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DESCRIPCION
Marcador genéticamente relacionado con la resistencia a tobamovirus en el pepino y su utilizacion

La presente invencion se refiere a un marcador molecular genéticamente relacionado con, y capaz de identificar, un
locus genético en el genoma del pepino (Cucumis sativus L.) que dota de una resistencia general contra
tobamovirus, y especialmente contra dos tobamovirus patégenos de importancia comercial, es decir, virus del
mosaico moteado verde del pepino (por sus siglas en inglés, CGMMV) y el virus del mosaico moteado del pepino
(por sus siglas en inglés, CFMMV).

Las plantas de pepino (es decir, plantas de la especie botanica Cucumis sativus) pertenecen a la familia de las
calabazas de las cucurbitaceas, que comprende también miembros de la familia como los melones y calabazas.

Los frutos comestibles de la planta se denominan generalmente pepinos. Los pepinos generalmente son frutos
cilindricos, de piel verde, que comprenden aproximadamente el 96% de agua. La planta de pepino Cucumis sativus
L., que se cultiva desde hace mucho tiempo, es un importante cultivo horticola en todo el mundo. Los pepinos se
recogen normalmente en una fase inmadura y pueden utilizarse para la industria de encurtidos o el mercado de
productos frescos.

Los tobamovirus que infectan las cucurbiticeas pueden ser clasificarse en dos subgrupos: subgrupo | que
comprende las cepas y estirpess mencionados en la bibliografia como virus del mosaico moteado verde del pepino
(CGMMYV, que comprende las cepas CV3, CV4, CGMMV-W, CGMMV-SH y CGMMV-Is), y el subgrupo Il de fruta que
comprende el virus del mosaico moteado del fruto del pepino (CFMMV), virus del mosaico moteado del kyuri verde
(KGMMV), y la cepa Yodo de CGMMYV, que esta estrechamente relacionado con KGMMV y puede considerar se una
cepa de él (Antigus, 2001).

El virus del mosaico moteado verde del pepino (CGMMV) es un virus con ARN del género tobamovirus que produce
una enfermedad grave de las cucurbitaceas.

Las cepas de CGMMV se describieron por primera vez en el Reino Unido y Europa (Ainsworth, 1935). El virus esta
presente en todos los tejidos (Hollings, 1975) y el virus se transmite rapidamente por las manos, ropas, cuchillos y
otros equipos de los trabajadores y también es transportado por las semillas. El tratamiento térmico de las semillas
se utiliza normalmente para controlar la contaminacion virica de las semillas (Kim, 2003). CGMMV también puede
propagarse a través del agua en la superficie (Drost, 1988).

Los sintomas de amarilleamiento, moteado y rizado hacia abajo de las hojas se han descritoo aunque tal vez los
mas significativos son los informes del moteado y la distorsion moderada-grave del fruto. Dicho moteado y distorsion
de la fruta podria volver incomercializables rapidamente los cultivos infectados.

El virus del mosaico moteado verde del pepino (CGMMV) es quizds el mas extendido y reconocido de los
tobamovirus que infectan los cultivos de pepino. CGMMYV es un problema mundial en zonas de produccién de pepino
como Holanda, Espafia (Celix, 1996), Grecia (Varveri, 2002) y la India (Rashmi, 2005). Las pérdidas de rendimiento
pueden ser del 15% (Fletcher, 1962). Se ha intentado encontrar resistencia en el pepino contra CGMMV (Hsiao,
1993) y se han encontrado algunas variedades asintomaticas de origen asiatico (Kooistra, 1968).

El CFMMV es otro miembro de la familia de los tobamovirus que causan dafios econdmicos significativos a las
plantas de pepino (Cucumis sativus L.). Los sintomas de la infeccion por el virus del mosaico moteado del fruto del
pepino (CFMMV) se reconocen generalmente por primera vez en las frutas y las hojas apicales en una etapa de
crecimiento relativamente avanzada. Los sintomas foliares incluyen mosaico grave, necrosis de las venas y moteado
amarillo. En algunos casos, plantas completamente desarrolladas presentan graves sintomas de marchitamiento que
conducen a un colapso de la planta. La rapida propagacion virica dentro de los invernaderos puede conducir a
pérdidas significativas de cosechas.

