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DESCRIPCION
Plantas de mel6n con resistencia al virus asociado al amarilleamiento del melén (MYaV)

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere al campo de la mejora genética vegetal, en particular a la mejora genética de melones.
La invencién proporciona el locus genético que confiere resistencia al virus asociado al amarilleamiento del melén
(MYaV, forma siglada del inglés: Melon Yellowing associated Virus) como se encuentra en accesiones de melén
silvestre, y plantas de melén cultivadas que comprenden dicho locus genético (o una parte que confiere resistencia
del mismo), que confiere a dichas plantas resistencia a MYaV. Ademas, se proporcionan semillas a partir de las cuales
tales plantas se pueden cultivar, partes de plantas, células, tejidos u 6rganos de tales plantas, y procedimientos de
mejora genética para transferir el locus de resistencia a MYaV, o parte que confiere resistencia del mismo, a otras
plantas o células vegetales de melén cultivado, especialmente a plantas de meldn susceptibles al MYaV. También se
proporcionan marcadores moleculares con los que dicho locus genético puede identificarse en plantas y células
vegetales, y/o transferirse a otras plantas o células vegetales de melén. Como la resistencia a MYaV presente en el
locus genético es dominante, las plantas y/o células vegetales resistentes al MYaV pueden comprender el locus
genético en forma homocigética o heterocigética.

Antecedentes de la invencién

Desde 1999, se informé que una nueva enfermedad que provoca sintomas descritos como "amarilleamiento de plantas
de melén" provocaba dafios en el noreste de Brasil, que es la regién donde tiene lugar mas del 90 % de la produccién
brasilefia de melén. Los sintomas son el moteado y el amarilleamiento de las hojas y se observan principalmente en
las hojas mas antiguas (Nagata y col. 2003, Plant Pathology 52, 797). El virus que provocé esta enfermedad se
denominé tentativamente virus asociado al amarilleamiento del melén (MYaV) (Nagata y col.,2003, citado
anteriormente y Nagata y col., 2005, Arch. Virology Vol. 150(2):379-87). En 2007, la deteccidn serolégica (utilizando
un anticuerpo policlonal desarrollado para la deteccién de MYaV, (véase Avila y col. 2008 Trop. Plant Pathol. v.33 n.3
Brasilia mayo/jun. de 2008) revel6 que un gran porcentaje de plantas de melén sintométicas estaban infectadas con
MYaV (Lima y col. Hortic. Bras. vol. 27 n.° 4 Brasilia oct./dic. de 2009). La regién mas afectada fue el estado de Rio
Grande do Norte, en Mossoro, con el 96,3 % de los melones infectados. De forma interesante, las concentraciones de
virus fueron mayores en extractos preparados a partir de tallos de plantas sintométicas que a partir de hojas.

Los sintomas tipicos de la enfermedad aparecen como moteado y amarilleamiento en las hojas, principalmente de las
hojas més antiguas, de forma similar a un trastorno nutricional (ver Nagata y col.,2003, citado anteriormente y la Fig.
1 de Nagata y col. 2010, Journal of General Plant Pathology Volumen 76, N.° 4, pagina 268-272). En el tejido foliar
infectado que muestra sintomas amarillentos, se pueden observar por microscopia electrdnica particulas de virus
filamentosas de 600-700 nm de longitud.

El virus que se encuentra en las plantas con los sintomas de amarilleamiento de la enfermedad se transmite de unas
plantas de melén a otras mediante la mosca blanca (Bemisia tabaci biotipo B). Ademas, se puede utilizar el injerto
para transmitir el virus a otras plantas de melén o a Cucumis anguria (pepino silvestre). Mediante microscopia
electrdnica, se observaron en hojas infectadas particulas filamentosas largas de tipo Carlavirus y cuerpos de inclusién,
lo que sugirié la presencia de un virus del género Cartavirus (Nagata y col. 2003, Plant Pathol 52:797). Nagata y col.
2005 (citado anteriormente) secuenciaron dos genes, la proteina de la cubierta (ORF-A) y un marco de lectura abierto
mas (ORF-B), véase el nimero de referencia de GenBank AY373028. Como el virus del moteado leve del caupi
(CPMMYV, forma siglada del inglés Cowpea mild mottle virus) era la Unica especie de carlavirus conocida por ser
transmitida por la mosca blanca, se esperaba que las propiedades genéticas y seroldgicas del MYaV fueran similares
a las de CPMMV. Sin embargo, el MYaV no reaccioné de forma cruzada en un ensayo de inmunounién puntual con
anticuerpos del CPMMV (Nagata y col. 2003, citado anteriormente), y los datos de secuencia genémica mostraron que
la proteina de la cubierta (PC) del CPMMYV no estaba estrechamente relacionada con la del MYaV (Nagata y col. 2005,
citado anteriormente).

Inicialmente, no estaba claro si incluir al MYaV dentro del género Carfavirus o si debia ser un nuevo género en la
familia Flexiviridae (Nagata y col. 2005, citado anteriormente). Sin embargo, en un estudio reciente (Nagata y col.
2010, citado anteriormente), se estima que se clond y secuencié el 40 % (aproximadamente 3,1 kb) del genoma del
MYaV vy, basandose en estos datos, los autores sugieren que el virus es una especie nueva dentro del género
Carlavirus y sugieren cambiar el nombre de este virus a virus del amarilleamiento del melén (MYV). La secuencia de
3,1 kb contenia 5 marcos de lectura abiertos (ORF), que codifican tres proteinas de bloque génico triple (Trip/le Gene
Block) (TGB1, TGB2 y TGB3), la proteina de la cubierta (PC) y la supuesta proteina de unidn a 4cido nucleico (NABP,
forma siglada de nucleic acid binding protein), véase el nimero de referencia de GenBank AB510477. La secuencia
de la proteina de la cubierta (PC) en este estudio tenia una identidad de secuencia del 93 % con la secuencia de ORF-
A (AY373028).

Como no hay disponibles plantas con resistencia contra el virus, una estrategia desarrollada para limitar la infeccién
por MYaV es cubrir todo el campo con una capa de tela no tejida hilada desde la germinacién hasta la floracién, para
prevenir la transmisién del virus por la mosca blanca. Sin embargo, las plantas se volvieron sensibles a los minadores
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de hojas (Liriomisa spp.), lo que se convirtié en una produccién de fruta muy dafiada de forma generalizada (Nagata
y col. 2010, citado anteriormente).

Es un objeto de la invencién proporcionar fuentes de resistencia a MYaV y una regién genética que comprende el
locus de resistencia o una parte del mismo, que confieren resistencia frente al MYaV. Es un objeto adicional de la
invencién proporcionar plantas de melén cultivadas (Cucumis melo L.) y células, tejidos, frutas y otras partes de tales
plantas que comprenden en su genoma un locus que confiere resistencia a MYaV (o una parte que confiere resistencia
del mismo), ya sea en forma homocigética o heterocigética, mediante lo cual las plantas de melén son resistentes
frente al MYaV. Ademés, son una realizacién de la invencidén semillas a partir de las cuales se pueden cultivar plantas
de meldn resistentes al MYaV.

En un aspecto adicional se proporcionan marcadores moleculares, que pueden utilizarse para detectar la presencia
y/o transferir el locus que confiere resistencia a MYaV, o una parte que confiere resistencia del mismo, en/dentro de
plantas o células vegetales de Cucumis melo L. Uno o méas de los marcadores pueden, por tanto, utilizarse, por
ejemplo, para transferir el locus de resistencia, o una parte que confiere resistencia del mismo, a plantas de melén que
sean susceptibles al MYaV. En una realizacidn, el locus de resistencia, o parte que confiere resistencia del mismo, es
el locus en el cromosoma 6 que se encuentra en las semillas depositadas con el nUmero de referencia NCIMB 41966
o NCIMB 41969. En una realizacién adicional, el locus de resistencia o parte que confiere resistencia del mismo es el
locus en el cromosoma 6, o una parte que confiere resistencia del mismo, como se encuentra en otras plantas de
melén silvestre.

Se pueden utilizar también uno o mas de los marcadores ligados, o asociados con, el locus de resistencia a MYaV, o
parte que confiere resistencia del mismo, para identificar nuevas fuentes de resistencia a MYaV, tal como otras
accesiones silvestres de Cucumis melo que comprenden un locus de resistencia a MYaV en el cromosoma 6, y para
transferir (introgresar) el locus de resistencia, o una parte que confiere resistencia a MYaV del mismo, de tales
accesiones a plantas de melén cultivadas. La resistencia a MYaV que confiere el locus del rasgo cuantitativo (QTL,
forma siglada de quantitative trait locus) en el cromosoma 6 (equivalente al grupo de ligamiento VI de la ICuGl (forma
siglada de International Cucurbit Genomics Initiative: Iniciativa internacional de gendmica de cucurbitaceas), o GL VI)
fue nombrada MYaV6.1.

El documento EP1962578B1 describe un QTL de resistencia al CYSDV (forma siglada de cucurbit yellow stunting
disorder virus: virus del amarilleo y enanismo de las cucurbitaceas) de PI1313970 en un grupo de ligamiento, designado
arbitrariamente como GL6, y reivindica plantas de melén que comprenden una introgresién de PI313970, cuya
introgresion comprende un QTL de resistencia a CYSDV ligado a al menos un marcador ubicado en el cromosoma
equivalente al grupo de ligamiento (GL) 6 de la accesiéon de meldén PI313970. Debe tenerse en cuenta que en el
documento EP1962578B1, el GL6 nombrado de manera arbitraria es el GL VI de la ICuGI de melén, pero corresponde
al Grupo de Ligamiento V (GL V) de la ICuGI. En un aspecto, la planta de la invencidn en el presente documento, es
decir, una planta de Cucumis melo cultivada que comprende una resistencia frente al virus asociado al amarilleamiento
del melén (MYaV), en la que dicha resistencia es conferida por un fragmento de introgresién en el cromosoma 6 en
forma homocigoética o heterocigética, y en la que dicho fragmento de introgresiéon es de una planta silvestre de la
especie Cucumis melo, no comprende el QTL de resistencia al CYSDV como se describe en el documento
EP1962578B1. En otro aspecto, la planta de la invencién, es decir, una planta de Cucumis melo cultivada que
comprende una resistencia frente al virus asociado al amarilleamiento del melén (MYaV), en la que dicha resistencia
es conferida por un fragmento de introgresién en el cromosoma 6 en forma homocigética o heterocigética, y en la que
dicho fragmento de introgresién es de una planta silvestre de la especie Cucumis melo, no comprende los marcadores
E11/M49-239, como se define en el parrafo [0037] del documento EP 1962578 B1. En otro aspecto més, la planta de
la invencién no comprende los 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 y/o E11/M49-072 como se define en el parrafo [0040] del
documento EP1962578 B1. En aun otra realizacién, la planta de la invencién no comprende los marcadores E11/M54-
156, E14/M54-152, E14/M51-210, E14/M51-083, E11/M49-239, E11/M64-169, E14/M60-262, E11/M67-278, E11/M64-
163 y/o E11/M49-072 como se define en el parrafo [0013] del documento EP 1962578 B1. Los pasajes citados del
documento EP1962578B1 se adjuntan en el presente documento como referencia. En otro aspecto mas, las plantas
de la invencién, es decir, una planta de Cucumis melo cultivada que comprende una resistencia frente al virus asociado
al amarilleamiento del melén (MYaV), en la que dicha resistencia es conferida por un fragmento de introgresion en el
cromosoma 6 en forma homocigoética o heterocigdtica, y en la que dicho fragmento de introgresién es de una planta
silvestre de la especie Cucumis melo, no tienen un fenotipo de CYSDV (es decir, no son resistentes al CYSCYV).

Definiciones generales

El articulo indefinido "un" o "uno, una" no excluye la posibilidad de que esté presente méas de uno de los elementos, a
menos que el contexto precise claramente que haya uno y solo uno de los elementos. Por tanto, el articulo indefinido
"un" o "una" habitualmente significa "al menos uno o una".

Como se usa en el presente documento, el término "planta" incluye la planta completa o cualquiera de sus partes o
derivados de la misma, tales como érganos vegetales (por ejemplo, érganos de almacenamiento cosechados o no
cosechados, tubérculos, frutos, hojas, semillas, etc.), células vegetales, protoplastos vegetales, cultivos de células o
tejidos vegetales a partir de los que pueden regenerarse plantas, callos de plantas, agrupaciones de células vegetales,
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y células vegetales que estan intactas en plantas o partes de plantas, tales como los embriones, polen, dvulos, ovarios,
frutos (por ejemplo, tejidos u 6rganos cosechados, tales como melones cosechados o partes de los mismos), flores,
hojas, semillas, tubérculos, bulbos, plantas reproducidas de forma clonal, raices, rizomas, tallos, puntas de raices y
similares. Ademas, se incluye cualquier fase del desarrollo, tal como las plantulas, inmadura y madura, etc. Cuando
se hace referencia a "semillas de una planta”, estas se refieren a semillas de las cuales se puede cultivar la planta o
a semillas producidas en la planta, después de la autofecundacién o la fecundacién cruzada.

"Variedad vegetal' es un grupo de plantas dentro del mismo taxén botanico del grado més bajo conocido, que
(independientemente de si se cumplen o no las condiciones para el reconocimiento de los derechos del obtentor de
plantas) puede definirse en funcién de la expresidén de caracteristicas que son el resultado de un determinado genotipo
0 una combinacién de genotipos, puede distinguirse de cualquier otro grupo de plantas por la expresién de al menos
una de esas caracteristicas, y puede considerarse como una entidad, debido a que se pueden multiplicar sin ninglin
cambio. Por lo tanto, la expresién "variedad vegetal' no puede utilizarse para indicar un grupo de plantas, incluso si
son del mismo tipo, sitodas se caracterizan por la presencia de uno o dos locus o genes (o caracteristicas fenotipicas
debidas a estos locus o genes especificos), pero que de lo contrario pueden diferir enormemente entre si en lo que
respecta a los otros locus o genes.

"F1, F2, F3, etc." se refiere a las generaciones relacionadas consecutivas después de un cruce entre dos plantas
parentales o lineas parentales. Las plantas cultivadas a partir de las semillas producidas al cruzar dos plantas o lineas
se llama generacién F1. La autofecundacién de las plantas F1 da como resultado la generacidén F2, etc.

La planta "hibrida F1" (o semilla hibrida F1) es la generacidén obtenida al cruzar dos lineas parentales endogémicas.
Por tanto, las semillas hibridas F1 son semillas a partir de las cuales crecen las plantas hibridas F1. Los hibridos F1
son més vigorosos y de mayor rendimiento, debido a la heterosis.

El término "alelo (o alelos)" significa cualquiera de una o mas formas alternativas de un gen en un locus particular,
alelos que se relacionan todos con un rasgo o caracteristica en un locus especifico. En una célula diploide de un
organismo, los alelos de un gen dado se emplazan en una ubicacién especifica, o locus (plural, locus) en un
cromosoma. En cada cromosoma del par de cromosomas homoélogos esta presente un alelo. Una especie de planta
diploide puede comprender una gran cantidad de alelos distintos en un locus particular. Estos pueden ser alelos
idénticos del gen (homocigético) o dos alelos distintos (heterocigético). Por tanto, por ejemplo, en el presente
documento se puede hacer referencia a un alelo de MYaV del locus de resistencia a MYaV MYaV6.1.

El término "gen" significa una secuencia de ADN (gendmica) que comprende una regidén (regién transcrita), que se
transcribe en una molécula de ARN mensajero (ARNm) en una célula y una regién reguladora unida operativamente
(por ejemplo, un promotor). Los distintos alelos de un gen son, por tanto, distintas formas alternativas del gen, que
pueden estar en forma de, por ejemplo, diferencias en uno o mas nucleétidos de la secuencia de ADN gendmico (por
ejemplo, en la secuencia del promotor, las secuencias exdnicas, la secuencias intrénicas, etc.), de la secuencia del
ARNmMm y/o de aminoécidos de la proteina codificada.

El término "locus" (plural, locus) significa un lugar o lugares especificos o un sitio en un cromosoma donde, por ejemplo,
se encuentra un gen o marcador genético. El locus de resistencia a MYaV (o locus que confiere resistencia MYaV) es,
por tanto, la ubicacién en el genoma del melén, donde se encuentra el gen de resistencia a MYaV. En el melén
cultivado, el locus de resistencia a MYaV se encuentra en el cromosoma 6 (utilizando la nhomenclatura de la ICuGl
para cromosomas o grupos de ligamiento, es decir, el GLVI) y preferentemente introgresa en el genoma del melén
cultivado (es decir, en el cromosoma 6 o GLVI) a partir de accesiones de melén silvestre, tales como (pero sin
limitacion) las dos accesiones de melén silvestre depositadas con los numeros de referencia NCIMB 41966 y
NCIMB41969, o a partir de otros melones silvestres que se pueden cruzar con C. melo y de cuyos cruces se puede
producir una descendencia fértil.

