido nucleico da presente invengdo ird geralmente conter ligagdes
fosfodiéster, apesar de em alguns casos, andlogos de acido nucleico serem
incluidos que podem ter estruturas dorsais alternadas, compreendendo, por
exemplo ligagdes fosforamidato, fosforotioato, fosforoditioato, ou O-
metilfoforoamidito (ver Eckstein, 1991), e estruturas dorsais de peptideo
4dcido nucleico e ligagdes. As misturas de 4acidos nucleicos de ocorréncia

natural e analogos podem ser usadas. Os andlogos particularmente preferidos

28



10

15

20

25

22

para oligonucleotideos sdo peptideo 4cidos nucleicos (PNA).

Producdo de plantas de meldo resistentes a closterovirus por métodos

transgénicos
Uma planta de meldo resistente a closterovirus, ou parte da

mesma, de acordo com a presente invengdo compreende em seu genoma, um
QTL associado com resisténcia a closterovirus, ou uma parte conferindo
resisténcia a closterovirus do mesmo, como aqui definido acima, e derivado
de meldo acesso PI313970 em que referido QTL ou referida parte conferindo
resisténcia a closterovirus do mesmo nio estd em seu antecedente genético
natural. Esta planta pode ser obtida usando vérios métodos bem conhecidos na
técnica, ou transgénicas ou néo transgénicas.

De acordo com outro aspecto da presente invengdo, uma
seqiiéncia de acido nucleico (preferivelmente DNA) compreendendo o QTL
da presente invengdo ou uma parte conferindo resisténcia a closterovirus do
mesmo, pode ser usada para a produgdo de uma planta de meldo resistente a
closterovirus. Neste aspecto, a invengdo prové o uso de um QTL da presente
invengdio ou partes conferindo resisténcia a closterovirus do mesmo, para
produzir uma planta de meldo resistente a closterovirus, cujo uso envolve a
introducdio de uma seqiiéncia de 4cido nucleico compreendendo referido QTL
em uma planta de meldo recipiente suscetivel a closterovirus. Como descrito,
referida seqiiéncia de 4cido nucleico pode ser derivada de uma planta de
meldo doadora resistente a closterovirus apropriada. Uma planta de meldo
doadora resistente a closterovirus apropriada capaz de prover uma seqiiéncia
de 4cido nucleico compreendendo o QTL acima descrito, ou parte conferindo
resisténcia a closterovirus do mesmo, é Cucumis melo, acesso PI313970.
Outras plantas de meldo relacionadas, que demonstram resisténcia a
closterovirus e compreendem um ou mais genes que codificam para
resisténcia a closterovirus podem ser também usadas como plantas doadoras

de resisténcia a closterovirus como a presente invengéo descreve como este
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material pode ser identificado. Outros acessos a Cucumis melo podem ser
examinados para resisténcia a closterovirus outro por uso de triagens de
biotestes ou por uso de procedimentos MAS com um marcador especifico
para o QTL, descrito aqui.

Um QTL da presente inveng@io foi primeiro descoberto em
Cucumis melo, acesso PI312970, no entanto, também outro acesso a meldo
pode ser triado para a presenga deste QTL. Uma vez identificada em uma
planta de meldo doadora apropriada, a seqliéncia de éacido nucleico que
compreende um QTL para resisténcia a closterovirus de acordo com a
presente invengdio, ou uma parte conferindo resisténcia a closterovirus do
mesmo, pode ser transferida a uma planta recipiente apropriada por qualquer
método disponivel. Por exemplo, a referida seqiiéncia de 4cido nucleico pode
ser transferida por cruzamento de uma planta de meldo doadora de resisténcia
a closterovirus com uma planta de meldo recipiente suscetivel ou mesmo uma
planta de outro género (isto &, por introgresséo), por transformacéo, por fuséo
de protoplasto, por uma técnica de hapléide duplicado, ou por resgate de
embrido, ou qualquer outro sistema de transferéncia de &cido nucleico,
opcionalmente seguido por selegdo de plantas descendentes compreendendo o
QTL, e demonstrando resisténcia a closterovirus. Para métodos transgénicos
de transferéncia, uma seqiiéncia de acido nucleico compreendendo um QTL
para resisténcia a closterovirus de acordo com a presente invengdo, ou uma
parte conferindo resisténcia a closterovirus do mesmo, pode ser isolada da
referida planta doadora por uso de métodos bem conhecidos na técnica e
assim a seqtiéncia de 4cido nucleico isolado pode ser transferida para a planta
recipiente por métodos transgénicos, por exemplo por meio de um vetor, em
um gameta, ou em qualquer outro elemento de transferéncia apropriado, como
particula balistica revestida com referida seqiiéncia de 4cido nucleico.