Grink'’ko (2005) en la enfermedad del mosaico de los pepinos de invernadero describe que las investigaciones de
invernaderos en el sur de Rusia pusieron de manifiesto la aparicion de sintomas de clorosis en el 50% al 100% de
los hibridos de pepino originados por tobamovirus del mosaico moteado verde del pepino. Para combatir la infeccion,
se sugieren medidas combinadas que incluyen la utilizaciéon de cultivos e hibridos resistentes y una desinfeccion del
suelo y del equipo.

Considerando los dafios econémicos producidos por tobamovirus en plantas de pepino (Cucumis sativus L.) y
especialmente CGMMV y CFMMYV, incluyendo sus variantes, es muy deseable proporcionar marcadores genéticos
genéticamente relacionados con loci con resistencia genética contra los tobamovirus, o loci con particularidades
cualitativas (por sus siglas en inglés, QTL) y capaces de identificarlos, y que transfieren esta resistencia a
tobamovirus a variedades de Cucumis sativus L. econémicamente importantes.

Por consiguiente, un objetivo de la presente invencion es proporcionar dicho marcador genético.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2403404 T3

Se da a conocer un procedimiento para proporcionar una planta de pepino (Cucumis sativus L.) resistente a
tobamovirus que comprende:

(@) identificar un locus genético con resistencia a tobamovirus en una primera planta de pepino (Cucumis
sativus L.);

(b) tranferir el locus genético con resistencia a tobamovirus identificado a una segunda planta de pepino
(Cucumis sativus L.);

en la que el locus genético con resistencia a tobamovirus se caracteriza por la presencia de un fragmento de
ampliacion de acido nucleico de 246 pb utilizando la SEQ. ID. n°® 1 y la SEQ. ID. n° 2 de cebadores del polimorfismo
molecular con longitud del fragmento ampliada (por sus siglas en inglés, AFLP) en un ensayo de polimorfismo
molecular con longitud del fragmento ampliada (AFLP).

Segun la presente invencion, la SEQ. ID. n° 1 del cebador comprende la secuencia de &cido nucleico 5-GAC TGC
GTA CCAATT CGT-3' y la SEQ. ID. n° 2 del cebador comprende la secuencia de acido nucleico 5'-GAT GAG TCC
TGA GTAACAC-3.

El marcador del polimorfismo molecular con longitud de fragmento ampliada (AFLP) genéticamente relacionado con,
y capaz de identificar, el presente locus genético de resistencia a tobamovirus también se denomina en la presente
memoria marcador E22/M48-F-246 (fragmento del tamafio de la ampliacion del AFLP con &cido nucleico: 246 pb,
cuando se utilizan las SEQ. ID. n°® 1 y n° 2 de los cebadores.

La primera planta de pepino (Cucumis sativus L.) puede ser cualquier planta de pepino (Cucumis sativus L.) que
tiene un fenotipo resistente a tobamovirus, y especialmente CGMMV y CGMMYV, conferida por el locus genético
identificable por la presencia del fragmento de ampliacién de &cido nucleico definido anteriormente (Marker
E22/M48-F-246).

La presencia del fragmento de ampliacién de acido nucleico, o del marcador molecular E22/M48-F-246 de AFLP, y
por lo tanto la resistencia presente que dota de locus genético, puede establecerse usando cualquier técnica
adecuada de Biologia Molecular para el analisis de productos de ampliacion de acidos nucleicos tales como la
electroforesis en gel, la hibridacion, cromatografia de afinidad, la fluorescencia, etc.

