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DESCRIPCION
Procedimientos y composiciones para identificar plantas de pepino resistentes al moho velloso
Campo de la invencion

La invencidon se refiere a procedimientos y sondas o cebadores de acido nucleico aislados para obtener
germoplasma de plantas de pepino que tienen resistencia al Moho Velloso.

Antecedentes de la invencion

El pepino (Cucumis sativus L.) es un cultivo vegetal popular que se ha cultivado durante varios miles de afos y se
cultiva en todo el mundo. Las plantas de pepino se cultivan en una amplia gama de climas y en campos abiertos, asi
como en invernaderos. Los dos tipos principales de fruta de pepino que se cultivan comercialmente hoy en dia son el
de mercado fresco (rebanadas) y el procesado (conservado en vinagre).

El Moho Velloso (DM) es causado por el hongo Pseudoperonospora cubensis (P.c.), que causa pérdidas
significativas de cultivos entre muchas especies de Cucurbitaceas, incluido el pepino. La enfermedad se encuentra
en todo el mundo y se ve favorecida por las condiciones humedas y templadas. La enfermedad afecta las plantas
cultivadas en invernadero y las plantas cultivadas en el campo. El DM es una de las enfermedades foliares mas
importantes de las cucurbitaceas, y puede reducir el rendimiento y la calidad de la fruta, y puede matar las plantulas
susceptibles.

Los sintomas de la infeccion por DM son variables. Los sintomas iniciales incluyen lesiones amarillas agudas e
irregulares en la superficie superior de las hojas, que eventualmente se vuelven mas distintas en ambos lados de las
hojas. La parte inferior de las hojas puede presentar un crecimiento de color gris blanquecino, marrén o azul claro,
particularmente en condiciones himedas. Este crecimiento velloso es de esporas producidas en la superficie inferior
de la lesion. Un color amarillento general de las hojas afectadas ocurre tipicamente cuando las lesiones se unen en
una lesién grande, eventualmente causando que la hoja se marchite y muera. La enfermedad puede progresar
bastante rapido, matando el follaje en cuestion de pocos dias y dando como resultado una pobre produccion y
calidad de la fruta. La fruta del pepino no se ve afectada directamente, pero la defoliacion mayor expone a la fruta al
sol. Una vez que aparece en un cultivo, el DM se propaga rapidamente por el viento o por la salpicadura de la lluvia
y/o el agua de riego. La gestion y prevencion de enfermedades requiere la destruccion de todas las plantas de
viveros infectados y la desinfeccion de las instalaciones. Hasta ahora, se sabe que PI197088 es una cepa que es
altamente resistente al DM (véase Angelov, D. et al. Proc. Cucurbitaceae 2000, Acla Hort. SIO, ISHS paginas 81-83
y 135-157 (2000). Ademas, El documento WO 2009/129314 (que es relevante en el estado de la técnica en virtud
del Articulo 54 (3) EPC) divulga plantas de pepino resistentes al DM producidas al cruzar PI197088. La aparicion de
un nuevo aislado de DM también ha superado algunas lineas resistentes previamente conocidas.

Por lo tanto, existe la necesidad de nuevas variedades de pepino que tengan resistencia a al DM, y procedimientos
para producir tales plantas.

Sumario de la invenciéon

En un primer aspecto, la invenciéon proporciona un procedimiento para obtener germoplasma de pepino que
comprende las etapas de: a) analizar las plantas de pepino para detectar la presencia de al menos un primer
marcador genético ligado genéticamente a un QTL que confiere resistencia al Moho Velloso; y b) seleccionar al
menos una primera planta de pepino que comprende el marcador genético y el QTL que confiere resistencia al Moho
Velloso; en el que el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia representada por el marcador de SNP
NN0223689 y el marcador de SNP NN0228148 caracterizados por las SEQ ID NOs: 56 y 69, respectivamente, que
se mapean a aproximadamente 41,0 cM y 82,3 cM en el mapa genético del grupo de enlace denominado
cromosoma 5 del pepino; en el que el QTL se mapea a una posiciéon entre la secuencia representada por el
marcador de SNP NN0225012 y el marcador de SNP NN0227587 caracterizados por las SEQ ID NOs: 33 y 51,
respectivamente, que se mapean a aproximadamente 20,6 cM y 87,4 cM en el mapa genético del grupo de enlace
denominado cromosoma 4 del pepino; o en el que el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia representada
por el marcador de SNP NN0223782 y el marcador de SNP NN0226638 caracterizados por las SEQ ID NOs: 20 y
32, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 22,5 cM y 88,4 cM en el mapa genético del grupo de
enlace denominado cromosoma 2 del pepino; o el mapa de marcadores genéticos dentro de 1 cM de dicho QTL que
confiere resistencia al Moho Velloso. En realizaciones particulares, el alelo de QTL que confiere resistencia al Moho
Velloso se deriva de la linea de pepino PI197088, o una planta de la progenie de la misma.

En ciertas realizaciones, el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia representada por el marcador de SNP
NNO0247731 y el marcador de SNP NN0226631 caracterizados por las SEQ ID NOs: 57 y 77, respectivamente, que
se mapean a aproximadamente 44,8 cM y 555 cM en el mapa genético del grupo de enlace denominado
cromosoma 5 del pepino; o en el que el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia representada por el
marcador de SNP NN0247731 y el marcador de SNP NN0247786 caracterizados por las SEQ ID NOs: 57 y 79,
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respectivamente, que se mapean a aproximadamente 44,8 cM y 71,4 cM en el mapa genético del grupo de enlace
denominado cromosoma 5 del pepino. En otras realizaciones, el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia
representada por el marcador de SNP NN0228579 y el marcador de SNP NN0224495 caracterizados por las SEQ ID
NO: 85 y 81, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 25,8 cM y 82,0 cM en el mapa genético del
grupo de enlace denominado cromosoma 4 del pepino; en el que el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia
representada por el marcador de SNP NN0225088 y el marcador de SNP NN0224041 caracterizados por las SEQ ID
NOs: 82 y 71, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 30,4 cM y 75,8 cM en el mapa genético del
grupo de enlace denominado cromosoma 4 del pepino; o en el que el QTL se mapea a una posicion entre la
secuencia representada por el marcador de SNP NN0228579 y el marcador de SNP NN0224495 caracterizados por
las SEQ ID NO: 85 y 81, que se mapean a aproximadamente 54,5 cM y 82,0 cM en el mapa genético del grupo de
enlace denominado cromosoma 4 del pepino. En otra realizacién mas, el QTL se mapea a una posiciéon entre la
secuencia representada por el marcador de SNP NN0223782 y el marcador de SNP NN0246472 caracterizados por
las SEQ ID NOs: 20 y 24, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 22,5 cM y 38,4 cM en el mapa
genético del grupo de enlace denominado cromosoma 2 del pepino.

En ciertas realizaciones, la invencién también proporciona tal procedimiento, en el que seleccionar la primera planta
de pepino comprende ademas seleccionar la planta con base en la presencia de una pluralidad de marcadores
genéticos que se mapean a una posicion entre la secuencia representada por el marcador de SNP NN0223689 vy el
marcador de SNP NN0228148 caracterizados por las SEQ ID NO: 56 y 69, respectivamente, que se mapea a
aproximadamente 41,0 cM y 82,3 cM en el mapa genético del grupo de enlace denominado cromosoma 5 del
pepino; o en el que el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia representada por el marcador de SNP
NNO0247731 y el marcador de SNP NN0226631 caracterizados por las SEQ ID NOs: 57 y 77, respectivamente, que
se mapean a aproximadamente 44,8 cM y 555 cM en el mapa genético del grupo de enlace denominado
cromosoma 5 del pepino; o en el que el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia representada por el
marcador de SNP NN0247731 y el marcador de SNP NN0247786 caracterizados por las SEQ ID NOs: 57 y 79,
respectivamente, que se mapean a aproximadamente 44,8 cM y 71,4 cM en el mapa genético del grupo de enlace
denominado cromosoma 5 del pepino; o en el que el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia representada
por el marcador de SNP NN0225012 y el marcador de SNP NN0227587 caracterizados por las SEQ ID NOs: 33 y
51, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 20,6 cM y 87,4 cM en el mapa genético del grupo de
enlace denominado cromosoma 4 del pepino; o en el que el QTL se mapea a una posicién entre la secuencia
representada por el marcador de SNP NN0247342 y el marcador de SNP NN0224495 caracterizados por las SEQ ID
NOs: 43 y 81, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 54,5 cM y 82,0 cM en el mapa genético del
grupo de enlace denominado cromosoma 4 del pepino; o en el que el QTL se mapea a una posicion entre la
secuencia representada por el marcador de SNP NN0223782 y el marcador de SNP NN0226638 caracterizados por
las SEQ ID NOs: 20 y 32, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 22,5 cM y 88,4 cM en el mapa
genético del grupo de enlace denominado cromosoma 2 del pepino.

Se divulga que el marcador genético se selecciona del grupo que consiste en los marcadores NN226219,
NNO0247551, NNO0246357, NN0225551, NNO0226732, NNO0247689, NNO0247342, NN0224702, N0225482,
NNO0224538, NNO0247543, NN0224041, NN0228853, NNO0227762, NNO0227587, NN0223689, N0247731,
NNO0226166, NNO0225480, NN0246411, NN0227759, NNO0247348, NNO0228465, NN0247786, N0226645,
NNO0223809, NNO0227071, NN0226870, NN0228148, NNO0246378, NNO0224041, NN0227587, N0223160,
NNO0223809, NNO0226631, NN0247786, NN0246425, NNO0224495, NNO0225088, NN0227071, N0223782,
NN0228579, NN0247342, y NN0247731, que comprende un polimorfismo de un solo nucledtido de una de las SEQ
ID NOs: 20-87. En realizaciones particulares, el marcador genético se selecciona del grupo que consiste en los
marcadores NN0223782, NN0225385, NN0226670, NNO0224124, NNO0246472, NNO0225358, NN0227700,
NNO0224617, NN0247695, NN0227242, NN0223824, NN0223181, NN0226638, y NN0246378. En aun otras
realizaciones, el marcador genético se selecciona del grupo que consiste en los marcadores NN0225012,
NNO0228579, NN0226451, NN0225088, NNO0226219, NNO0247551, NN0246357, NN0225551, NN0226732,
NNO0247689, NNO0247342, NN0224702, NNO0225482, NN0224538, NN0247543, NN0224041, NNO0228853,
NNO0227762, NNO0227587, NN0224041, NN0227587, NN0246425, NNO0224495, NNO0225088, NN0228579, y
NNO0247342. En incluso otras realizaciones, el marcador genético se selecciona del grupo que consiste en los
marcadores NN0228457, NN0246356, NN0246332, NNO0223399, NNO0223689, NNO0247731, NN0226166,
NNO0225480, NNO0246411, NN0227759, NNO0247348, NNO0228465, NN0247786, NN0226645, NN0223809,
NNO0227071, NNO0226870, NN0228148, NN5096749, NN0224856, NN0223160, NN0223809, NNO0226631,
NNO0227981, NN0247786, NN0227071, y NN0247731. En realizaciones particulares, el marcador genético es
NNO0226631 o NN0246425. Ademas, en tales realizaciones, el ensayo de las plantas de pepino comprende PCR,
analisis de polimorfismo conformacional de cadena sencilla, electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante,
analisis de polimorfismo de longitud de fragmento de escision, ensayo TAQMAN y/o secuenciacion de ADN.

En otro aspecto, la invencién proporciona una sonda o cebador de acido nucleico aislado que hibrida en condiciones
de 5 X SSC, formamida al 50% y 42 °C con una region genémica de la planta de pepino que se mapea dentro de 40
cM de un QTL que confiere resistencia al Moho Velloso y comprende una secuencia que se mapea en los
cromosomas 2, 4 o 5 del pepino, en la que la sonda o cebador consiste en una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 20-51, 56-72, 75-77 y 79-87.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa un mapa genético (izquierda) y un diagrama de LOD (derecha) para los efectos del
marcador sobre la reaccion del Moho Velloso en 148 familias F3 de la poblacion de pepino L088 (Lucinde x
P1197088). Las lineas entre el mapa genético y el grafico LOD proporcionan posiciones de referencia para tres
de los marcadores para ayudar en las comparaciones de la posicion en el mapa y la puntuacién LOD. Este
grupo de enlace se mapea al cromosoma 5 como se divulga, por ejemplo, en Ren et al., 2009 (PLoS ONE 4:
e5795, 2009; doi: 10.1371/joumal.pone.0005795). Otros ejemplos de mapas genéticos de pepino se
proporcionan, por ejemplo, en Staub, et al., 2007 (HortScience, 40: 20-27), y Meboah et al., 2007 (Afr. J.
Biotechnol. 6: 2784-2791).

La Figura 2 representa los datos de resistencia del Moho Velloso para ciertos marcadores adicionales en una
region de QTL que contribuye a la resistencia del Moho Velloso identificado, mostrando la correlacion entre la
resistencia al DM y la posiciéon del marcador.

La Figura 3 representa reacciones de enfermedad tipicas para (A) Pl 197088; (B) cv. Adefem; y (C) cv. Maram.

La Figura 4 representa reacciones tipicas de la enfermedad en hojas maduras que representan la escala de
clasificacion de la enfermedad descrita en el Ejemplo 6, el que "1" es mas resistente y "9" es mas susceptible.

La Figura 5 representa mapas genéticos de los cromosomas 5, 4 y 2 del pepino con numerosos marcadores
SNP ("NNO ..."), asi como marcadores RAPD o CAPS previamente utilizados tales como CAPS_ENK59. El
numero a la izquierda de cada cromosoma esquematico representa la distancia genética en cM desde la "parte
superior" del mapa. Las ubicaciones de los marcadores se presentan a la derecha de cada diagrama. Las flechas
gruesas de dos lados a la derecha de los marcadores designados representan la ubicacién aproximada del QTL
1, 2 y 4. (A) Cromosoma 5 de la poblacion de mapeo API; (B) Cromosoma 5 de la poblacion de mapeo VJ; (C)
Cromosoma 4 de la poblacién de mapeo API; (D) Cromosoma 4 de la poblacién de mapeo VJ; (E) Cromosoma 2
de la poblacion de mapeo API; (F) Cromosoma 2 de la poblacion de mapeo VJ.

La Figura 6. Mapeo de intervalos y puntuaciones de LOD para QTL de los cromosomas 2, 4 y 5, analizados en
las generaciones F4 y F5 de la poblacion de mapeo QIR. Se muestran las puntuaciones LOD del analisis de
mapeo QTL unico para fenotipos recolectados de las generaciones F4 (linea continua) y Fs (linea de puntos) de
la poblacion de mapeo QIR. Las dos lineas horizontales indican los umbrales de permutacién a = 0,05 de 1.000
permutaciones para los dos conjuntos de datos. "Crom" se refiere al cromosoma.

