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DESCRIPCION
Procedimientos y ensayos para sandia estéril macho
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo del fitomejoramiento y mas especificamente a procedimientos para
identificar plantas de sandia con fenotipos estériles macho.

Antecedentes de la invencion

Los avances en genética molecular han hecho posible seleccionar plantas en funcion de marcadores genéticos
vinculados a rasgos de interés, un procedimiento denominado seleccion asistida por marcadores (MAS). Si bien
los esfuerzos de mejoramiento hasta la fecha han proporcionado una serie de lineas de sandia Utiles y variedades
con rasgos beneficiosos, sigue existiendo una necesidad en la técnica de la seleccion de variedades con rasgos y
procedimientos mejorados para su produccion. En muchos casos, tales esfuerzos se han visto obstaculizados por
las dificultades para identificar y utilizar alelos que confieren rasgos beneficiosos. Estos esfuerzos pueden ser
confundidos por la falta de ensayos fenotipicos definitivos y otros problemas como la epistasis y la herencia
poligénica o cuantitativa. Debido a la falta de herramientas moleculares como la MAS, puede que no sea practico
intentar producir ciertos genotipos nuevos de plantas de cultivo debido a tales desafios.

Sumario de la invenciéon

En un aspecto, la presente invencion proporciona procedimientos para determinar el genotipo asociado con un
fenotipo estéril macho de una planta de sandia o parte de la misma, que comprende las etapas de: obtener una
muestra de material de dicha planta o parte de la misma; y detectar en dicha muestra un locus que confiere dicho
fenotipo estéril macho, el locus definido por los marcadores NW0249314 (SEQ ID NO: 1) y NW0250301 (SEQ ID
NO: 78) y al menos un primer polimorfismo, en el que dicho primer polimorfismo se selecciona de:

NW0249314 (SEQ ID NO: 1), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 2 y 3, y/o los cebadores
de las SEQ ID NO: 4 y 5,

NW0250496 (SEQ ID NO: 7), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 8 y 9, y/o los cebadores
de las SEQ ID NO: 10y 11,

NW0249312 (SEQ ID NO: 12), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 13 y 14, y/o los
cebadores de las SEQ ID NO: 15y 16,

NW0251153 (SEQ ID NO: 17), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 18 y 19, y/o los
cebadores de las SEQ ID NO: 20 y 21,

NW0251130 (SEQ ID NO: 23), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 24 y 25, y/o los
cebadores de las SEQ ID NO: 26 y 27,

NCLANO009404570 (SEQ ID NO: 28), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 29 y 30, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 31y 32,

NCLANO009584571 (SEQ ID NO: 33), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 34 y 35, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 36 y 37,

NCLANO009490296 (SEQ ID NO: 38), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 39 y 40, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 41y 42,

NCLANO009490491 (SEQ ID NO: 43), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 44 y 45, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 46 y 47,

NCLANO009491448 (SEQ ID NO: 48), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 49 y 50, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 51y 52,

NCLANO009490864 (SEQ ID NO: 54), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 55 y 56, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 57 y 58,

NCLANO009405170 (SEQ ID NO: 59), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 60 y 61, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 62 y 63,

NCLANO009104771 (SEQ ID NO: 65), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 66 y 67, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 68 y 69,

NW0248953 (SEQ ID NO: 73), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 74 y 75, y/o los
cebadores de las SEQ ID NO: 76y 77,y

NW0250301 (SEQ ID NO: 78), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 79 y 80, y/o los
cebadores de las SEQ ID NO: 81y 82.

En otro aspecto, la invencién proporciona procedimientos para identificar una planta de sandia que comprende un
genotipo asociado con un fenotipo estéril macho, que comprende la etapa de (i) detectar en dicha planta un locus
que confiere dicho fenotipo estéril macho, el locus definido por marcadores NW0249314 (SEQ ID NO: 1) y
NW0250301 (SEQ ID NO: 78) en el grupo de enlace 2, y un primer polimorfismo, en el que dicho primer
polimorfismo se selecciona de:
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NW0249314 (SEQ ID NO: 1), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 2 y 3, y/o los cebadores
de las SEQ ID NO: 4y 5,

NW0250496 (SEQ ID NO: 7), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 8 y 9, y/o los cebadores
de las SEQ ID NO: 10y 11,

NW0249312 (SEQ ID NO: 12), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 13 y 14, y/o los
cebadores de las SEQ ID NO: 15y 16,

NW0251153 (SEQ ID NO: 17), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 18 y 19, y/o los
cebadores de las SEQ ID NO: 20 y 21,

NW0251130 (SEQ ID NO: 23), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 24 y 25, y/o los
cebadores de las SEQ ID NO: 26 y 27,

NCLANO009404570 (SEQ ID NO: 28), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 29 y 30, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 31y 32,

NCLANO009584571 (SEQ ID NO: 33), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 34 y 35, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 36 y 37,

NCLANO009490296 (SEQ ID NO: 38), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 39 y 40, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 41y 42,

NCLANO009490491 (SEQ ID NO: 43), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 44 y 45, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 46 y 47,

NCLANO009491448 (SEQ ID NO: 48), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 49 y 50, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 51y 52,

NCLANO009490864 (SEQ ID NO: 54), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 55 y 56, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 57 y 58,

NCLANO009405170 (SEQ ID NO: 59), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 60 y 61, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 62 y 63,

NCLANO009104771 (SEQ ID NO: 65), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 66 y 67, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 68 y 69,

NW0248953 (SEQ ID NO: 73), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 74 y 75, y/o los
cebadores de las SEQ ID NO: 76y 77,y

NW0250301 (SEQ ID NO: 78), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 79 y 80, y/o los
cebadores de las SEQ ID NO: 81 y 82.

En una realizacion, el procedimiento ademas comprende la etapa de: (ii) seleccionar dicha planta de sandia a partir
de una poblacién de plantas de sandia basandose en la presencia de dicho polimorfismo.

En otra realizacion, dicho primer polimorfismo es NCLAN009584571 (SEQ ID NO: 33).
Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Muestra datos para marcadores en el intervalo de NW0249314/NW0249599 y NW0250301. EI
germoplasma mostrado representa diversas lineas de reproduccion de sandia que llevan la introgresion ms-
1 para la cual se mantiene la esterilidad macho. Se identificé una regién de heterocigosidad para algunas de
estas lineas cerca de los marcadores SNP NW0248249 (SEQ ID NO: 22), NW0251340 (SEQ ID NO: 53) y
NW0248760 (SEQ ID NO: 64). Los marcadores sombreados en gris son la region indicada del gen ms-1
segun se estima a partir de la inferencia de la distancia genética en el mapa de consenso. Los alelos
marcadores sombreados en gris son la condicion heterocigota indicada de los dos alelos marcadores en ese
locus marcador.

Figura 2: Muestra datos de genotipo y fenotipo para lineas representativas de poblaciones de mapeo fino. El
sombreado gris denota fértil, mientras que la ausencia de sombreado denota estéril.

Figura 3: Muestra una alineacion de secuencia para dos familias estériles (WAS-45-2158S y WML-45-144S)
que muestra la delecion de 10 pb en las lineas estériles analizadas por el marcador NCLAN009584571 (SEQ
ID NO: 33).

Descripcion detallada de la invencién

Las variedades hibridas de sandia exhiben usualmente un rendimiento mas alto, una calidad mas alta y un tamafo
de fruta mas uniforme que las variedades de polinizacion abierta. Las variedades hibridas de sandia comerciales
incluyen tanto diploides como triploides. Un hibrido diploide se genera cruzando dos lineas parentales diploides
puras. Un hibrido triploide se genera cruzando una linea parental hembra tetraploide con una linea parental macho
diploide. La polinizacién controlada es esencial para la produccién de semillas hibridas. La produccién de semillas
hibridas mediante polinizaciéon controlada requiere que los brotes de las flores macho y hembra estén protegidos
y que las flores hembra se polinicen manualmente. La polinizacién controlada requiere mucho trabajo y el costo de
las semillas hibridas puede ser 10 a 100 veces mayor que el de las semillas de polinizacion abierta. El desarrollo
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y uso de variedades de sandia estériles macho pueden reducir en gran medida el costo de la produccion de semillas
hibridas, ya que se elimina la produccién de polen en la linea parental hembra. El uso de una linea estéril macho
elimina la necesidad de una polinizacién controlada.

La esterilidad macho es el fracaso de las plantas para producir anteras funcionales, polen o gametos macho. La
esterilidad macho facilita la hibridacion cruzada y elimina la necesidad de una laboriosa y de una costosa
emasculacion y polinizacion manual. Se han identificado varios genes estériles macho en la sandia, incluido el gen
ms-1. El gen nuclear ms-1 controla la esterilidad macho y, en plantas con una introgresion ms-1, el desarrollo
normal de las anteras se ve obstaculizado, mientras que el desarrollo de la flor hembra es normal. El gen elimina
la produccién de polen y da como resultado una linea parental ideal para la produccion hibrida.

La invencién supera las limitaciones en la técnica anterior al proporcionar procedimientos para identificar plantas
de sandia que comprenden un genotipo asociado con un fenotipo estéril macho.

La presente invencion proporciona procedimientos para identificar plantas de sandia que comprenden un genotipo
asociado con un fenotipo estéril macho. Los procedimientos utilizan la seleccion asistida por marcadores (MAS).
En particular, se han identificado regiones gendmicas, alelos, acidos nucleicos polimérficos y marcadores
vinculados que estan asociados con la esterilidad macho en la sandia. Se construyé un mapa genético del gen
ms-1. En un ejemplo, se desarrolld6 una poblacién segregadora a partir de la cruza de WSB-45-101S x
SVR14227703, y se recolectaron datos fenotipicos y genotipicos para 250 individuos F2. Se construyd un mapa
de enlace, que constaba de 240 marcadores SNP y tenia un total de 20 grupos de enlace y una longitud total de
1514,3 cM. Se identificé una region gendmica asociada con un fenotipo estéril macho en el grupo de enlace de
sandia 2, entre los marcadores SNP NW0249314 (SEQ ID NO: 1)/NW0249599 (SEQ ID NO: 6) (colocalizada) y
NW0250301 (SEQ ID NO: 78). NW0250301 es el marcador mas estrechamente vinculado ubicado a 16,3 cM aguas
abajo del gen ms-1. En un ejemplo adicional, el gen ms-1 fue mapeado en el grupo de enlace 2 dentro del intervalo
de los marcadores SNP NCLANO009404570 (SEQ ID NO: 28) y NCLAN009405170 (SEQ ID NO: 59),
correspondientes a aproximadamente 150 kb en el cromosoma 6.