En una realizacion particularmente preferida, los fragmentos se amplian y se identifican utilizando una técnica de
ampliacion y deteccién de &acido nucleico denominada en la técnica polimorfismo molecular con longitud del
fragmento ampliado (AFLP, Zabeau, 1993, y Vos, 1995).

El polimorfismo con longitud del fragmento ampliado (AFLP) es una técnica de la huella genética basada en la
reaccion en cadena de la polimerasa (RCP), que se desarrollé al principio de la década de 1990 por Keygene. AFLP
utiliza enzimas de restriccion para cortar el ADN gendmico, seguido de ligadura de adaptadores de doble cadena
complementarios a los extremos de los fragmentos de restriccién. Un subconjunto de los fragmentos de restriccion
se amplia entonces usando pares de cebadores complementarios al adaptador y fragmentos de enzimas de
restriccion. Los fragmentos se visualizan en geles de poliacrilamida desnaturalizantes ya sea por metodologias
autorradiografica o de fluorescencia.

Esto generalmente produce una multitud de fragmentos de ampliaciéon de acido nucleico de diferentes tamafios. Al
comparar los fragmentos de acido nucleico de ampliacion obtenidos a partir de, por ejemplo, plantas sensibles y
resistentes, discriminando fragmentos de ampliaciéon de acidos nucleicos pueden identificarse, denominado también
marcadores, entre ambos fenotipos.

En el presente caso, un marcador AFLP especifico, denominado marcador E22/M48-F-246 de AFLP, genéticamente
relacionado con, y capaz de identificar, el presente locus de resistencia se identificado por la presencia de un
fragmento de ampliacién de acido nucleico de 246 pares de bases. Este marcador so6lo estaba presente, entre
numerosos otros fragmentos de ampliacion de AFLP no discriminativos, en los individuos resistentes y ausente en
los individuos sensibles.

Hay que sefialar que el analisis de AFLP de plantas de pepino (Cucumis sativus L.) utilizando las SEQ. ID. n°® 1 y n°
2 de cebadores de AFLP, a fin de identificar un locus genético de resistencia a tobamovirus en una primera planta de
pepino (Cucumis sativus L.), puede producir un segundo fragmento de ampliacién de acido nucleico que tiene una
diferencia de tamafio con el presente marcador E22/M48-F-246 de AFLP de 2 pb. Segun la presente invencién, este
fragmento de ampliacion de &acido nucleico mas grande (2 pb) no esta genéticamente relacionado con, y es capaz de
identificar, el presente locus genético con resistencia a tobamovirus.

En otras palabras, la primera planta de pepino (Cucumis sativus L.), cuando se analizaban utilizando las SEQ. ID.
n® 1y n° 2 de los cebadores de AFLP y AFLP, debe proporcionar el presente marcador E22/M48-F-246 de AFLP del
tamafio indicado, pero puede, ademas, proporcionan también un segundo fragmento de ampliacion de acido
nucleico de un tamafio mayor (2 pb).
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Considerando lo anterior, la seleccion de una primera planta de pepino (Cucumis sativus L.) comprende
esencialmente la deteccion del locus genético de resistencia a tobamovirus en esta planta utilizando técnicas de
Biologia Molecular. Esto es debido a que el presente locus de resistencia a tobamovirus, genéticamente relacionado
con el marcador E22/M48-F-246 de AFLP, no se puede crear usando so6lo seleccion basada en el fenotipo comun a
las técnicas de reproduccion convencionales.

En otras palabras, identificar un locus genético de resistencia a tobamovirus en una primera planta de pepino
(Cucumis sativus L.) no se refiere a utilizar un tnico proceso de seleccién convencional.

Después de la identificacion del locus genético de resistencia a tobamovirus segun la presente invencién en una
primera planta de pepino (Cucumis sativus L.),el locus genético se transfiere a una segunda planta de pepino
(Cucumis sativus L.) lo que dota de resistencia a tobamovirus a dicha segunda planta de pepino (Cucumis sativus
L.)