La Figura 7. Las graficas de las puntuaciones de las pruebas de patogenicidad del Moho Velloso F4 y Fs en la
poblacién de mapeo QIR, significa contra genotipos en los QTL correspondientes. El QTL identificado a partir de
los datos de F4 estaba en Crom5: 55,5 cM y el QTL identificado a partir de los datos de Fs estaba en Crom4: 69,8
cM. Las barras de error se mapean a + 1 error estandar.

La Figura 8. Graficos de interaccion entre los dos QTL para la resistencia al Moho Velloso en la poblaciéon QIR.
En cada grafico, los tres genotipos en el eje x se mapean al QTL identificado utilizando los conjuntos de datos
correspondientes. Los tres genotipos (AA, AB y BB) del QTL alternativo se indican mediante lineas continuas,
discontinuas o punteadas, respectivamente. Las barras de error se mapean a £ 1 error estandar.

Descripcion detallada de la invenciéon

En el presente documento se divulgan procedimientos para identificar plantas de pepino (Cucumis sativus) que
tienen resistencia al Moho Velloso (DM) causada por Pseudoperonospora cubensis. Tales lineas de pepino pueden
denominarse variedades de pepino resistentes al DM. Se divulgan adicionalmente los procedimientos de
reproduccion de lineas de pepino resistentes al DM. También se divulgan en el presente documento marcadores
moleculares que estan unidos a loci de rasgos cuantitativos que contribuyen a la resistencia al DM. Mediante el uso
de los marcadores, un experto en la materia puede aumentar el grado de resistencia al DM en el pepino o
seleccionar plantas para una mayor predisposicion a la resistencia al DM. En particular, los procedimientos se
pueden realizar en plantas de pepino de progenie de la linea de pepino P1197088, tales como miembros de las
poblaciones de mapeo API, VJ o QIR divulgadas en este documento, o su progenie. Los QTL identificados de esta
manera pueden combinarse con uno o mas QTL que también contribuyen a la resistencia al DM, segun se desee.
Ademas del QTL identificado en la Figura 1, que se mapea a "QTL 1" (localizado en el cromosoma 5: 25,3 - 82,1 cM
como se identifica en las Figuras 5A-5B y la Tabla 19; o cromosoma 5: 25,2 - 78,3 cM, o cromosoma 5: 28,5- 75,0
cM), otro QTL principal (denominado "QTL 2") se identificé en las poblaciones de mapeo API, VJ o QIR, en el
cromosoma 4: 20,6- 87,4 cM (véanse las Figuras 5C-5D y la Tabla 19; o el cromosoma 4: 25,8- 82,0 cM; o
cromosoma 4: 31,8 - 75,8 cM), que también tiene un efecto significativo sobre la resistencia al Moho Velloso en el
pepino. Individualmente, se estima que cada alelo de estos dos QTL tiene el potencial de reducir significativamente
la calificacion de la enfermedad del Moho Velloso de una planta en una prueba de patologia de DM como se divulga
en el presente documento, por ejemplo, en los antecedentes genéticos de poblacion de mapeo APl y VJ, cuando se
cultiva en ubicaciones geograficas probadas en forma mudltiple. Un mapeo adicional de QTL ("QTL 4"; véanse las
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Figuras 5E-5F) al cromosoma 2: 22,3 - 88,4 cM también tiene un efecto en la resistencia al Moho Velloso del pepino,
aunque su efecto genético es aparentemente mas complejo, con posibles interacciones con otros QTL y/o el entorno
de crecimiento.

Los efectos alélicos aditivos individuales promedio se estiman en 0,62 (0,32 - 1,26) en QTL 1 y 0,62 (0,47 - 0,93) en
QTL 2, a partir de los estudios divulgados en el Ejemplo 8. Efectos alélicos de aproximadamente 0,7 unidades de
puntuacion de enfermedad en cada uno de QTL1 y QTL2 de los cromosomas 4 y 5 se observaron en la poblacion de
mapeo QIR. Por lo tanto, es probable que una planta individual con ambos alelos resistentes en ambos QTL tenga
una reducciéon en la calificaciéon de la enfermedad de 0,62 x 2 + 0,62 x 2 = 2,48. Individualmente, la cantidad
promedio de variacion fenotipica explicada por cada uno de estos dos QTL es 24% (QTL 1) y 21% (QTL 2), con el
76% - 79% restante atribuible a otros efectos genéticos y efectos ambientales (no genéticos).

La definicion de estos QTL permite el uso de marcadores moleculares especificos, tal como los divulgados en este
documento, en un programa de fitomejoramiento para la introgresion de un rasgo o rasgos de resistencia al Moho
Velloso en lineas de pepino agrondmicamente aceptables. La introgresion asistida por marcadores implica la
transferencia de una regién cromosémica, definida por uno o mas marcadores, de un germoplasma a un segundo
germoplasma. Una etapa inicial en ese proceso es la localizacion del rasgo mediante el mapeo de genes, que es el
proceso de determinar la posicion de un gen en relacién con otros genes y marcadores genéticos a través del
analisis de enlaces. El principio basico para el mapeo de enlaces es que cuanto mas cerca estén dos genes en el
cromosoma, mas probabilidades hay de que se hereden juntos. Brevemente, se realiza un cruce entre dos
progenitores genéticamente compatibles pero divergentes en relacion con un rasgo en estudio (por ejemplo,
resistencia al DM). Los marcadores genéticos se utilizan para seguir la segregacion de los rasgos en estudio en la
progenie del cruce, a menudo denominada "poblacion de mapeo". La divulgacion actual se refiere a la introgresion
en el pepino de material genético, por ejemplo, mapeo a uno o mas QTL, que es capaz de hacer que una planta sea
mas resistente al patdgeno que causa la enfermedad de Moho Velloso en el pepino. Los presentes inventores han
identificado regiones cromosémicas responsables de la resistencia mejorada al DM y han utilizado la reproduccion
asistida por marcadores para la introgresion de estos bloques de enlace especificos en otro germoplasma de pepino
que carecia de tal resistencia al DM. Tal proceso para producir la planta o linea de pepino resistente al DM
comprende la introgresion de al menos un mapeo de locus cromosémico a QTL 1, QTL 2 y/o QTL 4 desde una
planta, linea o variedad de pepino mas resistente al DM en una planta, linea o variedad de pepino menos resistente
al DM. En particular, la planta, linea o variedad de pepino mas resistente al DM puede ser PI197088, o una planta de
la progenie de la misma.

La introgresion de un elemento de ADN particular o conjunto de elementos en un genotipo de planta se define como
el resultado del proceso de conversion de retrocruzamiento. Un genotipo de planta en el que se ha hecho
introgresién de una secuencia de ADN puede denominarse genotipo, linea o variedad convertida por
retrocruzamiento. Tal genotipo, linea o variedad puede ser un genotipo, linea o variedad endogamica o hibrida. De
manera similar, un genotipo de planta que carece de dicha secuencia de ADN deseada puede denominarse
genotipo, linea o variedad no convertida. Durante la reproduccion, los marcadores genéticos vinculados a una mayor
resistencia al DM pueden usarse para ayudar a la reproduccion con el propésito de producir plantas de pepino con
mayor resistencia a Pseudoperonospora cubensis. Un trabajador experto comprendera que la introgresion de un
rasgo de resistencia al DM en una planta de pepino puede controlarse mediante pistas visuales, tales como
mediante el uso de una prueba de resistencia a enfermedades con una escala de clasificacién de enfermedades
como se divulga en este documento, y/o monitoreando y mejorando la presencia de marcadores moleculares como
se divulga en el presente documento (es decir, seleccion asistida por marcadores).

La localizacion de dichos marcadores en regiones gendmicas especificas o contigos permite ademas el uso de
secuencias asociadas en la reproduccion, para desarrollar marcadores genéticos vinculados adicionales, asi como
para identificar el mecanismo de resistencia a niveles genéticos y bioquimicos mas precisos. Los expertos en la
materia entenderan que otros marcadores o sondas que mapean mas de cerca las regiones cromosémicas como se
identifica en este documento podrian emplearse para identificar plantas que comprenden un QTL deseado para
resistencia al DM. Las regiones cromosomicas divulgadas en la presente memoria facilitan la introgresion de una
mayor resistencia al DM del germoplasma resistente al DM, tal como PI1197088 o la progenie del mismo, en otro
germoplasma, preferiblemente germoplasma de pepino agronémicamente util. Los bloques de enlace de varios
tamafios pueden transferirse siempre que la region cromosémica mejore la resistencia al DM de una planta, linea o
variedad de pepino deseable. Por consiguiente, se enfatiza que se pueden usar marcadores moleculares que
mapeen genéticamente en regiones similares, siempre que los marcadores sean polimorficos entre los progenitores.

En particular, estos marcadores pueden estar genéticamente unidos a los QTL descritos para la resistencia al DM
que se encuentran en los cromosomas 2, 4 o 5 del pepino, por ejemplo, como se define en el mapa genético de Ren
et al., (PLoS ONE 4: €5795, 2009; doi: 10.1371/journal.pone.0005795). En particular, los marcadores pueden estar
dentro de 50 cM, 45 cM, 40 cM, 30 cM, 20 cM, 10 cM, 5 cM, 3 cM, 1 cM o menos, del QTL 1 definido en el
cromosoma 5, en 22,6 - 81,0 cm; o QTL 2 definido en el cromosoma 4 en 37,7 - 87,6 cM; o QTL 4 definido en el
cromosoma 2 en 21,8 - 73,8 cM, basado en el andlisis de las poblaciones de mapeo APl y VJ como se divulga en el
presente documento. En particular, los marcadores utilizados para seguir la presencia de cualquiera de estos QTL
para resistencia al DM que se encuentran en los cromosomas 5, 4 o 2 del pepino, pueden seleccionarse del grupo
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que consiste en: NN0223782, NN0225385, NN0226670, NN0224124, NN0246472, NN0225358, NN0227700,
NNO0224617, NNO0247695, NN0227242, NNO0223824, NN0223181, NN0226638, NN0225012, NN0228579,
NNO0226451, NN0225088, NN0226219, NNO0247551, NNO0246357, NN0225551, NN0226732, NNO0247689,
NNO0247342, NN0224702, NN0225482, NNO0224538, NNO0247543, NN0224041, NNO0228853, NN0227762,
NNO0227587, NN0228457, NN0246356, NNO0246332, NNO0223399, NN0223689, NN0247731, NNO0226166,
NNO0225480, NNO0246411, NN0227759, NNO0247348, NNO0228465, NN0247786, NN0226645, NN0223809,
NNO0227071, NNO0226870, NN0228148, NNO0246378, NNO0224041, NN0227587, NN5096749, NN0224856,
NNO0223160, NNO0223809, NN0226631, NNO0227981, NNO0247786, NN0246425, NN0224495, NN0225088,
NNO0227071, NN0223782, NN0228579, NN0247342 y NN0247731, que comprende un polimorfismo de un solo
nucledtido de una de las SEQ ID NOs: 20-87 como se muestra en las Tablas 13 y 22, y UBC12-1200 y
CAPs_ENKS59, u otros marcadores genéticos vinculados a cualquiera de estos QTL. La presencia de alelos que
confieren resistencia al DM puede identificarse mediante el uso de técnicas bien conocidas, tales como
procedimientos de deteccion de acido nucleico que utilizan sondas o cebadores que comprenden una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 1-87. En ciertos aspectos de la divulgacion, el
procedimiento comprende detectar la presencia de uno o mas polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
presentados en una o mas de las SEQ ID NO: 20-87.

En particular, el QTL de resistencia al DM del cromosoma 2 se define como la que abarca la region definida por el
marcador de SNP NN0223782 (posicion en el mapa 22,5 de acuerdo con la Tabla 19), al marcador de SNP
NNO0226638 (posicion en el mapa 88,4). Ademas, el QTL de resistencia al DM del cromosoma 2 se define como la
que abarca la region definida por el marcador de SNP NN0246378 (posicion en el mapa ~14,6 de acuerdo con las
Tablas 19 o0 22), al marcador de SNP NN0246472 (posicion en el mapa 38,4 de acuerdo con la Tabla 19).

En particular, el QTL de resistencia al DM del cromosoma 4 se define como la que abarca la region definida por el
marcador de SNP NN0225012 (posicién en el mapa 20,6), al marcador de SNP NN0227587 (posicion en el mapa
87,4). Ademas, el QTL de resistencia al DM del cromosoma 4 se define como la que abarca la regiéon definida por el
marcador de SNP NN225088 (posicion en el mapa 30,4) al marcador de SNP NN0224041 (posicién en el mapa
75,8). Aun mas, el QTL de resistencia al DM del cromosoma 4 se define como la que abarca la region definida por el
marcador de SNP NN0228579 (posicién en el mapa 25,8), al marcador de SNP NN0224495 (posicion en el mapa
82,0).

En particular, el QTL de resistencia al DM del cromosoma 5 se define como la que abarca la region definida por el
marcador de SNP NN0228457 (posiciéon en el mapa 25,2), al marcador de SNP NN0228148 (posicion en el mapa
82,7), como se enumera en las Tablas 13 y 19. Ademas, el QTL de resistencia al DM del cromosoma 5 se define
como la que abarca la region definida por el marcador de SNP NN0224856 (posicion en el mapa 28,5) al marcador
de SNP NN0223160 (posicién en el mapa 75,0). Aun mas, el QTL de resistencia al DM del cromosoma 5 se define
como la que abarca la region definida por el marcador de SNP NN5096749 (posicion en el mapa 25,2), al marcador
de SNP NN0227071 (posicién en el mapa 78,3).

El QTL 1 también se ha definido en una poblacion de mapeo basada en un cruce de lineas de pepino Lucinde y
P1197088, como localizada entre los marcadores genéticos ENK59 y CAPs_17563/66, en aproximadamente 5 cM -
39 cM en el grupo de enlace, y como definido por el analisis de esa poblacion de mapeo (por ejemplo, véase la
Figura 1). Ademas, un experto en la materia comprendera que la asignacion de tales posiciones en el mapa genético
puede verse afectada por la poblacion de mapeo que se analiza, incluidas, por ejemplo, las lineas parentales
utilizadas, la densidad del marcador y el tamario de la poblacion, cada uno de los cuales puede afectar el nivel de
recombinacién que se observa y, por lo tanto, la posicion asignada del mapa genético. Se puede utilizar un mapa
genético y fisico integrado para definir la posicién de un QTL de pepino, tal como el proporcionado por Ren et al.,
2009, por ejemplo, en relacion con marcadores con posiciones conocidas del mapa genético y/o fisico.