A transformagfo da planta geralmente envolve a construgdo de

um vetor de expressdo que ird funcionar em células de planta. Na presente
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invengdo, este vetor compreende uma seqliéncia de 4cido nucleico que
compreende um QTL, para resisténcia a closterovirus da presente inveng&o,
ou uma parte conferindo resisténcia a closterovirus do mesmo, cujo vetor
pode compreender um gene conferindo resisténcia a closterovirus que esta sob
controle de ou ligado operativamente a um elemento regulador, como um
promotor. A expressdo vetor pode conter uma ou mais das combinagdes de
gene ligado operativamente / elemento regulador, desde que pelo menos um
dos genes contidos nas combinagBes codifique para resisténcia a
closterovirus. O(s) vetor(es) pode estar na forma de um plasmideo, e pode ser
usado, sozinho ou em combinagfo como outros plasmideos, em um método
para produzir plantas transgénicas que sdo resistentes a closterovirus, usando
métodos de transformagiio conhecidos na técnica como sistema de
transformagao de Agrobacterium.

Os vetores de expressdo podem incluir pelo menos um gene
marcador (repérter), ligado operativamente a um elemento regulatdrio (como
um promotor), que permite que células transformadas contendo o marcador
sejam ou recuperadas por selegdo negativa (por inibigdo do crescimento de
células que ndo contém o gene marcador selecionavel ) ou por selegdo
positiva (por triagem par o produto codificado pelo gene marcador) Muitos
genes de marcador seleciondvel comumente usados para transformacdo de
plantas sfio bem conhecidos na técnica e incluem, por exemplo, genes que
codificam para enzimas que destoxificam metabolicamente um agente
quimico seletivo que pode ser um antibiético ou um herbicida, ou genes que
codificam um alvo alterado que ¢ insensivel ao inibidor. Véarios métodos de
selecdo positivos sdo conhecidos na arte, como sele¢do de mannose.
Alternativamente, a transforma¢fio menos alvo pode ser usada para obter
plantas sem genes marcadores mencionados, a técnica para isto sendo
conhecida na arte.

Um método para a introdugio de um vetor de expressdo em
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uma planta é baseado no sistema de transformagfo natural de Agrobacterium
(ver por exemplo Horsch et al., 1985). A. tumefaciens e A. rhizogenes sdo
bactérias de solo patogénicas de planta que transformam geneticamente as
células de plantas. Os plasmideos Ti e Ri de A. tumefaciens e A. rhizogenes,
respectivamente, transportam genes responsaveis por transformaggo genética
da planta (ver por exemplo Kado, 1991). Os métodos de introdug@o de vetores
de expressdo em tecido de planta incluem a infecgéio direta ou co-cultivo de
células de planta com Agrobacterium tumefaciens (Horsch et al., 1985). As
descri¢gdes de sistemas de vetores de Agrobacterium e métodos para
transferéncia de genes mediada por Agrobacterium sdo providos por Gruber e
Crosby, 1993 e Moloney et al., 1989. Ver também, Pat. U. S. No. 5.591.616.
Varias descricbes de vetores de expressdo de plantas e genes reporter e
protocolos de transformagdo e descrigdes de sistemas de vetor de
Agrobacterium e métodos para a transferéncia de genes mediada por
Agrobacterium podem ser encontrados m Gruber e Crosby, 1993. Varios
métodos de cultivo de tecidos de plantas s3o providos por exemplo por Miki
et al., 1993 e por Phillips, et al., 1988. Um livro de referéncia apropriado para
as técnicas de clonagem molecular e vetores de expresséo apropriados € o do
Sambrook e Russell (2001).