Los procedimientos de la presente invencion representan una ventaja significativa al emplear regiones gendmicas,
alelos, acidos nucleicos polimérficos y marcadores enlazados que estan asociados con la esterilidad macho en la
sandia. Ciertas realizaciones proporcionan procedimientos para detectar en una planta de sandia un genotipo
asociado con la esterilidad macho. Otras realizaciones proporcionan procedimientos para identificar y seleccionar
una planta de sandia que comprende en su genoma un genotipo asociado con la esterilidad macho.

Los marcadores asociados con la esterilidad macho descritos en la presente memoria descriptiva son utiles para
una variedad de procedimientos que utilizan el genotipado. La disponibilidad de marcadores reduce los costos y la
falta de confiabilidad asociados con los ensayos de fenotipado. Como ejemplo, las semillas o plantulas pueden
analizarse para detectar la presencia de alelos marcadores asociados con el fenotipo de esterilidad macho antes
de la siembra o el trasplante, lo que permite la seleccion y la siembra o el trasplante de semillas o plantulas estériles
macho para el progenitor hembra de un hibrido. El uso de los marcadores descritos en la presente memoria
descriptiva da como resultado la produccion de semillas con hasta un 100% de semillas hibridas al reducir el riesgo
de autopolinizaciéon en un campo de produccién y también reduce o elimina la presencia de semillas parentales
(no hibridas) en una bolsa de semillas. Ademas, el uso de estos marcadores puede mejorar la capacidad de
produccion en un campo. El hecho de plantar solo semillas o plantas estériles macho de la linea parental hibrida
hembra mejora el procedimiento actual, que incluye plantar, esperar hasta que se desarrollen las flores y luego
pasar sobre el campo para remover las plantas hembra fértiles. La eliminacion de las plantas hembra fértiles
disminuye la mano de obra y los costos de los recursos. Ademas, los programas de mejoramiento se pueden
disefiar para controlar especificamente la frecuencia de fenotipos favorables especificos al atacar genotipos
particulares. La fidelidad de estas asociaciones puede ser monitorizada continuamente para mantener la capacidad
predictiva y las decisiones de reproduccion informadas. Por ejemplo, se pueden usar marcadores para identificar
y seleccionar la condiciéon heterocigota del locus ms-1 en la progenie de una cruza para que el rasgo pueda ser
conferido a través de un linaje.

Un experto en la técnica puede identificar una fuente de germoplasma candidata que posea esterilidad macho
como se describe en la presente memoria descriptiva, pero que carece de uno o mas rasgos que el fitomejorador
busca tener en una variedad o linea parental de la misma. Las técnicas de la invencion se pueden usar para
identificar fenotipos estériles macho utilizando marcadores genéticos asociados con el fenotipo. Alternativamente,
tales técnicas pueden emplear ensayos fenotipicos para identificar plantas deseadas, ya sea solas o en
combinacion con ensayos genéticos.

Los marcadores, incluyendo los descritos en la presente memoria descriptiva, pueden analizarse mediante el uso
de un procedimiento de muestreo de semillas no destructivo, automatizado y de alto rendimiento, como se describe,
por ejemplo, en la patente U.S. 8,076,076. A modo de resumen, el procedimiento comprende proporcionar una
poblacién de semillas, extraer una muestra de tejido que comprende células con acidos nucleicos de cada semilla
en la poblacién, analizar los acidos nucleicos extraidos de cada semilla para detectar la presencia de al menos un
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marcador genético que indique la presencia de un gen estéril-macho, seleccionar semillas a partir de la poblacion
basandose en la presencia del marcador estéril-macho y cultivar una planta fértil a partir de la semilla. El
procedimiento adicionalmente incluye recibir y orientar las semillas individuales, mientras se preserva la viabilidad
de germinacion de cada semilla, en un subsistema de orientacion del sistema automatizado de procesamiento de
semillas. El procedimiento ademas incluye la eliminacion de una muestra de tejido de las semillas individuales,
mientras se preserva la viabilidad de germinacion de cada semilla, en un subsistema de muestreo del sistema de
procesamiento automatizado de semillas. Aun mas, el procedimiento incluye depositar cada semilla en un pocillo
seleccionado en una bandeja seleccionada de una pluralidad de bandejas de recoleccion de semillas después de
que la semilla haya eliminado una muestra de tejido y depositar cada muestra de tejido en un pocillo seleccionado
en una bandeja seleccionada de una pluralidad de bandejas de recoleccién de muestras, que utilizan un
subsistema de transporte de semillas y muestras del sistema automatizado de procesamiento de semillas. El
procedimiento incluye ademas almacenar en una base de datos el pocillo seleccionado en la bandeja de
recoleccion de muestras seleccionada en la que se deposité cada muestra y el pocillo seleccionado en la bandeja
de recoleccién de semillas seleccionada en la cual se deposité cada semilla muestreada correspondiente, de modo
que cada muestra y semilla correspondiente de la que se retiré la muestra se pueda rastrear para preseleccionar
semillas de interés.

En general, la expresion sexual de la sandia se puede dividir en categorias cualitativas como monoicas (flores
macho y hembra separadas en la misma planta), andromonoicas (flores macho y hermafroditas separadas en la
misma planta) y trimonoicas (flores macho, hembra y hermafroditas separadas en la misma planta).

De acuerdo con la invencion, la esterilidad macho se refiere al hecho de que las plantas no producen anteras
funcionales, polen o gametos macho, y/o cualquiera y todas sus combinaciones que uno o mas reproductores,
obtentores o consumidores puedan encontrar ventajosas para ciertas aplicaciones. Se han identificado varios
genes de esterilidad macho en la sandia, incluido el gen ms-1. Se ha demostrado que el rasgo de esterilidad macho
esta controlado por las regiones gendémicas identificadas en la presente memoria descriptiva, y este rasgo puede
ser ingresado en los origenes genéticos deseados utilizando los procedimientos descritos en la presente memoria
descriptiva.

En la presente memoria descriptiva se describen las regiones gendmicas de la sandia, los acidos nucleicos
polimérficos y los alelos asociados con la esterilidad macho. Este rasgo es importante durante la produccion de
plantas de sandia hibridas, que se producen al cruzar una planta parental de semilla con una planta parental de
polen. Por lo general, se cruzan una linea parental pura hembra y una linea pura donante de polen (macho) para
producir un hibrido comercial determinado. Por ejemplo, la sandia hibrida se puede producir al cruzar una planta
parental diploide con una planta parental tetraploide o al cruzar dos plantas parentales diploides. La esterilidad
macho es importante para la produccion de semillas hibridas, ya que evita la necesidad de polinizacion controlada.

Las regiones gendmicas, los acidos nucleicos polimérficos y los alelos descritos en la presente memoria descriptiva
permiten la produccion de plantas de sandia con una frecuencia disminuida de anteras en flores hembra de plantas
puras parentales de semillas durante la produccion de semillas hibridas, lo que resulta en un aumento en el
porcentaje de hibridez de la semilla producida (menos semilla autofecundada). Por lo tanto, la presente invencion
se refiere a marcadores y regiones genoémicas relacionados con la esterilidad macho y a los procedimientos de
uso de los mismos para seleccionar lineas parentales que servirian mejor como progenitores de semillas para la
produccioén hibrida.

En la presente memoria descriptiva se describe la introgresion de al menos un primer locus que confiere esterilidad
macho en un origen genético dado. La produccioén exitosa de sandia depende de la atencién a diversas practicas
horticolas. Estos incluyen el manejo del suelo con especial atencion a la fertilizacion adecuada, el establecimiento
de cultivos con el espaciado adecuado, el control de malezas, la introduccion de abejas u otros insectos para la
polinizacion, el riego, el manejo de plagas y, si producen frutos de plantas triploides, una fuente de polen adecuada
para producir sandias sin semillas (triploides). El tamario y la forma de la flor de la sandia, el color de la corteza, €l
grosor y la dureza, la expresion sexual, el color de la carne, la textura y el contenido de azucar, asi como la
ausencia de defectos en la fruta son caracteristicas importantes que deben considerarse durante la seleccién de
variedades de sandia.

Los cultivos de sandia pueden establecerse a partir de semillas o de trasplantes. El trasplante puede dar como
resultado un cultivo anterior en comparacién con un cultivo producido a partir de la siembra directa. Cuando un
obtentor quiere cultivar un cultivo frutal sin semillas, se puede preferir el trasplante. El trasplante ayuda a lograr
rodales completos de plantas rapidamente, especialmente cuando los costos de semillas mas altos, como ocurre
con las semillas triploides, hacen que la siembra directa sea un riesgo.

Los obtentores de sandias se enfrentan al desafio de anticipar cambios en las condiciones de crecimiento, la nueva
presién de patégenos y el cambio en las preferencias de los consumidores. Con estas proyecciones, un obtentor
intentara crear nuevos cultivares que se ajusten a las necesidades de los productores, los transportistas, los
minoristas y los consumidores. Por lo tanto, el obtentor tiene el reto de combinar, en un solo genotipo, tantos
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atributos favorables como sea posible.
Regién gendémica, acidos nucleicos polimorficos y alelos asociados con la esterilidad macho en la sandia

Los solicitantes han identificado regiones gendmicas, alelos, acidos nucleicos polimérficos y marcadores
enlazados, que cuando estan presentes en ciertas formas alélicas estan asociados con la esterilidad macho de la
sandia.

Se identificd una regidon gendmica asociada con un fenotipo estéril macho en el grupo de enlace 2 de la sandia,
flanqueada por los loci NW0249314 (SEQ ID NO: 1)/NW0249599 (SEQ ID NO: 6 (colocalizada) y NW0250301
(SEQ ID NO: 78). Otra region gendmica asociada con un fenotipo estéril macho se identifico en el grupo de enlace
de sandia 2 (LG2), flanqueado por los loci NCLAN009404570 (SEQ ID NO: 28) y NCLAN009405170 (SEQ ID NO:
59).

De este modo, algunas de las diversas realizaciones de la presente divulgacion utilizan uno o mas marcadores de
acidos nucleicos polimorficos o alelos localizados en una o mas de estas regiones o subregiones en LG2. Por
ejemplo, NW0250301 (SEQ ID NO: 78) es un marcador estrechamente vinculado ubicado a 16,3 cM aguas abajo
del gen ms-1.