Las plantas de pepino resistentes a DM divulgadas en el presente documento pueden tener uno o mas alelos que
confieren resistencia al DM que se han introducido en los pepinos desde una linea denominada PI197088 que
comprende la resistencia al DM, pero que, por lo demas, presenta caracteristicas agronémicas pobres. Las plantas
de pepino resultantes resistentes al DM muestran sorprendentemente rasgos agronémicos de élite en combinacion
con la resistencia al DM, a la vez que carecen de rasgos nocivos.

Las plantas de pepino resistentes al DM pueden tener hojas grandes que forman un dosel sobre la fruta. La vid es
tipicamente indeterminada y crece en enrejados o en el suelo. Las plantas de pepino resistentes al DM pueden tener
hojas de color verde oscuro, verde, verde claro a amarillo y ocasionalmente amarillo a marron. Las hojas de las
plantas de pepino resistentes al DM varian en tamafio, pero tipicamente son de aproximadamente 200-250 mm de
largo y 150-200 mm de ancho, y generalmente son simples, alternas, palmeadas y lobuladas.

La fruta madura de las plantas de pepino resistentes al DM de la presente divulgacion puede variar de verde claro a
verde medio, o incluso verde oscuro, y tipicamente el color de una fruta individual varia desde un extremo de flor de
color mas claro hasta un extremo de tallo de color mas oscuro. El color puede estar manchado con motas amarillas.
La fruta del pepino resistente al DM es tipicamente alargado y cilindrico con extremos redondeados o romos, pero
también puede ser recto o curvo, y generalmente tiene una longitud de 25-30 cm en la madurez de la cosecha,
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aunque la fruta puede ser comestible a los 11-14 cm. La piel de la fruta es tipicamente lisa, opaca y gruesa; la piel
puede ser dura o sensible con un nimero variado de tubérculos. La pulpa de la fruta suele ser de color crema, con o
sin rayas, y tiene un sabor amargo.

Como se usa en el presente documento, una "planta de pepino de control susceptible" se refiere a una planta de
pepino susceptible a Moho Velloso (susceptible a DM) que incluye parientes silvestres y comercialmente disponibles
de plantas de pepino modernas. En un aspecto, la planta de pepino de control es la variedad MARAM, SMR58,
CORONA o0 SPRINT 440. También se puede utilizar una "planta de pepino de control resistente" al evaluar
variedades de pepino resistentes al DM. Tal control puede ser una planta de pepino que no es susceptible al DM,
pero que de otra manera es indeseable en la agricultura, por ejemplo, la variedad P1197088. De manera similar,
algunos controles pueden tener resistencia intermedia, por ejemplo, los controles con resistencia intermedia al DM
pueden ser DMP21, GP14, LLP-1, ADEFEM, SWEETSLICE o POINSETT 76. Como se divulga en el presente
documento, una linea de pepino de control se cultiva bajo condiciones ambientales similares a las de la linea de
pepino comparativa, de acuerdo con la presente divulgacion.

Como se usa en el presente documento, una "planta de pepino hibrido" incluye una planta que resulta directa o
indirectamente de cruces entre poblaciones, razas o variedades de cultivo dentro de la especie Cucumis sativus.
"Planta de pepino hibrido", como se usa en el presente documento, también se refiere a plantas que resultan directa
o indirectamente de cruces entre diferentes variedades o genotipos.

Como se usa en el presente documento, un "progenitor femenino" se refiere a una planta de pepino que es receptora
de polen de una linea de donantes masculinos, cuyo polen poliniza con éxito un évulo. Un progenitor femenino
puede ser cualquier planta de pepino que reciba el polen. Tales progenitores femeninos pueden ser estériles
masculinos, por ejemplo, debido a la esterilidad masculina génica, la esterilidad masculina citoplasmatica, o porque
han sido sometidos a la emasculacion manual de los estambres. La esterilidad masculina génica o citoplasmatica se
puede manifestar de diferentes maneras, tales como el polen estéril, las flores malformadas o sin estambre, la
esterilidad posicional y la esterilidad funcional.

Como se usa en el presente documento, "esterilidad masculina citoplasmatica" se refiere a plantas que normalmente
no pueden reproducirse por autopolinizacion, pero que pueden reproducirse por polinizacion cruzada.

Como se usa en el presente documento, "enlace" es un fendmeno en el que los alelos en el mismo cromosoma
tienden a segregarse juntos mas a menudo de lo esperado por casualidad si su transmision fuera independiente.

Como se usa en este documento, un "marcador” es un indicador de la presencia de al menos un fenotipo, genotipo o
polimorfismo. Los marcadores incluyen polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), secuencias polimorficas
amplificadas escindibles (CAPS), polimorfismos de longitud de fragmento amplificado (AFLP), polimorfismos de
longitud de fragmento de restriccion (RFLP), repeticiones de secuencia simple (SSR), inserciéon o
inserciones/supresion o supresiones ("INDEL"), repeticiones entre secuencias simples (ISSR) y secuencias de ADN
polimérfico amplificado al azar (RAPD). Un marcador se hereda preferiblemente de forma codominante (ambos
alelos en un locus en un heterocigoto diploide son facilmente detectables), sin componente de variacion ambiental,
es decir, heredabilidad de 1. Un "marcador de acido nucleico" como se usa en el presente documento significa una
molécula de acido nucleico que es capaz de ser un marcador para detectar un polimorfismo, fenotipo o ambos
asociados con la resistencia al DM. Las condiciones rigurosas para la hibridacién de una sonda o cebador de acido
nucleico a una secuencia marcadora o una secuencia que flanquea una secuencia marcadora se refieren, por
ejemplo, a condiciones de hibridacion de acido nucleico de 5 X SSC, formamida al 50% y 42 °C. Como se usa en el
presente documento, "ensayo de marcador" significa un procedimiento para detectar un polimorfismo en un locus
particular usando un procedimiento particular, por ejemplo, medicion de al menos un fenotipo (tal como un rasgo
detectable visualmente, incluida la resistencia a la enfermedad), polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion
(RFLP), extension de base Unica, electroforesis, alineacion de secuencias, hibridacion oligonucleotidica especifica
alélica (ASO), ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD), tecnologias basadas en microarreglos, tecnologias
basadas en PCR y tecnologias de secuenciacion de acidos nucleicos.

Como se usa en el presente documento, un "rasgo deseable" o "rasgos deseables" que pueden introducirse en
plantas de pepino resistentes al DM mediante reproduccién pueden dirigirse a la fruta de pepino o la planta de
pepino. Los rasgos deseables para ser introducidos en plantas de pepino y fruta de pepino pueden seleccionarse
independientemente. Los rasgos deseables de fruta de pepino, por ejemplo, tal como lo muestran las lineas o
variedades de cultivo agronémicamente de élite, y que pueden seleccionarse independientemente incluyen: tamafio
de la fruta, forma, color, apariencia de la superficie; nimero de semilla, tamafio de semilla, nimero de léculo;
espesor y tenacidad del pericarpio; sabor, amargura, presencia de tubérculos y vida util. Los rasgos deseables de la
planta de pepino, por ejemplo, tal como lo muestran las lineas o variedades de cultivo agronédmicamente de élite, y
que pueden seleccionarse independientemente incluyen: vigor de la planta, forma de la hoja, longitud de la hoja,
color de la hoja, altura de la planta, si la planta esta determinada o no, tiempo de madurez, adaptacién al crecimiento
en el campo, adaptacion al crecimiento en invernadero y a la resistencia a una o mas enfermedades u organismos
que causan enfermedades tales como la Marchitamiento por Verticillium, nematodos del nudo de la raiz, Virus del
Mosaico del Tabaco, costra del pepino, antracnosis tipo 1, moho pulverulento (por ejemplo, causado por Erysiphe
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cichoracearum o Sphaerotheca fuliginea), Corinesporiosis, Virus del Mosaico del Pepino y Marchitamiento por
Fusarium. Cualquier combinacion de rasgos deseables de frutas de pepino, rasgos de plantas de pepino o rasgos de
plantas y frutas de pepino se puede combinar con un rasgo de resistencia al DM. Las plantas de pepino resultantes
resistentes al DM agronémicamente de élite sorprendentemente muestran tales rasgos agronémicos en combinacion
con la resistencia al DM, a la vez que carecen de rasgos perjudiciales.

Como se usa en este documento, "polimorfismo" significa la presencia de una o mas variaciones de una secuencia
de acido nucleico en uno o mas loci en una poblacién de uno o mas individuos. La variaciéon puede comprender uno
0 mas cambios de base, la insercion de uno o mas nucledtidos o la supresiéon de uno o mas nucleétidos. Un
polimorfismo puede surgir de procesos aleatorios en la replicacion de acidos nucleicos, a través de mutagénesis,
como resultado de elementos gendémicos moviles, de la variacion del nimero de copias y durante el proceso de
meiosis, tal como el cruce desigual, la duplicacion del genoma y las rupturas y fusiones de cromosomas. La
variaciéon se puede encontrar comunmente, o puede existir a baja frecuencia dentro de una poblacion, la primera
tiene una mayor utilidad en el fitomejoramiento general y la segunda puede estar asociada con una variacion
fenotipica rara pero importante. Los polimorfismos utiles pueden incluir polimorfismos de un solo nucleétido (SNP),
inserciones o supresiones en la secuencia de ADN (Indels), repeticiones de secuencia simple de una secuencia de
ADN (SSR), un polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion y una etiqueta SNP. Un marcador genético, un
gen, una secuencia derivada de ADN, un haplotipo, una secuencia derivada de ARN, un promotor, una regiéon no
traducida 5' de un gen, una region no traducida 3' de un gen, microARN, ARNip, un QTL, un marcador satélite, un
transgén, ARNm, ARNbc, un perfil transcripcional y un patréon de metilacién pueden comprender polimorfismos.
Ademas, la presencia, ausencia o variacién en el niumero de copias de lo anterior puede comprender un
polimorfismo.

Como se usa en el presente documento, "genotipo" es la secuencia de acido nucleico real en un locus en una planta
individual. Como se usa en el presente documento, "fenotipo” significa las caracteristicas detectables (por ejemplo,
nivel de resistencia al DM) de una célula u organismo que pueden ser influenciadas por el genotipo.

La resistencia al DM de una planta de pepino proporcionada en este documento puede definirse potencialmente
como resistencia completa o resistencia parcial. La resistencia al DM de una planta de pepino proporcionada en este
documento puede medirse por cualquier medio disponible en la técnica.

La resistencia al DM de una planta de pepino se puede determinar usando una clasificacion de enfermedad del
desarrollo de lesiones foliares cloréticas y/o necréticas después de la inoculacion o infeccion con DM en las hojas de
pepino usando una escala de sintomas del 0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60% y mas de aproximadamente 60%
de lesién que cubre el area de la hoja. Una calificacion de enfermedad del 0% indica una planta completamente
resistente.

La resistencia al DM puede determinarse adicionalmente obteniendo clasificaciones de enfermedad del desarrollo de
sintomas después de una o mas rondas de inoculacion o infeccion con DM en hojas de pepino y/o cotiledones.

La resistencia en una prueba de hoja se puede calificar en un ejemplo de escala de la siguiente manera:

Valor de indice Sintomas

Ausencia de sintomas

Pocas lesiones necréticas pequefias sin expansion

Pocas lesiones cloréticas y algunas necroéticas con expansion limitada
Gran clorosis angular en expansion con lesiones necréticas limitadas
Gran clorosis angular en expansion con lesiones necréticas en expansion

A wWwN -

Las pruebas se evalian una vez que se han desarrollado los sintomas en los controles susceptibles (por ejemplo,
variedades de cultivo Maram o SMR58). PI 197088 puede usarse como control de "resistencia"; y la variedad de
cultivo Poinsett 76 u otra variedad de cultivo que exhibe un nivel comparable de resistencia al Moho Velloso puede
usarse como control para evaluar niveles "intermedios" de resistencia/susceptibilidad a P. cubensis. Se hacen tres
observaciones en cada parcela, una en cada extremo y otra en el medio. Se calcula el indice medio de enfermedad
para cada parcela. Se promedian para las tres réplicas y se determina la desviacion estandar. Luego se determinan
los intervalos del indice de enfermedad para las categorias "Resistente", "Resistente intermedio” y "Susceptible". Las
variedades generalmente se prueban varias veces antes de que se haga una determinacion final del nivel de
resistencia a la enfermedad. Las puntuaciones de 1-5 indican niveles variables de resistencia o susceptibilidad. Una
puntuacion de 1-2 después de una o mas rondas de inoculacién o infeccion, y preferiblemente dos o mas rondas de
infeccion, indica una planta resistente. Una puntuacion de 3 después de una o mas rondas de inoculaciéon o
infeccion, preferiblemente dos o mas rondas de infeccidn, indica que una planta presenta resistencia intermedia. Una
puntuacién de 4-5 indica una planta susceptible. Las puntuaciones en esta escala 1-5 se correlacionarian con una
escala1-9enlaque1=1,2=3,3=5,4=7y5=9. El grado de resistencia también puede evaluarse mediante una
escala de calificacion alternativa, por ejemplo, como se divulga en el Ejemplo 6.
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Una planta puede analizarse para determinar la resistencia al DM, resistencia parcial o susceptibilidad mediante
analisis de imagen de tejido foliar usando aproximadamente 3 hojas por planta capturadas en una imagen digital. El
analisis de imagen se realiza para determinar el porcentaje de dafo tisular y derivar una calificacion de enfermedad.
El software de analisis de imagenes y los procedimientos utilizados para cuantificar las diferencias visuales en dos o
tres dimensiones son los establecidos en Bright, 1987 (J. Microscopy 148: 51-87) y Bickmore et al., 1999 (Geol. Mat.
Res. 1 (5): 1-19). Con respecto al andlisis de imagenes: "muy resistente" presenta entre aproximadamente 0% y 5%
de sintomas de area foliar de lesiones cloréticas y/o necroéticas; "resistente” esta entre aproximadamente 1% y 20%
del area de la hoja que tiene sintomas de lesiones cloréticas y/o necréticas; "sustancialmente resistente" esta entre
aproximadamente 20% y 30% del area de la hoja que tiene sintomas de lesiones cloréticas y/o necroéticas;
"resistencia media" estd entre 40% y 50% del area de la hoja que tiene sintomas de lesiones cloréticas y/o
necroticas; "parcialmente resistente" es menor o igual a aproximadamente el 50% del area de la hoja que tiene
sintomas de lesiones cloréticas y/o necrdticas; "susceptibilidad media" esta entre aproximadamente 50% y 60% del
area de la hoja que tiene sintomas de lesiones cloréticas y/o necroéticas; y "susceptible” esta entre aproximadamente
60% y 100% del area de la hoja que tiene sintomas de lesiones cloréticas y/o necréticas. Una planta resistente
puede caracterizarse como se establece en este documento, o mediante el uso de otros medios, tales como PCR
cuantitativa para determinar el nivel de infeccion.