La transferencia del presente locus genético de resistencia a tobamovirus puede comprender procedimientos
convencionales de cultivo, como el cruce convencional de la primera planta de pepino (Cucumis sativus L.) con la
segunda planta de pepino (Cucumis sativus L.) y uno 0 mas retrocruzamiento posteriores con la segunda planta de
pepino (Cucumis sativus L.). Sin embargo, dichos procedimientos convencionales de cultivo pueden estar asistidos
con técnicas de biologia molecular para crear el mantenimiento del presente locus de resistencia genética en la
segunda planta de pepino (Cucumis sativus L.).

En comparacion con las técnicas convencionales de cultivo, el suministro del presente marcador E22/M48-F-246 de
AFLP segun la presente invencidon permite una rapida seleccion de la descendencia resistente a tobamovirus
adecuado después de cada etapa de retrocruzamiento evitando por consiguiente los métodos de deteccién
laboriosos y costosos, tales como la infeccion virica y la creacion de un fenotipo resistente, en cada generacién para
identificar la descendencia resistente al tobamovirus apropiado.

La segunda planta de pepino (Cucumis sativus L.) puede ser una variedad comercial sensible a tobamovirus. Al
transferir el presente locus genético con resistencia a esta planta, manteniendo al mismo tiempo otras caracteristicas
genotipicas y fenotipicas de alta calidad con valor comercial, se proporciona una planta de pepino (Cucumis sativus
L.) con mayor valor econémico.

El presente método puede proporcionar una planta de pepino (Cucumis sativus L.) que tiene el genotipo de la
segunda planta de pepino (Cucumis sativus L.), complementado con un locus genético con resistencia a tobamovirus
de la primera planta de pepino (Cucumis sativus L.).

Por lo tanto, se da a conocer una planta de pepino (Cucumis sativus L.) que comprende el genotipo de una variedad
de planta de pepino sensible a tobamovirus (Cucumis sativus L.) complementado con un locus con resistencia
genética a tobamovirus, en el que el locus con resistencia genética a tobamovirus se caracteriza por la presencia de
un fragmento de ampliacion de &cido nucleico de 246 pb, utilizando los cebadores SEQ. ID. n° 1 y SEQ. ID. n° 2 del
polimorfismo molecular con longitud de fragmento ampliada (AFLP) en un ensayo con polimorfismo molecular con
longitud de fragmento ampliado (AFLP).

La resistencia a tobamovirus, por lo tanto el locus genético de resistencia a tobamovirus segun la presente
invencién, al menos dota, en una realizacion preferida, de resistencia contra el virus del mosaico moteado verde del
pepino (CGMMV) y el virus del mosaico moteado del fruto del pepino (CFMMV).

La presente invencion se refiere a la utilizacion de un locus genético de resistencia a tobamovirus para proporcionar
a la planta del pepino (Cucumis sativus L.) resistente al tobamovirus, en la que el locus genético de resistencia al
tobamovirus se caracteriza como se ha definido anteriormente.

Segun la presente invencion, la resistencia a tobamovirus comprende la resistencia al virus del mosaico moteado
verde del pepino (CGMMV) y al virus del mosaico moteado del fruto del pepino (CFMMV).

Se da a conocer un locus genético de resistencia a tobamovirus caracterizado por un fragmento de ampliacion de
acido nucleico de 246 pb utilizando la SEQ. ID. n° 1y la SEQ. ID. n° 2 de los cebadores del polimorfismo molecular
con longitud de fragmento ampliado (AFLP) en un ensayo de polimorfismo molecular con longitud de fragmento
ampliado (AFLP).

Cabe sefialar que los loci genéticos, sélo indicados por un fragmento de ampliaciéon de acido nucleico AFLP,
utilizando los cebadores SEQ. ID. n°® 1 y SEQ. ID. n° 2 del polimorfismo de longitud de fragmento ampliado (AFLP),
gue es ligeramente mayor (2 pb) en comparacién con el fragmento anterior, no estan abarcados por la presente
invencion.