Un "locus de rasgo cuantitativo" o "QTL" es un locus cromosémico que codifica uno o mas alelos que afectan la
expresividad de un fenotipo distribuido de forma continua (cuantitativo). La resistencia a MYaV que confiere el locus
de rasgo cuantitativo se denomina en el presente documento MYaV6.1.

"ICuGI" (forma siglada del inglés International Cucurbit Genomics Initiative) se refiere a Iniciativa Internacional de los
Genomas de las cucurbitaceas, que publica mapas genéticos de, por ejemplo, Cucumis melo (http:/iww.icugi.org/cgi-
binfcmap/map_set_info?species_acc=CM). La versién actual del mapa gendémico de C. melo es del 4 de marzo de
2012 y el mapa del cromosoma 6 se denomina ICuGI_VI (o GL VI, o Grupo de Ligamiento VI), y contiene 124
marcadores (11 AFLP, 1 ISSR, 19 RAPD, 17 RFLP, 31 SNP, 45 marcadores SSR) en un grupo de ligamiento que
abarca de 0,00 a 98,00 cM. En el presente documento, cromosoma 6 de melén y GL VI se usan indistintamente.

La "distancia genética" entre locus (por ejemplo, entre marcadores moleculares y/o entre marcadores fenotipicos) en
el mismo cromosoma se mide por la frecuencia de entrecruzamiento o frecuencia de recombinacién (FR) y se indica
en centimorgans (cM). Un cM corresponde a una frecuencia de recombinacién del 1 %. Si no se pueden encontrar
recombinantes, la FR es cero y los locus estan extremadamente juntos fisicamente o son idénticos. Cuanto mas
separados estan dos locus, mayor es la FR.

La "distancia fisica" entre locus (por ejemplo, entre marcadores moleculares y/o entre marcadores fenotipicos) en el
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mismo cromosoma es la distancia fisica real expresada en pares de bases (pb), kilo pares de bases (kb) 0 mega pares
de bases (Mb). C. melo tiene un tamafio total del genoma haploide de aproximadamente 450 Mb, dividido en 12 pares
de cromosomas, véase Garcia-Mas y col., PNAS 2 de julio de 2012, p1-6 y Gonzales y col. 2010, BMC Genomics
11:339, p1-13.

"Fragmento de introgresiéon" o "segmento de introgresién" o "regién de introgresién" se refiere a un fragmento de
cromosoma (o parte o regidn del cromosoma) que se ha introducido en otra planta de la misma especie o de una
especie relacionada mediante técnicas de cruzamiento o técnicas tradicionales de mejora genética, tales como el
retrocruzamiento, es decir, el fragmento introgresado es el resultado de procedimientos de mejora genética a los que
se hace referencia mediante el verbo "introgresar” (tal como retrocruzamiento). En el melén, las accesiones de melén
silvestre o parientes silvestres del meldn se utilizan a menudo para introgresar fragmentos del genoma silvestre en el
genoma del melén cultivado, Cucumis melo. Dicha planta de melén cultivada tiene, por tanto, un "genoma de C. melo”
cultivado, pero comprende en el genoma un fragmento de un melén silvestre o de un pariente silvestre del meldn, por
ejemplo, un fragmento de introgresién de un genoma de Cucumis silvestre relacionado, tal como Cucumis melo ssp.
agrestis, C. melo ssp. melo, C. melo ssp. acidulous, C. callosus, C. trigonus, C. picrocarpus, u otro meldn silvestre o
pariente silvestre del melén. Se entiende que la expresidn "fragmento de introgresién" nunca incluye un cromosoma
completo, sino solo una parte de un cromosoma. El fragmento de introgresion puede ser grande, por ejemplo, incluso
la mitad de un cromosoma, pero preferentemente es mas pequefio, tal como de aproximadamente 15 Mb 0 menos, tal
como de aproximadamente 10 Mb o menos, de aproximadamente 9 Mb o menos, de aproximadamente 8 Mb o menos,
de aproximadamente 7 Mb o menos, de aproximadamente 6 Mb o menos, de aproximadamente 5 Mb o menos, de
aproximadamente 4 Mb o menos, de aproximadamente 3 Mb o menos, de aproximadamente 2 Mb o menos, de
aproximadamente 1 Mb (equivalente a 1.000.000 pares de bases) o menos, o de aproximadamente 0,5Mb
(equivalente a 500.000 pares de bases) o menos, tal como de aproximadamente 200.000 pb (equivalente a 200 kilo
pares de bases) o menos, de aproximadamente 100.000 pb (100 kb) o menos, de aproximadamente 50.000 pb (50 kb)
0 menos, aproximadamente 25.000 pb (25 kb) o menos.

El "alelo de MYaV" se refiere a un alelo que confiere resistencia a MYaV que se encuentra en el locus que confiere
resistencia a MYaV MYaV6.1, o en la parte del locus que confiere resistencia, introgresado en el melén cultivado (en
el cromosoma 6 de C. melo cultivado), procedente de un meldn silvestre o pariente silvestre del melén, por ejemplo,
de plantas de las cuales se deposit6 una muestra representativa de semillas con el nimero de referencia NCIMB
41966 o NCIMB 41969. La expresién "alelo de MYaV", por tanto, también abarca los alelos de MYaV que se pueden
obtener de otras accesiones de Cucumis resistentes a MYaV, tal como alelos ortélogos de MYaV (véase mas abajo).
Cuando estén presentes uno o dos alelos de MYaV en el locus que confiere resistencia a MYaV en el genoma (es
decir, en forma heterocigética u homocigética), la planta es resistente al MYaV, es decir, tiene un fenotipo de
resistencia MYaV. En la planta de melén cultivada que carece del fragmento de introgresién, el alelo de C. melo
encontrado en el mismo locus en el cromosoma 6 se denomina en el presente documento alelo "myav" alelo (o alelo
susceptible a MYaV). Como la resistencia es dominante, las plantas myav/myav muestran un fenotipo susceptible al
MYaV, mientras que las plantas MYaV/myav y las plantas MYaV/MYaV son plantas que poseen el fenotipo resistente
al MYaV conferido por el alelo MYaV (es decir, son resistentes al MYaV).

"Alelos ortélogos de MYaV"' u "ortélogos de MYaV", u "ortélogos para MYaV " son alelos de genes de resistencia a
MYaV presentes en otros parientes silvestres del melén, en los cromosomas ortélogos 6. Dichos alelos ortélogos
pueden, por tanto, encontrarse en el cromosoma 6 ortélogo de parientes silvestres de C. melo, tales como C. callosus,
C. trigonus, C. picrocarpus y otros, y son transferibles, por introgresién, al cromosoma 6 de C. melo.

Un "fenotipo de resistencia MYaV" o "resistencia a MYaV", o "plantas resistentes al MYaV", se refiere a la resistencia
frente al MYaV conferida por el alelo MYaV (o por el alelo ortélogo de MaYV) cuando esta presente en el genoma de
C. melo en dos copias (en forma homocigética). El fenotipo de resistencia MYaV y la presencia del alelo MYaV y/u
ortélogos de MYaV puede analizarse utilizando el "ensayo de resistencia MYaV" y/o ensayos de marcadores de MYaV.

Un "ensayo de resistencia a MYaV" puede llevarse a cabo de distintas maneras, ya sea por injerto o, preferentemente,
como prueba de campo, como también se describe en otra parte en el presente documento. Preferentemente, se
utiliza un ensayo de campo una zona de alta incidencia natural de Bemisia tabaci biotipo B, que porta el MYaV, tal
como el noreste de Brasil u otras zonas donde hay una alta incidencia de enfermedad por el MYaV (es decir, un area
infestada por MYaV). Una planta de un genotipo particular se considera resistente al MYaV si la puntuacién promedio
de resistencia a la enfermedad de una pluralidad de plantas (al menos 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas, preferentemente en
al menos dos o tres repeticiones) de ese genotipo es significativamente mayor en comparacién con los controles
susceptibles (plantas que carecen de un fragmento de introgresién que comprende un alelo MYaV o un ortélogo de
MYaV, tales como las variedades de melén Galia Amaregal F1 (Nunhems) o Glory (Origene Seeds); o las variedades
de melén Piel de Sapo Medellin (Nunhems) o Sancho (Syngenta)), cuando se cultiva en el mismo entorno. Por tanto,
por ejemplo, las plantas de melén de una linea que comprende la introgresién del locus que confiere resistencia a
MYaV, o una parte que confiere resistencia del mismo, en forma heterocigética u homocigota, se pueden cultivar junto
con plantas de melén de control adecuadas (especialmente plantas de melén susceptibles a MYaV) en un campo
abierto en el noreste de Brasil y, cuando todas las plantas de los controles susceptibles muestren sintomas claros de
amarilleamiento (véase la Figura 2) todas las plantas se fenotipan en una escala de resistencia a la enfermedad de 1
(hojas totalmente amarillas, es decir, las hojas en el primer 1/3 de la planta son el 100 % amarillas) a 9 (hojas
totalmente verdes; las hojas en el primer 1/3 de la planta son el 100 % verdes), por lo que 2 = aproximadamente el
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81 % al 99 % del 4rea foliar en el primer 1/3 de la planta es amarilla, 3 = aproximadamente el 65 % al 80 % del area
foliar en el primer 1/3 de la planta es amarilla, 4 = aproximadamente el 49 % al 64 % del area foliar en el primer 1/3 de
la planta es amarilla, 5 = aproximadamente el 33 % al 48 % del &rea foliar en el primer 1/3 de la planta es amarilla, 6
= aproximadamente el 17 % al 32 % del area foliar en el primer 1/3 de la planta es amarilla, 7 = hasta aproximadamente
el 17 % del area foliar en el primer 1/3 de la planta es amarilla, 8 = unas pocas hojas en el primer 1/3 de la planta
comienzan a mostrar sombras/moteado amarillo. El primer 1/3 de la planta se refiere a las hojas mas antiguas en la
zona del primer 1/3 de la planta, determinada a partir del sistema principal del tallo/radicular de la planta y como se
observa en la Figura 2 (rectangulo negro). Las hojas mas jévenes de las matas, mas hacia la punta de las matas, no
se fenotipan, dado que estas son generalmente verdes en el momento del fenotipado y se vuelven amarillas, solo en
las plantas susceptibles, después de varios dias mas, por ejemplo, 7-10 dias después (aunque ya contengan el virus
en el momento del fenotipado). Las plantas con una puntuaciéon promedio de resistencia a la enfermedad que es
significativamente mas alta que la puntuacién promedio de la enfermedad de los controles susceptibles, por ejemplo,
una puntuacién promedio de al menos 3,0, preferentemente de al menos 4,0, mas preferentemente de al menos 5,0,
de al menos 6,0, de al menos 7,0, de al menos 8,0, muy preferentemente de 9,0, son en el presente documento plantas
resistentes a MYaV o plantas que tienen una resistencia a MYaV.

El "ensayo de marcadores de MYaV" es un ensayo de marcadores moleculares que se puede utilizar para probar si
en el cromosoma 6 de C. melo una introgresion de un melén silvestre, o pariente silvestre del melén que comprende
el alelo de MYaV esta presente en el genoma (o si en el melén silvestre o los parientes silvestres del melén
comprenden la regién que comprende QTL MYaV6.1 en su genoma), mediante la determinacidn del genotipo de los
marcadores de SNP mME15090 y/o mME12135, y/o cualquier marcador especifico del genoma de meldn silvestre o
pariente silvestre del melén entre los marcadores de SNP mMEmMME15090 y mME12135, y opcionalmente también A)
de uno o més marcadores seleccionados del grupo mME40332, mME28908, mME36531, mMME9692, mMMES50656, o
cualquier marcador especifico del genoma de C. melo silvestre o pariente silvestre del melén entre mMME1509 vy
MMES50656, o B) de uno o més marcadores seleccionados del grupo mME21377, mME36533, mE13585, o cualquiera
especifico del genoma de C. melo silvestre o pariente silvestre del meldn entre mME21377 y mME13585.

"Meldn" o "melén almizclefio" se refiere en el presente documento a plantas de la especie Cucumis melo. Los melones
o 'melones almizclefios', Cucumis melo, se pueden clasificar en: C. melo cantalupensis, C. melo inodorous y C. melo
reticulatus. Los C. melo cantalupensis también se denominan cantalupos y son principalmente de forma redonda con
estrias prominentes y casi sin reticulado. La mayoria tiene una pulpa naranja y dulce, y habitualmente son muy
fragantes. En contraste con el meldn europeo, el "cantalupo" norteamericano no es de este tipo, pero pertenecen a los
melones almizclefios verdaderos. Los C. melo inodorous (0 melones de invierno) se pueden subdividir en distintos
tipos, tal como el melén Honeydew, Piel de sapo, melén Sugar, melén japonés, etc. C. melo reticulatus es el meldn
almizclefio verdadero, que tiene una piel reticulada (con forma de red) e incluye melones Galia, melones Sharlyn y el
cantalupo norteamericano.

"Melén cultivado” se refiere a plantas de Cucumis melo, es decir, variedades, lineas reproductivas o cultivares de la
especie C. melo, cultivados por los seres humanos y que tienen buenas caracteristicas agronémicas, especialmente,
producen frutos comestibles y comercializables de buen tamafio, calidad y uniformidad; preferentemente tales plantas
no son "plantas silvestres", es decir, plantas que generalmente tienen rendimientos mucho peores y caracteristicas
agrondmicas peores que las plantas cultivadas y, por ejemplo, crecen naturalmente en poblaciones silvestres. Las
"plantas silvestres" incluyen, por ejemplo, ecotipos, lineas de PI (forma siglada de Plant Introduction: introduccién
vegetal), variedades autéctonas o accesiones silvestres o parientes silvestres de una especie.

El melén y los parientes silvestres del melén es/son diploides y tiene/tienen 12 pares de cromosomas homélogos,
numerados del 1 al 12. "Cromosoma 6 de melén" se refiere al cromosoma 6 de C. melo, como se conoce en la técnica
y como se denomina en la nomenclatura de la ICuGl. El"cromosoma 6 ortélogo" se refiere al cromosoma 6 de parientes
silvestres del melén, partes de cual pueden introgresarse en el cromosoma 6 del melén cultivado.

"Melén silvestre" incluye plantas silvestres de la especie Cucumis melo, por ejemplo, C. melo ssp agrestis, C. melo
ssp. melo, C. melo var. texanus, C. melo var. acidulous, semillas depositadas con el NCIMB 41966, el NCIMB 41969,
y otras accesiones de C. melo silvestre, como, por ejemplo, variedades autéctonas o accesiones Pl que se encuentran
en http://www.ars-grin.gov u otras colecciones de semillas. Las semillas depositadas con el NCIMB 41966 se
obtuvieron de la coleccion ARS-GRIN y tienen la denominacién de origen 'India’. Las semillas depositadas con el
NCIMB 41969 se obtuvieron de Espafia y tienen como origen Uzbekistan.

Los "parientes silvestres del meldn" incluyen plantas silvestres de otras especies de Cucumis, pero que se pueden
cruzar con Cucumis melo para producir descendencia fértil (opcionalmente, con la ayuda de rescate de embriones,
potenciaciéon dependiente de temperatura del crecimiento del tubo polinico o técnicas similares para superar las
barreras reproductivas) y de las cuales se pueden obtener fragmentos de cromosomas y transferirlos a Cucumis melo
(ya sea por cruces interespecificos con C. melo o a través de cruces con una especie que actlia de puente). Ejemplos
de parientes silvestres del melén son C. anguria, C. metuliferus, Cucumis callosus, Cucumis trigonus, Cucumis
ficifolius, C. picocarpus, C. zeyheri, C. africanus, C. meeusei, C. prophetarum, C. hystrix, C. queenslandicus, y otras
especies de Cucumis (véase, por ejemplo, Sebastian y col. 2010, PNAS Vol. 107, n.° 32, 14269-14273).