Las sandias son diploides naturales y tienen sus cromosomas dispuestos en pares. Sin embargo, las plantas de
sandia pueden sufrir una duplicacion de todo su conjunto de cromosomas y existir como tetraploides. Si bien es
poco comun que las sandias produzcan tetraploides espontaneos, este procedimiento puede producirse
rutinariamente en el laboratorio utilizando técnicas de biologia celular. Las semillas triploides se pueden producir
cruzando un progenitor tetraploide por un progenitor diploide. Cuando se cultivan plantas triploides, la formacion
de semillas en la fruta se aborta debido a las diferencias en el nivel de ploidia, lo que da como resultado frutos sin
semillas.

En ciertos procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva, una planta parental diploide (hembra) es
homocigota para un alelo marcador de acido nucleico polimérfico asociado con el fenotipo estéril macho. El
progenitor diploide (hembra) se cruza con otro progenitor diploide que carece del alelo marcador polimérfico de
acido nucleico asociado con el fenotipo estéril macho para producir progenie hibrida diploide. Esto da como
resultado una copia del alelo marcador polimoérfico asociado con el fenotipo estéril macho (de la planta parental
hembra diploide) y un alelo no asociado con el fenotipo estéril macho (de la planta parental macho diploide) en el
hibrido diploide. Alternativamente, en ciertos procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva, una
planta parental tetraploide es homocigota para un alelo marcador de acido nucleico polimérfico asociado con el
fenotipo estéril macho. El progenitor tetraploide se cruza con un diploide que carece del alelo marcador de acido
nucleico polimérfico asociado con el fenotipo estéril macho, para producir una progenie hibrida triploide. Esto da
como resultado dos copias del alelo marcador polimérfico asociado con el fenotipo estéril macho (de la planta
parental tetraploide) y un alelo no asociado con el fenotipo estéril macho (de la planta parental diploide) en el
hibrido triploide.

El uso de la dihaploidizacién para producir una linea pura se contempla en la presente memoria descriptiva. Una
planta haploide tiene solo una copia de cada cromosoma en lugar del par normal de cromosomas en una planta
diploide. Las plantas haploides se pueden producir, por ejemplo, tratando con un inductor haploide. Las plantas
haploides pueden someterse a un tratamiento que hace que el conjunto de cromosomas de copia Unica se
duplique, produciendo una copia duplicada del conjunto original. La planta resultante se denomina "doble haploide"
y contiene pares de cromosomas que generalmente se encuentran en un estado alélico homocigoto en cualquier
locus dado. La dihaploidizacién puede reducir el tiempo requerido para desarrollar nuevas lineas puras en
comparacion con el desarrollo de lineas a través de rondas sucesivas de retrocruzamiento.

Dadas las regiones gendmicas y los marcadores polimérficos identificados en la presente memoria descriptiva, se
pueden obtener marcadores adicionales ubicados dentro o cerca de la regidon gendmica descrita en la presente
divulgaciéon que estan asociados con el fenotipo tipificando nuevos marcadores en diversos germoplasmas. La
region genomica y los marcadores polimaérficos identificados en la presente memoria descriptiva también se pueden
mapear en relacion con cualquier mapa fisico o genético disponible publicamente para colocar la region descrita
en la presente memoria descriptiva en dicho mapa. Un experto en la técnica también entenderia que los acidos
nucleicos polimoérficos adicionales que estan genéticamente ligados a la region genémica asociada con un fenotipo
estéril macho y que se mapean dentro de 40 cM, 20 cM, 10 cM, 5 cM o 1 cM de laregién genémica o los marcadores
asociados con un fenotipo estéril macho también pueden ser Utiles.

Introgresion de un locus genémico asociado con la esterilidad macho
La introgresion asistida por marcadores implica la transferencia de una regién cromosémica definida por uno o mas

marcadores de un primer germoplasma a un segundo germoplasma. La descendencia de una cruza que contiene
la region gendmica introgresada puede identificarse mediante la combinacion de marcadores caracteristicos de la
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region gendmica introgresada deseada de un primer germoplasma (por ejemplo, germoplasma de fenotipo esteéril
macho) y marcadores enlazados y no ligados caracteristicos del origen genético deseado de segundo
germoplasma.

Los marcadores de flanqueo que identifican una regién gendmica asociada con un fenotipo de expresion sexual
deseado pueden incluir cualquier loci descrito en la presente en el grupo de enlace 2 (LG2), y aquellos que
identifican las sub-regiones del mismo pueden incluir cualquier loci o intervalos de loci descritos en la presente en
LG2.

Por ejemplo, los marcadores de flanqueo que identifican una regiéon gendémica o subregion incluyen los definidos
por los loci NW0249314 (SEQ ID NO: 1) y NW0250301 (SEQ ID NO: 78) en LG2 o dentro de los 15 cM de la
misma, o definidos por los loci NCLAN009404570 (SEQ ID NO: 28) y NCLAN009405170 (SEQ ID NO: 59) en LG2
o dentro de 15 cM de la misma.

En otras realizaciones, los marcadores asociados con un fenotipo estéril macho son: NW0249314 (SEQ ID NO: 1)
y NWO0250301 (SEQ ID NO: 78) en LG2 o flanqueados por los loci NCLAN009404570 (SEQ ID NO: 28) y
NCLANO009405170 (SEQ ID NO: 59) en LG2. En otras realizaciones, los marcadores incluyen NW0249314 (SEQ
ID NO: 1), NW0249599 (SEQ ID NO: 6), NW0250496 (SEQ ID NO: 7), NW0249312 (SEQ ID NO: 12), NW0251153
(SEQ ID NO: 17) , NW0248249 (SEQ ID NO: 22), NW0251130 (SEQ ID NO: 23), NCLAN009404570 (SEQ ID NO:
28), NCLAN009584571 (SEQ ID NO: 33), NCLAN009490296 (SEQ ID NO: 38), NCLAN009490491 (SEQ ID NO:
43), NCLAN009491448 (SEQ ID NO: 48), NW0251340 (SEQ ID NO: 53), NCLAN009490864 (SEQ ID NO: 54),
NCLAN009405170 (SEQ ID NO: 59), NW0248760 (SEQ ID NO: 64), NCLAN009104771 (SEQ ID NO: 65),
NW0248489 (SEQ ID NO: 70), NW0249128 (SEQ ID NO: 71), NW0251464 (SEQ ID NO: 72), NW0248953 (SEQ
ID NO: 73), o NW0250301 (SEQ ID NO: 78). En ciertas realizaciones, el marcador es NCLAN009584571 (SEQ ID
NO: 33). Los marcadores a modo de ejemplo se muestran en la Tabla 1.
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Los marcadores de flanqueo que caen tanto en el extremo proximal del teldmero como en el extremo proximal del
centromero de cualquiera de estos intervalos genémicos pueden ser Utiles en una variedad de esfuerzos de
reproduccion que incluyen la introgresion de regiones gendémicas asociadas con un fenotipo estéril macho en un
origen genético que comprende marcadores asociados con germoplasma que usualmente contiene un genotipo
asociado con otro fenotipo.

Los marcadores que estan enlazados y que son inmediatamente adyacentes o adyacentes a la regiéon gendémica
del fenotipo estéril macho identificada que permite la introgresion de la regidon gendmica en ausencia de ADN unido
extraido del germoplasma fuente que contiene la region gendmica se describen en la presente memoria descriptiva.
Aquellos expertos en la técnica apreciaran que cuando se busca introgresar una regiéon genémica mas pequefa
asociada con un fenotipo estéril macho descrito en la presente memoria descriptiva, que cualquiera de los
marcadores proximales de telémero o centrémero que estén inmediatamente adyacentes a una regién genémica
mas grande asociada con un fenotipo estéril macho se puede usar para introgresar esa region genémica mas
pequenfa.

Un marcador dentro de aproximadamente 40 cM de un marcador asociado con un fenotipo estéril macho descrito
en la presente memoria descriptiva puede ser Util en una variedad de esfuerzos de fitomejoramiento que incluyen
la introgresién de regiones gendmicas asociadas con un fenotipo estéril macho en un origen genético que
comprende marcadores asociados con germoplasma que usualmente contiene un genotipo asociado a otro
fenotipo. Por ejemplo, un marcador dentro de 40 cM, 20 cM, 15 cM, 10 cM, 5 cM, 2 cM o 1 cM de un marcador
asociado con un fenotipo o marcador estéril macho descrito aqui se puede usar para la introgresion asistida por
marcador de un fenotipo estéril macho.

Un marcador dentro de aproximadamente 40 cM de un marcador de fenotipo estéril macho en LG2 descrito en la
presente memoria descriptiva se puede usar para la introgresion asistida por marcador de un fenotipo estéril
macho. Como se describié anteriormente, un marcador de fenotipo estérii macho en LG2 puede incluir
NWO250301 (SEQ ID NO: 78).

Plantas o germoplasma de sandia que comprenden una region introgresada que esta asociada con un fenotipo
estéril macho en el que al menos el 10%, el 25%, el 50%, el 75%, el 90% o el 99% de las secuencias genémicas
restantes tienen marcadores caracteristicos de la planta o germoplasma que de otra forma u ordinariamente
comprende una regiéon gendémica asociada con otro fenotipo. Ademas, también se divulgan plantas de sandia que
comprenden una region introgresada en la que las regiones estrechamente unidas adyacentes y/o inmediatamente
adyacentes a las regiones gendmicas, QTL y marcadores que comprenden secuencias genémicas que llevan
marcadores caracteristicos de plantas de sandia o germoplasma que de otra forma u ordinariamente comprenden
una region genémica asociada con el fenotipo.

Desarrollo de variedades de sandia estéril macho

La esterilidad macho en la sandia es importante en términos de produccion de plantas hibridas F4, y tiene
importancia para los productores, procesadores, minoristas y clientes. En la presente memoria descriptiva se
describe la identificacion de regiones gendmicas y alelos asociados con la esterilidad macho, asi como marcadores
de polimorfismo de nucleétido unico (SNP) genéticamente ligados y predictivos de dichos loci que se pueden usar
para el rastreo y la introgresion de rasgos estériles macho en el germoplasma, como por seleccion asistida por
marcador y/o retrocruzamiento asistido por marcadores.