Outro método para a introdugdo de um vetor de expressdo em
uma planta é baseado em transformag@io mediada por microprojéteis em que
DNA ¢ transportado na superficie de microprojéteis. O vetor de expresséo €
introduzido em tecidos de plantas com um dispositivo biolistico que acelera
os microprojéteis a velocidades de 300 a 600 m/s que € suficiente para
penetrar nas paredes e membranas de células de plantas (Ver, Sanford et al,,
1987, 1993; Sanford, 1988, 1990; Klein et al., 1988, 1992). Outro método para
a introdugiio de DNA em plantas é via a sonicagéo de células alvos ((ver
Zhang et al., 1991). Alternativamente, lipossomas ou fusfo de esferoplastos

foram usados para introduzir vetores de expressio em plantas (ver por
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fusio de protoplastos tradicionais, que sdo conhecidos na técnica.

Alternativamente, o resgate de embrides pode ser empregado
na transferéncia de um acido nucleico compreendendo um ou mais QTLs
como descrito aqui de uma planta doadora para uma planta recipiente. O
resgate dos embrides pode ser usado como um procedimento para isolar
embrides dos cruzamentos em que as plantas deixam de produzir semente
viavel. Neste processo, o ovario fertilizado ou semente imatura de uma planta
é cultivada em tecido para criar novas plantas. (Pierik 1999).

A presente invengio também refere-se a um método de
produgio de uma planta de mel4o resistente a closterovirus compreendendo as
etapas de realizar um método para a detecgdo da presenca de um local de
resisténcia quantitativa (QTL) associado com resisténcia a closterovirus em
uma planta de meldo doadora de acordo com a invengéo como descrito acima,
e transferir uma seqiiéncia de 4cido nucleico compreendendo pelo menos um
QTL assim detectado, ou uma parte conferindo resisténcia a closterovirus do
mesmo, da referida planta doadora para uma planta de meldo recipiente
suscetivel a closterovirus. A transferéncia da referida seqiiéncia de acido
nucleico pode ser realizada por qualquer um dos métodos previamente
descritos aqui.

Uma forma de realizagdo preferida deste método compreende
a transferéncia por introgressdo de referida seqiiéncia de acido nucleico de
uma planta de meldo doadora resistente a closterovirus em uma planta de
meldo recipiente suscetivel a closterovirus por cruzamento de referidas
plantas. Esta transferéncia pode assim ser obtida de modo apropriado usando
técnicas de reprodugdo tradicionais. QTLs s&o preferivelmente introgredidos
em linhagens de meldo comerciais usando reprodugdo auxiliada por marcador
(MAS). A reprodugfio auxiliada por marcador ou sele¢do auxiliada por
marcador envolve o uso de um ou mais dos marcadores moleculares para a

identificacdo e selec@io destas plantas descendentes que contém um ou mais
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uma seqiiéncia de 4cido nucleico codificando para resisténcia a closterovirus.
Outros métodos, referidos acima por métodos para a detecg@o da presenga de
um QTL podem ser usados. Também, a selegdo auxiliada por marcador pode
ser usada para confirmar os resultados obtidos dos biotestes quantitativos, e
assim vérios métodos podem ser usados em combinagéo.