Las lineas de pepino que tienen resistencia al DM, o resistencia parcial, demuestran un nivel reducido de sintomas
en relacién con una linea de pepino de control no resistente después de la inoculacion o infeccion con DM. El nivel
de sintomas puede usarse como un indicador de resistencia al DM. Los sintomas de enfermedad medidos pueden
ser sintomas de enfermedad asociados con la infeccion por DM. Los sintomas pueden seleccionarse del grupo que
consiste en ampollas en las hojas, necrosis, frutas blandos, mosaico, venas cloréticas, manchas foliares cloréticas,
mosaico clorético y/o verde claro en las hojas, lesiones de frutas o combinaciones de las mismas. Una linea de
pepino resistente al DM puede demostrar una reduccion de los sintomas foliares de lesiones cloréticas y/o necréticas
de al menos, o mas de, 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70% , 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 98% en relacion
con una linea de pepino de control no resistente. Ademas, las hojas de una planta de pepino resistente al DM
pueden mostrar menos del 15%, o menos del 10%, o menos del 5%, o menos del 2% de area sintomatica cuando se
exponen al DM. Finalmente, la planta de pepino pertenece a una variedad o variedad cultivada de pepino, y en otro
aspecto, la planta de pepino es una planta de pepino endogamica.

Las plantas y variedades de pepino divulgadas en este documento demuestran pocos o ningun sintoma de lesiones
cloréticas y/o necroéticas después de la inoculacién o infeccion con DM. En algunos aspectos, una planta de pepino
resistente al DM muestra sintomas de lesiones cloréticas y/o necréticas en menos del 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%,
4%, 3% 2% o 1% de la superficie de la hoja de pepino.

Las plantas de pepino resistentes al DM pueden exhibir un retraso en la apariciéon de sintomas de lesiones cloréticas
y/o necréticas en relacion con una planta de pepino de control no resistente. En particular, las plantas de pepino
resistentes al DM pueden exhibir un retrasode 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o mas dias en el inicio de los
sintomas de lesiones cloréticas y/o necréticas en relacion con una planta de pepino de control. Ademas, las plantas
de pepino resistentes al DM pueden exhibir un retraso de al menos 7 o mas dias, 10 o mas dias, o 14 o mas dias en
el inicio de los sintomas de lesiones cloréticas y/o necréticas en relacion con una planta de pepino de control.

La planta de pepino puede ser una plantula en el momento de la inoculacién o infeccion. Ademas, la planta de
pepino puede ser una plantula en la etapa de desarrollo de 4, 5, 6, 7 u 8 hojas cuando se inocula. Ademas, los
sintomas de la enfermedad se pueden medir en cualquier momento después de la exposicion patogénica de una
planta de pepino. Ademas, los sintomas se pueden medir 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21 o mas dias después de la inoculacion. Finalmente, la planta de pepino puede ser de cualquier edad en el
momento de la inoculacién o infeccion.

Ademas, los sintomas de la enfermedad pueden observarse después de la exposicién al DM de una planta completa
0 una parte de la misma, por ejemplo, un corte de la planta.

Las plantas de pepino resistentes al DM pueden exhibir un aumento en el rendimiento de la fruta después de la
inoculacion o infeccién con DM en relacion con una planta de pepino de control inoculada con DM. Las plantas de
pepino resistentes pueden exhibir un aumento del 2%, 5%, 10%, 15%, 20% o mas en el rendimiento de fruta, con
base en la masa total, nimero o volumen total de fruta, en relacién con una planta de pepino de control después de
una o mas rondas de inoculacion o infeccion con DM.

Se divulgan adicionalmente plantas de pepino que exhiben resistencia a una o mas clases de DM. En particular, las
plantas de pepino pueden exhibir resistenciaa 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas clases de DM.

También se divulga una semilla de una planta de pepino capaz de producir una planta que tiene resistencia al DM.
La planta de pepino puede ser una variedad de polinizacion abierta, una linea endogamica progenitora hibrida o una
linea estéril masculina. Ademas se divulga una semilla de una planta de pepino capaz de producir una planta de
pepino hibrida que tiene resistencia al DM.
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Las plantas de pepino divulgadas en el presente documento pueden ser lineas de pepino adaptadas para la
produccién de pepino de invernadero o para la produccion de pepino de campo. Dichas plantas de pepino pueden
adaptarse para la producciéon de pepino de invernadero.

También se divulga un pepino hibrido que tiene resistencia al DM. En particular, se divulga un pepino hibrido que
muestra resistencia al DM después de la inoculacion o infecciéon con DM.

En el presente documento se divulgan plantas de pepino comercialmente valiosas. Ciertos rasgos del pepino, que
incluyen, por ejemplo, el tamafio, la forma, el color, el peso, el sabor y el rendimiento de la fruta, pueden ser
importantes para el valor comercial del cultivo. El tamafio y la forma de la fruta pueden ser de particular interés si los
pepinos se cultivan para su procesamiento, tal como el conservado en vinagre. En el presente documento se divulga
una planta de pepino que produce una fruta de pepino que tiene una longitud de aproximadamente 11, 12, 13 0 14
cm. Tal planta de pepino puede producir una fruta de pepino que tiene una longitud entre 11y 13 cm, 12y 14 cm, y
11y 14 cm.

Una planta de pepino de este tipo puede producir una fruta de pepino que tiene un peso en la cosecha de
aproximadamente o superior a 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120 y 125 gramos. Ademas, dicha planta de
pepino puede producir una fruta de pepino que tiene un peso en la cosecha entre 80 y 125 g, 90y 115 g, 100 y 120
g,90y125g,95y 125 g, 100 y 125 g, o entre 115 y 125 g. El peso de la fruta se mide pesando la fruta de pepino
individual en una balanza.

La fruta madura de pepino producida por plantas resistentes al DM puede tener un diametro de 10, 11, 12, 13 0 14
mm o mas. En algunas realizaciones, el diametro de la fruta de pepino puede ser de 10 a 11 mm, o de 10 a 12 mm,
ode11a13mm,ode 12a 14 mm, ode 13 a 14 mm.

Un atributo de la fruta de pepino tal como la forma, peso o tamafio puede medirse o evaluarse en una variedad de
momentos. En particular, un atributo puede medirse después del crecimiento en una camara de crecimiento.
Alternativamente, se puede medir un atributo en el momento de la cosecha. Ademas, se puede medir un atributo
después del almacenamiento de la fruta de pepino en condiciones ambientales durante un dia, dos dias, tres dias,
cuatro dias, cinco dias, seis dias, siete dias, ocho dias, nueve dias, diez dias, once dias, doce dias, trece dias, dos
semanas, tres semanas, cuatro semanas o cinco semanas después de la cosecha.

En particular, una fruta de pepino de una planta de pepino que tiene resistencia al DM puede tener una calificacion
general de calidad de fruta de 1, 3, 5, 7 0 9, en la que la calidad de la fruta se mide mediante inspeccion visual, con
una escala que varia de 1 = excelente hasta 9 = pobre: Calificaciéon 1 = Excelente; 3 = por encima del promedio; 5 =
promedio; 7 = por debajo del promedio; 9 = pobre; en comparacion con los hibridos comerciales estandar cultivados
en la zona. La calidad de la fruta se relaciona con el color, la forma, la longitud y el diametro de la fruta.

Se divulgan adicionalmente cultivos de tejidos de las plantas de pepino descritas en el presente documento. Como
se usa en el presente documento, el término "cultivo de tejidos" indica una composicion que comprende células
aisladas de uno o mas tipos, o una coleccion de tales células organizadas en las partes de una planta. El cultivo de
tejidos incluye composiciones que comprenden protoplastos y callos. El cultivo de tejidos también incluye
composiciones que comprenden células vegetales que estan presentes en tejidos vegetales intactos, o partes de
plantas, tales como embrién, hoja, pedunculo, pedicelo, antera, meristemo, punta y segmentos de la raiz, mufion y
tallo y explantes. Un cultivo de tejidos puede comprender embriones, protoplastos, células meristematicas, polen,
hojas, anteras o células derivadas de tejidos inmaduros de estas partes de la planta. Los medios para preparar y
mantener cultivos de tejidos vegetales son bien conocidos en la técnica. Ejemplos de procesos de cultivo de tejidos y
regeneracion de pepino se describen en, por ejemplo, Fillatti et al., 1987 (BiolTechnology, 5: 726-730). Ademas, el
cultivo de tejidos de las plantas de pepino descrito en el presente documento se refiere al cultivo de protoplastos,
callos o células vegetales, que estan aisladas o presentes en partes intactas de las plantas resistentes al DM
descritas en el presente documento. El cultivo de tejidos se refiere al cultivo de protoplastos, callos o células
vegetales, que estan aisladas o presentes en partes intactas de plantas de una o mas lineas de plantas de pepino
resistentes al DM seleccionadas del grupo que consiste en ASL147-2027, EUR154-1012GY , EUR154-1021GY,
GSP33-1094GY, GPN33-1093GY, 03/8020-20_TUPO3_DMFL_1, 03/8024-19_TUP03 DMFL_1 vy 03/8039-
5_TUPQO3_DMFL_1, y su progenie resistente al DM, incluidas aquellas producidas por cruces o retrocruces, como se
enumeran en la solicitud de patente de los Estados Unidos No. 12/424.452, publicada como US 2009-0265803. Se
han depositado muestras representativas de semillas de dichas lineas bajo la ATCC nimero de acceso PTA-9375,
ATCC numero de acceso PTA-8930, ATCC numero de acceso PTA-8931, ATCC numero de acceso PTA-8953,
ATCC numero de acceso PTA-8954 y su progenie resistente al DM , como se enumera en la publicacion de patente
de los Estados Unidos No. 2009-0265803.

Un cultivo de tejidos de las plantas de pepino descritas en el presente documento se refiere al cultivo de

protoplastos, callos o células vegetales, que estan aisladas o presentes en partes intactas de las plantas resistentes
al DM descritas en el presente documento.
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Una vez que se producen plantas resistentes al DM, las propias plantas se pueden variedad de cultivo de acuerdo
con procedimientos convencionales. La progenie resistente al DM se puede obtener mediante reproduccion sexual.
Las semillas resultantes de la reproduccion sexual se pueden recuperar de la fruta de plantas resistentes al DM y
sembrarlas o variedad de cultivo como medio de propagacion. La progenie resistente al DM también se puede
obtener de plantas resistentes al DM a través de la reproduccion asexual. Los protoplastos o propagulos (por
ejemplo, esquejes, vastagos o rizoma) pueden recuperarse de plantas resistentes al DM o partes de las mismas y
pueden emplearse para propagar plantas resistentes al DM.

También se divulga un contenedor de semillas de pepino en el que las plantas de pepino cultivadas a partir de mas
del 50% de las semillas tienen resistencia o resistencia parcial al DM. Las plantas de pepino cultivadas a partir de
mas del 55%, 65%, 75%, 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% de las semillas de pepino en el contenedor tienen resistencia
al DM. También se divulgan semillas de una planta de pepino seleccionada del grupo que consiste en: ASL147-
2027, EUR154-1012GY, EUR154-1021GY, GSP33-1094GY, GPN33-1093GY, 03/8020-20_TUP03 DMFL_1,
03/8024-19_TUP03_DMFL_1, y 03/8039-5_TUP03_DMFL_1, y su progenie resistente al DM, en el que las plantas
de pepino cultivadas de aproximadamente el 50%, o mas del 50% de las semillas tienen resistencia o resistencia
parcial al DM.

El contenedor de semillas de pepino puede contener cualquier nimero, peso o volumen de semillas. Por ejemplo, un
contenedor puede contener aproximadamente, o mas de aproximadamente, 10, 25, 50, 200, 400, 700, 1000, 2000,
3000 o mas semillas. Ademas, un recipiente puede contener aproximadamente, o mas de aproximadamente, 1 g, 5,
10, 15, 25, 100, 250, 500 o 1.000 g de semillas. Alternativamente, el contenedor puede contener aproximadamente o
al menos, o mas de, aproximadamente 28 g (1 onza), 57, 113, 227, 283 g (2, 4, 8, 10 onzas), 0,45 kg (1 libra), 0,91,
1,81, 3,63, 4,54 kg (2, 4, 8, 12 libras) o mas de semillas.

Los contenedores de semillas de pepino pueden ser cualquier contenedor disponible en la técnica. Por ejemplo, un
contenedor puede ser una caja, una bolsa, un empaque, un costal, un rollo de cinta, un papel de aluminio, un cubo o
un tubo.

Se divulga un recipiente de fruta de pepino de plantas de pepino que tiene resistencia al DM. El contenedor puede
contener aproximadamente 2, 5, 10, 20, 40, 80, 100 o mas frutas de pepino. Ademas se divulga una vid de pepino
que tiene fruta de pepino de una planta que tiene resistencia al DM.

También se divulgan frutas de pepino secas o bien procesadas, producidas por una planta de pepino que tiene un
genoma que comprende al menos un locus genético que da lugar a la resistencia al DM cuando se expresa en una
planta de pepino. La fruta de pepino procesada incluye pulpa de fruta, pepinos guisados, fruta de pepino en lata, en
vinagre, picada, en rodajas o triturada. En particular, la fruta de pepino seca, encurtida o procesada de otro modo,
puede ser la fruta de una planta de pepino de una linea seleccionada del grupo que consiste en: ASL147-2027,
EUR154-1012GY, EUR154-1021GY, GSP33-1094GY, GPN33- 1093GY, 03/8020-20_TUP03_DMFL_1, 03/8024-
19_TUP03_DMFL_1y 03/8039-5_TUPO3_DMFL_1.

También se divulga una planta de pepino endogamica que tiene resistencia al DM, en la que la resistencia se exhibe
cuando la planta estd en contacto con el DM. La planta de pepino endogamica puede derivarse del acceso
P1197088.