"Promedio" se refiere en el presente documento a la media aritmética.
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Un "cromosoma recombinante” se refiere a un cromosoma que tiene una nueva composicién genética que surge a
través del cruce entre cromosomas homélogos, por ejemplo, un "cromosoma 6 recombinante", es decir, un cromosoma
6 que no estd presente en ninguna de las plantas parentales y que surgié a través de un raro evento de
entrecruzamiento entre cromosomas homaélogos de un par de cromosomas 6. En el presente documento, por ejemplo,
se proporciona un cromosoma 6 recombinante de melén que comprende un locus que confiere resistencia a MYaV, o
una parte que confiere resistencia del mismo (que comprende un alelo de resistencia MYaV).

La expresidn "técnicas de mejora genética tradicionales" abarca en el presente documento el cruce, retrocruzamiento,
autofecundacién, seleccidn, produccién de haploides dobles, rescate de embriones, fusién de protoplastos, seleccién
asistida por marcador, mejora genética por mutacién, etc., tal como conoce el obtentor de plantas (es decir,
procedimientos que no son procedimientos de modificacién genética/transformacion/transgénicos), mediante los
cuales, por ejemplo, se puede obtener, identificar y/o transferir un cromosoma 6 recombinante.

"Retrocruzamiento” se refiere a un procedimiento de mejora genética mediante el cual un rasgo (Unico), tal como la
resistencia a MYaV, puede transferirse desde un acervo genético inferior (por ejemplo, un melén silvestre o un pariente
silvestre del melén; también denominado "donante") a un acervo genético superior (también denominado "parental
recurrente"), por ejemplo, un melén cultivado. Una descendencia de un cruce (por ejemplo, una planta F1 obtenida
cruzando un meldn silvestre resistente a MYaV con un melén cultivado susceptible a MYaV; o una planta F2 o una
planta F3, etc., obtenida de la autofecundacién de F1) se "retrocruza" con el parental con el acervo genético superior,
por ejemplo, con el parental cultivado, susceptible a MYaV. Después de repetidos retrocruces, el rasgo del acervo
genético inferior se habra incorporado al acervo genético superior.

La "seleccidn asistida por marcadores" o "SAM" es un procedimiento de uso de la presencia de marcadores
moleculares, que estdn genéticamente ligados a un locus particular o a una regién cromosdmica particular (por
ejemplo, fragmento de introgresién), para seleccionar plantas por la presencia del locus o regién especifica (fragmento
de introgresién). Por ejemplo, un marcador molecular genéticamente ligado a un locus de resistencia a MYaV, puede
utilizarse para detectar y/o seleccionar plantas de melén que comprendan el locus de resistencia a MYaV. Cuanto mas
cerca esté el ligamiento genético del marcador molecular con el locus (por ejemplo, aproximadamente 7 cM, 6 cM,
5¢cM, 4cM, 3cM, 2cM, 1 cM, 0,5 cM o0 menos), menos probable es que el marcador se disocie del locus mediante
recombinacién meibtica.

La "puntuaciéon LOD" (logaritmo (en base 10) de probabilidades) se refiere a una prueba estadistica que se utiliza a
menudo para el analisis de ligamiento en poblaciones animales y vegetales. La puntuacién LOD compara la
probabilidad de obtener los datos de la prueba si los dos locus (locus de marcadores moleculares y/o un locus de un
rasgo fenotipico) estan en efecto ligados, a la probabilidad de observar los mismos datos al azar. Las puntuaciones
LOD positivas favorecen la presencia de un ligamiento y una puntuacién LOD mayor a 3,0 se considera prueba de
ligamiento. Una puntuaciéon LOD de +3 indica una probabilidad de 1000 a 1 de que el ligamiento observado no se
produjo al azar.

"Propagacién vegetativa", "reproduccion vegetativa" o "propagacion clonal" se utilizan indistintamente en el presente
documento y significan el procedimiento de tomar parte de una planta y permitir que esa parte de la planta forme al
menos raices, donde parte de la planta, por ejemplo, se define como o se obtiene de (por ejemplo, cortando) la hoja,
polen, embrién, cotiledén, hipocétilo, células, protoplastos, célula meristeméatica, raiz, punta de la raiz, pistilo, antera,
flor, punta de brotes, brote, tallo, fruto, peciolo, etc. Cuando una planta entera se regenera por propagacion vegetativa,
también se denomina propagacién vegetativa.

"Cultivo celular" o "cultivo de tejidos" se refiere al cultivo in vitro de células o tejidos de una planta.

"Regeneracién" se refiere al desarrollo de una planta a partir de un cultivo celular o un cultivo de tejidos, o de
propagacion vegetativa.

"Transgén" o "gen quimérico" se refiere a un locus genético que comprende una secuencia de ADN, tal como un gen
recombinante o un cromosoma recombinante o parte del mismo, que se ha introducido en el genoma de una planta
de meldn por transformacién, tal como transformacién mediada por Agrobacterium. Una planta que comprende un
transgén integrado de manera estable en su genoma se denomina "planta transgénica”". Un transgén o una planta
transgénica también puede contener un cromosoma recombinante completo o parte de un cromosoma recombinante,
por ejemplo, la parte que comprende el alelo de MYaV, introducido en el genoma por transformacién.

Una "secuencia de acido nucleico aislada" o "ADN aislado" se refiere a una secuencia de acido nucleico que ya no se
encuentra en el entorno natural del que se aisld, por ejemplo, la secuencia de &cido nucleico en una célula
hospedadora bacteriana o en el genoma nuclear o plastidico de la planta.

Una "célula hospedadora" o una "célula hospedadora recombinante" o "célula transformada" son términos que se
refieren a una nueva célula (u organismo) individual que surge como resultado de haber introducido en dicha célula al
menos una molécula de acido nucleico. La célula hospedadora es preferentemente una célula vegetal o una célula
bacteriana. La célula hospedadora puede contener el 4cido nucleico como una molécula replicativa extracromosémica
(episémica), o comprender el acido nucleico integrado en el genoma nuclear o plastidico de la célula hospedadora, o
como un cromosoma introducido, por ejemplo, minicromosoma.
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Descripcidn detallada de la invencién

La presente invencién se refiere a una planta Cucumis melo cultivada que comprende resistencia frente al virus
asociado al amarilleamiento del melén (MYaV). En particular, la resistencia es conferida por un fragmento de
introgresion en el cromosoma 6 del meldn, en el que dicho fragmento de introgresién procede de una planta silvestre
de la especie Cucumis melo.

Los presentes inventores cruzaron dos accesiones distintas de C. melo, semillas representativas que se depositaron
con el NCIMB 41966 y NCIMB 41969, con una linea reproductiva de melén susceptible a MYaV y con una variedad
de meldn susceptible, respectivamente, y llevd a cabo el mapeo de QTL, basandose en datos de fenotipado obtenidos
de campos infestados por MYaV cerca de Mossoro (Rio Grande do Norte, Brasil).

Sorprendentemente, en ambas poblaciones de mapeo, se encontré en el cromosoma 6 del melén un QTL altamente
significativo para la resistencia a MYaV, lo que indicé que distintas accesiones de Cucumis melo silvestre comprenden
un locus de resistencia a MYaV en el cromosoma 6, que se transfirié a C. melo cultivado y confirid resistencia a MYaV
a la planta de mel6n cultivada. En las dos poblaciones de mapeo, el QTL, que se llambé MYaV6.1, explicd el 32,6 % y
el 91,7 % de la variacién fenotipica observada para la resistencia a MYaV y, por lo tanto, es muy significativa.

Debe tenerse en cuenta que cuando se hace referencia en el presente documento a un (un) QTL (MYaV6.1) o a un
locus que confiere resistencia a MYaV (o una parte que confiere resistencia del mismo) en el cromosoma 6 del genoma
de C. melo, puede ser que en el cromosoma 6 haya en realidad dos (0 mas) QTL ligados entre si, ya que la puntuacién
LOD tiene dos picos en ambas poblaciones de mapeo (véase la Figura 1). Por lo tanto, la referencia a un QTL 0 a un
locus abarca la posibilidad de que haya dos (0 més) QTL o dos (0 mas) locus acoplados entre si en el cromosoma 6.
Igualmente, en el presente documento la referencia a un fragmento de introgresién en el cromosoma 6 que tiene un
QTL o un locus que confiere resistencia a MYaV (o una parte que confiere resistencia del mismo) abarca que el
fragmento de introgresidén comprenda todos los locus que confieren resistencia, o en casos de fragmentos de
introgresién mas pequefios, al menos una regién de introgresién lo suficientemente grande (con uno, dos o mas QTL)
como para que el fragmento de introgresién confiera resistencia a MYaV cuando el fragmento de introgresién esta en
forma heterocigética u homocigética en el genoma de C. melo. Por tanto, en caso de fragmentos de introgresién més
pequefios, el fragmento de introgresiéon comprende preferentemente al menos el QTL principal (es decir, el mayor de
los dos picos del LOD en la Figura 1).

Por tanto, en un aspecto, se descubrié que esta presente en el cromosoma 6 de los melones silvestres un locus de
rasgo cuantitativo (QTL MYaV6.1) que confiere resistencia a MYaV y que este QTL, cuando se transfiere (introgresa)
a una variedad o linea reproductiva de mel6én cultivado susceptible a MYaV, y cuando esta presente en forma
heterocigética u homocigética, confiere resistencia a MYaV a la planta de melén cultivada. El QTL, o el fragmento de
introgresién que comprende el QTL (que comprende el alelo de resistencia a MYaV) es, por tanto, dominante, es decir,
es suficiente tener el fragmento de introgresién en uno de los cromosomas 6 (un cromosoma 6 recombinante), mientras
que el cromosoma 6 homélogo del par puede ser un cromosoma 6 (no recombinante) de C. melo cultivado que carece
del fragmento de introgresién.

Aunque las fuentes actuales de introgresiones de alelos de resistencia a MYaV son dos fuentes silvestres (NCIMB
41966 y NCIMB 41969, de India y Uzbekistan, respectivamente), probablemente hay otras accesiones de Cucumis
silvestres que comprenden alelos de MYaV o alelos ortdlogos de MYaV en el mismo locus en el cromosoma 6. Dichos
alelos de MYaV o alelos ortélogos de MYaV también se pueden identificar e introgresar en C. melo cultivado como se
describe en el presente documento, para generar una planta de C. melo cultivada que comprenda un genoma de C.
melo y un cromosoma 6 recombinante, por lo que el cromosoma 6 recombinante comprende un fragmento de
introgresién de especies de Cucumis silvestre, que confiere un fenotipo de resistencia a MYaV al cultivo a la planta de
C. melo cultivada cuando esta presente en forma homocigética o heterocigética.

Las accesiones de melones silvestres y parientes silvestres del melén, tales como accesiones obtenibles de la
coleccién del USDA National Plant Germplasm System u otras colecciones de semillas, pueden cribarse en cuanto a
la resistencia a MYaV utilizando ensayos fenotipicos y/o de marcadores de MYaV, y las accesiones resistentes pueden
cruzarse con una planta de Cucumis melo que carezca de resistencia a MYaV. Después, la generaciéon F2 (o una
generacién posterior, tal como la F3 o una generacién de retrocruzamiento) puede cribarse en cuanto a plantas
recombinantes que tengan el fenotipo de resistencia MYaV y/o el fragmento de introgresién o una parte del mismo,
utilizando los ensayos de marcadores moleculares descritos en el presente documento.

Plantas, semillas y partes de planta de acuerdo con la invencién

Por tanto, en una primera realizacién se proporciona una planta de Cucumis melo cultivada que comprende resistencia
frente al virus asociado al amarilleamiento del melén (MYaV).

La presencia de un fenotipo de resistencia MYaV se puede determinar utilizando el ensayo de resistencia a MYaV,
por el cual las plantas se criban en cuanto a la resistencia en condiciones naturales de campo en una o mas zonas
donde la incidencia del MYaV sea alta, tal como el noreste de Brasil. Las plantas de acuerdo con la invencidn tienen
resistencia a MYaV si su puntuacién promedio de la enfermedad, en una escala de 9 = hojas totalmente verdes (en el
primer 1/3 de la planta) a 1 = hojas totalmente amarillas (en el primer 1/3 de la planta), es significativamente mas alta
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que la puntuacién promedio de la enfermedad de las variedades susceptibles a MYaV, cuando se cultivan en las
mismas condiciones ambientales. La puntuacién promedio de la enfermedad de las plantas de mel6n cultivadas
resistentes a MYaV es, en un aspecto descrito en el presente documento una realizacién, de al menos 3,
preferentemente de al menos 4, en una escala de 1 = hojas totalmente amarillas a 9 = hojas totalmente verdes, cuando
se cultivan en el campo en el noreste de Brasil, 0 en cualquier otro campo donde la incidencia del MYaV sea alta. En
una realizacién como se establece en las reivindicaciones adjuntas, la puntuacién promedio de la enfermedad es al
menos de 5, 6, 7, 8 0 9. Se puede ver si la incidencia del MYaV es alta debido a los sintomas graves de amarilleamiento
(puntacidn de la enfermedad promedio = 1) que se desarrollan en las plantas de control susceptibles, tales como los
cultivares Sancho, Amaregal u otros. Alternativamente o ademas, se pueden determinar los niveles de virus MYaV en
el tejido de melén, por ejemplo, utilizando anticuerpos policlonales desarrollados para la detecciéon de MYaV.

Las puntuaciones de la enfermedad promedio se calculan preferentemente basandose en al menos cuatro plantas de
una linea o variedad, preferentemente al menos 5, 10, 15, 20 o més plantas cultivadas en las mismas condiciones
ambientales.

La resistencia frente al MYaV es conferida por un fragmento de introgresién en el cromosoma 6, en el que el fragmento
de introgresién procede de un genoma de melén silvestre. El fragmento de introgresion comprende el locus del rasgo
cuantitativo (QTL) denominado en el presente documento MYaV6.1, locus que a su vez comprende un alelo de
resistencia MYaV, o un alelo de resistencia ortélogo de MYaV, del gen de resistencia a MYaV.

Las plantas de melén cultivadas de acuerdo con la invencién, por tanto, tienen un cromosoma 6 recombinante, que
comprende un fragmento de introgresién de un cromosoma 6 de melén silvestre.

Como la resistencia es dominante, el fenotipo de resistencia se observa cuando el alelo de resistencia esta en forma
heterocigética u homocigética, las plantas de melén cultivadas de acuerdo con la invencidn tienen el fragmento de
introgresién o la parte que confiere resistencia del mismo, en el cromosoma 6 en forma heterocigética u homocigética.

El fragmento de introgresién puede proceder de (o procede de), o es obtenible de (o se obtiene de) una planta silvestre
de la especie Cucumis melo, que comprende el QTL de MYaV (MYaV6.7) en el cromosoma 6. Como alternativa, como
se describe en el presente documento, el fragmento de introgresion puede proceder de (o procede de), o es obtenible
de (o se obtiene de) un pariente silvestre de Cucumis melo, que se puede cruzar con Cucumis melo (opcionalmente
utilizando técnicas de rescate de embriones u otras, para ayudar a la produccién de una descendencia viable), para
que el fragmento del cromosoma 6 ortdlogo pueda introgresarse en el cromosoma 6 de C. melo, especialmente C.
melo cultivado.

En una realizacién especifica, el fragmento de introgresién que comprende el locus de resistencia a MYaV puede
proceder de (o procede de) o es obtenible de (o se obtiene de) plantas de C. melo silvestre, de las que se ha depositado
una muestra representativa de semillas con el nimero de referencia NCIMB 41966 o NCIMB41969. En un aspecto, la
invencién proprociona una planta de C. melo cultivada que comprende resistencia frente a MYaV, en la que la
resistencia es conferida por un fragmento de introgresidén en el cromosoma 6 del melén, en el que dicho fragmento de
introgresién (que confiere dicha resistencia a MYaV) procede (o se puede obtener de) un cruce de una planta cuyas
semillas se depositaron con el nUmero de referencia NCIMB 41966 o NCIMB41969 con una planta de melén cultivada.
Ambas accesiones de C. melo silvestre tienen un fenotipo de resistencia a MYaV, con una puntuacién de la
enfermedad promedio de 9,0 (las hojas permanecen verdes), en comparacién con una puntaciéon de la enfermedad
promedio por debajo de 2,0, o por debajo de 1,5, para las variedades susceptibles de melén, tales como Amaregal F1.
El fragmento de introgresién también puede proceder (o procede de) otras plantas de C. melo silvestres, que tengan
una puntacién de la enfermedad por MYaV promedio de al menos 8, méas preferentemente de 9, como, por ejemplo,
se determina en el ensayo de resistencia a MYaV.