As linhagens de planta de meldo resistentes a closterovirus
éndogémicas podem ser desenvolvidas usando as técnicas de selegdo
recorrente e retrocruzamento, autofertilizagdio e/ou di-hapléides, ou qualquer
outra técnica usada para fazer linhagens parentais. Em um método de selegéo
e retrocruzamento recorrentes, a resisténcia a closterovirus pode ser
introgredida em uma planta recipiente alvo (o parental recorrente) por
cruzamento do parental recorrente com uma primeira planta doadora, que
diferente do parental recorrente e é referida aqui como o "parental néo
recorrente”. O parental recorrente ¢ uma planta que nfo € resistente e tem um
baixo nivel de resisténcia a closterovirus e possui caracteristicas
comercialmente desejaveis, como mas ndo limitado a (adicionais) resisténcia
a doenga, resisténcia a insetos, caracteristicas de frutas valiosas, etc. O
parental nfo recorrente demonstra resisténcia a closterovirus e compreende
uma seqiiéncia de 4cido nucleico que codifica para resisténcia a closterovirus.
O parental ndo recorrente pode ser qualquer variedade de planta ou linhagem
endogimica que & fértil cruzada com o parental recorrente. As progénies
resultantes de um cruzamento entre o parental recorrente e o parental ndo sfo
retrocruzadas para o parental recorrente. A populagdo de plantas resultante ¢
entfio triada para as caracteristicas desejadas, cuja triagem pode ocorrer em
varios modos diferentes. Por exemplo, a populagido pode ser triada usando
triagens de patologia fenotipica ou biotestes quantitativos como bem
conhecido na técnica. Alternativamente, em vez de usar biotestes, a selegfo
auxiliada por marcador (MAS) pode ser realizada usando um ou mais dos

marcadores moleculares acima mencionados., sondas de hibridizagdo ou
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polinucleotideos para identificar a progénie que compreende uma seqiiéncia
de 4cido nucleico codificando para resisténcia a closterovirus. Também, MAS
pode ser usado para confirmar os resultados obtidos dos biotestes
quantitativos. No caso em que QTL esta localizado em um local recessivo,
isto significa que o gene de resisténcia ndo pode ser triado em uma populagéo
F,; ou BC,; por uso de triagens fenotipicas como biotestes de resisténcia. Os
marcadores aqui definidos sfo assim por fim apropriados para selecionar
plantas descendentes apropriadas por triagem genotipica.

Apdés a triagem, as plantas hibridas F; que demonstram um
fenétipd resistente a closterovirus ou, mais preferivelmente, ‘genétipo e assim
compreendem a seqiiéncia de é4cido nucleico requerida codificando para
resisténcia a closterovirus sfo entdo selecionadas e retrocruzadas para o
parental recorrente por varias geragSes a fim de permitir que a planta de
meldo se torne cada vez mais endogamica. Este processo pode ser realizado
por duas a cinco ou mais geragdes. Em principio, as progénies resultantes do
processo de cruzamento do parental recorrente com o parental néo recorrente
de resisténcia a closterovirus sdo heterozigoticas para um ou mais genes que
codificam para resisténcia a closterovirus.

Deve-se lembrar que, por exemplo quando introgredindo um

local recessivo, o fendtipo resistente ird somente ocorrer em plantas

descendentes sob condi¢Bes em que as plantas homozigdticas possam ser
formadas.

Em geral, um método de introdugdo de um trago desejado em
uma variedade de meldo hibrido compreende as etapas de:

(a) cruzar um parental de meldo endogdmico com outra planta
de meldo que compreende um ou mais tragos desejados, para produzir plantas
de progénie F1, em que o trago desejado € selecionado dentre o grupo
consistindo de resisténcia a closterovirus - resisténcia;

(b) selecionar as referidas plantas de progénie F' que tem o
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traco desejado para produzir plantas de progénie F1 selecionadas,
preferivelmente usando marcadores moleculares como aqui definido,

(c) retrocruzar as plantas de progénie selecionadas com
referida planta parental de meldo endogdmica para produzir plantas de
progénie retrocruzadas.