Ademas, se incluyen plantas de C. sativus que tienen al menos un alelo para un rasgo de resistencia al DM. Las
plantas de pepino resistentes al DM pueden ser heterocigotas u homocigotas para el rasgo de resistencia al DM. El
rasgo resistente al DM puede estar vinculado a variaciones en un solo gen (por ejemplo, vinculado a uno o mas
alelos de un solo gen). Alternativamente, el rasgo de resistencia al DM puede estar vinculado a variaciones en uno o
uno o mas loci de rasgos cuantitativos (QTL). Ademas, las plantas de pepino resistentes al DM pueden ser
homocigotas para el rasgo de resistencia al DM.

También se divulga una planta de pepino C. sativus que tiene un genoma que comprende al menos un locus
genético que proporciona resistencia al DM de una planta diferente a C. sativus. En particular, la planta de pepino
resistente al DM puede seleccionarse del grupo que consiste en: ASL147-2027, EUR154-1012GY, EUR154-
1021GY, GSP33-1094GY, GPN33-1093GY, 03/8020-20_TUP03_DMFL_1, 03/8024-19_TUPQO3_DMFL_1, y 03/8039-
5_TUPQO3_DMFL_1, y su progenie resistente al DM. El locus genético derivado de una planta de pepino resistente al
DM se puede identificar utilizando marcadores genéticos.

También se divulga una planta de pepino C. sativus resistente al DM que tiene menos o igual al 50% de su genoma
derivado de una planta resistente al DM resistente al C. sativus. En particular, una planta de pepino C. sativus
resistente al DM puede tener un 50%, 25%, 12,5%, 6%, 3% o menos de ADN nuclear derivado de una planta
diferente de C. sativus resistente al DM. Tal planta de pepino C. sativus resistente al DM puede tener un 50%, 25%,
12,5%, 6% 0 3% o menos de ADN nuclear derivado de otro miembro del género Cucumis que sea resistente al DM.

También se divulga la progenie de plantas de pepino que tienen resistencia al DM. Como se usa en este documento,
la progenie incluye no solo los productos de cualquier cruce (ya sea un retrocruzamiento o no) entre dos plantas,
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sino toda la progenie cuyo pedigri se remonta al cruce original. La progenie puede contener aproximadamente 50%,
25%, 12,5% o menos de ADN nuclear de una planta de pepino resistente al DM y expresa el material genético que
proporciona resistencia al DM. Las poblaciones representativas de plantas de pepino que comprenden la progenie
que tiene resistencia al DM incluyen la progenie del cruce de los progenitores susceptibles de la variedad de cultivo
Lucinde x PI197088, asi como las poblaciones API y VJ, generadas al cruzar cada uno de los dos progenitores
susceptibles (API-45-5312-MO y VJ03-68-06) por la misma linea resistente (P1197088).

También se divulga una planta de pepino resistente al DM que contiene un marcador genético unido a uno o mas
lugares de resistencia al DM. Por "locus de resistencia al DM" se entiende un locus que contribuye a la resistencia al
DM ya sea sola o en combinacion con uno o mas locus de resistencia al DM. Por "contribuye a la resistencia al Moho
Velloso" se entiende que el grado de resistencia al Moho Velloso aumenta en la planta correspondiente, ya sea
cuando el locus esta solo o en combinacion con uno o mas locus.

En particular, un marcador vinculado a uno o mas loci de resistencia al DM puede incluir uno o mas de los
siguientes: CAPs_21826, CAPs_ENK60, CAPs_ENK59, CAPs_17170, CAPs_17179, CAPs_18229 CAPs_17563/66
y CAPs_ENK70. Ademas, los marcadores analizados vinculados a uno o mas loci de resistencia al DM pueden
incluir cada uno de los siguientes: CAPs_ENK60, CAPs_17170 y CAPs_17563/66. Ademas, el marcador o
marcadores vinculados a uno o mas loci de resistencia al DM pueden incluir uno o mas marcadores de SNP
seleccionados del grupo que consiste en: NN0223782, NN0225385, NN0226670, NN0224124, NN0246472,
NNO0225358, NNO0227700, NN0224617, NNO0247695, NNO0227242, NN0223824, NNO0223181, NNO0226638,
NNO0225012, NN0228579, NN0226451, NNO0225088, NN0226219, NN0247551, NN0246357, NNO0225551,
NNO0226732, NNO0247689, NN0247342, NNO0224702, NNO0225482, NN0224538, NN0247543, NN0224041,
NNO0228853, NN0227762, NN0227587, NNO0228457, NNO0246356, NN0246332, NN0223399, NN0223689,
NNO0247731, NNO0226166, NN0225480, NNO0246411, NNO0227759, NN0247348, NN0228465, NNO0247786,
NNO0226645, NN0223809, NN0227071, NNO0226870, NNO0228148, NN0246378, NN0224041, NNO0227587,
NN5096749, NN0224856, NN0223160, NNO0223809, NNO0226631, NN0227981, NN0247786, NNO0246425,
NN0224495, NN0225088, NN0227071, NN0223782, NN0228579, NN0247342, y NN0247731, que comprenden un
polimorfismo de un solo nucleétido de una de las SEQ ID NOs: 20-87.

Como se usa en el presente documento, el enlace de dos secuencias de acido nucleico, que incluyen una secuencia
marcadora de acido nucleico y una secuencia de acido nucleico de un locus genético que imparte un rasgo deseado
tal como resistencia al DM, puede ser genético o fisico o ambos. El marcador de acido nucleico y el locus genético
que confieren resistencia al DM pueden estar genéticamente unidos, y pueden exhibir una puntuacién LOD de mas
de 2,0, como se juzga por el mapeo de intervalos para el rasgo de resistencia al DM basado en los procedimientos
de maxima probabilidad descritos por Lander y Botstein, 1989 (Genetics, 121: 185-199), e implementado en el
paquete de software MAPMAKER (por ejemplo, Lander et al., Genomics 1: 174-181, (1987); parametros
predeterminados). Alternativamente, se puede utilizar otro software como QTL Cartographer v1.17 (Basten et al.,
Zmap-a QTL cartographer. En: Actas del 5° Congreso Mundial de Genética Aplicada a la Produccion de Ganado:
Estrategias de Computacion y Software, editado por C. Smith, JS Gavora, B. Benkel, J. Chesnais, W. Fairfull, JP
Gibson, BW Kennedy y EB Burnside. Volumen 22, paginas 65-66. Comité Organizador, 5° Congreso Mundial de
Genética Aplicada a la Produccion de Ganado, Guelph, Ontario, Canada, 1994; y Basten et al., QTL Cartographer,
Version 1.17. Departamento de Estadistica, North Carolina State University, Raleigh, NC, 2004). El mapeo de los
QTL esta bien descrito (por ejemplo, el documento WO 90/04651; patentes de los Estados Unidos Nos. 5.492.547,
5.981.832, 6.455.758; revisado en Flint-Garcia et al., 2003 (Ann. Rev. Planta Biol. 54: 357-374). Ademas, el
marcador y la regién que confieren resistencia al DM pueden estar genéticamente unidos y pueden exhibir una
puntuacion LOD mayor a 3,0, o una puntuacion LOD mayor a 6,0; 9,0; 12,0; 15,0 o 18,0. El marcador y la regién que
contribuyen a la resistencia al DM pueden estar genéticamente vinculados y pueden exhibir una puntuacion LOD de
entre aproximadamente 14 y aproximadamente 20. Al asignar la presencia de un QTL, la puntuacién de umbral de
LOD asociado con un analisis de QTL como se describe en el presente documento puede determinarse como
significativo al nivel de confianza del 95%, o superior, tal como al nivel de confianza del 98% o 99%.

El marcador de acido nucleico puede estar genéticamente unido a una distancia de entre 0 y 50 centimorgans (cM)
al locus de resistencia al DM. En particular, la distancia entre el marcador de acido nucleico y el locus de resistencia
al DM esta entre 0 y 35 cM, o entre 0 y 25 cM, o entre 0 y 15 cM, o entre 0 y 10 cM, o entre 0 y 5 cM, incluyendo
menos de 4, 3,20 1 cM.

También se divulga una planta de pepino que comprende una regién cromosémica introgresada del cromosoma 2 de
P1197088 o una planta de la progenie de la misma de 20 cM, 10 cM, 5 cM o 1 cM dentro de la regién definida como
la que abarca las posiciones del marcador de SNP NN0246378 y del marcador de SNP NN0246472; o el marcador
de SNP NN0246378 y el marcador de SNP NN0247695. Ademas, se divulga una planta de pepino que comprende
una regidon cromosomica introgresada del cromosoma 4 de P1197088 o una planta de la progenie de la misma, de 20
cM, 10 cM, 5 cM o 1 cM dentro de la region definida como la que abarca las posiciones del marcador de SNP
NN0225012 y el marcador de SNP NN0227587; o el marcador de SNP NN0228579 y marcador de SNP NN0224495;
o marcador de SNP NN0225088 y marcador de SNP NN224041. Ademas, se divulga una planta de pepino que
comprende una region cromosomica introgresada del cromosoma 5 de PI1197088 o una planta de la progenie de la
misma, de 20 cM, 10 cM, 5 cM o 1 cM dentro de la region definida que abarca las posiciones del marcador de SNP
NN5096749 y NN0227071; o el marcador de SNP NN5096749 y el marcador de SNP NN0223160; o el marcador de
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SNP NN0224856 y el marcador de SNP NN0223160. Dicha planta de pepino puede comprender una region
cromosomica introgresada del cromosoma 2 de PI197088 y una regiéon cromosémica introgresada del cromosoma 4
o 5 de PI197088, en la que las regiones cromosomicas introgresadas permiten una mayor resistencia al DM, en
relacion con una linea de pepino isogénica que no comprende uno o mas de las regiones introgresadas.

Ademas, la planta de pepino puede comprender una regién cromosémica introgresada del cromosoma 4 de
P1197088 y una regién cromosdmica introgresada del cromosoma 2 y/o 5 de PI197088, o una regioén introgresada
del cromosoma 5 de PI197088 o una progenie del mismo, y una regién cromosémica introgresada de los
cromosomas 2 y/o 4 de PI197088 o una planta de la progenie de la misma, en la que la region o regiones
cromosomicas introgresadas permiten una mayor resistencia al DM, en relacion con una linea de pepino isogénica
que no comprende una o mas de las regiones introgresadas.

En particular, el fragmento cromosémico introgresado de PI197088 o una planta de la progenie de la misma, puede
comprender una region cromosémica de aproximadamente 20 cM, 10 cM, 5 cM o 1 cM, y puede comprender
ademas un alelo derivado de PI197088 en el marcador de SNP NN0226631 del cromosoma 5. Ademas, el
fragmento cromosémico introgresado de PI197088 o una planta de la progenie de la misma, puede comprender una
region cromosomica de aproximadamente 20 cM, 10 cM, 5 cM o 1 cM, y ademas puede comprender un alelo
derivado de PI1197088 en el marcador de SNP NN0246425 del cromosoma 4.

La secuencia marcadora de acido nucleico puede estar fisicamente unida a un locus de resistencia al DM. La
secuencia de acido nucleico del marcador genético hibrida especificamente con una molécula de acido nucleico que
tiene una secuencia que esta dentro de aproximadamente 30 Mpb, o aproximadamente 20 Mpb, o aproximadamente
15 Mpb, o aproximadamente 10 Mpb, o aproximadamente 5 Mpb de un locus de resistencia al DM. La secuencia de
acido nucleico del marcador genético se hibrida especificamente con una molécula de acido nucleico que tiene una
secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-87, o un complemento de la misma.

Como se usa en el presente documento, se dice que dos moléculas de acido nucleico son capaces de hibridarse
entre si, si las dos moléculas son capaces de formar una estructura de acido nucleico de doble cadena antiparalela.
Las condiciones de rigurosidad convencionales son descritas por Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 2a Ed., Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989) y por Haymes et al., Nucleic Acid
Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington, DC (1985). Por lo tanto, se permiten desviaciones de la
complementariedad completa, siempre que tales desviaciones no impidan completamente la capacidad de las
moléculas para formar una estructura bicatenaria. Por lo tanto, para que una molécula de acido nucleico sirva como
cebador o sonda, solo necesita tener una secuencia suficientemente complementaria para poder formar una
estructura bicatenaria estable bajo el disolvente particular y las concentraciones salinas empleadas.

Las condiciones de rigurosidad apropiadas que promueven la hibridacion de ADN, por ejemplo, 6,0 X cloruro de
sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45 °C, seguido de un lavado de 2,0 X SSC a 50 °C, son conocidas
por los expertos en la técnica o se pueden encontrar en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
NY (1989), 6.3.1-6.3.6. En particular, las condiciones de hibridacion pueden ser condiciones de rigurosidad alta,
moderada o baja. Las condiciones preferidas incluyen aquellas que usan formamida al 50%, 5.0 X SSC, SDS al 1%
e incubacion a 42 °C durante 14 h, seguido de un lavado usando 0,2 X SSC, SDS al 1% e incubacién a 65 °C.

La especificidad de la hibridacién puede verse afectada por los lavados posteriores a la hibridaciéon. Por ejemplo, la
concentracion de sal en la etapa de lavado se puede seleccionar de una rigurosidad baja de aproximadamente 2,0 X
SSC a 50 °C a una rigurosidad moderada de aproximadamente 1,0 X SSC a 50 °C a una rigurosidad alta de
aproximadamente 0,2 X SSC a 50 °C. Ademas, la temperatura en la etapa de lavado se puede aumentar de
condiciones de baja rigurosidad a temperatura ambiente, aproximadamente 22 °C, a condiciones de rigurosidad
moderada a aproximadamente 50 °C, a condiciones de alta rigurosidad a aproximadamente 65 °C. Tanto la
temperatura como la concentracién de sal pueden variar, o bien la temperatura o la concentracién de sal pueden
mantenerse constantes mientras se cambia la otra variable. En particular, la etapa de lavado se puede realizar
durante 5, 10, 15, 20, 25, 30 o mas minutos. En otro aspecto, la etapa de lavado se realiza durante
aproximadamente 20 minutos. Ademas, la etapa de lavado se puede repetir 1, 2, 3, 4 o mas veces usando la
concentracion de sal, temperatura y tiempo seleccionados. La etapa de lavado puede repetirse dos veces.

Un perfil de marcador genético de una planta puede ser predictivo de los rasgos agrondmicos de un hibrido
producido usando esa endogamia. Por ejemplo, si una planta endogamica de perfil y fenotipo de marcador genético
conocido se cruza con una segunda endogamia de perfil y fenotipo de marcador genético conocido, es posible
predecir el fenotipo del hibrido Fy basandose en los perfiles combinados del marcador genético de los endogamicos
parentales. Los procedimientos para predecir el rendimiento hibrido a partir de datos de marcadores genéticos se
divulgan en la patente de los Estados Unidos No. 5.492.547. Dichas predicciones pueden hacerse usando cualquier
marcador genético adecuado, por ejemplo, SSR, INDEL, RFLP, AFLP, SNP, ISSR o isoenzimas.