Por lo tanto, es posible el seguimiento y la introduccidon de cualquiera de las regiones genéticas o marcadores
identificados en la presente memoria descriptiva en un origen genético dado. Un experto en la técnica entendera
que un fenotipo estéril macho puede ser introgresado de un genotipo a otro utilizando un locus primario descrito
en la presente memoria descriptiva mediante la seleccion asistida por marcadores. Por consiguiente, se puede
seleccionar una fuente de germoplasma que tenga un fenotipo estéril macho. Un obtentor puede usar los
marcadores identificados en la presente divulgacion para seleccionar la esterilidad macho o rastrear la esterilidad
macho durante la reproduccion usando la seleccion asistida por marcadores para la region descrita en la presente.
Con la presente divulgacion, un experto en la técnica puede introducir la esterilidad macho en cualquier origen
genético.

Por ejemplo, utilizando los marcadores descritos en la presente memoria descriptiva, las semillas pueden
genotiparse para los marcadores ms-1 descritos en la presente memoria descriptiva con el fin de seleccionar
plantas estériles para la producciéon de semillas hibridas. Este procedimiento produce un 100% de hibridez en la
produccion de lotes de semillas y reduce o elimina la contaminacion de las semillas (no hibridas). Esto se traduce
en una capacidad de produccion mejorada en el campo y representa una mejora con respecto a los procedimientos
convencionales de siembra que implican la selecciéon de plantas en funcion del fenotipo y la degradacion de las
plantas fértiles. Ademas, la seleccion asistida por marcadores permite la seleccion del estado heterocigoto para la
reproduccion.
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Por lo tanto, las regiones genéticas y los marcadores identificados en la presente memoria descriptiva se pueden
usar para la seleccion asistida por marcadores para la esterilidad macho en sandia. Este descubrimiento de
marcadores de esterilidad macho facilitara el desarrollo de la sandia con un fenotipo estéril macho.

Para la mayoria de los objetivos de reproduccion, los obtentores comerciales trabajan dentro de un germoplasma
que es del "tipo cultivado" o "élite". Este germoplasma es mas facil de reproducir porque generalmente se
desempefia bien cuando se evalia el rendimiento horticola. Sin embargo, la ventaja de rendimiento que
proporciona un germoplasma cultivado a veces se ve compensada por la falta de diversidad alélica. Los obtentores
generalmente aceptan esta compensacion porque el progreso es mas rapido cuando se trabaja con material
cultivado que cuando se cultiva con fuentes genéticamente diversas.

En contraste, cuando un obtentor realiza cruzas intraespecificos o cruzas intraespecificos, se produce un
intercambio inverso. En estos ejemplos, un obtentor generalmente cruza germoplasma cultivado con un tipo no
cultivado. En tales cruzas, el obtentor puede obtener acceso a nuevos alelos del tipo no cultivado, pero puede
tener que superar la resistencia genética asociada con el progenitor donante. Debido a la dificultad con esta
estrategia de reproduccion, este enfoque a menudo falla debido a problemas de fertilidad y fecundidad. La dificultad
con este enfoque de reproduccion se extiende a muchos cultivos, y se ejemplifica con un importante fenotipo
resistente a la enfermedad que se describioé por primera vez en el tomate en 1944 (Smith. Proc. Am. Soc. Hort.
Sci. 44:413-16). En esta cruza, una resistencia a la enfermedad del nematodo se transfirié de L. peruvianum
(P1128657) a un tomate cultivado. A pesar de la reproduccion intensiva, no fue hasta mediados de la década de
los 70 que los obtentores pudieron superar la resistencia genética y lanzar lineas exitosas que portaban este rasgo.
Incluso hoy en dia, los obtentores de tomate entregan este gen de resistencia a la enfermedad a una variedad
hibrida de un solo progenitor.

En la sandia, los accesos de introduccion de plantas (Pl) son usualmente lineas que producen frutos con una
produccion y cualidades alimentarias indeseables. A pesar de que estas lineas tienen malas cualidades horticolas,
algunos obtentores de sandias intentan reproducirse con estas lineas Pl porque potencialmente pueden contener
alelos novedosos. El procedimiento de introgresion de nuevos genes de resistencia de las lineas Pl a tipos
comerciales aceptables es un procedimiento largo y, a menudo arduo. Este procedimiento puede ser dificil porque
el rasgo puede ser poligénico, o tiene una baja heredabilidad, o tiene un arrastre de enlace o alguna combinacion
de los mismos.

Algunos fenotipos estan determinados por el genotipo en un locus. Estos rasgos simples, como los estudiados por
Gregor Mendel, caen en categorias discontinuas, como las semillas verdes o amarillas. Sin embargo, otra variacion
observada en la naturaleza es continua, como el rendimiento en el maiz de campo o la presiéon sanguinea humana.
A diferencia de los rasgos simplemente heredados, la variacion continua puede ser el resultado de la herencia
poligénica. Los loci que afectan la variacion continua se conocen como QTL. La variacion en el fenotipo de un
rasgo cuantitativo es el resultado de la composicion alélica en los QTL y el efecto ambiental. La heredabilidad de
un rasgo es la proporcion de la variacion fenotipica atribuida a la varianza genética. Esta relacion varia entre O y
1,0. Por lo tanto, un rasgo con heredabilidad cerca de 1,0 no se ve afectado en gran medida por el medio ambiente.
Los expertos en la técnica reconocen la importancia de crear lineas comerciales con rasgos horticolas de alta
heredabilidad, ya que estos cultivares permitiran a los obtentores producir un cultivo con especificaciones de
mercado uniformes.

Técnicas de reproduccion molecular asistida

Los marcadores genéticos que pueden usarse incluyen Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion
(RFLP), Polimorfismos de Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP), Repeticiones de Secuencia Simple
(SSR), Polimorfismos de Longitud de Secuencia Simple (SSLP), Polimorfismos de Nucleétido Unico (SNP),
Polimorfismos de Insercion/Delecion (Indels), Repeticiones en Tandem de Numero Variable (VNTR) y ADN
Polimérfico Amplificado Aleatorio (RAPD), isozimas. El descubrimiento y desarrollo de marcadores en cultivos
proporciona el marco inicial para las aplicaciones en actividades de reproduccién asistidas con marcadores
(publicaciones de patentes de U.S. 2005/0204780, 2005/0216545, 2005/0218305 y 2006/00504538). El "mapa
genético" resultante es la representacion de la posicion relativa de los loci caracterizados (marcadores de acido
nucleico polimorficos o cualquier otro locus para el cual se pueden identificar alelos) entre si.

Los polimorfismos que comprenden tan poco como un solo cambio de nucleétido se pueden ensayar de varias
maneras. Por ejemplo, la deteccion se puede realizar mediante técnicas electroforéticas que incluyen un
polimorfismo conformacional de una sola hebra (Orita et al. (1989) Genomics, 8(2), 271-278), electroforesis en gel
de gradiente desnaturalizante (Myers (1985) EPO 0273085), o polimorfismos de longitud de fragmento de escision
(Life Technologies, Inc., Gathersberg, MD 20877), pero la disponibilidad generalizada de las maquinas de
secuenciacion de ADN a menudo facilita la secuenciacion directa de productos amplificados. Una vez que se
conoce la diferencia de secuencia polimérfica, se pueden disefiar ensayos rapidos para pruebas de progenie, que
usualmente involucran alguna versiéon de amplificacion por PCR de alelos especificos (PASA, Sommer, et al. (1992)
Biotechniques 12(1), 82-87), o Amplificacion por PCR de multiples alelos especificos (PAMSA, Dutton y Sommer
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(1991) Biotechniques, 11(6), 700-7002).

Como conjunto, los marcadores polimérficos sirven como herramientas Utiles para ensayar plantas para determinar
el grado de identidad de lineas o variedades (Patente de U.S. 6,207,367). Estos marcadores forman la base para
determinar asociaciones con fenotipos y pueden usarse para impulsar la ganancia genética. En los procedimientos
de la invencion, los acidos nucleicos polimérficos se usan para detectar en una planta de sandia un genotipo
asociado con la esterilidad macho, identificar una planta de sandia con un genotipo asociado con la esterilidad
macho y seleccionar una planta de sandia con un genotipo asociado con la esterilidad macho.

Algunos marcadores genéticos pueden incluir marcadores "dominantes" o "codominantes". Los marcadores
"codominantes" revelan la presencia de dos o mas alelos (dos por individuo diploide). Los marcadores
"dominantes" revelan la presencia de un solo alelo. Los marcadores se heredan preferiblemente en forma
codominante, de modo que la presencia de ambos alelos en un locus diploide, o multiples alelos en loci triploides
o tetraploides, son facilmente detectables y estan libres de variacion ambiental, es decir, su heredabilidad es 1.
Usualmente, un genotipo marcador comprende dos alelos marcadores en cada locus en un organismo diploide. La
composicion alélica marcadora de cada locus puede ser homocigota o heterocigota. La homocigosidad es una
condiciéon en la que ambos alelos en un locus se caracterizan por la misma secuencia de nucleétidos. La
heterocigosidad se refiere a diferentes condiciones del alelo en un locus.

Los analisis basados en acido nucleico para determinar la presencia o ausencia del polimorfismo genético (es
decir, para el genotipado) se pueden usar en programas de mejoramiento para la identificacion, seleccion e
introgresion. Una amplia variedad de marcadores genéticos para el anadlisis de polimorfismos genéticos esta
disponible y son conocidos por los expertos en la técnica. El analisis se puede usar para seleccionar genes,
porciones de genes, QTL, alelos o regiones genémicas que comprenden o estan enlazados a un marcador genético
que esta enlazado o asociado con un fenotipo estéril macho.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, los procedimientos de analisis de acidos nucleicos incluyen
procedimientos de deteccion basados en PCR (por ejemplo, ensayos TagMan), procedimientos de micromatrices,
procedimientos basados en espectrometria de masas y/o procedimientos de secuenciacion de acidos nucleicos,
incluyendo la secuenciacion del genoma completo. La deteccion de sitios polimérficos en una muestra de ADN,
ARN o ADNc puede facilitarse mediante el uso de procedimientos de amplificacion de acidos nucleicos. Dichos
procedimientos aumentan especificamente la concentracion de polinucleétidos que abarcan el sitio polimérfico, o
incluyen ese sitio y las secuencias ubicadas en forma distal o proximal. Dichas moléculas amplificadas pueden
detectarse facilmente mediante electroforesis en gel o procedimientos de deteccion de fluorescencia.