En otra realizacién de la invencién se refiere a una planta de la invencion, es decir, una planta de Cucumis melo
cultivada que comprende resistencia frente al virus asociado al amarilleamiento del melén (MYaV), en la que dicha
resistencia es conferida por un fragmento de introgresién en el cromosoma 6 en forma homocigética o heterocigética,
y en la que dicho fragmento de introgresiéon procede de una planta silvestre de la especie Cucumis melo, en la que el
fragmento de introgresidn es idéntico al fragmento que confiere resistencia a MYaV en el cromosoma 6 como esta
presente en las semillas depositadas con el nUmero NCIMB 41966, NCIMB 41969.

El experto en la materia es capaz de identificar e introgresar el QTL MYaV6.71 que comprende la regidén encontrada en
otras accesiones de melén silvestre u otros parientes silvestres del melén, en C. melo cultivado como se explicara
mas adelante. El experto en la materia también puede identificar otros marcadores moleculares ligados a (asociados
con) el QTL, que pueden utilizarse para identificar la presencia de un fragmento de introgresiéon de otros melones
silvestres o parientes silvestres del melén en el cromosoma 6 de C. melo. Se descubrié que dos de los marcadores
moleculares proporcionados en el presente documento estan asociados con el QTL de resistencia a MYaV, cuando el
fragmento de introgresién se obtuvo de dos fuentes silvestres distintas. Estos dos marcadores también pueden estar
ligados a (asociados con) la resistencia a MYaV en el cromosoma 6, 0 en los cromosomas 6 ortélogos y, por tanto,
pueden ser Utiles para obtener el QTL de distintas fuentes. Como alternativa, el experto en la materia puede identificar
otros marcadores moleculares utilizando procedimientos conocidos.
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En una realizacién, la presencia del fragmento de introgresién, o la regién del cromosoma 6 (o regién del cromosoma
6 ortélogo), que comprende el locus de resistencia a MYaV, es detectable mediante un ensayo de marcadores
moleculares que detecta al menos los siguientes dos marcadores de polimorfismo mononucleotidico (SNP):

a) el genotipo CC o AC para el marcador de SNP mME15090 en la SEQ ID NO: 1 (o la SEQ ID NO: 9),
b) el genotipo AA o AG para el marcador SNP mME12135 en SEQ ID NO: 3 (o SEQ ID NO: 10),

y detecta ademas al menos dos de los marcadores de polimorfismo mononucleotidico seleccionados del grupo que
consiste en:

- el genotipo GG o AG para el marcador SNP mME40332 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 2;
- el genotipo TT o AT para el marcador SNP mME28908 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 4;

- el genotipo TT para el marcador SNP mME36531 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 5;

- el genotipo AA o AT para el marcador SNP mME9692 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 6;

- el genotipo CC o CT para el marcador SNP mMES50656 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 7;

o detecta ademas al menos dos de los marcadores de polimorfismo mononucleotidico seleccionados del grupo
que consiste en:

- el genotipo AA o0 AG para el marcador SNP mME21377 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: §;
- el genotipo TT o GT para el marcador SNP mME36533 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 11;
- el genotipo TT o CT para el marcador SNP mME13585 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 12.

Como se menciond, se descubri6 que estos dos marcadores de SNP estan genéticamente ligados a (o asociados con)
el fragmento de introgresién en el cromosoma 6 que comprende el QTLMYaV6.1 en ambas poblaciones de mapeo,
es decir, en plantas que comprenden el QTL de resistencia de dos accesiones de meldn silvestre distintas.

Por tanto, en una realizacién, las plantas resistentes al MYaV de acuerdo con la invencién comprenden al menos una
Citosina (C) (es decir, el genotipo CC o AC) en lugar de dos Adeninas (AA) en el nucledtido 71 de la SEQ ID NO: 1 (o
la SEQ ID NO: 9) (denominado marcador de SNP mME15090) y/o comprenden al menos una Adenina (A) (es decir,
el genotipo AA o AG) en lugar de dos Guaninas (GG) en el nucleétido 71 de la SEQ ID NO: 3 (o la SEQ ID NO: 10)
(denominado marcador de SNP mME12135) como se establece en las reivindicaciones adjuntas. Genotipo de SNP
se refiere a dos nucledtidos, y a secuencias genémicas que comprenden uno de estos dos nucleétidos, uno en cada
cromosoma 6. Entonces, una planta que tiene un genotipo CC para mME15090 tiene un nucleétido (C) idéntico en
ambos cromosomas, mientras que una planta que tiene un genotipo AC para mME15090 tiene un cromosoma con
una A en el nucledtido 71 de la SEQ ID NO: 1y un cromosoma con una C en el nucleétido 71 de la SEQ ID NO: 1.

Como se establece en las reivindicaciones adjuntas, el fragmento de introgresién, o la regién del cromosoma 6 (o
regiéon del cromosoma 6 ortdlogo), que comprende el locus de resistencia a MYaV, es detectable mediante un ensayo
de marcadores moleculares que detecta adicionalmente al menos dos marcadores de polimorfismo mononucleotidico
(SNP) seleccionados del grupo que consiste en:

a) el genotipo GG o AG para el marcador de SNP mME40332 en la SEQ ID NO: 2;
b) el genotipo TT o AT para el marcador de SNP mME28908 en la SEQ ID NO: 4;
¢) el genotipo TT para el marcador de SNP mME36531 en la SEQ ID NO: 5;

d) el genotipo AA o AT para el marcador de SNP mME9692 en la SEQ ID NO: 6;
e) el genotipo CC o CT para el marcador de SNP mME50656 en la SEQ ID NO: 7;
o detecta ademas al menos dos marcadores seleccionados del grupo:

f) el genotipo AA o AG para el marcador de SNP mME21377 en la SEQ ID NO: §;
g) el genotipo TT o GT para el marcador de SNP mME36533 en la SEQ ID NO: 11;
h) el genotipo TT o CT para el marcador de SNP mME13585 en la SEQ ID NO: 12.

Por tanto, la planta de melén resistente a MYaV de acuerdo con la invencién comprende adicionalmente al menos una
Guanina (G) (es decir, el genotipo GG o0 AG) en lugar de dos Adeninas (AA) en el nucleétido 71 de la SEQ ID NO: 2
(denominado marcador de SNP mME40332), y/o al menos una Timina (T) (es decir, el genotipo TT o AT) en lugar de
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dos Adeninas (AA) en el nucledtido 71 de la SEQ ID NO: 4 (denominado marcador de SNP mME28908), y/o dos
Timinas (TT ) (es decir, el genotipo TT) en lugar de dos Citosinas (CC) o en lugar de CT en el nucleétido 71 de la SEQ
ID NO: 5 (denominado marcador de SNP mME36531), y/o al menos una Adenina (A) es decir, el genotipo AA 0 AT)
en lugar de dos Timinas (TT) en el nucledtido 71 de la SEQ ID NO: 6 (denominado marcador de SNP mME9692), y/o
al menos una Citosina (C) (es decir, el genotipo CC o CT) en lugar de dos Timinas (TT) en el nucleétido 71 de la SEQ
ID NO: 7 (denominado marcador de SNP mME50656), y/o al menos una Adenina (A) es decir, el genotipo AA 0 AG)
en lugar de dos Guaninas (GG) en el nucledtido 71 de la SEQ ID NO: 8 (denominado marcador de SNP mME21377),
y/o al menos una Timina (T) (es decir, el genotipo TT o GT) en lugar de dos Guaninas (GG) en el nucleétido 71 de la
SEQ ID NO: 11 (denominado marcador de SNP mME36533), y/o al menos una Timina (T) (es decir, el genotipo TT o
CT) en lugar de dos Citosinas (CC) en el nuclebtido 71 de la SEQ ID NO: 12 (denominado marcador de SNP
mME13585).

En un aspecto, el fragmento de introgresién, o la regién del cromosoma 6 (o regiéon del cromosoma 6 ort6logo), que
comprende el locus de resistencia a MYaV, que es detectable mediante los marcadores anteriores, procede de una
planta silvestre de la especie Cucumis melo, y en un aspecto procede de una planta de la cual se ha depositado una
muestra representativa de semillas con los niumeros de referencia NCIMB 41966 y NCIMB 41969, por tanto, el QTL y
la regidén del cromosoma 6 que comprende el QTL, es en un aspecto el QTL como se encuentra en el NCIMB 41966
o en el NCIMB 41969. En un aspecto, el fragmento de introgresion, o el cromosoma 6 recombinante, se obtiene al
cruzar una planta cultivada a partir de semillas depositadas con el nUmero de referencia NCIMB 41966 o NCIMB 41969
con otra planta de melén, especialmente una planta de meldn cultivada de la especie C. melo.

Por tanto, en un aspecto, como se establece en la reivindicacién 3 adjunta, la planta de meldn resistente a MYaV de
acuerdo con la invencién comprende un fragmento de introgresiéon en el cromosoma 6, que se puede obtener a partir
de semillas de las que se ha depositado una muestra representativa con el NCIMB 41966 y en el que dicho fragmento
de introgresién comprende al menos 6 marcadores de SNP seleccionados del grupo que consiste en:

a) el genotipo CC o AC para el marcador de SNP mME15090 en la SEQ ID NO: 1;
b) el genotipo GG o AG para el marcador de SNP mME40332 en la SEQ ID NO: 2;
¢) el genotipo AA o AG para el marcador de SNP mME 12135 en la SEQ ID NO: 3.
d) el genotipo TT o AT para el marcador de SNP mME28908 en la SEQ ID NO: 4;
e) el genotipo TT para el marcador de SNP mmME36531 en la SEQ ID NO: 5;

f) el genotipo AA o AT para el marcador de SNP mME9692 en la SEQ ID NO: 6;
g) el genotipo CC o CT para el marcador de SNP mME50656 en la SEQ ID NO: 7.

En otro aspecto, como se establece en la reivindicacidén 4 adjunta, la planta de melén resistente a MYaV de acuerdo
con la invencién comprende un fragmento de introgresién en el cromosoma 6, que se puede obtener a partir de semillas
de las que se ha depositado una muestra representativa con el NCIMB 41969 y en el que dicho fragmento de
introgresién comprende al menos 4 marcadores de SNP seleccionados del grupo que consiste en:

a) el genotipo AA o AG para el marcador de SNP mME21377 en la SEQ ID NO: 8;
b) el genotipo CC o AC para el marcador de SNP mME15090 en la SEQ ID NO: 9;
¢) el genotipo AA o AG para el marcador de SNP mME12135 en la SEQ ID NO: 10;
d) el genotipo TT o GT para el marcador de SNP mME36533 en la SEQ ID NO: 11;
e) el genotipo TT o CT para el marcador de SNP mME13585 en la SEQ ID NO: 12.

Para obtener el fragmento de introgresion de las semillas depositadas, se cultiva una planta a partir de la semillay la
planta se cruza con una planta susceptible de C. melo para obtener semillas F1. La semilla hibrida F1 y las plantas
cultivadas a partir de ella, contienen un cromosoma 6 del parental susceptible (sin QTL MYaV6.7) y un cromosoma 6
del parental silvestre resistente a MYaV. Para generar eventos de recombinacién entre estos dos cromosomas 6
homdélogos, debe tener lugar la meiosis y las plantas que comprenden los cromosomas 6 recombinantes deben
identificarse. Por ejemplo, la F1 puede autofecundarse para producir plantas F2, y/o las plantas F2 resistentes o
plantas F3, etc., puede retrocruzarse con el parental susceptible. Las plantas que son resistentes a MYaV pueden
cribarse y seleccionarse en cuanto a, la presencia de uno o mas de los marcadores de SNP anteriores, para identificar
plantas que comprenden un cromosoma 6 recombinante, que comprenda un fragmento de introgresién que confiere
una resistencia a MYaV de las semillas depositadas.

De forma analoga, las plantas de melén cultivadas que comprenden resistencia frente a MYaV, en que la resistencia
se confiere mediante un fragmento de introgresién en el cromosoma 6, pueden generarse y/o identificarse utilizando
distintos procedimientos. Por ejemplo, para obtener una planta de melén cultivada que comprenda un fragmento de
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introgresién que confiere resistencia a MYaV procedente de un melén silvestre o un pariente silvestre del melén, en
primer lugar se identifica un melén silvestre o un pariente silvestre del meldén que tenga un fenotipo de resistencia
MYaV y/o que comprenda uno o mas de los marcadores de SNP asociados con la resistencia a MYaV desvelados en
el presente documento, por ejemplo, uno cualquiera, 0 més, o todos los marcadores anteriores. La planta identificada
se cruza con una planta susceptible de C. melo para obtener semillas F1. La semilla hibrida F1 y las plantas cultivadas
a partir de ella, contienen un cromosoma 6 del parental susceptible (sin QTL MYaV6.1) y un cromosoma 6 del parental
silvestre resistente a MYaV. Para generar eventos de recombinacién entre estos dos cromosomas 6 homélogos debe
tener lugar la meiosis y las plantas que comprenden los cromosomas 6 recombinantes deben identificarse. Por
ejemplo, la F1 puede autofecundarse para producir plantas F2, y/o las plantas F2 resistentes o plantas F3, etc., puede
retrocruzarse con el parental susceptible. Las plantas que son resistentes a MYaV pueden cribarse y/o seleccionarse
en cuanto a la presencia de uno o0 mas de los marcadores de SNP anteriores, y/o cribarse y/o seleccionarse en cuanto
a la presencia del fenotipo de resistencia a MYaV, para identificar plantas que comprendan un cromosoma 6
recombinante que comprenda un fragmento de introgresién que confiere una resistencia a MYaV procedente de un
meldn silvestre o un pariente silvestre del melén. Como alternativa o0 ademés, se puede llevar a cabo el mapeo del
QTL para identificar marcadores moleculares adicionales ligados al QTL MYaV6.1 y/o generar cultivos de plantas de
C. melo que comprenden un fragmento de introgresién en el cromosoma 6, que confiere resistencia a MYaV.

En un aspecto descrito en el presente documento, la presencia del fragmento de introgresion, o la regién del
cromosoma 6 (o regién ortdloga del cromosoma 6), que comprende el locus de resistencia a MYaV, es detectable
mediante un ensayo de marcador molecular que detecta al menos uno de los siguientes marcadores:

a) el genotipo CC o AC para el marcador SNP mME15090 en SEQ ID NO: 1 (o SEQ ID NO: 9);
b) el genotipo AA o AG para el marcador SNP mME12135 en SEQ ID NO: 3 (o SEQ ID NO: 10);

¢) cualquier melén silvestre o pariente silvestre del marcador especifico del genoma del melén entre el marcador de
a)yb).

En un aspecto descrito en el presente documento, se detectan al menos dos, al menos tres, al menos cuatro o0 més
marcadores a partir de los marcadores de a), b) o ¢) anteriores. En un aspecto descrito en el presente documento se
detecta al menos el marcador de a) y b) y opcionalmente se detecta al menos uno, dos, tres 0 mas marcadores de c).

Cualquier marcador especifico del genoma del melén silvestre o pariente silvestre del meldn entre el marcador de a)
y b) se refiere a cualquier marcador molecular que se mapea genéticamente en la regién del cromosoma 6 entre el
marcador mME15090 y mME12135 (ver Figura 1) y/ 0 que se encuentra fisicamente entre el marcador mME15090 y
mMmME12135, y que es indicativo de la regién del cromosoma 6 del melén silvestre o del pariente silvestre de la regién
del cromosoma 6 del meldn. Esto significa que el marcador es polimérfico entre el genoma del melén cultivado y el
genoma del meldn silvestre o pariente silvestre del genoma del meldn. En un aspecto, el marcador es un polimorfismo
mononucleotidico, pero también se pueden usar otros marcadores moleculares tales como RFLP, AFLP, RAPD,
secuenciacion de ADN, etc.

En otro aspecto descrito en el presente documento, la presencia del fragmento de introgresién, o la regién del
cromosoma 6 (o regién ortdloga del cromosoma 6), que comprende el locus de resistencia a MYaV, es detectable
mediante un ensayo de marcador molecular que detecta al menos uno de los siguientes marcadores:

a) el genotipo CC o AC para el marcador SNP mme15090 en SEQ ID NO: 1 (o SEQ ID NO: 9);
b) el genotipo CC o CT para el marcador SNP mme50656 en SEQ ID NO: 7;

¢) cualquier melén silvestre o pariente silvestre del marcador especifico del genoma del melén entre el marcador de
a)yb).