Se pueden utilizar marcadores adicionales, tales como SSR, marcadores AFLP, marcadores RFLP, marcadores

RAPD, marcadores fenotipicos, SNP, marcadores isoenzimaticos o perfiles de transcripcion de microarreglos que
estan genéticamente unidos o correlacionados con la resistencia al DM (Walton, Seed World 22 - 29 (julio de 1993);
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Burow y Blake, Molecula Dissection of Complex Traits, 13-29, Eds. Paterson, CRC Press, Nueva York (1988)). Los
procedimientos para aislar tales marcadores y disefiar sondas o cebadores Utiles para seguir la presencia de tales
marcadores son conocidos en la técnica. Por ejemplo, los SSR especificos de locus pueden obtenerse
seleccionando una biblioteca gendmica de pepino para SSR, secuenciando clones "positivos", disefiando cebadores
que flanquean las repeticiones y amplificando el ADN genémico con estos cebadores. Del mismo modo, los
marcadores de SNP también se pueden identificar.

El enlace genético de las moléculas marcadoras con la resistencia al DM puede establecerse mediante un modelo
de mapeo genético tal como, sin limitacién, el modelo de marcador de flanqueo y el mapeo de intervalos, basado en
los procedimientos de maxima probabilidad descritos por Lander y Botstein, 1989 (Genetics, 121: 185-199), e
implementados en los paquetes de software MAPMAKER (Blancohead Institute for Biomedical Research, Cambridge
MA, EE. UU.) o QTL Cartigrapher (North Caroline State University, Centro de Investigacién Bioinformatica).

Se calcula una estimacion de maxima probabilidad (MLE) para la presencia de un marcador, junto con un MLE que
no asume ningun efecto de rasgo, para evitar falsos positivos. Luego se calcula un log1o de una relaciéon de impares
(LOD) como: LOD = log+o (MLE para la presencia de un rasgo (MLE dado que no hay rasgo vinculado)).

La puntuacion LOD esencialmente indica cuanto mas probable es que los datos hayan surgido suponiendo la
presencia de un alelo de resistencia en lugar de su ausencia. El valor umbral de LOD para evitar un falso positivo
con una confianza dada, digamos 95%, depende del nimero de marcadores y la longitud del genoma. Los graficos
que indican los umbrales de LD se exponen en Lander y Botstein (1989), y son descritos adicionalmente por Ars y
Moreno-Gonzalez, Planta Breeding, Hayward, Bosemark, Romagosa (eds.) Chapman & Hall, Londres, paginas 314-
331 (1993) ) y van Ooijen (Heredity 83: 613-624, 1999).

La seleccion de mapeo apropiado o poblaciones de segregacion es importante en el mapeo de rasgos. La eleccion
de la poblacion de mapeo apropiada depende del tipo de sistema marcador utilizado (Tanksley et al., Molecular
Mapping Planta Chromosomes. Chromosome Structure and Function: Impact on New Concepts. JP Gustafson y R.
Appels (eds.), Plenum Press, Nueva York, paginas 157-173 (1988)). Se debe considerar la fuente de los
progenitores (adaptados frente a exdticos) utilizados en la poblacién de mapeo. El emparejamiento de cromosomas
y las tasas de recombinacion se pueden alterar severamente (suprimir) en cruces anchos (adaptados x exoéticos) y
generalmente producen distancias de enlace muy reducidas. Los cruces anchos generalmente proporcionaran
poblaciones segregantes con una variedad relativamente grande de polimorfismos en comparacion con la progenie
en un cruce estrecho (adaptado x adaptado).

Se recogen lineas de mejoramiento avanzadas de los programas de reproduccion. Estas son probadas por su
fenotipo (por ejemplo, sus reacciones de puntuacion de enfermedad al DM), y genotipados para marcadores en los
intervalos de QTL de DM. A partir de estos datos, el intervalo genético mas pequefio se identifica dentro de cada
QTL que contiene el alelo favorable del progenitor donante (DP) entre las lineas resistentes al DM. Se deduce que
este intervalo es critico para conferir resistencia al DM. Los intervalos genéticos candidatos asociados con la
resistencia al DM se detectaron como regiones que mostraban una frecuencia mejorada del alelo favorable del
donante de resistencia al DM PI1197088 en relacion con un conjunto inicial de muestras susceptibles al DM del
mismo tipo de clasificacion del germoplasma (GCT). Por ejemplo, se pueden hacer comparaciones entre
endogamicos resistentes y susceptibles al DM dentro de un solo GCT y un solo programa de reproduccion. Los
cambios de frecuencia de alelos entre clases fenotipicas pueden detectarse calculando una puntuacién de
evaluacion de enlace (LAS) como: LAS = (Frecuencia de alelo favorable en muestras con fenotipo favorable) x
(Frecuencia de alelo desfavorable en muestras con fenotipo desfavorable).

Como se usa en este documento, la progenie incluye no solo los productos de cualquier cruce (ya sea un
retrocruzamiento o de otro tipo) entre dos plantas, sino toda la progenie cuyo pedigri se remonta al cruce original.
Especificamente, sin limitacion, dicha progenie incluye plantas que tienen 50%, 25%, 12,5% o menos de ADN
nuclear derivado de una de las dos plantas cruzadas originalmente. Como se usa en el presente documento, una
segunda planta se deriva de una primera planta si el pedigri de la segunda planta incluye la primera planta.

Ademas se incluye en el presente documento un complemento genético de las lineas de pepino descritas en el
presente documento. Ademas se divulga un complemento genético hibrido, en el que el complemento esta formado
por la combinacion de un complemento genético haploide de las lineas de pepino endogamicas de élite divulgadas
en este documento y otro complemento genético haploide. Los medios para determinar dicho complemento genético
son bien conocidos en la técnica.

Como se usa en este documento, la frase "complemento genético" significa un agregado de secuencias de
nucledtidos, cuya expresion define el fenotipo de una planta, tal como una planta de pepino C. sativus o una célula o
tejido de esa planta. A modo de ejemplo, una planta de pepino C. sativus se genotipa para determinar una muestra
representativa de los marcadores heredados que posee. Los marcadores se heredan preferiblemente de forma
codominante, de modo que la presencia de ambos alelos en un locus diploide es facilmente detectable y estan libres
de variacion ambiental, es decir, su heredabilidad es cercana o igual a 1. Este genotipado se realiza preferiblemente
en al menos una generacion de la planta descendiente para la cual también se determina el valor numérico del rasgo
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o rasgos de interés. El conjunto de genotipos de locus individuales se expresa como un perfil de alelos marcadores,
dos en cada locus para una planta diploide. La composiciéon alélica del marcador de cada locus puede ser
homocigoética o heterocigética. La homocigosidad es una condiciéon en la que ambos alelos en un locus se
caracterizan por las mismas condiciones del genoma en un locus (por ejemplo, la misma secuencia de nucleétidos).
La heterocigosidad se refiere a diferentes condiciones del genoma en un locus. Potencialmente, se podria usar
cualquier tipo de marcador genético, por ejemplo, repeticiones de secuencia simple (SSR), polimorfismo de
insercion/supresion (INDEL), polimorfismos de longitud de fragmento de restriccion (RFLP), polimorfismos de
longitud de fragmento amplificado (AFLP), polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) e isozimas.

Se puede obtener informacion genética considerable de una poblaciéon F, completamente clasificada usando un
sistema marcador codominante (Mather, Measurement of Linkage in Heredity: Methuen and Co., (1938)). Una
poblacién F» es la primera generacion de polinizacion propia o de hermanos después de que se produce la semilla
hibrida. Por lo general, una sola planta F se poliniza por si misma o por hermanos para generar una poblaciéon que
se segrega por los genes nucleares codificados de una forma mendeliana (1:2:1).

En contraste con el uso de marcadores codominantes, el uso de marcadores dominantes a menudo requiere
pruebas de progenie (por ejemplo, F3 o familias autopolinizadas por retrocruzamiento) para identificar individuos
heterocigotos. La informacién recopilada puede ser equivalente a la obtenida en una poblacién F; completamente
clasificada. Sin embargo, este procedimiento a menudo es prohibitivo debido a los costes y al tiempo involucrado en
las pruebas de progenie. Las pruebas de progenie de individuos F> a menudo se usan en la construcciéon de mapas
en las que el error esta asociado con el fenotipo de una sola planta, o cuando el muestreo de las plantas para
genotipado afecta la capacidad de realizar un fenotipado preciso, o cuando la expresidon del rasgo esta controlada
por un QTL. Los datos de segregacion de poblaciones de prueba de progenie (por ejemplo, F3 o familias
retrocruzadas o autopolinizadas) se pueden usar en el mapeo de rasgos. La seleccién asistida por marcadores se
puede aplicar a la progenie posterior basada en asociaciones de mapa de rasgos de marcador (F2, F3), en las que el
enlace no ha sido completamente disociado por eventos de recombinacion (es decir, desequilibrio maximo).

Las lineas endogamicas recombinantes (RIL) (lineas genéticamente relacionadas; usualmente > Fs) pueden usarse
como una poblacion de mapeo. Las RIL pueden desarrollarse autopolinizando plantas F», luego autopolinizando las
plantas F3; resultantes y repitiendo este proceso de autopolinizacidon generacional, aumentando asi la
homocigosidad. La informacion obtenida de los marcadores dominantes se puede maximizar mediante el uso de RIL
porque todos los loci son homocigotos o casi. En condiciones de enlace estrecho (es decir, aproximadamente <10%
de recombinacion), los marcadores dominantes y codominantes evaluados en poblaciones de RIL proporcionan mas
informacion por individuo que cualquier tipo de marcador en poblaciones de retrocruzamiento (por ejemplo, Reiter et
al,, 1992; Proc. Natl. Acad. Sci. (EE. UU.) 89: 1477-1481). Sin embargo, a medida que la distancia entre los
marcadores se hace mas grande (es decir, los loci se vuelven mas independientes), la informacién en las
poblaciones de RIL disminuye dramaticamente en comparacion con los marcadores codominantes.

Las poblaciones de retrocruzamiento pueden utilizarse como poblaciones de mapeo. Se puede crear una poblacion
de retrocruzamiento (BC) cruzando una F; con uno de sus progenitores. Por lo general, las poblaciones de
retrocruzamiento se crean para recuperar los rasgos deseables (que pueden incluir la mayoria de los genes) de uno
de los progenitores recurrentes (el progenitor que se emplea en los retrocruzamientos) mientras se agregan uno o
algunos rasgos del segundo progenitor, que es a menudo denominado como el donante. Se puede hacer una serie
de retrocruzamientos con el progenitor recurrente para recuperar la mayoria de los rasgos deseables del progenitor
recurrente. Por lo tanto, se crea una poblaciéon que consiste en individuos casi como el progenitor recurrente, en el
que cada individuo porta cantidades variables o un mosaico de regiones gendémicas del progenitor donante. Las
poblaciones de retrocruzamiento pueden ser Utiles para mapear marcadores dominantes, particularmente si todos
los loci en el progenitor recurrente son homocigotos y el donante y el progenitor recurrente tienen alelos marcadores
polimérficos contrastantes (Reiter et al., 1992; Proc. Natl. Acad. Sci. (EE. UU.) 89 : 1477-1481).

La informacién obtenida de las poblaciones de retrocruzamiento utilizando marcadores codominantes o dominantes
es menor que la obtenida de las poblaciones F, completamente clasificadas debido a que los eventos de
recombinacién que involucran uno, en lugar de dos, gametos se muestrean por planta. Sin embargo, las poblaciones
de retrocruzamiento son mas informativas (a baja saturacion de marcadores) en comparacioén con las RIL, ya que la
distancia entre los loci unidos aumenta en las poblaciones de RIL (es decir, aproximadamente el 15% de
recombinacioén). El aumento de la recombinacion puede ser beneficioso para la resolucion de enlaces estrechos,
pero puede ser indeseable en la construccién de mapas con baja saturacion de marcadores.

Las lineas casi isogénicas (NIL) creadas por muchos retrocruzamientos para producir una serie de individuos que
son casi idénticos en composicion genética, excepto por el rasgo o la regiéon gendmica bajo interrogacion, pueden
usarse como una poblacién de mapeo. Al mapear con NIL, solo se espera que una parte de los loci polimérficos
entre los progenitores se segregue en la poblacion de NIL altamente homocigota. Sin embargo, es probable que los
loci que son polimoérficos en una poblacion de NIL estén vinculados al rasgo de interés.

El analisis segregante a granel (BSA) es un procedimiento desarrollado para la identificacion rapida de enlaces entre
marcadores y rasgos de interés (Michelmore, et al., 1991; Proc. Natl. Acad. Sci. (EE. UU.) 88: 9828-9832 ) En BSA,
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se extraen dos muestras de ADN a granel de una poblaciéon segregante que se origina a partir de un solo cruce.
Estas muestras a granel contienen individuos que son idénticos para un rasgo particular (por ejemplo, resistente o
susceptible a un patégeno particular) o regidn gendmica, pero arbitrarios en regiones no unidas (es decir,
heterocigotos). Las regiones desvinculadas del rasgo objetivo no diferiran entre las muestras agrupadas de muchos
individuos en BSA.

También se divulga en el presente documento un procedimiento para producir una planta de pepino resistente al DM
que comprende: (a) cruzar una linea de pepino que tiene resistencia al DM con una segunda linea de pepino que
carece de resistencia al DM para formar una poblacién segregante; (b) detectar la poblacion en busca de resistencia
al DM; y (c) seleccionar uno o mas miembros de la poblacion con dicha resistencia al DM. La linea de pepino que
tiene resistencia al DM puede cruzarse con la segunda linea de pepino durante al menos dos generaciones (por
ejemplo, creando una poblacién F2 o BC1S+). En particular, la linea de pepino que tiene resistencia al DM puede ser
P1197088, o una progenie de la misma. Las plantas pueden identificarse como resistentes al DM antes del cruce.
Las plantas pueden seleccionarse en funcion de la resistencia parcial o completa al DM. La poblaciéon segregante
puede autocruzarse y la poblacion subsiguiente puede someterse a deteccion de resistencia.