Un procedimiento para lograr tal amplificacion emplea la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al.
1986 Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51:263-273; las Patentes Europeas 50,424; 84,796; 258,017; 237,362;
201,184; las Patentes de U.S. 4,683,202; 4,582,788; y 4,683,194), que utilizan pares de cebadores que son
capaces de hibridar con las secuencias proximales que definen un polimorfismo en su forma de doble cadena.
También se pueden usar procedimientos para tipificar ADN basado en espectrometria de masas. Dichos
procedimientos se describen en las patentes de U.S. 6,613,509 y 6,503,710, y las referencias que se encuentran
en las mismas.

Los polimorfismos en las secuencias de ADN pueden detectarse o tipificarse mediante una variedad de
procedimientos eficaces bien conocidos en la técnica, incluidos los descritos en las Patentes de U.S. 5,468,613;
5,217,863; 5,210,015; 5,876,930; 6,030,787; 6,004,744; 6,013,431; 5,595,890; 5,762,876; 5,945,283; 5,468,613;
6,090,558; 5,800,944; 5,616,464; 7,312,039; 7,238,476; 7,297,485; 7,282,355; 7,270,981 y 7,250,252. Sin
embargo, los procedimientos de la presente invencién se pueden usar junto con cualquier procedimiento de
tipificacion de polimorfismos para tipificar polimorfismos en muestras de ADN gendmico. Estas muestras de ADN
gendmico utilizadas incluyen ADN gendmico aislado directamente de una planta, ADN genémico clonado o ADN
gendémico amplificado.

Por ejemplo, los polimorfismos en las secuencias de ADN pueden detectarse por hibridacion con sondas de
oligonucledtidos de alelo especifico (ASO) como se describe en las Patentes de U.S. 5,468,613 y 5,217,863. La
Patente de U.S. 5,468,613 divulga hibridaciones de oligonucleétidos de alelo especifico en las que se pueden
detectar variaciones de nucleétidos individuales o multiples en la secuencia de acido nucleico en acidos nucleicos
mediante un procedimiento en el que la secuencia que contiene la variacion de nucleétido se mancha sobre una
membrana y se trata con una sonda marcada de oligonucleétido de secuencia especifica.

La secuencia de acido nucleico diana también puede detectarse mediante procedimientos de ligacion de sonda
como se describe en la Patente de U.S. 5,800,944, en los que se amplifica una secuencia de interés y se hibrida
con sondas, seguida de ligadura para detectar una parte marcada de la sonda.

También se pueden usar micromatrices para la deteccion de polimorfismo, en el que los conjuntos de sondas de
oligonucledtidos se ensamblan de manera superpuesta para representar una secuencia Unica de tal manera que
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una diferencia en la secuencia diana en un punto daria como resultado una hibridacién parcial de la sonda (Borevitz
et al., Genome Res. 13:513-523 (2003); Cui et al., Bioinformatics 21:3852-3858 (2005). En cualquier micromatriz,
se espera que haya una pluralidad de secuencias diana, que pueden representar genes y/o regiones no
codificantes en las que cada secuencia diana esta representada por una serie de oligonucleétidos superpuestos,
en lugar de por una Unica sonda. Esta plataforma proporciona un alto rendimiento de deteccion de una pluralidad
de polimorfismos. La tipificaciéon de secuencias diana por procedimientos basados en micromatrices se describe
en las Patentes de U.S. 6,799,122; 6,913,879; y 6,996,476.

La secuencia de acido nucleico diana también puede detectarse mediante procedimientos de enlace de sonda
como se divulga en la Patente de U.S. 5,616,464, empleando al menos un par de sondas que tienen secuencias
homologas a porciones adyacentes de la secuencia de acido nucleico diana y que tienen cadenas laterales que se
unen de manera no covalente para formar un vastago sobre el emparejamiento de bases de las sondas a la
secuencia de acido nucleico diana. Al menos una de las cadenas laterales tiene un grupo fotoactivable que puede
formar un enlace cruzado covalente con el otro miembro de la cadena lateral del vastago.

Otros procedimientos para detectar SNP e Indels incluyen procedimientos de extension de base unica (SBE). Los
ejemplos de procedimientos de SBE incluyen los descritos en la Patentes de U.S. 6,004,744; 6,013,431; 5,595,890;
5,762,876; y 5,945,283. Los procedimientos de SBE se basan en la extensiéon de un cebador de nucledtido que es
adyacente a un polimorfismo para incorporar un residuo de nucleétido detectable en la extension del cebador. El
procedimiento de SBE puede usar tres oligonucleédtidos sintéticos. Dos de los oligonucledtidos sirven como
cebadores de PCR y son complementarios a la secuencia del locus del ADN gendmico que flanquea una region
que contiene el polimorfismo a ensayar. Luego de la amplificacion de la regién del genoma que contiene el
polimorfismo, el producto de la PCR se mezcla con el tercer oligonucleétido (llamado cebador de extension) que
esta disefiado para hibridar con el ADN amplificado adyacente al polimorfismo en presencia de ADN polimerasa y
dos didesoxinucleosidetrifosfatos. Si el polimorfismo esta presente en la plantilla, se puede agregar uno de los
dideoxinucleosidetrifosfatos marcados al cebador en una sola extension de la cadena base. El alelo presente se
infiere luego determinando cual de las dos etiquetas diferenciales se agreg6 al cebador de extension. Las muestras
homocigotas daran como resultado que solo se incorpore una de las dos bases etiquetadas y, por lo tanto, solo se
detectara una de las dos etiquetas. Las muestras heterocigotas tienen ambos alelos presentes y, por lo tanto, la
incorporacion directa de ambas etiquetas (en diferentes moléculas del cebador de extension) y, por lo tanto, se
detectaran ambas etiquetas.

En otro procedimiento para detectar polimorfismos, los SNP y los indeles pueden detectarse mediante los
procedimientos descritos en las Patentes de U.S. 5,210,015; 5,876,930; y 6,030,787 en el que una sonda de
oligonucleostido que tiene un colorante indicador fluorescente 5' y un colorante extintor 3' esta unida covalentemente
a los extremos 5' y 3' de la sonda. Cuando la sonda esta intacta, la proximidad del colorante indicador al colorante
extintor da como resultado la supresion de la fluorescencia del colorante indicador, por ejemplo, por transferencia
de energia tipo Forster. Durante la PCR, los cebadores directos e inversos se hibridan con una secuencia
especifica del ADN diana que flanquea un polimorfismo, mientras que la sonda de hibridacion se hibrida con una
secuencia que contiene polimorfismo dentro del producto de la PCR amplificada. En el ciclo de PCR posterior, la
ADN polimerasa con actividad de exonucleasa 5' — 3' escinde la sonda y separa el colorante indicador del
colorante extintor, lo que produce un aumento de la fluorescencia del indicador.

El locus o loci de interés se pueden secuenciar directamente usando tecnologias de secuenciacion de acidos
nucleicos. Los procedimientos para la secuenciacion de acidos nucleicos son conocidos en la técnica e incluyen
tecnologias proporcionadas por 454 Life Sciences (Branford, CT), Agencourt Bioscience (Beverly, MA), Applied
Biosystems (Foster City, CA), LI-COR Biosciences (Lincoln, NE), NimbleGen Systems (Madison, WI), lllumina (San
Diego, CA) y VisiGen Biotechnologies (Houston, TX). Dichas tecnologias de secuenciacion de acidos nucleicos
comprenden formatos tales como matrices de perlas paralelas, secuenciacion por ligadura, electroforesis capilar,
microchips electronicos, "biochips”, micromatrices, microchips paralelos y matrices de una sola molécula.

Los marcadores a usar en los procedimientos de la presente invencion pueden ser diagndsticos de origen para
que se puedan hacer inferencias sobre poblaciones posteriores. La experiencia hasta la fecha sugiere que los
marcadores SNP pueden ser ideales para el mapeo porque la probabilidad de que un alelo de SNP en particular
se derive de origenes independientes en las poblaciones existentes de una especie particular es muy baja. Como
tales, los marcadores SNP parecen ser Utiles para rastrear y ayudar a la introgresion de QTL.

Definiciones
Las siguientes definiciones se proporcionan para definir mejor la presente invencion y para guiar a los expertos en
la técnica en la practica de la presente invencidon. A menos que se indique lo contrario, los términos deben

entenderse de acuerdo con el uso convencional por los expertos en la técnica relevante.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "planta" incluye células vegetales, protoplastos
vegetales, células vegetales de cultivo tisular a partir de las cuales pueden regenerarse plantas de sandia, callos
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vegetales, grupos de plantas y células vegetales que estan intactas en plantas o partes de plantas tales como
polen, flores, semillas, hojas y tallos.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "esterilidad macho" se refiere a la incapacidad de las
plantas para producir anteras funcionales, polen o gametos macho, y puede ser citoplasmica, genética o ambas.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "poblacion” significa una recoleccion genéticamente
heterogénea de plantas que comparten una derivaciéon parental comun.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, los términos "variedad" y "cultivar” significan un grupo de plantas
similares que, por sus genealogias genéticas y su rendimiento, pueden identificarse a partir de otras variedades
dentro de la misma especie.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, un "alelo" se refiere a una de dos o mas formas alternativas de
una secuencia genodmica en un locus dado en un cromosoma.

Un "Locus de Rasgo Cuantitativo (QTL)" es una ubicacién cromosomica que codifica al menos un primer alelo que
afecta la expresividad de un fenotipo.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, un "marcador" significa una caracteristica detectable que se
puede usar para discriminar entre organismos. Los ejemplos de tales caracteristicas incluyen marcadores
genéticos, marcadores bioquimicos, metabolitos, caracteristicas morfoldgicas y caracteristicas agronémicas.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "fenotipo” significa las caracteristicas detectables de
una célula u organismo que pueden verse influidas por la expresion génica.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "genotipo” significa la composicion alélica especifica
de una planta.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "introgresado”, cuando se usa en referencia a un locus
genético, se refiere a un locus genético que se ha introducido en un nuevo origen genético, tal como a través de
retrocruzamiento. La introgresion de un lugar genético puede lograrse mediante procedimientos de
fitomejoramiento y/o procedimientos genéticos moleculares. Dichos procedimientos genéticos moleculares
incluyen diversas técnicas de transformacion de plantas y/o procedimientos que proporcionan recombinacion
homologa, recombinacion no homologa, recombinacién especifica de sitio y/o modificaciones gendmicas que
proporcionan la sustitucion de locus o la conversioén de locus.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "enlazado", cuando se usa en el contexto de
marcadores de acido nucleico y/o regiones genémicas, significa que los marcadores y/o regiones gendmicas estan
ubicados en el mismo grupo de enlace o cromosoma, de modo que tienden a segregar juntos en la meiosis.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "madurez" significa madurez del desarrollo del fruto.
La madurez indica el momento en que una fruta de sandia esta lista para ser cosechada. En la sandia, la madurez
se asocia con cambios en el color de la carne y el contenido de azucar.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "denotar" cuando se usa en referencia a un genotipo
de planta se refiere a cualquier procedimiento mediante el cual se indica que una planta tiene un cierto genotipo.
Esto incluye cualquier medio de identificacion de una planta que tenga un genotipo determinado. La indicacion de
un determinado genotipo puede incluir cualquier entrada en cualquier tipo de medio escrito o electronico o base de
datos mediante el cual se proporciona el genotipo de la planta. Las indicaciones de un determinado genotipo
también pueden incluir cualquier procedimiento en el que una planta esté marcada o etiquetada fisicamente. Los
ejemplos ilustrativos de marcas fisicas o etiquetas utiles en la invencion incluyen un cédigo de barras, una
identificacion por radiofrecuencia (RFID) o una etiqueta.