En un aspecto descrito en el presente documento, se detectan al menos dos, al menos tres, al menos cuatro o0 més
marcadores a partir de los marcadores de a), b) o ¢) anteriores. En una realizacién se detecta al menos el marcador
de a) y b) y opcionalmente se detecta al menos uno, dos, tres 0 méas marcadores de c).

Cualquier marcador especifico del genoma del meldn silvestre o pariente silvestre del meldn entre el marcador de a)
y b) se refiere a cualquier marcador molecular que se mapea genéticamente en la regién del cromosoma 6 entre el
marcador mMME15090 y mMES0656 (ver Figura 1). ) y/o que se encuentra fisicamente entre el marcador mME15090 y
MmMES50656, y que es indicativo de la regién del cromosoma 6 del meldn silvestre o del pariente silvestre de la regién
del cromosoma 6 del meldn. Esto significa que el marcador es polimérfico entre el genoma del melén cultivado y el
genoma del melén silvestre o pariente silvestre del genoma del meldén. En un aspecto, el marcador es un polimorfismo
mononucleotidico, pero también se pueden usar otros marcadores moleculares tales como RFLP, AFLP, RAPD,
secuenciacion de ADN, etc.

En un aspecto descrito en el presente documento, los marcadores entre el marcador mMES090 y mMES50656 son uno
0 méas marcadores seleccionados del grupo: el genotipo GG o AG para el marcador SNP mME40332 en SEQ ID NO:
2; el genotipo AA o AG para el marcador SNP mME12135 en SEQ ID NO: 3; el genotipo TT o AT para el marcador
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SNP mME28908 en SEQ ID NO: 4; el genotipo TT para el marcador SNP mME36531 en SEQ ID NO: 5; y el genotipo
AA o AT para el marcador SNP mME9692 en SEQ ID NO: 6.

En aun otro aspecto descrito en el presente documento la presencia del fragmento de introgresion, o la regién del
cromosoma 6 (o regién del cromosoma 6 ort6logo), que comprende el locus de resistencia a MYaV, es detectable
mediante un ensayo de marcadores moleculares que detecta al menos uno de los siguientes marcadores:

a) el genotipo AA o AG para el marcador SNP mME21377 en SEQ ID NO: §;
b) el genotipo TT o CT para el marcador SNP mME 13585 en SEQ ID NO: 12.

¢) cualquier melén silvestre o pariente silvestre del marcador especifico del genoma del melén entre el marcador
de a) y b).

En un aspecto descrito en el presente documento, se detectan al menos dos, al menos tres, al menos cuatro o
mas marcadores a partir de los marcadores de a), b) o ¢) anteriores. En una realizacién se detecta al menos el
marcador de a) y b) y opcionalmente se detecta al menos uno, dos, tres 0 méas marcadores de c).

Cualquier marcador especifico del genoma del melén silvestre o pariente silvestre del meldn entre el marcador de
a)y b) se refiere a cualquier marcador molecular que se mapea genéticamente en la regién del cromosoma 6 entre
el marcador mME21377 y mME13585 (ver Figura 1) y/o que se encuentra fisicamente entre el marcador
mMME21377 y mME13585, y que es indicativo de la regién del cromosoma 6 del meldn silvestre o del pariente
silvestre de la regién del cromosoma 6 del melén. Esto significa que el marcador es polimérfico entre el genoma
del melén cultivado y el genoma del melén silvestre o pariente silvestre del genoma del melén. En un aspecto, el
marcador es un polimorfismo mononucleotidico, pero también se pueden usar otros marcadores moleculares tales
como RFLP, AFLP, RAPD, marcadores CASP, secuenciaciéon de ADN, etc.

En un aspecto descrito en el presente documento, los marcadores entre el marcador mMME21377 y mME13585 son
uno o mas marcadores seleccionados del grupo: el genotipo CC o AC para el marcador SNP mME15090 en SEQ
ID NO: 9; el genotipo AA 0 AG para el marcador SNP mME12135 en SEQ ID NO: 10; y el genotipo TT o GT para
el marcador SNP mME36533 en SEQ ID NO: 11.

Los marcadores moleculares descritos en el presente documento pueden detectarse de acuerdo con el procedimiento
convencional. Por ejemplo, los marcadores de SNP se pueden detectar facilmente utilizando un ensayo KASP (véase
www.Kpbioscience.co.uk) u otros ensayos. Se ha desarrollado un ensayo KASP para varios de los SNP en el Ejemplo
3. Para desarrollar el ensayo KASP, se seleccionaron 70 pares de bases corriente arriba y 70 pares de bases corriente
abajo del SNP y se disefiaron dos cebadores directos especificos de alelo y un cebador inverso especifico de alelo.
Véase, por ejemplo, Allen y col. 2011, Plant Biotechnology J. 9, 1086-1099, en especial las pag. 097-1098 en cuanto
al procedimiento del ensayo KASP.

Por tanto, en un aspecto, los marcadores de SNP y la presencia/ausencia del marcador asociado con el alelo de
resistencia a MYaV se determinan utilizando un ensayo KASP, pero igualmente se pueden utilizar otros ensayos. Por
ejemplo, de forma opcional, también se puede utilizar secuenciacién de ADN.

Se puede llevar a cabo mapeo fisico utilizando los BAC (cromosomas artificiales bacterianos) y el desarrollo de
marcadores para BAC, para mapear la ubicacién fisica de MYaV/6.1 en el cromosoma 6 y para desarrollar marcadores
que se encuentren fisicamente entre cualquiera de los marcadores mencionados, y para determinar distancias fisicas
entre marcadores y/o determinar el tamafio de la introgresion.

El tamafio de un fragmento de introgresion también puede determinarse, por ejemplo, mediante la visualizacién de la
introgresidén utilizando imagenes de hibridacién fluorescente in situ (FISH, forma siglada de fluorescent in situ
hybridization) (Verlaan y col. 2011, Plant Journal 68: 1093-1103).

En una realizacién de la invencién, el fragmento de introgresiéon que confiere resistencia a MYaV tiene un tamafio igual
o inferior a 10 Mb, preferentemente un tamafio igual o inferior a 8 Mb, un tamafio igual o inferiora 7,6, 5,4, 3,201
Mb, més preferentemente incluso inferior, tal como igual o inferior a 500 kb, 400 kb, 300 kb, 200 kb, 100 kb, 50 kb,
25 kb, 20 kb, 15 kb o inferior, pero aiin comprende el alelo de resistencia a MYaV y adn confiere resistencia a MYaV
a una planta de C. melo que de otro modo seria susceptible. La resistencia es conferida por el cromosoma 6
recombinante y el fragmento de introgresién que comprende el alelo de MYaV cuando el fragmento de introgresién
esta en forma heterocigética u homocigética. Las plantas con fragmentos de introgresién més pequefios en el
cromosoma 6 pueden generarse al generar nuevas plantas recombinantes a partir de una poblacién de plantas
obtenidas de un cruce entre una planta cultivada susceptible a MYaV y un melén resistente a MYaV silvestre. Como
alternativa, cuando se identifica una planta de C. melo cultivada que tiene un fragmento de introgresién que confiere
resistencia a MYaV, el tamafio de la introgresion puede reducirse, por ejemplo, autofecundando esa planta y
seleccionando una progenie recombinante que tenga tamafios de introgresion mas pequefios.

En el tomate, por ejemplo, el gran fragmento de introgresién en el cromosoma 6 (de aproximadamente 27 cM) de S.
chilense que comprende el alelo Ty-3 se ha reducido seleccionando una linea de progenie recombinante (LA1931-AL-

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2983766 T3

F2), que comprende un fragmento de introgresién de S. chilense mucho mas pequefio (de aproximadamente 6 cM)
que comprende a Ty-3 (véase Ji y col. 2007, Mol. Breeding 20: 271-284).

La planta de melén cultivada de acuerdo con la invencién puede ser endogamica o un hibrido F1. En un aspecto, el
hibrido F1 comprende el fragmento de introgresién en forma heterocigética, es decir, producido al cruzar dos lineas
parentales endogadmicas, una de las cuales posee el fragmento de introgresién (preferentemente en forma
homocigética, aunque no necesariamente), y recogiendo las semillas hibridas F1 de dicho cruce. El hibrido F1 también
puede comprender el fragmento de introgresion en forma homocigética, es decir, producido al cruzar dos lineas
parentales endogémicas, comprendiendo cada una el fragmento de introgresion en forma homocigética o
heterocigoética.

La planta de meldn cultivada puede ser de cualquier tipo. Preferentemente, tiene buenas caracteristicas agronémicas
y de buena calidad del fruto, tal como un tamafio promedio grande del fruto (al menos de 500 g, 600 g, 700 g, 800 g,
900 g, 1000 g 0 mas), un alto brix promedio de los frutos (por ejemplo, un % de sélidos solubles totales promedio de
refractémetro de al menos el 10 %, 12 %, 14 %, 16 %, 18% o mas), muchos frutos producidos por planta, pulpa del
fruto firme, etc. El melén cultivado puede ser un C. melo cantalupensis, C. melo inodorous y C. melo reticulatus. Los
C. melo cantalupensis también se denominan cantalupos y son principalmente de forma redonda con estrias
prominentes y casi sin reticulado. La mayoria tiene una pulpa naranja y dulce, y habitualmente son muy fragantes. En
contraste con el melén europeo, el "cantalupo" norteamericano no es de este tipo, pero pertenecen a los melones
almizclefios verdaderos. Los C. melo inodorous (0 melones de invierno) se pueden subdividir en distintos tipos, tal
como el melén Honeydew, Piel de sapo, melén Sugar, meldn japonés, etc. C. melo reticulatus es el melén almizclefio
verdadero, que tiene una piel reticulada (con forma de red) e incluye melones Galia, melones Sharlyn y el cantalupo
norteamericano. Los melones tienen muchos tamafios y formas, entre ellas redonda, ovalada y cilindrica. La pulpa es
en general naranja y bastante dulce, pero algunas variedades de melén y, especificamente, los melones persas, puede
tener pulpa verde o blanca. Algunos melones con pulpa verde son bastante dulces, pero la mayoria de los melones
con pulpa verde y blanca tienen un sabor menos dulce, pero si un sabor muy refrescante.

Ademas, se pueden introducir otras resistencias en las plantas de melén de la invencién, tal como resistencia a una o
mas de las siguientes enfermedades: marchitez bacteriana, podredumbre de la raiz, colapso del melén, 6xido del
meldn, oidio, marchitamiento por Verticiflium, quemadura por azufre, gomosis, mosaico de la sandia, mildiu velloso,
Fusarium oxysporum f.sp. melonis (Fom) raza 0, Fusarium oxysporum f.sp. melonis (Fom)raza 1, Fusarium oxysporum
f.sp. melonis (Fom) raza 2, Fusarium oxysporum f.sp. melonis (Fom) raza 1,2, marchitamiento por Fusarium R2,
nematodo formador de agallas, antracnosis, mosaico del pepino y mosaico de la calabaza, y/o resistencia a una o mas
de las siguientes plagas: resistencia a los afidos, gusano del pepino, tenebriénido de tierra, escarabajo del pepino con
bandas, acaros, escarabajo de occidental manchado del pepino, saltamontes del melén, gusano del melén, escarabajo
occidental rayado del pepino o minador del meldén. Ademas, se pueden introducir otros genes de resistencia frente a
virus patégenos, hongos, bacterias o plagas.

En un aspecto se proporcionan semillas a partir de las cuales se pueden cultivar plantas de la invencidén. En un aspecto,
las semillas son semillas F1 hibridas, que comprenden el cromosoma 6 recombinante en forma homocigética o
heterocigdtica, y que tienen un fenotipo de resistencia a MYaV cuando se cultivan en el campo.

Ademas, se profiporcionan en el presente documento recipientes y envases que contienen o comprenden semillas a
partir de las cuales se pueden cultivar plantas de la invencién. Estos pueden etiquetarse como que contienen semillas
de meldn cultivado que tienen resistencia a MYaV.

Ademas, se proporcionan semillas de progenie y plantas de progenie de plantas, que conservan en el cromosoma 6
la introgresién que confiere resistencia a MYaV, o una introgresién mas pequefia, es decir, una parte del fragmento
de introgresién que confiere resistencia. La progenie puede ser cualquier generacién obtenida por autofecundacién de
una planta de melén de acuerdo con la invencidn y/o cruzando una o méas veces una planta de melén de acuerdo con
la invencién con otra planta de melén. La progenie es, por lo tanto, ya sea la generacidn (semillas) producida a partir
del primer cruce (F1) o por autofecundacién (S1), o cualquier otra generacién producida por cruce y/o autofecundacién
(F2, F3, etc.) y/o retrocruzamiento (BC1, BC2, etc.) de una 0 mas plantas seleccionadas de la generacién F1 y/o S1,
y/o BC1 (o plantas de cualquier generacidn posterior, por ejemplo, la F2) con otra planta de melén. La progenie se
selecciona preferentemente para conservar el cromosoma 6 recombinante que comprende el fragmento de
introgresion del melén silvestre. Por lo tanto, la progenie también tiene el fenotipo de resistencia a MYaV,
preferentemente el mismo nivel de resistencia a MYaV que la planta utilizada en el cruce o autofecundacién inicial. La
presencia (o retencién) del fragmento de introgresién que comprende el QTLMYaV6.1 puede determinarse en el
ensayo de resistencia a MYaV, fenotipicamente y/o por el ensayo (o ensayos) de marcadores moleculares descritos
en el presente documento. En cuanto a la evaluacién fenotipica, obviamente se debe tener en cuenta la naturaleza de
dominancia del alelo MYaV.

En un aspecto adicional, se proporcionan partes de las plantas de melén de acuerdo con la invencién. Las partes
incluyen, por ejemplo, células y cultivos celulares, cultivos de tejidos, tejidos vegetales vegetativos (hojas, raices, etc.),
flores, polen, embriones, frutos, partes de frutos, etc. Las partes de planta comprenden el fragmento de introgresion
en el cromosoma 6, como se describe, y como se puede detectar utilizando uno o més de los ensayos de marcadores
de MYaV descritos. Ademas, cuando se regeneran plantas enteras a partir de tales partes de melén, tales como
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células, cultivos de células o tejidos, las plantas regeneradas comprenden el cromosoma 6 recombinante y el fenotipo
de resistencia MYaV.

Por tanto, también se proporciona una célula vegetal, tejido o parte de planta de una planta o de una semilla de acuerdo
con la invencién que comprende al menos un cromosoma 6 recombinante, en el que dicho cromosoma 6 recombinante
comprende un fragmento de introgresién de una planta de C. melo silvestre y en el que dicho fragmento de introgresion
comprende un alelo que confiere resistencia a MYaV.

Ademas, se abarcan en el presente documento cultivos celulares in vitro y cultivos de tejidos in vitro, de células o
tejidos que comprenden un cromosoma 6 recombinante descrito. Preferentemente, las células o tejidos pueden
regenerarse en una planta de meldn entera, es decir, las células son células regenerables y los tejidos comprenden
células regenerables. Por tanto, también son una realizacién en el presente documento propagaciones vegetativas de
las plantas de acuerdo con la invencién. Por tanto, se proporciona una planta de meldn cultivada propagada
vegetativamente que comprende el fenotipo de resistencia MYaV y un cromosoma 6 recombinante como se describe
en el presente documento.

En un aspecto especifico, se proporciona un fruto de melén cosechado a partir de una planta de acuerdo con la
invencién. Los frutos de melén comercializables generalmente se clasifican por tamafio y calidad después de la
cosecha. Ademas, se proporcionan recipientes o envases que comprenden o consisten en frutos de melén
cosechados. De nuevo, las células de los frutos se pueden distinguir de otros melones por la presencia del cromosoma
6 recombinante (como se puede determinar en uno 0 més de los ensayos de marcadores moleculares y/o en un ensayo
de resistencia a MYaV, por ejemplo, cultivando las semillas presentes en los frutos, o la progenie obtenida
autofecundando las plantas cultivadas a partir de las semillas).

La invencién también proporciona un alimento o producto alimenticio que comprende o que consiste en una parte de
planta descrita en el presente documento preferentemente un fruto de meldn, o una parte de la misma, y/o un extracto
de una parte de planta descrita en el presente documento. La comida o el producto alimenticio puede ser fresco o
procesado, por ejemplo, enlatado, al vapor, hervido, frito, escaldado y/o congelado, etc. Por ejemplo, también se
proporcionan en el presente documento recipientes tales como latas, cajas, cajones, bolsas, cajas de cartdén, envases
de atmésfera modificada, peliculas (por ejemplo, peliculas biodegradables), etc., que comprende partes de planta
tales, como frutos o partes de frutos (frescos y/o procesados), descritas en el presente documento.