(d) selecionar para plantas de progénie retrocruzadas que tem o
trago desejado e caracteristicas morfolédgicas e fisiologicas de referida planta
de meldo parental endogidmica, em que referida selecdo compreende o
isolamento do DNA gendmico e o teste do referido DNA pela presenga de
pelo menos um marcador molecular para QTL -1, preferivelmente como
descrito aqui,

(e) repetir as etapas (c) e (d) duas ou mais vezes em sucessdo
para produzir terceira ou mais plantas de progénie retrocruzadas selecionadas,

(f) opcionalmente autofertilizar a progénie retrocruzada
selecionada a fim de identificar as plantas homozigéticas,

(g) cruzar pelo menos uma dentre a referida progénie
retrocruzada ou plantas autofertilizadas com outra planta de melédo parental
endogdmica para gerar uma variedade de meldo hibrido com o trago desejado
e todas as caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas de variedade de melédo
hibrido quando cultivado nas mesmas condiges ambientais.

Como indicado, a ultima gera¢8o retrocruzada pode ser
autofertilizada a fim de prover uma progénie de reproducdo pura
homozigética (endogdmica) para resisténcia a closterovirus. Assim, o
resultado de selecdo recorrente, retrocruzamento e autofertilizacdo é a
produgdo de linhagens que sdo geneticamente homogé€neas para os genes
associados com a resisténcia a closterovirus, assim como outros genes
associados com tragos de interesse comercial.

Plantas e sementes de meldo resistentes a closterovirus

O objetivo da reprodugdo de plantas é combinar em uma Unica
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variedade ou hibridos varios tragos desejaveis. Para culturas comerciais, estes
tracos podem incluir resisténcia a doengas e insetos, tolerancia a calor e seca,
redugiio do tempo até a maturidade da cultura, maior rendimento, e melhor
qualidade agrondmica. A uniformidade das caracteristicas da planta como
germinagdo e estabelecimento do grupo de plantas, taxa de crescimento,
maturidade, e altura da planta podem ser de grande importancia.

As culturas comerciais sfo reproduzidas através de técnicas
que levam vantagem do método de polinizagdo das plantas. Uma planta €
auto-polinizada se pdlen de uma flor for transferido para a mesma ou outra
flor da mesma planta. Uma planta é polinizada em "sib" quando individuos
dentro da mesma familia ou linhagem sfio usados para a polinizagdo. Uma
planta é polinizada cruzada se o pélen for de uma flor em uma planta
diferente de uma familia ou linhagem diferente.

As plantas que foram auto-polinizadas e selecionadas para tipo
para muitas geragdes se tornam homozigéticas em quase todos os loci do gene
e produzem uma populagdo uniforme de progénie com reprodugéo verdadeira.
Um cruzamento entre duas linhagens homozigéticas diferentes produz uma
populagdio uniforme de plantas hibridas que podem ser heterozigéticas para
muitos Joci de genes. Um cruzamento de duas plantas, cada heterozigética em
um nuimero de loci de genes, ird produzir uma populagdo de plantas
heterogéneas que diferem geneticamente e néo serdo uniformes.

O desenvolvimento de uma variedade de mel&o hibrido em um
programa de reprodugfo de planta de meldo envolve trés etapas: (1) a selegdo
de plantas de vérios conjuntos de germplasma para cruzamentos de
reprodugdio iniciais, (2) a autofertilizagdo das plantas selecionadas dos
cruzamentos de reproducfio por virias geragBes para produzir uma série de
linhagens endogamicas, que s3o individualmente reproduzidas verdadeiras, e
sdio altamente uniformes, e (3) cruzamento de uma linhagem endogimica

selecionada com uma linhagem endogadmica ndo relacionada para produzir a
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progénie hibrida (F1). Ap6és uma quantidade suficiente de endogamias,
geragdes filiais sucessivas irdio apenas servir para aumentar a produgéo de
sementes da linhagem endogimica desenvolvida. Preferivelmente uma
linhagem endogamica deve compreender alelos homozigéticos em cerca de
95% ou mais de seus Joci.