Ejemplos

Las siguientes realizaciones descritas son meramente representativas de la invencion que puede llevarse a cabo
de diversas formas. Los ejemplos no cubiertos por el ambito de las reivindicaciones tienen propositos ilustrativos.

Ejemplo 1

Se desarrollé una poblacion segregadora a partir de una cruza de WSB-45-101S x SVR14227703 y se uso para el
mapeo del gen ms-1; WSB-45-101S es una sandia diploide de pulpa roja tipo Sugar Baby (se seleccioné una Unica
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planta pura estéril macho, "MS") y SVR14227703 es un hibrido desarrollado a partir de la cruza de WSB-142-1603
por BR618. Doscientos cincuenta individuos F2 de la poblacién de mapeo WSB-45-101S x SVR14227703 fueron
trasplantados para la recopilacion de datos fenotipicos sobre esterilidad macho y genotipados con muiltiples
marcadores de sandia (lllumina GoldenGate OPA con 1202 marcadores SNP validados). El tejido de los 250
individuos F2 y las lineas parentales para el genotipado se recolectaron antes del trasplante de las plantas F2 en
el campo.

Los individuos F2 se trasplantaron con un espacio suficiente para permitir el entrenamiento de las vides y el
fenotipado en diferentes puntos de tiempo durante el desarrollo de la vid. Las plantas individuales se calificaron
como estéril macho o fértil macho después de evaluar la longitud del pedunculo del botén de la flor, el tamafio del
botdn de la flor, la presencia o ausencia de anteras y polen en las flores abiertas, y las diferencias en otro desarrollo
de los botones de la flor. Las plantas se evaluaron en tres puntos temporales diferentes a lo largo del desarrollo
para garantizar que las plantas con flores estéril macho no produjeran flores fertil macho en una etapa posterior, y
se encontré que las puntuaciones fenotipicas estaban de acuerdo para todos los individuos de la poblacién
segregada en F2.

El software JoinMap 4 se utilizé para desarrollar un mapa de enlace de la poblaciéon de mapeo WSB-45-101S x
SVR14227703 y el mapa ms-1 en el genoma de la sandia. A modo de resumen, el enlace se calculé por LOD de
independencia, la ordenacion de los grupos de enlace se realizo utilizando el algoritmo de maxima verosimilitud y
las distancias genéticas se calcularon utilizando la funcion de mapeo de Haldane. El mapa de enlace de WSB-45-
101S x SVR14227703 consistio en 240 marcadores SNP, tenia un total de 20 grupos de enlace y una longitud de
mapa de 1514,3 cM, en comparacion con los 11 grupos de enlace del mapa de consenso que tiene una longitud
de 1892,7 cM.

El gen ms-1 mapeado en el grupo de enlace 2 del mapa de consenso en el intervalo de los marcadores SNP
NW0249314 (SEQ ID NO: 1)/NW0249599 (SEQ ID NO: 6) (colocalizada) y NW0250301 (SEQ ID NO: 78). Debido
a la falta de marcadores polimorficos en este analisis en el intervalo de NW0249314/NW0249599 y NW0250301,
que abarca 94,4 cM en el mapa de consenso, el grupo de enlace 2 se divide en dos grupos de enlace en WSB-45-
101S x SVR14227703. El marcador mas estrechamente enlazado a ms-1 fue NW0250301, que se ubica 16,3 cM
aguas abajo del locus en el grupo de enlace 2. La ubicacién de ms-1 se confirmé utilizando QTL Cartographer. Se
identifico un solo pico de QTL en el genoma de la sandia por encima del umbral de LOD de 2,5 mediante el analisis
de mapeo de intervalo compuesto, y se ubicé cerca del marcador NW0250301 (LOD = 30,5).

Los datos del ensayo de marcadores de diversos germoplasmas de sandia que llevan la introgresién ms-1 se
investigaron para ensayos de marcadores adicionales desarrollados en el intervalo entre NW0249314/NW0249599
y NW0250301 (Figura 1). Para todas estas lineas, la esterilidad macho se mantiene y la semilla se recolecta a
partir de plantas estériles macho (ms-1, ms-1) y fértiles macho (Ms-1, ms-1) en una proporcion de 1:1. En
consecuencia, se espera que estas lineas tengan genotipos heterocigotos en el locus ms-1, ya que se utilizaron
muestras de semillas en bruto para el analisis de marcadores. De hecho, se identificé una region de
heterocigosidad para algunas de estas lineas cerca de los marcadores SNP NW0248249 (SEQ ID NO: 22),
NW0251340 (SEQ ID NO: 53), y NW0248760 (SEQ ID NO: 64). Esta no esta lejos de la regién mas probable del
gen ms-1 estimada a partir de la inferencia de la distancia genética en el mapa de consenso, que se resalta en
color gris (Figura 1).

Los marcadores de esta region genémica del grupo de enlace 2 se seleccionaron para genotipo de un panel diverso
de lineas de sandia que se fenotiparon sobre una base de planta. Este panel incluye 34 lineas de 9 tipos de
marcadores diferentes (Figura 1). Se transplantaron ocho plantas para cada una de estas 34 lineas que se
segregan para la esterilidad macho en un disefio de bloque completo aleatorizado (RCBD, randomized complete
block design) y se tomaron muestras de tejido. Los datos fenotipicos y genotipicos obtenidos confirmaron la
asociacion marcador-rasgo en diferentes tipos de marcadores e identificaron un marcador informativo en la
proximidad de ms-71 que predice con precision el fenotipo.

Ejemplo 2
A. Mapeo

Usando dos poblaciones F2, WCS-146-2190S/WNE-142-1204 (referida como poblacién 1) y WSB-45-101S/WCS-
39-100 (referida como poblacion 2), el ms-1 el gen fue mapeado entre 78 (NW0251130; SEQ ID NO: 23) y 101,8
cM (NCLANO009104771; SEQ ID NO: 65). Usando marcadores polimorficos en la region del gen, se seleccionaron
un total de 1100 y 780 plantas F2 en busca de recombinantes en la regién del gen de la poblaciéon 1y 2,
respectivamente. Un total de 281 recombinantes fueron seleccionados y fenotipados para esterilidad macho. Se
desarrollaron marcadores adicionales y se usaron para genotipo de los recombinantes identificados. Este analisis
coloco el ms-1 entre los marcadores NW0251130 (SEQ ID NO: 23) y NCLAN009405170 (SEQ ID NO: 59) usando
un total de 4 recombinantes.
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Plantas 203 BC adicionales derivadas de 30 familias BC (segregandose para la esterilidad macho como en un
retrocruzamiento) se fenotiparon y genotiparon con marcadores en la regién ms-1 para confirmar su ubicacion
(Figura 2). El analisis indico que ms-1 esta ubicado entre NCLAN009404570 (SEQ ID NO: 28) y NCLAN009405170
(SEQ ID NO: 59). Se identificaron tres recombinantes entre ms-7 y NCLAN009404570 (SEQ ID NO: 28) y seis
recombinantes se identificaron entre ms-1 y NCLAN009405170 (SEQ ID NO: 59).

Los datos anteriores muestran que el gen ms-1 esta ubicado en LG2 entre NCLAN009404570 y NCLAN009405170.
B. Mapeo fino adicional

Se convirtieron dos SNP en marcadores TagMan (NCLAN009490491 [SEQ ID NO: 43] y NCLAN009490296 [SEQ
ID NO: 38]) y se usaron para mapeo fino. Estos SNP no estaban presentes en todas las familias estériles (solo
polimérficas en tres familias). Se convirtio un indel (Figura 3) en el marcador TagMan NCLAN009584571 (SEQ ID
NO: 33; 82,03cM) para el analisis en el panel de mapeo fino y en un panel mas grande de lineas estériles y
germoplasma de élite.

Se analizaron un total de 1223 plantas de 5 familias BC1 segregando la esterilidad macho con marcadores que
flanquean el gen ms-1. Los marcadores fueron NCLAN009404570 (SEQ ID NO: 28) y NCLAN009405170 (SEQ ID
NO: 59) y 4 marcadores intersticiales adicionales: NCLAN009490296 (SEQ ID NO: 38), NCLAN009490491 (SEQ
ID NO: 43); NCLAN009491448 (SEQ ID NO: 48); NCLAN009490864 (SEQ ID NO: 54). Se identificaron un total de
74 recombinantes. En funcion de la distribucion de los eventos de recombinacion, 56 recombinantes fueron
seleccionados y fenotipados.

Se identificaron un total de 16 recombinantes entre ms-1y NCLAN009404570 (SEQ ID NO: 28) y 10 entre ms-1y
NCLANO009491448. Estos recombinantes indican fuertemente que ms-1 esta entre NCLAN009404570 (81 cM) y
NCLANO009491448 (SEQ ID NO: 48; 82,46 cM) en LG2, que corresponde a aproximadamente 80 kb en el
cromosoma 6.

Después de la re-secuenciacion dirigida adicional, el panel de mapeo se analiz6 con el marcador
NCLANO009584571 (SEQ ID NO: 33). Se confirm6 que el marcador estaba estrechamente vinculado a ms-1, pero
no redujo el intervalo de 81-82,46 cM.