Procedimientos y usos descritos en el presente documento

En un aspecto adicional descrito en el presente documento, la invencidn divulga un procedimiento para la produccién
de una nueva planta de melén cultivada que comprende un fragmento de introgresion que confiere resistencia a MYaV
cuando estéd en forma homocigética, como se describe. El procedimiento comprende cruzar una planta de la invencién,
0 una planta de progenie de la misma, ya sea como parental masculino o femenino, con una segunda planta de melén
(o un pariente silvestre del melén) una o més veces, y/o autofecundar una planta de melén de acuerdo con la invencién,
0 una planta de progenie de la misma una o mas veces, y seleccionar la progenie de dicho cruce y/o autofecundacién.
La primera y/o la segunda planta de meldn pueden ser, por ejemplo, una linea o variedad de las especies C. melo
cantalupensis, C. melo inodorous o C. melo reticulatus.

Por tanto, se divulga en el presente documento un procedimiento para transferir el cromosoma 6 recombinante, que
comprende el locus que confiere resistencia a MYaV (MYaV6.1), de una planta de melén (cultivada) a otra planta de
meldn (cultivada), especialmente a variedades o lineas de reproduccién susceptibles a MYaV.

El procedimiento comprende las etapas de:

a) proporcionar una primera planta de melén que comprende al menos un cromosoma 6 recombinante que tiene
un fragmento de introgresién que comprende un alelo que confiere resistencia a MYaV en forma homocigética,

b) proporcionar una segunda planta de meldn, especialmente una planta de melén susceptibles a MYaV,
¢) cruzar dicha planta de melén de a) con dicha planta de melén de b),
d) recoger semillas F1 hibridas de dicho cruce y, opcionalmente

e) autofecundar la planta cultivada a partir de dichas semillas F1 hibridas para producir semillas F2, y
opcionalmente seleccionar las semillas F2 que tienen el cromosoma 6 recombinante, y opcionalmente

f) llevar a cabo mejora genética adicional con plantas cultivadas a partir de dichas semillas F2 para producir una
planta de meldn que tenga buenas caracteristicas agronémicas y que comprenda el fragmento de introgresién en
forma homocigética o heterocigética.

La presencia o ausencia del cromosoma 6 recombinante y del fragmento de introgresién, puede determinarse mediante
uno o mas de los ensayos de marcadores moleculares descritos en el presente documento y/o mediante ensayos de
resistencia a MYaV. La mejora genética adicional de la etapa f) puede comprender autofecundacién, cruce, produccién
de haploides dobles, retrocruzamiento, etc. En el presente documento se abarcan plantas y semillas obtenibles por el
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procedimiento anterior.

Ademas, se divulga un procedimiento para la produccién de plantas F1 hibridas de C. melo que comprendan un
fenotipo de resistencia MYaV, que comprende:

a) proporcionar una primera planta de melén endogamica que comprenda al menos un cromosoma 6 recombinante
que tiene un fragmento de introgresion que comprende un alelo que confiere resistencia a MYaV,

b) proporcionar una segunda planta de melén endogamica con o sin cromosoma 6 recombinante que tenga un
fragmento de introgresién que comprende un alelo que confiere resistencia a MYaV,

¢) cruzar dicha planta de melén de a) con dicha planta de melén de b),
d) recoger semillas F1 hibridas de dicho cruce.

La planta de melén endogamica de a) y b) puede ser homocigética y/o heterocigébtica para el fragmento de introgresién,
y puede contener fragmentos de introgresion de distintos tamafios y/o de distinto origen, es decir, de distintos melones
silvestres o parientes silvestres del melén.

Las semillas F1 hibridas comprenden preferentemente al menos un cromosoma 6 recombinante y las plantas F1
cultivadas a partir de las semillas son, por lo tanto, resistentes a MYaV en su fenotipo.

La presencia o ausencia del cromosoma 6 recombinante y del fragmento de introgresién, puede determinarse mediante
uno o mas de los ensayos de marcadores moleculares descritos en el presente documento y/o mediante ensayos de
resistencia a MYaV. En el presente documento se abarcan plantas y semillas obtenibles por el procedimiento anterior.

En un aspecto distinto se divulga un procedimiento para la produccién de una planta de C. melo cultivada que
comprende un fragmento de introgresién en el cromosoma 6, en el que dicho fragmento de introgresién comprende
un alelo de resistencia a MYaV, comprendiendo dicho procedimiento las etapas:

a) proporcionar una primera planta de melén cultivada que sea susceptible al MYaV,
b) proporcionar una segunda planta de melén silvestre con resistencia a MYaV,
¢) cruzar dicha planta de melén de a) con dicha planta de melén de b),

d) recolectar semillas F1 de dicho cruce y realizar un retrocruzamiento de una planta F1 con la planta de melén de
a) para producir una poblacién de retrocruzamiento (BC1), o autofecundar dichas plantas F1 una o més veces para
producir una poblacién autofecundada de generacién F2 o F3 o superior,

e) opcionalmente retrocruzar una planta de d) una o méas veces con la planta de melén de a) para producir una
poblacién de retrocruzamiento de mayor generacién, y

f) identificar una generacién F2, F3, o autofecundacién de generacién superior, 0o BC1 o planta de retrocruzamiento
de generacién superior que comprende una introgresiéon en el cromosoma 6, en el que dicho fragmento de
introgresién comprende un alelo de resistencia a MYaV.

Cuando se hace referencia a poblaciones de retrocruzamiento en el procedimiento, las poblaciones de
retrocruzamiento también pueden ser autofecundadas, es decir, BC1S1, BC152, BC251, BC2S2 u otras.

En una o mas de las etapas b) a f), se puede analizar la presencia del alelo de resistencia a MYaV (o el fragmento de
introgresidén o la regién del cromosoma 6 silvestre que comprende el alelo) (y se pueden seleccionar las plantas)
llevando a cabo un ensayo de marcadores moleculares como se describe en otra parte en el presente documento, por
ejemplo, determinando si la planta comprende el genotipo CC o AC para el marcador de SNP mME15090 en la SEQ
ID NO: 1y el genotipo AA o AG para el marcador de SNP mME12135 en la SEQ ID NO: 3, o cualquier marcador
especifico del genoma de meldn silvestre o de un pariente silvestre del melén entre el marcador mME15090 y
mME12135.

Utilizando este procedimiento, se pueden generar y/o seleccionar nuevas plantas de melén cultivadas que comprendan
una introgresién con el QTL MYaV6.1 de una fuente silvestre, tal como un melén silvestre o un pariente silvestre del
meldn (tal como del NCIMB 41966 o NCIMB 41969, u otros melones silvestres o parientes silvestres del melén).

En un aspecto, divulgado en el presente documento el procedimiento para la produccién de una planta de C. melo
cultivada que comprende un fragmento de introgresion en el cromosoma 6, en el que dicho fragmento de introgresién
comprende un alelo de resistencia a MYaV, que comprende las etapas:

a) proporcionar una primera planta de melén cultivada que sea susceptible al MYaV,

b) proporcionar una segunda planta de melén silvestre con resistencia a MYaV,
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¢) cruzar dicha planta de melén de a) con dicha planta de melén de b),

d) recolectar semillas F1 de dicho cruce y realizar un retrocruzamiento de una planta F1 con la planta de melén de
a) para producir una poblacién de retrocruzamiento (BC1), o autofecundar dichas plantas F1 una o més veces para
producir una poblacién F2 o F3,

e) opcionalmente, autopolinizar la poblacién de retrocruzamiento para producir, por ejemplo, una poblacién BC1S1
0 BC182,

f) identificar una planta F2, F3, BC1 BC1S1 o BC1S2 que comprenda el genotipo CC o AC para el marcador de
SNP mME 15090 en la SEQ ID NO: 1 y el genotipo AA o AG para el marcador de SNP mME12135 en la SEQ ID
NO: 3, o cualquier marcador especifico del genoma de meldn silvestre o de un pariente silvestre del meldn entre
el marcador mME15090 y mME12135.

Ademas, se divulga en el presente documento un procedimiento para identificar una planta de melén silvestre que
comprende resistencia a MYaV en el cromosoma 6, comprendiendo dicho procedimiento:

a) proporcionar una accesion de melén silvestre o varias accesiones de melén silvestre;

b) cribar dicha accesién (0 accessiones) de melén silvestre utilizando un ensayo de marcadores moleculares que
detecta al menos un marcador de SNP seleccionado del grupo que consiste en:
marcador de SNP mME15090 en la SEQ ID NO: 1y marcador de SNP mME12135 en la SEQ ID NO: 3;y

¢) identificar y/o seleccionar una planta de melén silvestre que comprende al menos el genotipo CC o AC para el
marcador de SNP mME15090 en la SEQ ID NO: 1y el genotipo AA o AG para el marcador de SNP mME12135 en
la SEQ ID NO: 3 o cualquier melén silvestre o pariente silvestre del marcador especifico del genoma del melén
entre el marcador mMME15090 y mME12135; y, opcionalmente

d) confirmar la resistencia a MYaV en un ensayo de resistencia a MyaV; y opcionalmente
e) introducir dicha resistencia a MYaV de dicha accesién silvestre en melén cultivado.

En la etapa c) también se pueden utilizar otras pruebas de marcadores moleculares descritas en otra parte en el
presente documento. Con este procedimiento se puede, por tanto, cribar las accesiones de meldn silvestre o parientes
silvestres del melén en cuanto a la presencia de uno o mas de los marcadores y, por tanto, la presencia del QTL
MYaV6.1 e introgresar la parte que confiere resistencia de estas nuevas fuentes de resistencia en plantas de melén
cultivadas susceptibles a MYaV. Las plantas y semillas obtenidas mediante este método también son una realizacién
de la invencion.

En otro aspecto mas se divulga un procedimiento para la identificacién de una planta de C. melo cultivada que
comprende un fragmento de introgresién en el cromosoma 6, en el que dicho fragmento de introgresién comprende
un alelo de resistencia a MYaV, comprendiendo dicho procedimiento:

a) proporcionar una poblacién de plantas de C. melo cultivadas recombinantes (tal como una autopolinizacién de
generacién F2, F3 o superior, poblacién de retrocruzamiento de generacién BC1, BC2, BC1S1 o superior),

b) cribar dicha poblacién utilizando un ensayo de marcadores moleculares que detecta al menos un marcador de
SNP seleccionado del grupo que consiste en:

marcador de SNP mME15090 en la SEQ ID NO: 1y marcador de SNP mME12135 en la SEQ ID NO: 3; o cualquier
melén silvestre o pariente silvestre del marcador especifico del genoma del melén entre el marcador mME15090 y
mMmME12135; y

¢) identificar y/o seleccionar una planta que comprende al menos el genotipo CC o AC para el marcador de SNP
mMME15090 en la SEQ ID NO: 1 y el genotipo AA o AG para el marcador de SNP mME12135 en la SEQ ID NO: 3
o cualquier melén silvestre o pariente silvestre del marcador especifico del genoma del melén entre el marcador
mME15090 y mME12135.

En este procedimiento también se pueden utilizar otras pruebas de marcadores moleculares descritas en otra parte
en el presente documento. Por tanto, utilizando este procedimiento, se puede detectar la presencia de un fragmento
de introgresién en el cromosoma 6 que comprende el QTL MYaV6.1 en plantas o partes de plantas de melén
cultivadas.

En adn otro aspecto se divulga un procedimiento para detectar si una planta de C. melo cultivada comprende un
fragmento de introgresiéon en el cromosoma 6, en el que dicho fragmento de introgresién comprende un alelo de
resistencia a MYaV, comprendiendo dicho procedimiento:

a) proporcionar una planta de C. melo cultivada,

b) cribar dicha planta utilizando un ensayo de marcadores moleculares que detecta al menos un marcador de SNP
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seleccionado del grupo que consiste en:

marcador de SNP mME15090 en la SEQ ID NO: 1 y marcador de SNP mME12135 en la SEQ ID NO: 3 o cualquier
melén silvestre o pariente silvestre del marcador especifico del genoma del melén entre el marcador mME15090 y
mME12135..

El cribado de marcadores moleculares obviamente implica obtener material vegetal y analizar el ADN gendmico del
material en cuanto al genotipo del marcador.

En este procedimiento también se pueden utilizar otras pruebas de marcadores moleculares descritas en otra parte
en el presente documento. Por tanto, utilizando este procedimiento, se puede detectar la presencia de un fragmento
de introgresién en el cromosoma 6 que comprende el QTL MYaV6.1 en plantas o partes de plantas de melén
cultivadas. Si estan presentes uno o méas de los marcadores que estan ligados al QTL, se puede concluir que la planta
comprende un fragmento de introgresién que confiere resistencia a MYaV en el cromosoma 6.

Ademas, se pueden utilizar los procedimientos y los marcadores descritos en el presente documento para reducir el
tamafio del fragmento de introgresion silvestre que comprende el QTL MYaV6.1, es decir, para generar y seleccionar
recombinantes que tienen un fragmento de introgresién mas pequefio en el cromosoma 6, pero que conserven la
resistencia a MYaV que confiere parte del fragmento de introgresién. Se pueden desarrollar igualmente marcadores
moleculares alternativos ligados a MYaV6.7 para su uso en cualquiera de los procedimientos mencionados
anteriormente.

En un aspecto, se divulga en el presente documento el uso de un cromosoma 6 recombinante que comprende un
fragmento de introgresién de una planta de C. melo silvestre, comprendiendo dicho fragmento de introgresion un alelo
que confiere resistencia a MYaV, para la mejora genética de variedades de melén con resistencia a MYaV.

En un aspecto, se divulga en el presente documento el uso de un cromosoma 6 recombinante que comprende un
fragmento de introgresién de una planta de C. melo silvestre, comprendiendo dicho fragmento de introgresion un alelo
que confiere resistencia a MYaV, para la mejora genética de variedades de meldn con resistencia a MYaV, en los que
dichos cromosomas 6 recombinantes es el cromosoma 6 recombinante como se encuentra en las semillas depositadas
con el numero de referencia NCIMB 42113 o NCIMB 42198, o se obtiene de dicho cromosoma 6 recombinante. Por
tanto, en un aspecto, se divulga en el presente documento una planta de melén cultivada que comprende un
cromosoma 6 recombinante obtenido mediante (obtenible mediante) el cruce de una planta cultivada a partir de
semillas depositadas con el numero de referencia NCIMB 42113, o NCIMB 42198, o de la progenie de las mismas que
conservan el cromosoma 6 recombinante, con otra planta de melén.

En un aspecto, las plantas, células, tejidos y partes de planta de acuerdo con la invencién no comprenden el fragmento
de introgresiéon de PI313970, fragmento de introgresiéon que comprende un QTL de resistencia a CYSDV ligado a al
menos un marcador ubicado en el cromosoma equivalente al grupo de ligamiento (GL) 6 de la accesién de melén
P1313970 como se describe y reivindica en el documento EP1962578B1. Como se menciond, en el documento
EP1962578B1 el GL6 nombrado de manera arbitraria es el GL VI de la ICuGI de melén, pero corresponde al Grupo
de Ligamiento V (GL V) de la ICuGl. En un aspecto, las plantas de mel6n cultivadas de acuerdo con la invencién
comprenden un cromosoma 5 (GL V de la ICuGl) y dicho cromosoma 5 no comprende la introgresién de P1313970,
introgresion que comprende un QTL de resistenciaa CYSDYV ligado a al menos un marcador ubicado en el cromosoma
equivalente al grupo de ligamiento (GL) 6 de la accesion de melén PI313970 como se describe y reivindica en el
documento EP1962578B1.

En otro aspecto divulgado en el presente documento una planta de melén cultivada que comprende un cromosoma 6
recombinante de acuerdo con la invencién y que comprende adicionalmente un cromosoma 5 recombinante que
comprende una introgresion de PI1313970, introgresiéon que comprende un QTL de resistencia a CYSDV ligado a al
menos un marcador ubicado en el cromosoma equivalente al grupo de ligamiento (GL) 6 de la accesién de melén
P1313970 como se describe y reivindica en el documento EP1962578B1, es abarcado en el presente documento, una
planta de melén cultivada, partes y células de la misma, que comprende al menos dos fragmentos de introgresién del
melén silvestre, uno que confiere resistencia a MYaV en el cromosoma 6 (como se describe en la memoria descriptiva)
y otro que confiere resistencia a CYSDV al cromosoma 5 (GL V de la ICuGl).