Uma conseqiiéncia importante da homozigosidade e
homogeneidade das linhagens endogdmicas é que o hibrido criado por
cruzamento de um par definido de cruzamentos endogimicos sera sempre
igual. Uma vez que os cruzamentos endogdmicos que criam um hibrido
superior foram identificados, um suprimento continuo da semente hibrida
pode ser produzido usando estes parentais endogémicos e as plantas de meldo
hibrido podem ser entfio geradas a partir deste suprimento de semente hibrida.

Uma planta de meldo resistente a closterovirus, ou parte da
mesma, obtenivel pelo método da invengdo € um aspecto da presente
invengéo.

Outro aspecto da presente invengdo refere-se a uma planta de
meldo resistente a closterovirus, ou parte da mesma, compreendendo os QTLs
em qualquer configuragdio como descrito no detalhe acima, em que pelo
menos um de referidos QTLs ndo esta em seu antecedente genético natural.
As plantas de meldo resistentes a closterovirus da presente invengo podem
ser de qualquer tipo genético como endogdmico, hibrido, hapléide, di-
hapléide, ou transgénico. Além disso, as plantas da presente inveng&o podem
ser heterozigdticas ou heterozigéticas para os tragos de resisténcia,
preferivelmente homozigoticas. Apesar dos QTLs da presente inveng&o, assim
como partes conferindo resisténcia dos mesmos poderem ser transferidos a
qualquer planta a fim de prover uma planta resistente a closterovirus, os
métodos e plantas da invengdo sdo preferivelmente relacionados com plantas
da espécie Cucumis melo.

As linhagens de meldo endogimicas resistentes a closterovirus
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REIVINDICACOES

1. Planta da espécie Cucumis melo, caracterizada pelo fato de

referida planta compreender um elemento genético derivado de uma planta da
espécie Cucumis melo var. agrestis, cujo elemento genético compreende um
QTL conferindo resisténcia a closterovirus, ou uma parte conferindo
resisténcia a closterovirus do mesmo ligado a pelo menos um marcador
localizado no cromossomo equivalente ao grupo de ligagéo (LG) 6 de meldo
acesso PI1313970, em que referida planta nfio € meldo acesso PI313970.

2. Planta de acordo com a reivindicag8o 1, caracterizada pelo

fato de que referida planta da espécie Cucumis melo é um cultivar de meldo
e/ou uma planta do grupo consistindo de variedades boténicas Cucumis melo
var. cantalupensis, Cucumis melo, var. reticulatis ou Cucumis melo var.
inodorus.

3. Planta de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizada

pelo fato de que referido elemento genético é derivado de meldo acesso
PI1313970.

4. Planta de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 1-3,
caracterizada pelo fato de que referido QTL conferindo resisténcia a
closterovirus é um QTL conferindo resisténcia a CYSDV.

5. Planta de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizada pelo fato de que referido elemento genético esta

presente em uma forma homozigética e em que referida planta ¢ resistente a
closterovirus.
6. Planta de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizada pelo fato de que referido QTL se estende em uma

regifio no cromossomo de cerca de 1,9 a cercade 17,2 cM.
7. Planta de acordo com qualquer uma das reivindica¢des

precedentes, caracterizada pelo fato de que referido elemento genético ¢ uma

introgressdo.
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8. Planta de acordo com qualquer uma das reivindica¢Oes

precedentes, caracterizada pelo fato de que referido QTL ¢ ligado a pelo

menos um marcador selecionado dentre o grupo consistindo de E11/M54-156,
E14/M54-152, E14/M51-210, E14/M51-083, E11/M49-239, E11/M54-169,
E14/M50-262, E11/M57-278, E11/M54-163 e/ou E11/M49-072, referido
QTL preferivelmente sendo ligado ao marcador E11/M49-239.

9. Planta de acordo com qualquer uma das reivindica¢des

precedentes, caracterizada pelo fato de que referido closterovirus ¢ CYSDV.

10. Planta de acordo com qualquer uma das reivindica¢Oes
precedentes, caracterizada pelo fato de que referida planta ¢ um cultivar de
meldo resistente a closterovirus.

11. Planta de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des

precedentes, caracterizada pelo fato de que referida planta ¢ uma planta

endogimica ou planta hibrida.