También se divulga un procedimiento de introgresion de la resistencia al DM en una planta de pepino que
comprende: (a) cruzar al menos una primera linea de pepino que tiene resistencia al DM con una segunda linea de
pepino para formar una poblacidon segregante; (b) detectar dicha poblaciéon en busca de resistencia al DM; y (c)
seleccionar al menos un miembro de dicha poblacién que exhibe resistencia al DM. La linea de pepino con
resistencia al DM puede cruzarse con la segunda linea de pepino durante al menos dos generaciones (por ejemplo,
creando una poblacion F2 o BC1S1), o hasta 2-10 generaciones. Las plantas pueden identificarse como resistentes al
DM antes del cruce. La poblacion segregante puede autocruzarse y la poblacion subsiguiente puede someterse a
deteccion de resistencia.

Las plantas de pepino (y sus partes, incluidas las semillas, el polen y los 6vulos) generadas usando un
procedimiento como se divulga en el presente documento también se divulgan, y pueden formar parte o generarse a
partir de un programa de reproduccion. La eleccion del procedimiento de reproduccién depende del modo de
reproduccion de la planta, la heredabilidad del rasgo o rasgos que se mejoran y el tipo de variedad de cultivo
utilizada comercialmente (por ejemplo, variedad de cultivo hibrida F1, variedad de cultivo de linea pura, etc.).
Enfoques seleccionados para la reproduccion de las plantas se exponen a continuacion. Se puede mejorar un
programa de reproduccion utilizando la seleccién asistida por marcadores de la progenie de cualquier cruce. Se
entiende ademas que cualquier variedad de cultivo comercial y no comercial puede utilizarse en un programa de
reproduccion. Factores como, por ejemplo, el vigor de la germinacion, el vigor vegetativo, la tolerancia al estrés, la
resistencia a las enfermedades, la ramificacion, la floracion, el tamafio de la fruta, la calidad de la fruta y/o el
rendimiento de la fruta generalmente determinaran la eleccion.

Para los rasgos altamente heredables, una eleccién de plantas individuales superiores evaluadas en una sola
ubicacion sera efectiva, mientras que para los rasgos con baja heredabilidad, la seleccién debe basarse en analisis
estadisticos (por ejemplo, valores medios) obtenidos de evaluaciones replicadas de familias de plantas relacionadas.
Los procedimientos de seleccion populares cominmente incluyen seleccion de pedigri, seleccion de pedigri
modificada, seleccion masiva y seleccion recurrente. En particular, se puede llevar a cabo un programa de
retrocruzamiento o reproduccién recurrente.

La complejidad de la herencia influye en la eleccion del procedimiento de reproduccion. El mejoramiento de
retrocruzamiento puede usarse para transferir uno o unos pocos genes favorables para un rasgo altamente
heredable a una variedad de cultivo deseable. Este enfoque se ha utilizado ampliamente para reproduccion de
variedades de cultivo resistentes a enfermedades. Se utilizan diversas técnicas de seleccion recurrente para mejorar
los rasgos heredados cuantitativamente controlados por numerosos genes. El uso de la seleccidon recurrente en
cultivos autopolinizantes depende de la facilidad de la polinizacién, la frecuencia de hibridos exitosos de cada
polinizacién y el nimero de descendientes hibridos de cada cruce exitoso.

Las lineas de reproduccion se pueden probar y comparar con los estandares apropiados en entornos
representativos del area o areas objetivo comerciales durante dos o mas generaciones. Las mejores lineas son
candidatos como progenitores para nuevas variedades de cultivo comerciales; los que aun tienen deficiencias en los
rasgos pueden ser utilizados como progenitores para hibridos, o para producir nuevas poblaciones para una mayor
seleccion.

Un procedimiento para identificar una planta superior es observar su rendimiento en relacién con otras plantas
experimentales y con una variedad de cultivo estandar ampliamente cultivado. Si una sola observacion no es
concluyente, las observaciones replicadas pueden proporcionar una mejor estimacion de su valor genético. Un
criador puede seleccionar y cruzar dos o mas lineas parentales, seguido por una autopolinizacién o polinizacion
entre hermanos repetida y seleccion, produciendo muchas combinaciones genéticas nuevas.

El desarrollo de nuevas lineas de pepino requiere el desarrollo y la seleccion de variedades de pepino, el cruce de
estas variedades y la seleccion de cruces hibridos superiores. La semilla hibrida se puede producir mediante cruces
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manuales entre progenitores seleccionados con fertilidad masculina o mediante el uso de sistemas de esterilidad
masculina. Los hibridos se pueden seleccionar para ciertos rasgos de un solo gen, como el color de la flor, el
rendimiento de la semilla o la resistencia a los herbicidas que indican que la semilla es realmente un hibrido. Los
datos adicionales sobre las lineas parentales, asi como el fenotipo del hibrido, influyen en la decisién del criador de
continuar con el cruce hibrido especifico.

Los procedimientos de mejora genética de pedigri y seleccion recurrente pueden usarse para desarrollar variedades
de cultivo a partir de poblaciones reproductoras. Los programas de reproduccién combinan los rasgos deseables de
dos o mas variedades de cultivo o varias fuentes de base amplia en conjuntos de reproduccién a partir de los cuales
se desarrollan variedades de cultivo mediante la autopolinizacion y la seleccién de los fenotipos deseados en lineas
parentales. Estas lineas se utilizan para producir nuevas variedades de cultivo. Se pueden evaluar nuevas
variedades de cultivo para determinar cuales tienen potencial comercial.

La reproduccion de pedigri se usa cominmente para la mejora de cultivos autopolinizantes. Dos progenitores que
poseen rasgos favorables y complementarios se cruzan para producir una F1. Una poblaciéon F2 es producida por
autopolinizacion de una o varias F4. Se realiza la seleccion de los mejores individuos en las mejores familias. Las
pruebas replicadas de familias pueden comenzar en la generacion F4 para mejorar la efectividad de la seleccion de
rasgos con baja heredabilidad. En una etapa avanzada de endogamia (es decir, Fs y F7), las mejores lineas o
mezclas de lineas fenotipicamente similares se prueban para su posible liberacion como nuevas variedades de
cultivo.

La reproduccion por retrocruzamiento y la reproduccion cruzada se han usado para transferir genes para un rasgo
simplemente heredado y altamente heredable en una variedad de cultivo homocigoto deseable o linea endogamica,
que es el progenitor recurrente. La fuente del rasgo a transferir se llama progenitor donante. Se espera que la planta
resultante obtenida de un exitoso programa de retrocruzamiento tenga los atributos del progenitor recurrente (por
ejemplo, variedad de cultivo) y el rasgo deseable transferido del progenitor donante. Después del cruce inicial, los
individuos que poseen el fenotipo del progenitor donante se seleccionan y se cruzan (retrocruzan) repetidamente
con el progenitor recurrente. Después de varias generaciones de retrocruzamiento con seleccioén, se espera que la
linea resultante tenga los atributos del progenitor recurrente (por ejemplo, variedad de cultivo) y el rasgo deseable
transferido del progenitor donante.

La reproduccién cruzada o retrocruzada de una planta de pepino resistente a DM puede realizarse en la que el otro
progenitor (segunda planta de pepino) es resistente al DM o el otro progenitor no es resistente al DM.

Las plantas de pepino pueden generarse usando un procedimiento de descenso de una sola semilla. El
procedimiento de descenso de una sola semilla, en sentido estricto, se refiere a plantar una poblacién segregante,
luego seleccionar una planta en esta y en cada generacion posterior para autopolinizar y crear la préxima
generacion. Cuando la poblacion ha avanzado desde la F; hasta el nivel deseado de endogamia, las plantas de las
que se derivan las lineas se rastrearan a diferentes individuos F». El nimero de plantas en una poblacién disminuye
cada generacion debido a que algunas semillas no germinan o algunas plantas producen al menos una semilla.
Como resultado, no todas las plantas F> muestreadas originalmente en la poblacién estaran representadas por una
progenie cuando se complete el avance de la generacion.

Las descripciones de otros procedimientos de reproduccion que se usan comunmente para diferentes rasgos y
cultivos se pueden encontrar en uno de varios libros de referencia disponibles (por ejemplo, Fehr, Principles of
Cultivar Development, Vol. 1, paginas 2-3 (1987)).

La fuente del rasgo de resistencia al DM para usar en un programa de reproduccion puede derivarse de una planta
seleccionada del grupo que consiste en PI197088, ASL147-2027, EUR154-1012GY, EUR154-1021GY, GSP33-
1094GY, GPN33-1093GY, 03/8020-20_TUPO3_DMFL_1, 03/8024-19_TUP03_DMFL_1 y 03/8039-
5_TUPO3_DMFL_1, y su progenie resistente al DM, como se describe en la publicacion de la solicitud de patente de
los Estados Unidos No. 2009-0265083. La fuente del rasgo de resistencia al DM para usar en un programa de
reproducciéon no puede derivarse de una planta seleccionada del grupo que consiste en PI1197088, ASL147-2027,
EUR154-1012GY, EUR154-1021GY, GSP33-1094GY, GPN33-1093GY, 03/8020-20_TUP03_DMFL_1, 03/8024-
19_TUPO03_DMFL_1y 03/8039-5 TUPO03_DMFL_1, y su progenie resistente al DM.

También se divulga en el presente documento una planta de pepino endogamica que tiene resistencia al DM, en la
que dicha resistencia se exhibe cuando dicha planta esta en contacto con dicha DM, y en la que dicha planta de
pepino no se deriva de una planta seleccionada del grupo que consiste en ASL147- 2027, EUR154-1012GY,
EUR154-1021GY, GSP33-1094GY, GPN33-1093GY, 03/8020-20_TUP03_DMFL_1, 03/8024-19_TUPO3_DMFL_1y
03/8039-5 TUPO3_DMFL_1. También se divulga en el presente documento una planta de pepino que tiene un
genoma, en el que dicho genoma comprende un locus genético que confiere resistencia al DM, en el que dicho locus
genético contiene uno o mas marcadores genéticos unidos a dicho locus genético que confiere resistencia al DM, y
en el que dicha planta de pepino no es el Acceso P1197088.
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Se pueden identificar fuentes adicionales de resistencia al DM para usar en un programa de reproduccion
seleccionando el germoplasma de pepino para determinar la resistencia al DM. Ademas, las plantas de pepino
pueden seleccionarse para determinar la resistencia al DM identificando el germoplasma que presente sintomas de
enfermedad reducidos en relacién con una planta de pepino de control después de la inoculacién o infeccion. Las
plantas de pepino también pueden seleccionarse para determinar la resistencia al DM usando una prueba tal como
una deteccion de campo o de invernadero y esquemas de clasificacion de enfermedades como se describe en el
Ejemplo 1, el Ejemplo 2 o el Ejemplo 8.

Se pueden identificar fuentes adicionales de resistencia al DM para su uso en un programa de reproduccion
mediante la deteccién con uno o mas marcadores moleculares unidos a un locus genético que confiere resistencia al
DM, tal como los identificados en el presente documento.

Las fuentes adicionales de resistencia al DM para su uso en un programa de reproduccion también pueden
identificarse mediante una combinacién de deteccion de plantas de pepino para detectar sintomas de enfermedad
reducidos y luego detectar con uno o mas marcadores moleculares vinculados a un locus genético que contribuye a
la resistencia al DM.

Las lineas de pepino que tienen resistencia al DM pueden usarse en programas de reproduccion para combinar
resistencia al DM con rasgos adicionales de interés. La resistencia al DM puede combinarse con cualquier rasgo
adicional, incluidos los rasgos resistentes a enfermedades, los rasgos de rendimiento y los rasgos de calidad de la
fruta. Por ejemplo, los programas de reproduccion pueden usarse para combinar el rasgo de resistencia al DM con
alelos que contribuyen al tamafio y la forma de la fruta de pepino. Los programas de reproduccion también se
pueden usar para combinar la resistencia al DM con uno o mas rasgos resistentes a la enfermedad. Dichos rasgos
resistentes a la enfermedad incluyen resistencia a: Marchitamiento por Verticillium, nematodos del nudo de la raiz,
Virus del Mosaico del Tabaco, Costra del Pepino, Moho Pulvurulento, Corinesporiosis, Virus del Mosaico del Pepino
y Marchitamiento por Fusarium. Ademas, los rasgos que se combinan pueden ser heredados conjuntamente en
cruces posteriores.

También se divulgan en el presente documento partes de las plantas de pepino resistentes al DM producidas por un
procedimiento descrito en el presente documento. Las partes de las plantas de pepino incluyen células vegetales o
partes de células vegetales, semillas, endospermo, meristemo, flores, anteras, évulos, polen, frutas, flores, tallos,
raices, peciolo u hojas, vastagos y rizomas. Las partes de las plantas también incluyen las partes de una fruta de
pepino, que incluyen la placenta, la columela y el pericarpio. La parte de la planta puede ser una semilla.

También se divulgan en el presente documento partes de una planta de pepino que tiene un genoma, que
comprende al menos un locus genético que da lugar a la resistencia al DM en la planta de pepino. En particular,
partes de plantas de pepino pueden derivarse de una planta de pepino seleccionada del grupo que consiste en las
lineas de pepino depositadas descritas en la publicaciéon de la solicitud de patente de los Estados Unidos No. 2009-
0265083, y su progenie resistente al DM. Las caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas de las lineas depositadas
ASL147-2027, EUR154-1012GY, EUR154-1021GY, GSP33-1094GY, GPN33-1093GY, 03/8020-
20_TUPQO3_DMFL_1, 03/8024-19 TUP03_DMFL_1, y 03/8039-5_TUP03 DM se exponen en las Tablas 1-8 a
continuacion.