La presente invencion se detallard mas en los ejemplos adjuntos.
Ejemplos

Ejemplo 1: Identificacion de plantas de pepino sensibles y resistentes (Cucumis sativus L.)
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Introduccién

El siguiente protocolo se utilizé para clasificar plantas de pepino (Cucumis sativus L.) como sensibles o resistentes a
la infeccion por un virus del mosaico moteado verde del pepino (CGMMYV) y por el virus del mosaico moteado del
fruto del pepino (CFMMV). Al menos para Holanda, el mejor momento para realizar el analisis es desde septiembre
hasta abril.

Material Vegetal

Las plantas (Cucumis sativus L.) a ensayar, resistentes y sensibles, se sembraron en vermiculita de tamafio medio y
se cultivaron a 24°C, cubierta con vermiculita de tamafio pequefio. Después de 4 a 5 dias (cotiledones recién
desplegados), los plantones se transfieren a bloques de lana de vidrio y, después de 2 dias, las plantas se
transfirieron a un invernadero en cuarentena.

Después de cada bloque de 40 cifras, la referencia sensible Tyria F1 (variedad de pepino F1 comercial de Enza
Zaden, Holanda) se coloca como referencia sensible, y los plantones se inocularon en los cotiledones,
preferentemente cuatro dias después de colocarlos en el invernadero en cuarentena.

Patégenos

Se prepararon cepas de CGMMV y CFMMV. En resumen, para preparar los inéculos, se preparé tampon de fosfato
reciente (solucion de fosfato 0,1 M, pH de 7,7). Se recogié material foliar de una planta de pepino (Cucumis sativus
L.) infectada de la que se desarrollaron los sintomas recientemente. Se tomd tejido foliar joven sin tallos con
sintomas claros. Aproximadamente 1 gramo de material foliar se utilizé6 para 5 ml de tampon. El material foliar se
molid, obteniéndose de este modo cepas viricas.

Para la infeccidn, cuando aparecia tiempo soleado, las plantas, como las cultivadas anteriormente, se taparon con
una cubierta un dia antes de la infeccion. Un dia después de la infeccidn, la cubierta se puede quitar. Sin embargo,
en caso de alta intensidad de luz, la tapa deberia permanecer un dia méas. En caso de baja humedad, la humedad se
puede aumentar mojando las bandejas grises directamente después de la infeccién para evitar el resecado de los
cotiledones debido al dafio de la infeccion. Los regimenes de temperatura eran de 18 a 20°C durante la noche y de
22 a 25°C durante el dia.

Las plantas se pulverizaron ligeramente con carborundo a través de una gasa doble. Se sumergio una esponja en
los in6culos y dos veces se limpid a lo largo de la superficie total de ambos cotiledones. Aunque el virus era estable,
el tiempo de la infeccion debe ser inferior a 1 hora.

Evaluacién

Las dos primeras hojas de las plantas de pepino no presentaran sintomas (en las plantas sensibles, asi como en las
plantas resistentes). De la tercera a la cuarta etapa foliar, los sintomas seré faciles de anotar sensible o resistente.

Ejemplo 2: Identificacion de marcadores AFLP que identifican una resistencia a tobamovirus QTL
Introduccion

En este ejemplo, se identificd un locus con particularidades cualitativas (QTL) en plantas pepino (Cucumis sativus L.)
resistentes utilizando un analisis de QTL en volumen (BQA), realizado por Keygene N.V. (Wageningen, Holanda). Se
seleccion6 una poblacion de 98 individuos para el desarrollo del marcador de resistencia a tobamovirus. Un total de
96 combinaciones de cebadores AFLP se seleccionaron en dos grupos que contenian individuos que presentan
“fenotipos extremos” para la resistencia a tobamovirus. Posteriormente, cinco marcadores experimentales se
verificaron en 12 individuos resistentes y 12 sensibles.