12. Parte de uma planta, caracterizada pelo fato de ser como

definida em qualquer uma das reivindicagdes precedentes.
13. Parte de planta de acordo com a reivindicagdo 12,

caracterizada pelo fato de que referida planta é uma planta endogémica ou

planta hibrida e referida parte de planta € uma semente ou fruto.

14. Local de trago quantitativo (QTL) conferindo resisténcia a
closterovirus, caracterizado pelo fato de ser ligado a pelo menos um marcador
localizado no cromossomo equivalente ao grupo de ligagdo (LG) 6 de meldo
acesso PI313970 ou uma parte conferindo resisténcia a closterovirus do
mesmo.

15. Acido nucleico isolado, caracterizado pelo fato de

compreender um QTL como definido na reivindicagdo 14, em que referido
QTL se estende em uma regido no cromossomo de cerca de 1,9 a cerca de
17,2 cM.

16. Acido nucleico isolado de acordo com a reivindicagdo 15,

HO
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progénie de um marcador molecular ligado ao referido QTL.

20. Método de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado

pelo fato de que referida etapa a) compreende as etapas de:

- cruzar uma planta resistente a closterovirus da espécie
Cucumis melo var. agrestis, preferivelmente de meldo acesso PI313970, ou
um derivado resistente a closterovirus da mesma, com uma planta de meldo
suscetivel a closterovirus,

- coletar semente do referido cruzamento;

- cultivar referida semente para produzir plantas de progénie
de F1;

- realizar endogamia ou retrocruzamento das referidas plantas
de progénie F1 com o doador ou parental recipiente para produzir sementes
F2;e

cultivar as referidas sementes F2 para produzir plantas de
progénie F2.

21. Método de acordo com a reivindicagio 20, caracterizado

pelo fato de que a detecgdio de referido marcador molecular ligado ao referido
QTL é realizada em uma planta de progénie F2.
22. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

19-21, caracterizado pelo fato de que referida planta de meldo recipiente

suscetivel a closterovirus é uma planta do grupo consistindo de variedades
botanicas Cucumis melo var. cantalupensis, Cucumis melo, var. reticulatis ou
Cucumis melo var. inodorus, mais preferivelmente uma linhagem da mesma
que possui caracteristicas comercialmente desejéveis.

23. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

18-22, caracterizado pelo fato de ainda compreender selecionar dentre as

plantas descendentes uma planta que compreende em seu genoma referido
pelo menos um QTL, ou uma parte conferindo resisténcia a closterovirus do

mesmo.
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24. Método de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizado

pelo fato de que a referida selegdo compreende a selegfo auxiliada por
marcador com um marcador ligado ao referido QTL.
25. Planta de meldo resistente a closterovirus, ou uma parte da

mesma, caracterizada pelo fato de ser obtenivel por um método como definido

em qualquer uma das reivindicagdes 18-24.

26. Planta de mel#o hibrida, ou parte da mesma, caracterizada

pelo fato de ser obtenivel por cruzamento de uma planta de meldo como
definida em qualquer uma das reivindicagdes 1-11 ou 25 com uma planta de
meldo que demonstra caracteristicas comercialmente desejaveis.

27. Semente de meldo, caracterizada pelo fato de ser produzida

por cultivo da planta de meldo como definida em qualquer uma das
reivindicag®es 1-11, 25 ou 26.

28. Uso de um 4cido nucleico isolado, como definido em
qualquer uma das reivindicagdes 15-17, caracterizado pelo fato de ser para a
produgiio de plantas de meldo resistentes a closterovirus.

29. Uso de um marcador selecionado dentre o grupo
consistindo de marcadores E11/M54-156, E14/M54-152, E14/MS51-210,
E14/M51-083, E11/M49-239, E11/M54-169, E14/M50-262, E11/M57-278,
E11/M54-163 e E11/M49-072, caracterizado pelo fato de ser para a detecgéo

de uma planta de meldo resistente a closterovirus.
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