ADN y cromosomas de acuerdo con la invencién

En un aspecto, se proporciona en el presente documento un cromosoma 6 modificado (recombinante) de C. melo
cultivado, que comprende un fragmento de introgresién de un meldn silvestre, como se describe a lo largo de la
memoria descriptiva. En un aspecto descrito en el presente documento, el cromosoma 6 recombinante se aisla de su
entorno natural. En otro aspecto es una célula vegetal, especialmente una célula de melén, especialmente una célula
de C. melo cultivado. Ademés, se describe en el presente documento una parte aislada del cromosoma 6 recombinante
que comprende el alelo MYaV.

En un aspecto adicional, se describe en el presente documento una molécula de acido nucleico recombinante,
especialmente una molécula de ADN recombinante, que comprende un alelo MYaV de acuerdo con la invencidén. En
un aspecto, el alelo MYaV es detectable por uno o0 mas de los ensayos de marcadores moleculares descritos en el
presente documento. Ademés, se describe en el presente documento un vector de ADN que comprende el ADN
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recombinante. La molécula de ADN recombinante o el vector de ADN puede ser una molécula de &cido nucleico
aislada. El ADN que comprende el alelo MYaV puede estar en un microorganismo, tal como una bacteria (por ejemplo,
Agrobacterium).

Se describe en el presente documento el uso de tal molécula de acido nucleico (aislada o extraida) y/o de tal
cromosoma 6 recombinante o parte del mismo para generar células vegetales y plantas que comprenden un alelo
MYaV. En un aspecto descrito en el presente documento puede utilizarse para generar células de meldn, plantas de
melén y partes de meldn transgénicas (por ejemplo, frutos) que comprendan el alelo MYaV, y la planta comprende un
fenotipo de resistencia MYaV.

Por tanto, tambien se describen en el presente documento células vegetales transgénicas, por ejemplo, células de
meldn transgénicas, que comprenden en su genoma un cromosoma 6 recombinante como se describe y/o una
molécula de acido nucleico recombinante que comprende un alelo MYaV. En un aspecto, descrito en el presente
documento la molécula de ADN que comprende el alelo MYaV esta integrada de manera estable en el genoma del
melén.

El alelo MYaV también se puede clonar y se puede fabricar un gen quimérico, por ejemplo, uniendo operativamente
un promotor expresable en planta al alelo MYaV. Dicho gen quimérico puede introducirse en una célula vegetal y la
célula vegetal puede regenerarse en una planta completa para producir una planta transgénica. En un aspecto descrito
en el presente documento la planta transgénica es una planta de melén.

Por tanto, en el presente documento se describen plantas transgénicas, especialmente plantas de melén cultivadas
transgénicas, que comprenden un alelo de resistencia MYaV'y que tienen un fenotipo de resistencia MYaV.

De acuerdo con la invencién son una realizacién especialmente células o cultivos celulares que comprenden un
cromosoma 6 recombinante, si el cromosoma 6 recombinante se introduce mediante procedimientos de mejora
genética. Las células estan, por ejemplo, in vitro y son regenerables en plantas de melén que comprenden el
cromosoma 6 recombinante de la invencién.

Ademas, las secuencias de marcadores moleculares (y las moléculas de acido nucleico aisladas que comprenden la
secuencia) divulgadas en el presente documento y los marcadores moleculares entre cualquiera de los marcadores
moleculares mencionados descritos en el presente documento y representados en la Figura 1, ligados al QTL que
confiere resistencia a MYaV, y su uso en la deteccién y/o generacién de plantas de meldn resistentes a MYaV estén
descritos en el presente documento.

LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Figura 1: El perfil de LOD de MYaV6.7, un QTL en el grupo de ligamiento de melén VI (GLVI) que confiere
resistencia a MYaV. Los mapas de ligamiento del GLVI para los dos cruces [(990631-2)-Q-1-K x NCIMB41966 y
Amaregal x NCIMB41969] estan representados por barras rellenas, y los marcadores de SNP y las distancias en
cM (centiMorgan) estan en los lados derecho e izquierdo de las barras, respectivamente. Los marcadores de SNP
comunes entre los dos mapas se indican con lineas de conexién. El perfil de LOD en el mapa de (990631-2)-Q-1-
K x NCIMB41966 muestra los resultados de las evaluaciones de campo de las familias F3 reproducidas en 2010,
mientras que el de Amaregal x NCIMB41969 muestra los resultados de 2011 de las evaluaciones de campo de las
plantas F2. El LOD méximo para el cruce (990631-2) -Q-1-K x NCIMB41966 fue de 6,3, lo que explica el 32,6 %
de la variacién observada en 2010. EI LOD maximo del cruce Amaregal x NCIMB41969 fue de 50,3, lo que explica
el 91,7 % de la variacién observada en 2011.

Figura 2: Fotografia tomada en Brasil de la variedad de melén susceptible Hibrix (fila central) que muestra sintomas
de MYaV. El rectdngulo muestra la parte de la planta de meldén que se fenotipa para detectar los sintomas.

Depésitos de semillas

Nunhems B.V. deposité una muestra representativa de semillas de accesiones de meldn silvestre que comprenden el
QTL (designado MYaV6.1) para la resistencia a MYaV en el cromosoma 6 el 2 de mayo de 2012 en la NCIMB Ltd.
(Edificio Ferguson, Craibstone Estate, Bucksburn Aberdeen, Escocia AB21 9YA, Reino Unido) de acuerdo con el
Tratado de Budapest, a tenor de la Solucién del Experto (EPC 2000, Norma 32 (1)). Las semillas recibieron los
siguientes numeros de depésito: NCIMB 41966 y NCIMB 41969.

Nunhems B.V. deposité una muestra representativa (2600) de semillas (BC1S2) de una planta de melén cultivada que
comprende el QTL para la resistencia a MYaV en el cromosoma 6 en forma homocigética (designado MYaV6.1) el 15
de febrero de 2013 en la NCIMB Ltd. (Edificio Ferguson, Craibstone Estate, Bucksburn Aberdeen, Escocia AB21 9YA,
Reino Unido) de acuerdo con el Tratado de Budapest, a tenor de la Solucién del Experto (EPC 2000, Norma 32 (1)).
Las semillas recibieron el siguiente nimero de depésito: NCIMB 42113.

Nunhems B.V. deposité una muestra representativa (1300) de semillas (BC4F2) de una planta de melén cultivada que
comprende el QTL para la resistencia a MYaV en el cromosoma 6 en forma homocigética (designado MYaV6.1) el 12
de diciembre de 2013 en la NCIMB Ltd. (Edificio Ferguson, Craibstone Estate, Bucksburn Aberdeen, Escocia AB21
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9YA, Reino Unido) de acuerdo con el Tratado de Budapest, a tenor de la Solucién del Experto (EPC 2000, Norma 32
(1)). Las semillas recibieron el siguiente niUmero de depésito: NCIMB 42198.

El solicitante solicita que las muestras del material biolégico y cualquier material obtenido del mismo solo se entreguen
a un Experto designado en conformidad con la Norma 32(1) de la EPC o la legislacidn relacionada de paises o tratados
que tengan normas y regulaciones similares, hasta la indicacién de la concesién de la patente, o durante 20 afios a
partir de la fecha de presentacién si la solicitud es rechazada, retirada o considerada como retirada.

El acceso al depdsito estara disponible durante la tramitaciéon de la presente solicitud para las personas que el Director
de la Oficina de Patentes de Estados Unidos determine que tienen derecho a solicitarlo. Sometido a 37 C.F.R. §
1.808(b), todas las restricciones impuestas por el depositante sobre la disponibilidad al publico del material depositado
se eliminaran de manera irrevocable al otorgar la patente. El depésito se mantendréa durante un periodo de 30 afios,
0 5 afios después de la solicitud mas reciente, o durante la vigencia exigible de la patente, lo que sea mas largo, y se
reemplazaré si en algin momento se vuelve no viable durante ese periodo. El solicitante no renuncia a ninglin derecho
otorgado a tenor de la presente patente en esta solicitud o a tener de la Ley de Proteccién de Variedades Vegetales
(7 USC 2321 y siguientes).

Los siguientes Ejemplos no limitantes describen cdmo se pueden obtener plantas que comprenden un cromosoma 6
recombinante. A menos que se indique lo contrario en los Ejemplos, todas las técnicas de ADN recombinante se llevan
a cabo de acuerdo con protocolos convencionales como se describen en Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, y Sambrook y Russell (2001) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Tercera edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY; y en los volimenes 1y 2
de Ausubel y col. (1994) Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols, EE.UU. Los materiales y
procedimientos convencionales para el trabajo molecular en plantas se describen en Plant Molecular Biology Labfax
(1993) por R.D.D. Croy, publicado conjuntamente por BIOS Scientific Publications Ltd (RU) y Blackwell Scientific
Publications, RU. Los procedimientos de mejora genética convencionales se describen en 'Principles of Plant
breeding', Segunda edicidén, Robert W. Allard (ISBN 0-471-02309-4).

Ejemplo 1 - Resistencia en el cromosoma 6 de NCIMB 41966

1. 1 Material y procedimientos

1.1.1 Desarrollo de las poblaciones F2 y F3

Se realizd un cruce entre la linea de reproduccion (990631-2) -Q-1-K, que es susceptible a MYaV, y una accesiéon de
melén silvestre, Cucmis melo ssp. agrestis, obtenida de los EE. UU. pero originaria de la India, cuyas semillas deposité
Nunhems B.V. con el nimero de referencia NCIMB 41966.

La progenie F1 obtenida del cruce se autofecundé para obtener una poblacién F2, que se utilizé para el genotipado
(se genotiparon 96 plantas F2). Las plantas F2 se autofecundaron para obtener familias F3, que se fenotiparon en un
ensayo de resistencia a MYaV en el campo, cerca de Mossoro, Brasil, en 2010, como se describe a continuacién.

1.1.2 Ensayo de resistencia a MYaV de las familias F3

Los ensayos de resistencia a MYaV se realizaron en 2010 en campo abierto cerca de Mossoro, a una alta incidencia
natural de MYaV. Cada familia F3 se planté en tres repeticiones de 20 plantas por repeticién, en 2010, junto con
controles susceptibles (4 plantas, 3 repeticiones) y el control resistente NCIMB41966 (20 plantas). Se utilizé un disefio
aleatorizado completo, dado que la presién de la enfermedad fue uniforme en todo el campo.

Los controles susceptibles fueron Glory F1 (Origene Seeds), Ruidera F1, Amaregal F1, Guapore, Goldex, DRY9150 y
Sancho (Syngenta).

El fenotipado de los sintomas de MYaV se realizé de forma visual, cuando los controles susceptibles mostraron claros
sintomas de amarilleamiento.

Cada planta recibié una puntuacién de enfermedad en la siguiente escala, mediante la cual solo se utilizan las hojas
més antiguas, es decir, el primer tercio (1/3) de la planta alrededor del tallo principal y el sistema de raices. Por tanto,
al referirse en el presente documento a "todas las hojas" o "pocas hojas" o un determinado porcentaje del érea foliar
total, solo se hace referencia a las hojas en el 1/3 méas antigua de la planta, véase también la Figura 2, donde el
rectangulo negro indica el 1/3 de la planta que se puntla de acuerdo con la siguiente escala:

Totalmente verde (todas las hojas en el 1/3 més antiguo de la planta son

9 verdes)
8 Pocas hojas (en el 1/3 mas antiguo de una planta) comienzan a mostrar
sombras/moteado amarillo
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(continuacién)

7 Hasta aproximadamente el 17 % del area foliar total (en el 1/3 mas antiguo
de una planta) es amarilla

6 Aproximadamente del 17 % al 32 % del area foliar total (en el 1/3 mas
antiguo de una planta) es amarilla

5 del 33 % al 48 % del &rea foliar total (en el 1/3 mas antiguo de una planta) es
amarilla

4 del 49 % al 64 % del area foliar total (en el 1/3 més antiguo de una planta) es
amarilla

3 del 65 % al 80 % del area foliar total (en el 1/3 més antiguo de una planta) es
amarilla

5 del 81 % al 99 % del area foliar (en el 1/3 mas antiguo de la planta) es
amarilla

y Totalmente amarilla (todas las hojas en el 1/3 mas antiguo de la planta son
amarillas)

La puntuaciéon de la enfermedad promedio se calculd por familia F3 y por control.

1.1.3 Genotipado de familias F2

El genotipado de las familias F2 se realizé utilizando la matriz lllumina Infinium de SNP (polimorfismo de un Unico
nucleétido), que contiene 4600 SNP. Ademés se analizaron algunos marcadores SSR (repeticiones de secuencia
simples) de la ICuGl y sirvieron como marcadores de anclaje junto con algunos otros marcadores de SNP de anclaje,
para determinar el nimero y la orientacién del grupo de ligamiento.

1.1.4 Analisis de datos de los datos del genotipo F2 y del fenotipo F3

El mapeo de ligamiento se realizé utilizando JoinMap v4 y el analisis de QTL se realiz6 con el programa informatico
MapQTL v5.

1.2 Resultados

1.2.1 Resultados del ensayo de resistencia a MYaV en 2010

Los resultados de las verificaciones de susceptibles y resistentes se muestran a continuacion:

Variedades de verificacion de
susceptibles a MYaV

Puntuacién promedio de
amarilleamiento

Glory 2
Ruidera 1,44
Amaregal 1,29
Guapore 1
Goldex 1
DRY 9150 1

Variedades de verificacion de
susceptibles a MYaV

Puntuacién promedio de
amarilleamiento

Sancho

1

NCIMB41966

9

1.2.2 Resultados del mapeo del QTL de familias F2 y F3

Los marcadores de SNP mapearon en 12 grupos de ligamiento, correspondientes al nimero de cromosomas haploide
del melén.

Para los datos de fenotipo de 2010 se encontré un QTL significativo para la resistencia a MYaV en el grupo de
ligamiento VI (basado en la nomenclatura de la ICuGl), con una puntuacién de LOD maxima de 6,3 y que explica el
32,6 % de la variacién fenotipica observada para la resistencia a MYaV.

Los resultados se muestran en la Figura 1.

Los siguientes marcadores de SNP se asociaron con el fenotipo de resistencia MYaV. También se indica en la Tabla
el genotipo del parental resistente y del susceptible en el locus del marcador.
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Tabla 1
Puntuacién SEQ ID NO:
de LOD
Parental susceptible: (datos de

NMID SNP (990631-2)-Q-1-K Parental resistente NCIMB 41966 | 2010)
mME15090 [A/C] AA cC 1,33%* 1
mME40332 [A/G] AA GG 2,20* 2
mME12135 [A/G] GG AA 5,30 3
mME28908 [A/T] AA TT 5,26 4
mME36531 [CT] TC TT 3,44 5
mME9692 [A/T] TT AA 3,13 6
mME50656* [CT] TT cC 1,43*% 7

* corresponde al marcador de EST A_38-F04 (referencia de GenBank AM730270), que se utilizé para ligar el mapa
genético del grupo de ligamiento VI al mapa fisico (armazén 00021). Véase Garcia-Mas y col., junio de 2012, PNAS
Early Edition, pagina 1-6, Apéndice de informacién complementaria - Figura S2.

** a pesar de que la puntuacién de LOD es inferior a 3,0, estos marcadores todavia se consideran significativos,
segun lo confirmado utilizando datos de fenotipado distintos obtenidos en 2009 (resultados no mostrados)

Ejemplo 2 - Resistencia en el cromosoma 6 de NCIMB 41969

2. 1 Material y procedimientos

2.1.1 Desarrollo de la poblacién F2

Se realizé un cruce entre la variedad hibrida de mel6n Galia Amaregal F1, que es susceptible a MYaV, y una accesién
de meldn silvestre, obtenida de Espafia pero originaria de la India, cuyas semillas depositd Nunhems B.V. con el
namero de referencia NCIMB 41969.

La progenie F1 obtenida del cruce se autofecundé para obtener una poblacién F2, la cual se utilizé para genotipado
(181 plantas F2). Las plantas F2 se fenotiparon en un ensayo de resistencia a MYaV en el campo, cerca de Mossoro,
Brasil, en 2011, como se describe a continuacion.

2.1.2 Ensayo de resistencia a MYaV de plantas F2

Los ensayos de resistencia a MYaV se realizaron en 2011 en campo abierto cerca de Mossoro, a una alta incidencia
natural de MYaV.