Identificacion y verificacion de marcadores

Se obtuvo material foliar de 130 plantas: una poblaciéon Cuc1879-01 x OK561 de 98 individuos para proporcionar la
poblacién que va a ensayarse, 30 estirpes endogamicas del progenitor donante Cucl879-01 y las estirpes
progenitoras de la poblacion. Se aislo ADN y se generaron plantillas EcoRI/Msel. Una huella digital de prueba de las
130 plantas se generé usando combinacién de cebadores E14/M59.

BSAYy verificacion en individuos

El BQA se realiz6 cribando un total de 96 combinaciones de cebadores en un grupo que contiene diez individuos
“resistentes extremos” y un grupo que contiene diez individuos “sensibles extremos”. Este cribado dio como
resultado la identificacién de los marcadores experimentales siguientes:

- E14/M58-F-169-P2

—  E22/M48-F-248/246 (bi-alélico)
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Estos marcadores se verificaron posteriormente en 24 individuos (12 individuos resistentes y 12 individuos
sensibles). Sobre la base de esta verificacion, los marcadores experimentales identificados demostraron estar
relacionados con la resistencia a tobamovirus.

Verificacién de marcadores experimentales en la poblacion

Después del cribado de las 96 combinaciones de cebadores y la posterior validacion de los marcadores, un
supuesto QTL podria identificarse. A fin de determinar si el QTL identificado es de hecho un QTL independiente se
ejecutd un analisis de enlace.

Los marcadores (E14/M58-F-169-P2 y el marcador bialélico E22/M48-F-248/246) se seleccionaron en 46 individuos
mas de la poblacién de 98 individuos.

Se generd un conjunto de datos del marcador y se fusion6 con el conjunto de datos de marcador de la verificacion
en los 24 individuos. Basandose en este andlisis, se podria concluir que los cuatro marcadores estan realmente
acoplados a un QTL.

Analisis del marcador utilizando WinQTLCartographer

A fin de determinar la correlacion entre el fenotipo y el genotipo, el conjunto de datos de marcador se analizé
utilizando el paquete de programa informatico WinQTLCartographer. Para el analisis de un solo marcador (SMA) se
calculd un valor LOD de 12. Por cartografia de intervalos (IM) se calcul6 el umbral del 95% de fiable realizando 1000
permutaciones de los datos fenotipicos y se determiné como LOD de 0,9. El valor de LOD y las varianzas explicadas
en porcentaje se calcularon para este QTL (LOD: 9; Exp. Var.: 49,5).

Conclusién

A fin de identificar un QTL para la resistencia tobamovirus, se realizé un BQA. Un total de 96 combinaciones de
cebadores se cribaron en un volumen de diez individuos “resistentes en extremo” y un volumen de diez individuos
“sensibles en extremo”. Marcadores experimentales, de los cuales uno era bialélico, se verificaron en 12 individuos
“resistentes en extremo” y 12 “sensibles en extremo” y en otros 48 individuos de la poblacién. Se identificé una
region QTL utilizando un enfoque BQA. Este QTL explica ~ 50% de la varianza. Basandose en la TestPC (~ cinco
marcadores) no se identificd ninguna heterogeneidad en las 30 estirpes endogamicas del precursor Cucl1879-01
donante resistente.

Ejemplo 3: Identificacion asistida por marcadores moleculares de plantas de pepino resistentes a tobamovirus
(Cucumis sativus L.)

Analisis Molecular

Tanto de las plantas sensibles, es decir, que presentan uno o mas de los sintomas de una infeccion virica tal como
se describié anteriormente, como de cada una de las plantas de pepino resistentes (Cucumis sativus L.) se aislo
material gendmico utilizando protocolos estandar.

Posteriormente, este material genémico se digirio utilizando las enzimas de restriccion apropiadas (EcoRI/Msel) vy,
después de la ligadura de los adaptadores, se sometié a ampliacion de acido nucleico AFLP usando el par de
cebadores SEQ. ID. n° 1 5-GAC TGC GTA CCAATT CGT-3'y SEQ. ID. n° 2 5'-GAT GAG TCC TGA GTAACAC-3' 0o
el par de cebadores SEQ. ID. n° 3 5-GAC TGC GTA CCA ATT CAT-3'y SEQ. ID. n° 4 5-GAT GAG TCC TGA GTA
ACG T-3.