C. Analisis de precision

Las regiones en el intervalo que contiene ms-1 fueron seleccionadas para la re-secuenciacion utilizando los
progenitores de las dos poblaciones de mapeo, asi como las plantas fértiles y estériles de cinco de las 30 familias
de esteriidad macho mencionadas anteriormente (segregandose para la esterilidad macho como en
retrocruzamiento). Las regiones se seleccionaron para la re-secuenciacion usando dos criterios: (1) dentro de un
gen y/o (2) presentando un SNP informativo basado en las lineas re-secuenciadas del genoma completo (fijadas
en las 9 lineas fértiles con datos y heterocigotos en 1 linea segregando para la esterilidad macho). Un solo SNP,
NCLANO009584571 (SEQ ID NO: 33) se encontré completamente asociado con el fenotipo en el panel de re-
secuenciacion.

Se montd un panel de precision a partir de un conjunto diverso de 34 lineas estériles macho y 46 fértiles. Para las
34 familias estéril macho, ocho plantas de cada familia fueron trasplantadas al campo para el fenotipado de plantas
individuales. Las plantas se fenotiparon hasta que hubo al menos tres valoraciones consistentes en puntos
temporales secuenciales. Se ejecutaron marcadores TM en el intervalo (81 — 82,5 cM) en el panel.

Para analizar las lineas estériles macho, primero se determind si el marcador se estaba segregando con el fenotipo,
lo que indica si el marcador sera informativo para diferenciar las plantas estériles macho y fértiles dentro de la
familia (% de familias que el marcador se esta segregando; Tabla 2). EI marcador NCLAN009405170 (SEQ ID NO:
59) se esta segregando en todas las familias excepto en tres; sin embargo, el marcador NCLAN009584571 (SEQ
ID NO: 33) se estd segregando en todas las familias. En segundo lugar, los denominados alelos fértiles
homocigotos se derivaron para cada una de las familias estériles macho. La frecuencia del alelo estéril se calculd
luego en las lineas estériles y fértiles. El analisis de un panel de precision mostré6 que NCLAN009584571 esta
altamente asociado con el fenotipo ms-1 (Tabla 2).
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Grupo N Marcador z z z z
Alelo estéril (S) WAS-45-2158S TT ** GG AA
Estéril 34 | Frec. del alelo S 1,00 1,00 1,00 0,91
Fértil - FS 34 0,35 0,00 0,35 0,00
Fértil - élite 46 | Frec. del alelo S 0,46 0,00 0,48 0,00
Fértil - todos 80 0,41 0,00 0,43 0,00
S —
% de familias FS que 34 065 1,00 0,68 0,91
el marcador es het.

Listado de secuencias

<110> Seminis Vegetable Seeds, Inc.

<120> Procedimientos y ensayos para sandia estéril macho

<130> SEMB:016US

<150> 62/018,413
<151> 2014-06-27

<160> 83
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 201

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (24)..(24)
<223>nisa,c,g,ort

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (101)..(101)
<223>nisa,c,qg,ort

Tabla 2. Analisis de frecuencia de alelos para la presencia del alelo estéril en lineas estériles y fértiles

El gen ms-1 ha sido mapeado en un intervalo de 1,5 cM entre 81 - 82,5 cM en LG2. El marcador NCLAN00958457 1
(SEQ ID NO: 33) esta altamente asociado con el rasgo.

ZgEZ;Ltctc aaatgttttt tttnaatatt tgtgggtgtc tgggcaagct tttttgtgca 60
ccttgactaa tctcacggga caacctgtct gacccttaaa natttgggtg tcaaggaaac 120
tcgtaggaaa ttaattccta ggtaggtggce caccatggat tgaaaccctt gatctcecttag 180
tcatttattg agactataat g 201
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<210> 2

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 2
acacccaaat gtttaag 17

<210> 3

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 3
acacccaaat atttaag 17

<210> 4

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 4
tgactaatct cacgggacaa cct 23

<210>5

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 5
gtggccacct acctaggaat taat 24

<210> 6

<211> 201

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (101)..(101)
<223>nisa,c,qg,ort

<400> 6

cataggacga aaagcacaac aaaaccattg gccaagacac tcaacagtag ccagttctcce
tttcgaaatg cttttgtgca acattaataa ggaaaatcag nagcatggag acagttttta

aggaaagggc aacaacagca agtgcaaaca aacagttaca atatttgcta acagcaacca

ccacaaacag atgcaggtaa a

<210>7
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<211> 201
<212> ADN
<213> Citrullus lanatus

<220>

<221> caracteristica_misc
<222>(101)..(101)
<223>nisa,c,qg,ort

<400> 7

tctttggegg aaaggeggtt gtagagagct tgcccagtga gagettgetg gtaagtttgt

aagaggaaat ttcagcagca agtcaatctt cttatcataa ntcgtggata tgttgaattg

acaggttaaa catccaaggt tcagcaagga gagtttagaa gttaatgaaa ctatctacaa

ES 2735724 T3

acggcttctt gatctggetg ¢

<210> 8

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 8

acatatccac gagttatga 19

<210>9

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 9
catatccacg aattatga 18

<210> 10

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
ggaaatttca gcagcaagtc aatct

<210> 11

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11
tgaaccttgg atgtttaacc tgtca

<210> 12
<211> 201

25

25
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<212> ADN

ES 2735724 T3

<213> Citrullus lanatus

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (101)..(101)
<223>nisa,c,qg,ort

<400> 12
caaaggtgtt

tgaccaagaa

aaaaactata

aactgtgatg gccaacttga gtttgtgaag tgacagacta aagtggaaga 60
aacttccgaa tcaaatcact gtagatttgg ncaggaaata gaaaccaacg 120
acacgaagaa cttctgtgtt agaaacagag acccacaaat tagaattgaa 180

acatgaagaa ctcatagact a

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 13
ttctatttcc tgtccaaatc 20

<210> 14

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 14
atttcctgcc caaatc 16

<210> 15

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 15
ccaagaaaac ttccgaatca aatcact

<210> 16

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 16
gttcttcgtg ttatagtttt tcgttggt

<210> 17

<211>120

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

28

27

19

201
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<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (61)..(61)
<223>nisa,c,qg,ort

<400> 17

tctctecteg gcacagaatt gcaaccgcaa gacctcgact atcaaggaga caactgtgga

ntctacagcc aagactgtat gcaggggact ttcaatccag cagatcttca ggtactttaa

<210> 18

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 18
caactgtgga atctaca 17

<210> 19

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 19
caactgtgga ctctaca 17

<210> 20

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 20
gcaagacctc gactatcaag ga 22

<210> 21

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 21
aaagtcccct gcatacagtc ttg 23

<210> 22

<211> 201

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<400> 22

20
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aaatgatgag ttccagaaat atagttcatc ttttgctgta aacaagctta ctgtgcatct 60
tagagataag atcaatgtgg tgtcgaatat cgagagaaca aatcttaact ccaaagcttg 120

tatgcatgaa aacatatcga gatttactta agagaaaact accagctttt tccaactctc 180
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tttatttcat gattccatct t

<210> 23

<211>119

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (61)..(61)
<223>nisa,c,qg,ort

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (73)..(73)
<223>nisa,c,qg,ort

<400> 23

ttagacaaac ctttgctagc tatggcaatt tatgagtgta tcctatggaa gttgtttcett

ntgtttaaaa aanctgtttg agttaatttc aattgtgaaa atctttagtg gatgaaatt

<210> 24

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 24
atggaagttg tttcttatgt tta 23

<210> 25

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 25
tggaagttgt ttcttttgtt ta 22

<210> 26

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 26
tgctagctat ggcaatttat gagtgt 26

<210> 27

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

21

201

60

119
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<220>
<223> cebador

<400> 27
aatttcatcc actaaagatt ttcacaattg a 31

<210> 28

<211> 191

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<400> 28
ctatcgtcac ttattcgget tgtgagaacc gtttttagat gatgagaggg aaaaaggaag 60

aaaaattctt cagaaaccct cctttaaaat tgggagaatt ttcttagaga gaatatctgce 120
aaaatggttg tatcagctaa ggatgatgct tacacccttt tatattttgt gcatttttaa 180

ttcaaatcaa g 191
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<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 29
attttcttag agagaatatc 20

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 30
aattttctta gagataatat c 21

<210> 31

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 31
ttcagaaacc ctcctttaaa attggga 27

<210> 32

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32
tccttagetg atacaaccat tttgca 26

22
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<210> 33

<211> 240

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<400> 33

atttgtgctt tcaacatccc acgcgececgece cccttctaat
cttgctcecete tetectgetge atctettett ctecaccage
tcttaaaagc tcttggatgt aatttatggce gtctcccaca

gtttaataac aaaatcacag gaaagactga ttaaaattgc

<210> 34

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 34
tctccaccag cagtttca 18

<210> 35

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 35
ttctccacca gcacttcac 19

<210> 36

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 36
ctctetetge tgcatcte 18

<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 37
cagtctttcc tgtgattttg 20

<210> 38

<211> 196

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<220>
<221> caracteristica_misc

ES 2735724 T3

23

tcctecegeeg tectgtgect
agtttcagtt ccttcacttce
actgatgccc tatcattctg

tcacacccag atactgaatt
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<222> (91)..(91)
<223>nisa,c,qg,ort

<400> 38
aaggtctcca agaaagcctc ccatgggtga ggtatggtga ttggagaagg agatggaaga

gttgttgggg catctggcag gggccggcat ntttaagaag ttcaagaggt ccggagcettg
agtataggca gtgggcatgg cggaatctga aaactgctgce tggtgcggat gatgatggtg
atcttgagat tgaatc

<210> 39

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 39
tcaagctccg gacctc 16

<210> 40

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 40
caagctcccg acctc 15

<210> 41

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 41
ggagaaggag atggaagagt tgttg 25

<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 42
gccatgccca ctgcctatac 20

<210> 43
<211> 204

<212> ADN
<213> Citrullus lanatus

<400> 43

24

120

180

196
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aaagattgag attattgtca tgaaaattgg gatgggtttc ttgggcagcg gcggcaatga 60
gtggcggagg aaaggaaggc aaagcaacag aaatatgggg gacagtatga ggaaaggcat 120

tttgtgaagg atctggtaga gtggaatcgg gatcagaaca cccagtttgt tcatacatat 180
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tttggtaaga aaagtgtgca gctt

<210> 44

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 44
tcctcatact gtccece 17

<210> 45

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 45
cctcatacta tcceee 16

<210> 46

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 46
gaaaggaagg caaagcaaca gaaat 25