Los controles susceptibles (10 plantas por parcela) fueron Amaregal (Nunhems), Sancho (Syngenta) y Caribbean Gold.
Ademas, se incluyd el NCIMB 41969 como verificacién de resistentes (20 plantas por parcela).

El fenotipado de los sintomas de MYaV se realizé de forma visual, cuando los controles susceptibles mostraron claros
sintomas de amarilleamiento.

Cada planta recibié una puntuacién de enfermedad en la escala descrita anteriormente en 1.1.2.
La puntuacion de la enfermedad promedio se calculd por linea o variedad vegetal.

2.1.3 Genotipado de familias F2

El genotipado de las plantas F2 se realizé utilizando un conjunto gendmico amplio de 96 marcadores en una plataforma
KASP para el mapa de armazdén inicial. Ademas se analizaron algunos marcadores SSR (repeticiones de secuencia
simples) de la ICuGl y sirvieron como marcadores de anclaje junto con algunos otros marcadores de SNP de anclaje,
para determinar el nimero y la orientacién del grupo de ligamiento.

2.1.4 Anélisis de datos de los datos del genotipo F2 y del fenotipo F2

El mapeo de ligamiento se realizé utilizando JoinMap v4 y el analisis de QTL se realiz6 con el programa informatico
MapQTL v5.

22



10

15

20

25

30

ES 2983766 T3

2.2 Resultados

2.2.1 Resultados del ensayo de resistencia a MYaV en 2011

Los resultados de las verificaciones de susceptibles y resistentes se muestran a continuacion:

Variedades de verificacién de Puntuacién promedio de
susceptibles a MYaV amarilleamiento

Amaregal 1
Sancho 1
Caribbean Gold 1

Verificacién de Puntuacién promedio de

resistente a MYaV amarilleamiento
NCIMB41969 9

2.2.2 Resultados del mapeo del QTL de plantas F2

Los marcadores de SNP mapearon en 12 grupos de ligamiento, correspondientes al nimero de cromosomas haploide
del melén.

Se encontré un QTL significativo para la resistencia a MYaV en el grupo de ligamiento VI (basado en la nomenclatura
de la ICuGl), con una puntuacién de LOD méxima de 50,3 y que explica el 91,7 % de la variacién fenotipica observada
para la resistencia a MYaV.

Los resultados se muestran en la Figura 1.

Los siguientes marcadores de SNP se asociaron con el QTL. También se indica en la Tabla el genotipo del parental
resistente y del susceptible en el locus del marcador.

Tabla 2
Parental susceptible: | Parental resistente NCIMB Puntuacién | SEQ ID NO:
41969 de LOD
(datos de
NMID SNP 2011)
mME21377 | IAG] GG AA 6,81 8
mME15090 | [A/C] AA cc 17,14 9
mME12135 |[A/G] GG AA 24 86 10
mME36533 | [G/T] GG T 7,64 11
mME13585 |[C/T] cc T 6,58 12

Los anteriores Ejemplos 1 y 2, muestran que un fragmento de introgresién de melones silvestres, que comprende un
locus que confiere resistencia a MYV, confiere resistencia a MYaV cuando se transfiere al meldn cultivado. Dado que
el QTL mapeé en el grupo de ligamiento 6, el QTL se denomind MYaV6.1. Se han depositado semillas de tales plantas
de meldn cultivadas que comprenden el QTL denominado MYaV6.1, con el numero de depdsito NCIMB 42113 (que
comprenden el fragmento de introgresién de NCIMB 41969) y NCIMB 42198 (que comprenden el fragmento de
introgresién de NCIMB 41966).

El QTL MYaV6.1 se encontrd en dos accesiones de meldn silvestre, de origenes distintos (India y Uzbekistéan), y se
encontré que dos marcadores de SNP (mME12135 y ME15090) estaban cominmente ligados al QTL en ambas
poblaciones, mientras que cinco marcadores de SNP (mME40332, mME28908, mME36531, mME9692 y mMES0656)
y tres marcadores de SNP (mME21377, mME36533 y mME13585) estaban asociados con (ligados a) el QTL obtenido
de NCIMB41966 y NCIMB41969, respectivamente.

Uno o mas (al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete 0 més), o todos los marcadores de SNP asociados con
MYaV6.1 proporcionados en el presente documento, pueden utilizarse para diversos fines, tal como

a) para detectar la presencia de un fragmento de introgresién en el cromosoma 6 que comprende el QTL MYaV6.1
en plantas o partes de plantas de melén cultivadas;

b) para transferir el cromosoma 6 recombinante, que comprende el locus que confiere resistencia a MYaV
(MYaV6.1), de un meldn cultivado a otras plantas de melén cultivadas, especialmente variedades o lineas de
reproduccién susceptibles a MYaV,
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¢) para generar y/o seleccionar nuevas plantas de melén cultivadas que comprendan una introgresién con el QTL
MYaV6.1 de una fuente silvestre, tal como un melén silvestre o un pariente silvestre del melén (tal como del NCIMB
41966 o NCIMB 41969, u otros melones silvestres o parientes silvestres del melén),

d) para reducir el tamafio del fragmento de introgresién silvestre que comprende el QTL MYaV6.1, es decir, para
generar y seleccionar recombinantes que tienen un fragmento de introgresién méas pequefio en el cromosoma 6,
pero que conserven la resistencia a MYaV que confiere parte del fragmento de introgresion;

e) para desarrollar marcadores moleculares alternativos para cualquiera de los fines mencionados anteriormente,
ligados a MYaV6.1;

f) para cribar las accesiones de meldn silvestre o parientes silvestres del melén en cuanto a la presencia de uno o
mas de los marcadores y, por tanto, la presencia del QTL MYaV6.7 y para introgresar la parte que confiere
resistencia de estas nuevas fuentes de resistencia en plantas de melén cultivadas susceptibles a MYaV.

Ejemplo 3 - Ensayos de SNP (ensayo KASP) o "ensayo de marcadores de VYaV"

Para cribar plantas en cuanto a la presencia de uno o mas de los marcadores moleculares anteriores, ligados al
fragmento de introgresidn que confiere resistencia a MYaV, se desarrolld un ensayo KASP (un ensayo de genotipado
de SNP o ensayo de genotipado de PCR especifica de alelo de KBioscience) para los marcadores de SNP mME21377,
mME1590, mME 12135, mME36533, mME13585 y mME36531.

Basandose en las secuencias genémicas que comprenden el SNP (véase la Tabla 3 a continuacién y el listado de
secuencias), para cada marcador de SNP se desarrollaron dos cebadores directos especificos de alelo (es decir, que
detectan el nucleétido del parental susceptible o resistente en el locus del SNP) y un cebador inverso comun (en
cursiva), indicados en la Tabla 3 y 4 (todas las secuencias se dan en direccién 5'a 3').

24



ES 2983766 T3

BT S TV L I oo T AL L TV IS VI oo ovB L To i1 Td LU L LYY LY a0y LY LYy Lov i o L Ly | 01 | SBseednu
{11°0N 1 DS 10ILILDDIVYODIVYDLILOLOYOYLOYLDLYLLLNDOISIAVYS | (| o | pecpcmany
Sy Y Y L VD 0oV Y SV VD YO Y GV DV L VA P04 7 AL VA LY DY LY OV Y OO IV OYYAYYY LYY OLAOYIYYIYID . &7 1 °
{mon ¢ UEs A ) oK Q1 UEs] 00 wvOYVDLL L DIYISONLLO LI G000 LIOYDYOYRVODOOYLY sl | os0gLavEn
COTLETIE LD LT S DI RN A DO L DLVl L IV LY DOw DT A DL oYY LAY DOV Y OLDYYOL DL QL LL DAY AYDLYLLYD | -
[9:0M Gt DIS] DOWYEDLOYYIDIVODLILYLLIYOOOLLIDSIDIYIYIYYYOY SODYD | a1 ) erom,
PO ALY OIS0 TN LTINS L0 L L YOV O L e YYD RV O L OGP 7D L 2L DL 3L ALTDLOOY DOV LYOYYRDYoIYLaL |, 7 ST
““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““ g:Cty 01 G381 LOVOYIDLIODDTOVAIOIYOOLIODOOLDELIVIDDIDILOEYIR | (g | ) cencmany
YOS S Y S S S s e Y TS S a0 YAl DL o0l LAVINYOOLLDLLLIYLIDIODINLIY LYIFYYDLLIDLY ’ v
1 ON D35 4 ¢CON T 098] YODLDORAYIDYYOYDIYOLINTLSLADDUY LYY DDONYYIDLYYD LITLD
SISO I NIVERIONIIOVEEOWE LI DO IDIN GOV LA YL AOVRLYYASDLLLL DY OLILOOYIORIDYODRL | et | ey
{5 e & ep ugonanp e ep e e ewd voruoush BIoueniws | gNg Jpetietl
ceng]

25



ES 2983766 T3

‘ VOSYYY iDL 119Y HOOVYYIDLIIOYD

YYLLLLYLIOO0OVLIO Y o BV YOV LYY LYaDYLILY | FFIvOvilvovivaoL06 | ol | se5Ci31mw
YYVYLDVYYSLLYYYLL SEOYYOLDYDORLODYYD | LYDLIOYYIOYDLDDVYD
VIOV LIOVIOvY BILOYYILOVLIOYYY

YLiYODYYIYSYYOYS Y 9 VY OLISIYaYoLINVDYOLLY | VOLIAOIVaVaLivavion | Wol | sessegmw
VOVLVLYYIVOOLYD OSOYYILOYHNTLDOYYD | IVOL1IDYYoOVHLONYYD
5359 15598

LILDIYOLLILOIYD 3 L S ID0aY 7L OLIvILY | DOV aYioiavion | 1ond | 080si3nw
DOLLYIOVOOVYYLD DONVYDILOVODDLOOVYE | LYDL1IDYYOIVELDOYYD

BEYYS] 15YYSI55 .

AYOVLISIYOY & L VSO LTV LTOIGLLY | SYSIALvaYivDanoLon | v | Lie1z3mu

YOYYIDL D080V YOs OOOYYILDVYODILOOYYE | LyDL1OvYDOvOL1ODYYS
I518515% FIO1591595L ,

YYYOVYLIOOY L 9 SLIVIIBIBITAIvwaLLY | IVIIBISIA3IvwaLon | ol | 1eseeamu
SYLDDSYDL L DL D% GEOYYILDYONILODYYD | LYOLIOVYDOvYDLDOYYD
o001V 1531ve
LLSYO00OYYS D L SHVIIBIIS89785(895 11y SVITEI{55555155109

LIOSLIOIVIDYYOOY DOOYYILOVODILDOYYD | LVOLIDYYOOVOLDOYYD | [Syvl] stizigamuw
{31uBI0[00) {BuBI0}02)

BBOT 10PEGAS | OIA BPUGS | 1IN V4 BpUHOG SiA DRle - KIpRGaD P4 0iele ~ 1npenas dMS loproi

v elge L

26



ES 2983766 T3

Utilizando los cebadores anteriores, Los ensayos KASP pueden llevarse a cabo de acuerdo con protocolos
convencionales desarrollados por KBioscience.co.uk (véase www.kbioscience.co.uk), para detectar la presencia del
genotipo de SNP resistente o susceptible en forma homocigética o heterocigética en el ADN vegetal obtenido de
células o tejidos de meldn. Si el genotipo en un SNP dado es homocigético, solo se detectara una sefial fluorescente.
Si el genotipo de la planta en un SNP dado es heterocigético, se detectara una sefial fluorescente mixta.

Para cualquiera de los otros marcadores de SNP, por ejemplo, mMME40332, mME28908, mME9692 y mMES50656, para
detectar el genotipo de SNP se pueden desarrollar ensayos de genotipado de SNP similares.
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REIVINDICACIONES

1. Una planta de Cucumis melo cultivada que comprende resistencia contra el virus asociado al amarilleamiento del
melén (MYaV), en la que dicha resistencia es conferida por un fragmento de introgresién en el cromosoma 6 en forma
homocigota o heterocigota y en la que dicho fragmento de introgresion es de una planta silvestre de la especie Cucumis
melo, cuya planta silvestre tiene una puntuaciéon promedio de enfermedad por MYaV de al menos 8, en una escala de
1 = hojas totalmente amarillas a 9 = hojas totalmente verdes cuando se cultiva en un area infestada por MYaV y en la
que dicho fragmento de introgresién se puede obtener cruzando una planta de la cual las semillas se depositaron
segln NCIMB 41966 o NCIMB 41969 con una planta de melén cultivada y en las que el fragmento de introgresién es
detectable mediante un ensayo de marcador molecular que detecta los dos siguientes marcadores de polimorfismo
mononucleotidico (SNP):

a) el genotipo CC o AC para el marcador SNP mME15090 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 1;
b) el genotipo AA o0 AG para el marcador SNP mME12135 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 3.

y detecta ademés al menos dos de los marcadores de polimorfismo mononucleotidico seleccionados del grupo que
consiste en:

- el genotipo GG o AG para el marcador SNP mME40332 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 2;
- el genotipo TT o AT para el marcador SNP mME28908 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 4;

- el genotipo TT para el marcador SNP mME36531 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 5;

- el genotipo AA o AT para el marcador SNP mME9692 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 6;

- el genotipo CC o CT para el marcador SNP mMES50656 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 7;

o detecta ademas al menos dos de los marcadores de polimorfismo mononucleotidico seleccionados del grupo que
consiste en:

- el genotipo AA o0 AG para el marcador SNP mME21377 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: §;
- el genotipo TT o GT para el marcador SNP mME36533 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 11;
- el genotipo TT o CT para el marcador SNP mME13585 en el nucleétido 71 de SEQ ID NO: 12.

2. La planta de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicha planta tiene una puntuacién promedio de enfermedad
por MYaV de al menos 3 en una escala de 1 = hojas totalmente amarillas a 9 = hojas totalmente verdes cuando se
cultiva en un area infestada por MYaV.

3. La planta de acuerdo con la reivindicacién 1 0 2, en la que dicho fragmento de introgresién se puede obtener a partir
de semillas de las cuales se ha depositado una muestra representativa segun NCIMB 41966 y en la que dicho
fragmento de introgresién comprende al menos seis marcadores SNP seleccionados del grupo que consiste en:

a) el genotipo CC o AC para el marcador SNP mME15090 en SEQ ID NO: 1;
b) el genotipo GG o AG para el marcador SNP mME40332 en SEQ ID NO: 2;
c) el genotipo AA o AG para el marcador SNP mME12135 en SEQ ID NO: 3.
d) el genotipo TT o AT para el marcador SNP mME28908 en SEQ ID NO: 4;

e) el genotipo TT para el marcador SNP mME36531 en SEQ ID NO: 5;

f) el genotipo AA o AT para el marcador SNP mME9692 en SEQ ID NO: 6;

g) el genotipo CC o CT para el marcador SNP mME50656 en SEQ ID NO: 7.

4. La planta de acuerdo con la reivindicacién 1 0 2, en la que dicho fragmento de introgresién se puede obtener a partir
de semillas de las cuales se ha depositado una muestra representativa segun NCIMB 41969 y en la que dicho
fragmento de introgresiéon comprende al menos cuatro marcadores SNP seleccionados del grupo que consiste en:

a) el genotipo AA o AG para el marcador SNP mME21377 en SEQ ID NO: §;
b) el genotipo CC o AC para el marcador SNP mME15090 en SEQ ID NO: 9;
c) el genotipo AA o AG para el marcador SNP mME12135 en SEQ ID NO: 10;
d) el genotipo TT o GT para el marcador SNP mME36533 en SEQ ID NO: 11,
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e) el genotipo TT o CT para el marcador SNP mME13585 en SEQ ID NO: 12.
5. La planta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha planta es un hibrido F1.

6. La planta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho fragmento de
introgresién tiene un tamafio igual o inferior a 10 Mb, preferiblemente igual o inferior a 8 Mb de tamafio.

7. Semillas a partir de las cuales se puede cultivar una planta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.

8. Un fruto de melén cosechado de una planta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

9. Una célula vegetal, tejido o parte vegetal de una planta o de una semilla de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores que comprende al menos un cromosoma 6 recombinante, en la que dicho cromosoma 6
recombinante comprende dicho fragmento de introgresién procedente de una planta silvestre de C.melo y en la que
dicho fragmento de introgresién comprende dicho alelo que confiere resistencia a MYaV.
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Figura 2
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