Los productos de ampliacion resultantes se resolvieron mediante electroforesis en gel para la determinacion del
tamafio. La presencia de marcadores de AFLP en los genomas de cada una de las plantas de pepino (Cucumis
sativus L.) se detectaron como ausentes (-) 0 como presentes (+).

Especificamente, cuando el marcador E14/M58-F-169 de AFLP (no incluido en la presente invencién, SEQ. ID. n° 3y
n° 4) estaba presente, se observaba una banda de aproximadamente 169 pb; cuando el marcador E22/M48-F-248
de AFLP (no incluido en la presente invencion, los cebadores SEQ. ID n® 3 y n° 4) estaba presente, se observaba
una banda de aproximadamente 248 pb. El marcador E14/M48-F-246 de AFLP (incluido en la presente invencion, los
cebadores SEQ. ID. n° 3y 4) con un tamafio estimado de aproximadamente 246 pb genéticamente correlacionado
con el fenotipo resistente.

Los resultados se resumen en la Tabla 1 a continuacion.
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Tabla 1: Correlacion entre los marcadores E14/M58-F-169; E22/M48-F-246 y E22/M48-F-248 de AFLP y un fenotipo
resistente a tobamovirus

Plantas de pepino individuales Fenotipo E14/M58-F-169 | E22/M48-F-246 | E22/M48-F-248
(Cucumis sativus L..)

TLCGO04_4816_10 sensible + - +
TLCGO04_4816_18 sensible + - +
TLCGO04_4816_133 sensible + - +
TLCGO04_4816_23 sensible + - +
TLCGO04_4816_24 sensible + - +
TLCGO04_4816_31 sensible + - +
TLCGO04_4816_43 sensible + - +
TLCGO04_4816_56 sensible + - +
TLCGO04_4816_57 sensible + - +
TLCGO04_4816_61 sensible + - +
TLCGO04_4816_64 sensible + - +
TLCGO04_4816_66 sensible + - +
T33169_9 resistente - + -
T33168_2 resistente - + -
T33168_4 resistente - + -
T33168_5 resistente - + -
T33168_6 resistente - + -
T33168_7 resistente - + -
T33168_8 resistente - + -
T33168_9 resistente - + -
T33169_2 resistente - + -
T33169_3 resistente - + -
T33169_5 resistente - + -
T33169_6 resistente - + -

La Tabla 1 demuestra claramente que la resistencia contra CGMMV y CFMMV esté en todas las plantas de pepino
(Cucumis sativus L.) ensayadas genéticamente relacionadas con la presencia de marcadores moleculares AFLP
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E22/M48-F-246. Por lo tanto, la deteccion de este marcador indica la presencia de un locus genético de resistencia a
tobamovirus o QTL.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacion de un marcador molecular para la identificacion de un locus genético en un genoma de la planta de
pepino que dota de una resistencia contra tobamovirus, en el que dicho locus genético que dota de una resistencia
contra tobamovirus se caracteriza por un fragmento de amplificacién de acido nucleico de 246 pb utilizando los
cebadores SEQ. ID. n° 1y SEQ. ID. n° 2 del polimorfismo molecular de longitud de fragmentos ampliados (AFLP) en
un ensayo del polimorfismo molecular con longitud fragmento ampliado (AFLP).

2. Utilizaciéon segun la reivindicacion 1, en el que dicha resistencia al tobamovirus comprende la resistencia al virus
del mosaico moteado verde del pepino (CGMMV) y al virus del mosaico moteado del fruto del pepino (CFMMV).

3. Utilizacién segun la reivindicacién 1, en el que dicha resistencia al tobamovirus comprende la resistencia al
tobamovirus de uno o0 mas subgrupos 1y 2.
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