<210> 47

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 47
ccactctacc agatccttca caaaa 25

<210> 48

<211> 149

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<400> 48

204

gttgcaccac cattattatt attattagcc tctgtcecttgt tgttagatga gttgttatta 60
ttagacccca aggcattgag ttgaactttg gtaggtttca agcaatgatg caaataaacc 120
aaaagccaaa agatccaggg agttgaaac 149
<210> 49

25
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<211>18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 49
attagacccc aaggcatt 18

<210> 50

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 50
ttagagccca aggcatt 17

<210> 51

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 51
gcctctgtcet tgttgttaga tgagt

<210> 52

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 52
gcatcattgc ttgaaaccta ccaaa

<210> 53

<211>120

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<400> 53
agcggatgac tacatctgcet

aggtttactt gaaactgcga
<210> 54

<211> 157

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<400> 54
attgtgttga gaaaagccaa

tatcagtaca acattcctca

ttgaagaata aattatgtga

ES 2735724 T3

25

25

aatgagaaga

ccatgtcgga

gaaggaaaat
ttgaattgtg

gaaattcaag

agtgtgaggc ggaacatgct atgggagatt

atacgtcgtt gtttccacac acgcatccaa

gtggtatact tcatccgaac tcacattatt
atagataatg gaagacagtt ttccaatagt

tcaagca

26

60

120

60

120

157



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 55

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 55
ttgaattgtg atagataatg 20

<210> 56

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 56
tgaattgtga tggataatg 19

<210> 57

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 57
gtggtatact tcatccgaac tcacattatt t

<210> 58

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 58

ES 2735724 T3

31

cacataattt attcttcaaa ctattggaaa actgtct 37

<210> 59

<211> 220

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<400> 59

atcagtatat aagccaggtg catcatttat caagtatatc aaatttatca acaatatata
ataaatattc aagtatatca gtcaagtgca tcgttatcaa gtatattagt caaatatatc
aaatgtatat gaagggtatc aaatcagtgt atcaagtgta tttatacaca gtagtgtatc

aagggtatca agtgtgtata gtgtatcaag tgtatcaagt

<210> 60

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

27
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<400> 60
caagtatatt agtcaaatat atc

<210> 61

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 61
caagtatatt agtcaagtat atc

<210> 62

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 62
ttcaagtata tcagtcaagt gcatcgtt

<210> 63

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 63
cacttgatac actgatttga tacccttca

<210> 64

<211> 201

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<400> 64
agaaacgtgt aatagtcgcc

gaaatggagt cttactactg
acaaatcaac atcgaagcaa
agaatcaaaa tcaatattac
<210> 65

<211> 218

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<400> 65
ttaacttgtt accaatgtgt

ttcgegtcetg agcaggtttg
ccttctaget tgaaatgtaa

gaaacaagaa ttggcatatt

ES 2735724 T3

23

23

28

29

acagcagaat aagcattatt taaatcgtgc tgtttgcaaa
ttcatccatt caatgattgc aaactaatca aagaaacaaa
tttacaattc caagtaaaga tttgatttat ggtcggaaac

(o]

tgaaaaattt aaaaatattg aaataaatgg acattctttt
tgtcatgtca acactgacac ttagcaacat aaatagtgtg
ttgcttatat gagttatttt cttgaaggat tatagatgga

tgcaactcga gacataca

28

60

120

180

201
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<210> 66

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 66
ttgtgtcatg tcaacactga 20

<210> 67

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 67
tgtcatgtcg acactga 17

<210> 68

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 68
ttttcgcgtc tgagcaggt 19

<210> 69

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 69
acatttcaag ctagaaggca cact 24

<210> 70

<211>122

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<400> 70

ctctccatgg ctgecttgget tctccatage cccatattaa ggtctcaaag gttttcaaat

tgggggacac atccatttca cacatatgct caaaaaccct acatgeccttc tccattttac

ccC

<210> 71

<211> 128

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<400> 71

29
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gcttggetta tgacactaac aggtgagctc aaaacagcectt ttgggtcage ttcatcgaga

gccttatcecg aagcaaaatt gggattctct tcaagccaac tcgcaatgag ccgtttgage

acataatt

<210> 72

<211>120

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (17)..(17)
<223>nisa,c,g,ort

<400> 72
gacaactgca agagaanttt

aagcgtttgg gttgctaaag

<210> 73

<211> 201

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<400> 73
aaagtgtcgt ctatcaaatc

gaatgatgag gcgattggca

gatatgatct ggaagttgtc tctttcectcecte

acttttttge acaaaaggct

<210> 74

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 74
tagcctcgtc taataaa 17

<210> 75

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 75
cctcgtcaaa taaa 14

<210> 76

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

ttcaacatga

cagcagtggg

tattaatgga

tatcaaaagt

t

aacattcttc agcaaggaat gttatcgagce

ctattcttag tgaaacataa ttctatccaa

gcttgactgt ttgaaagtta ttcgtttact
ctcectttatt agacgaggcet aagagttgtg

atattcgtta taatcagaat gcgttggtge

30
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<400> 76
gaggcgattg gcatatcaaa agtc 24

<210> 77

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 77
agacaacttc cagatcatat ccacaac 27

<210> 78

<211>195

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (33)..(33)
<223>nisa,c,g,ort

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (174)..(174)
<223>nisa,c,qg,ort

<400> 78
ggcttgtgat cttaagcttt ccaccaacaa aanggccttt ggtggaacta agctcgacaa 60

caatgagcat caacctaccg agcgagaagg cactattgcg attagcaaca tggaaaagta 120
gtcctgatct tcegttctegt gtagactatg tcttaggact tggtcetttgt tttnattgcet 180
tttgttgtgt tagct 195

<210> 79

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 79
cactattgcg attagca 17

<210> 80

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 80
cactattgcg gttagca 17

<210> 81

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2735724 T3

<220>
<223> cebador

<400> 81
catcaaccta ccgagcgaga ag 22

<210> 82

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 82
cgagaacgaa gatcaggact acttt 25

<210> 83

<211>10

<212> ADN

<213> Citrullus lanatus

<400> 83
gtttcagttc 10

32
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento para determinar el genotipo asociado con un fenotipo estéril macho de una planta de
sandia o una parte de la misma, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

obtener una muestra de material de dicha planta o parte de la misma; y

detectar en dicha muestra un locus que confiere dicho fenotipo estéril macho, el locus definido por los
marcadores NW0249314 (SEQ ID NO: 1) y NW0250301 (SEQ ID NO: 78) y al menos un primer
polimorfismo, en el que dicho primer polimorfismo se selecciona de:

NW0249314 (SEQ ID NO: 1), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 2y 3, y/o los
cebadores de las SEQ ID NO: 4y 5,

NW0250496 (SEQ ID NO: 7), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 8y 9, y/o los
cebadores de las SEQ ID NO: 10y 11,

NW0249312 (SEQ ID NO: 12), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 13y 14, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 15y 16,

NW0251153 (SEQ ID NO: 17), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 18 y 19, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 20 y 21,

NW0251130 (SEQ ID NO: 23), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 24 y 25, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 26 y 27,

NCLANO009404570 (SEQ ID NO: 28), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 29 y
30, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 31y 32,

NCLANO009584571 (SEQ ID NO: 33), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 34 y
35, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 36 y 37,

NCLANO009490296 (SEQ ID NO: 38), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 39 y
40, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 41y 42,

NCLANO009490491 (SEQ ID NO: 43), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 44 y
45, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 46 y 47,

NCLANO009491448 (SEQ ID NO: 48), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 49 y
50, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 51y 52,

NCLANO009490864 (SEQ ID NO: 54), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 55 y
56, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 57 y 58,

NCLANO009405170 (SEQ ID NO: 59), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 60 y
61, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 62 y 63,

NCLANO009104771 (SEQ ID NO: 65), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 66 y
67, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 68 y 69,

NW0248953 (SEQ ID NO: 73), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 74 y 75, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 76y 77,y

NW0250301 (SEQ ID NO: 78), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 79y 80, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 81 y 82.

Un procedimiento para identificar una planta de sandia que comprende un genotipo asociado con un
fenotipo estéril macho, comprendiendo el procedimiento la etapa de:

(i) detectar en dicha planta un locus que confiere dicho fenotipo estéril macho, el locus definido por los
marcadores NW0249314 (SEQ ID NO: 1) y NW0250301 (SEQ ID NO: 78) en el grupo de enlace 2, y un
primer polimorfismo, en el que el primer polimorfismo se selecciona de:

NW0249314 (SEQ ID NO: 1), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 2y 3, y/o los
cebadores de las SEQ ID NO: 4y 5,

NW0250496 (SEQ ID NO: 7), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 8y 9, y/o los
cebadores de las SEQ ID NO: 10y 11,

NW0249312 (SEQ ID NO: 12), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 13 y 14, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 15y 16,

NW0251153 (SEQ ID NO: 17), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 18 y 19, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 20 y 21,

NW0251130 (SEQ ID NO: 23), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 24 y 25, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 26 y 27,

NCLANO009404570 (SEQ ID NO: 28), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 29 y

30, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 31y 32,

NCLANO009584571 (SEQ ID NO: 33), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 34 y

35, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 36 y 37,

NCLANO009490296 (SEQ ID NO: 38), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 39 y

40, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 41y 42,
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NCLANO009490491 (SEQ ID NO: 43), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 44 y
45, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 46 y 47,

NCLANO009491448 (SEQ ID NO: 48), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 49 y
50, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 51y 52,

NCLANO009490864 (SEQ ID NO: 54), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 55 y
56, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 57 y 58,

NCLANO009405170 (SEQ ID NO: 59), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 60 y
61, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 62 y 63,

NCLANO009104771 (SEQ ID NO: 65), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 66 y
67, y/o los cebadores de las SEQ ID NO: 68 y 69,

NW0248953 (SEQ ID NO: 73), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 74 y 75, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 76y 77,y

NW0250301 (SEQ ID NO: 78), que es detectable usando las sondas de las SEQ ID NO: 79 y 80, y/o
los cebadores de las SEQ ID NO: 81 y 82.

El procedimiento segun la reivindicacion 2, que ademas comprende la etapa de:

(ii) seleccionar dicha planta de sandia a partir de una poblacién de plantas de sandia basandose en la
presencia de dicho polimorfismo.

El procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que dicho primer polimorfismo es NCLAN009584571 (SEQ
ID NO: 33).
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FIG. 2
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