Tabla 1: Caracteristicas fisiolégicas y morfologicas de la linea ASL147-2027 Mo

CARACTERISTICA ASL147-2027
1. Tipo Pepino
Uso predominante Rebanadas
Cultivo predominante Exterior
Area de mejor adaptacion en los EE. U.U. Mayoria de las areas
2. Madurez
Dias desde la siembra hasta el mercado 50-55
3. Planta
Condicion habitual Vid
Crecimiento Indeterminado
Sexo Monoico
Color de la flor Amarillo
4. Fruta en etapa de madurez comestible
Forma del cuello de la fruta Sin cuello
Ahusamiento de la fruta Extremos romos o
redondeados
Espesor de la piel Gruesa
Nervaduras de la piel Con nervaduras
Dureza de la piel Dura
Brillo de la piel Mate
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Color de la espina Blanco
Calidad de la espina Gruesa
Densidad de la espina Poca
Sabor Sin amargo
Resistencia a Insectos
Afidos (Aphis gossypii) Susceptible
Tabla 2: Caracteristicas fisiolégicas y morfolégicas de la linea EUR154-1012 GY
CARACTERISTICA EUR 154-1012 GY
Tipo Pepino
Uso predominante Fesco
Cultivo predominante Invernadero
Area de mejor adaptacién en EE. UU. Espafa

19




ES 2 804 457 T3

(continuacion)

CARACTERISTICA EUR 154-1012 GY
Madurez

Dias desde la siembra hasta el mercado 60-65

Planta

Condicion habitual Vid

Crecimiento Indeterminado

Sexo Soélo flores femeninas
Color de la Flor Amarillo

Tallo

Longitud 150-200 cm

Longitud entrenudos 5-8 cm

Forma del tallo

Acanalada-puntiaguda

Fruta en etapa de madurez comestible

Longitud 30-32 cm
Diametro medio 45-50 mm
Peso 300-400 g
Color de la piel Verde medio
Bandas amarillentas del extremo de la flor No

Color predominante en el extremo del tallo

Verde uniforme

Color predominante en el extremo de la flor

Verde uniforme

Forma del cuello de la fruta Media
Ahusamiento de la fruta Redondeada
Seccion transversal del extremo del tallo rd

Seccion transversal media rd

Seccion transversal del extremo de la flor rd

Espesor de la piel Delgada
Nervaduras de la piel Con nervaduras
Dureza de la piel baja

Brillo de la piel Brillante

Color de la espina Blanco

Calidad de la espina Fina

Densidad de la espina Muy baja
Tubérculos (verrugas) No

Sabor Sin amargo
Fruta en la madurez de la cosecha

Longitud 35-37 cm
Diametro medio 50-60 mm
Color Amarillo

Patrén de color Rayado
Superficie Lisa

Enmallado Ligero o ninguno
Conjunto de la fruta Normalmente sin semillas
Semillas

No. por fruta 30-80

Por 1.000 semillas 30-35¢g
Resistencia a enfermedades

Costra de pepino (Gumosis) (Cladosporium

cucumerinum)

Moho Velloso Resistente
Moho Pulvurulento (Erysiphe cichoracearum) Resistente

(continuacion)

CARACTERISTICA EUR 154-1012 GY
Virus del Mosaico del Pepino Susceptible
Virus de amarillamiento de la vena del pepino Susceptible

Virus del trastorno del retraso del crecimiento
del pepino amarillo

Resistencia intermedia

Resistencia a insectos

Afidos (Aphis gossypii)

Susceptible
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Tabla 3: Caracteristicas fisiol6gicas y morfoldgicas de la linea EUR 154-1021 GY

CARACTERISTICA EUR 154-1021 GY

1. Tipo Pepino
Uso predominante Fresco
Cultivo predominante Invernadero
Area de mejor adaptacién en EE. UU. Espafia

2 Madurez
Dias desde la siembra hasta el mercado 60-65

3. Planta
Condicion habitual Vid
Crecimiento Indeterminado
Sexo Solo flores femeninas
Color de la flor Amarillo

4. Tallo
Longitud 150-200 cm
Longitud entrenudos 50-80 mm
Forma del tallo Acanalado-puntiagudo

5. Fruta en etapa de madurez comestible
Longitud 30-32 cm
Diametro medio 45-50 mm
Peso 300-400 g
Color de la piel Verde medio
Bandas amarillentas del extremo de la flor No
Color predominante en el extremo del tallo Verde uniforme
Color predominante en el extremo de flor Verde uniforme
Forma del cuello de la fruta Sin cuello
Ahusamiento de la fruta Redondeado
Seccion transversal del extremo del tallo rd
Seccion transversal media rd
Seccion transversal del extremo de la flor rd
Espesor de la piel Delgado
Nervaduras de la piel Con nervaduras
Dureza de la piel baja Baja
Brillo de la piel Brillante
Color de la espina Blanca
Calidad de la espina Fina
Densidad de la espina Baja
Tubérculos (verrugas) No
Sabor Sin amargo

6. Fruta en la madurez de la cosecha
Longitud 35-37 cm
Diametro medio 50-60 mm
Color Amarillo
Patrén de color Rayado
Superficie Lisa
Enmallado Ligero
Conjunto de la fruta Normalmente sin semillas

7. Semillas
No. por fruta 30-80
Por 1.000 semillas 30-35¢g

8. Resistencia a enfermedades
Moho velloso Resistente
Moho pulverulento (Erysiphe cichoracearum) Resistente
Virus del Mosaico del Pepino Susceptible

(continuacion)

CARACTERISTICA EUR 154-1012 GY
Virus de amarillamiento de la vena del pepino Susceptible
Virus del trastorno del retraso del crecimiento del Resistencia intermedia
pepino amarillo

9. Resistencia a Insectos

Afidos (Aphis gossypii)

Susceptible
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Tabla 4: Caracteristicas fisiolégicas y morfolégicas de la linea GSP 33-1094 GY

CARACTERISTICA GSP 33-1094 GY
Tipo Pepino

Uso predominante Encurtidos
Cultivo predominante Exterior

Area de mejor adaptacién en los EE. UU.

Mayoria de las areas

Madurez

Dias desde la siembra hasta el mercado 60-62
Planta

Condicion habitual Vid
Crecimiento Indeterminado
Sexo 100% Sélo flores femeninas
Color de la flor Amarillo
Tallo

Longitud 150-200 cm
Numero de nodos desde las hojas del cotiledon hasta el 3-4
nodo que porta la primera flor del pistilo

Longitud entrenudos 20-30

Forma del tallo

Acanalado-puntiagudo

Hoja Lamina madura de la tercera
hoja

Longitud 200-250 mm

Ancho 150-200 mm

Longitud del peciolo 6,5-8

Fruta en etapa de madurez comestible

Longitud 12-14 cm

Diametro medio 35-45

Peso 80-120 g

Color de la piel

Jaspeado o moteado de amarillo

Bandas amarillentas del extremo de la flor

Se extienden menos de 1/3 de la
longitud de la fruta

Color predominante en el extremo del tallo

Verde medio

Color predominante en el extremo de la flor

Verde claro (espina blanca de

Arlington)
Forma del cuello de la fruta Sin cuello
Ahusamiento de la fruta Extremos romos o redondeados
Seccion transversal del extremo del tallo Cuadrada
Seccion transversal media Cuadrada
Seccion transversal del extremo de la flor Cuadrada
Espesor de la piel Delgada
Nervaduras de la piel Con nervaduras
Dureza de la piel Blanda
Brillo de la piel Mate
Color de la espina Blanco
Calidad de la espina Fina
Densidad de la espina Mucha
Tubérculos (verrugas) Pocos, prominentes (Ensalada)
Sabor Sin amargo
Fruta en la madurez de la cosecha
Longitud 25-30cm
Diametro medio 10-13
Color Crema
Patrén del color Sin rayas
Superficie Lisa
Enmallado Ligero o ninguno
Conjunto de la fruta Partenocarpicamente
Semillas
No. por fruta 150-200
Por 1.000 semillas 22-25¢g

Resistencia a enfermedades
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(continuacion)

CARACTERISTICA GSP 33-1094 GY
Costra de pepino (Gumosis) (Cladosporium cucumerinum) Susceptible
Moho velloso Resistente
Moho Pulvurulento (Erysiphe cichoracearum) Resistente
Corinesporosis (Corynespora cassiicola) Susceptible
Virus del Mosaico del Pepino Resistente
10 Resistencia a los insectos
Afidos (Aphis gossypii) Susceptible
Tabla 5: Caracteristicas fisiol6gicas y morfoldgicas de la linea GPN 33-1093 GY
CARACTERISTICAS GPN 33-1093 GY
1. Tipo Pepino
Uso predominante Encurtidos
Cultivo predominante Exterior
Area de mejor adaptacion en los EE. UU. La mayoria de areas
2. Madurez
Dias desde la siembra hasta el mercado 60-65
3. Planta
Condicion habitual Vid
Crecimiento Indeterminado
Sexo Principalmente sélo flores femeninas
Color de la Flor Amarillo
4. Tallo
Longitud 150-200 cm
Numero de nodos desde las hojas de cotiledon hasta
el nodo que porta la primera flor del pistilo 2-3
Longitud entrenudos 20-25
Forma del tallo Acanalada-puntiaguda
5. Hoja Lamina madura de la tercera hoja
Longitud 200-230 mm
Ancho 150-200 mm
Longitud del peciolo 4-8
6. Fruta en etapa de madurez comestible
Longitud 11-13 cm
Diametro medio 35-45
Peso 80-120 g
Color de la piel Jaspeado o moteado con amarillo
Se extienden menos de 1/3 de la
Bandas amarillentas del extremo de la flor longitud de la fruta
Color predominante en el extremo del tallo Verde medio
Verde claro (Espina Blanca
Color predominante en el extremo de la flor Arlington)
Forma del cuello de la fruta Sin cuello
Ahusamiento de la fruta Extremos romos o redondeados
Seccion transversal del extremo del tallo Cuadrada
Seccion transversal media Cuadrada
Seccion transversal del extremo de la flor Cuadrada
Espesor de la piel Gruesa
Nervaduras de la piel Con nervaduras
Dureza de la piel Blanda
Brillo de la piel Mate
Color de la espina Blanco
Calidad de la espina Fina
Densidad de la espina Poca
Tubérculos (verrugas) Pocos, Prominentes (Ensalada)
Sabor Sin amargo
7. Fruta en la madurez de la cosecha
Longitud 25-30 cm
Diametro medio 10-13
Color Crema
Patrén de color Rayado
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(continuacion)

CARACTERISTICAS GPN 33-1093 GY
Superficie Lisa
Enmallado Ligero o ninguno
Conjunto de la fruta Normalmente sin semillas
8. Semillas
No. por fruta 150-200
Por 1.000 semillas 22-25¢g
9. Resistencia a enfermedades
Costra de pepino (Gumosis) (Cladosporium
cucumerinum) Susceptible
Moho Velloso Resistente
Moho pulverulento (Erysiphe cichoracearum) Resistente
Corinesporiosis (Corynespora cassiicola) Susceptible
Virus del Mosaico del Pepino Resistente
10. Resistencia a insectos
Afidos (Aphis gossypii) Susceptible
Tabla 6: Caracteristicas fisiol6gicas y morfolégicas: linea 03/8020-20_TUP03_DMFL_1
CARACTERISTICA 03/8020-20_TUP03_DMFL_1
1. Tipo Pepino
Uso predominante Fesco
Cultivo predominante Exterior
Area de mejor adaptacién en EE. UU. Turquia y Medio Este
2. Madurez
Dias desde la siembra hasta el mercado 60-65
3. Planta
Condicion habitual Vid
Crecimiento Indeterminado
Sexo Monoico
Color de la flor Amarillo
4. Tallo
Longitud 150-200 cm
Longitud entrenudos 30-50 mm
Forma del tallo Acanalada-puntiaguda
5. Fruta en etapa de madurez comestible
Longitud 12-15cm
Diametro medio 35-45
Peso 80-120 g
Color de la piel Verde
Bandas amarillentas del extremo de la flor No
Color predominante en el extremo del tallo Verde uniforme
Color predominante en el extremo de la flor Verde uniforme
Forma del cuello de la fruta Sin cuello
Ahusamiento de la fruta Extremos romos o redondeados
Seccion transversal del extremo del tallo rd
Seccion transversal media rd
Seccion transversal del extremo de la flor rd
Espesor de la piel Delgada
Nervaduras de la piel Sin nervaduras
Dureza de la piel Baja
Brillo de la piel Brillante
Color de la espina Blanco
Calidad de la espina Fina
Densidad de la espina Alta
Tubérculos (verrugas) No
Sabor Sin amargo
6. Fruta en la madurez de la cosecha
Longitud 18-20 cm
Diametro medio 30-45 mm
Color Crema
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(continuacion)

CARACTERISTICA 03/8020-20_TUP03_DMFL_1
Patrén de color Rayado
Superficie Lisa

Enmallado Ligero o ninguno
Conjunto de la fruta Normalmente con semillas
Semillas

No. por fruta 150-200

Por 1.000 semillas 22-25¢g
Resistencia a enfermedades

Costra de pepino (Gumosis) (Cladosporium

cucumerinum) Resistente

Moho Velloso (Pseudoperonospora cubensis) Resistente

Moho Pulvurulento (Erysiphe cichoracearum) Susceptible

Virus del Mosaico del Pepino Susceptible
Resistencia a insectos

Afidos (Aphis gossypii) Susceptible

Tabla 7: Caracteristicas fisiolégicas y morfolégicas: linea 03/8024-19_TUP03_DMFL_1

CARACTERISTICA 03/8024-19_TUP03_DMFL_1
Tipo Pepino
Uso predominante Fesco
Cultivo predominante Exterior

Area de mejor adaptacién en los EE. UU.

Turquia y Medio Este

Madurez

Dias desde la siembra hasta el mercado 60-65
Planta

Condicion habitual Vid
Crecimiento Indeterminado
Sexo Monoico
Color de la flor Amarillo
Tallo

Longitud 150-200 cm
Longitud entrenudos 30-50 mm

Forma del tallo

Acanalada-puntiaguda

Fruta en etapa de madurez comestible

Longitud 15-17 cm
Diametro medio 35-45
Peso 80-120 g
Color de la piel Verde
Bandas amarillentas del extremo de la flor No

Color predominante en el extremo del tallo

Verde uniforme

Color predominante en el extremo de la flor

Verde uniforme

Forma del cuello de la fruta Sin cuello
Ahusamiento de la fruta Extremos romos o redondeados
Seccioén transversal del extremo del tallo rd
Seccion transversal media rd
Seccioén transversal del extremo de la flor rd
Espesor de la piel Delgada
Nervaduras de la piel Sin nervaduras
Dureza de la piel Baja

Brillo de la piel Brillante
Color de la espina Blanco
Calidad de la espina Fina
Densidad de la espina Baja
Tubérculos (verrugas) No

Fruta en la madurez de la cosecha

Longitud 12-23 cm
Diametro medio 30-45 mm
Color Crema
Patrén de color Rayado
Superficie Lisa
Enmallado Ligero o ninguno
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(continuacion)

CARACTERISTICA 03/8024-19_TUP03_DMFL_1
Conjunto de la fruta Normalmente con semillas
Semillas

No. por fruta 150-200

Por 1.000 semillas 22-25¢g
Resistencia a enfermedades

Costra de pepino (Gumosis) (Cladosporium

cucumerinum) Susceptible

Moho Velloso Resistente

Moho Pulvurulento (Erysiphe cichoracearum) Resistencia intermedia
Virus del Mosaico del Pepino Resistente
Resistencia a insectos

Afidos (Aphis gossypii) Susceptible

Tabla 8: Caracteristicas fisioldgicas y morfolégicas: linea 03/8039-5_TUP03_DMFL_1

CARACTERISTICA 03/8039-5_TUP03_DMFL_1
Tipo Pepino

Uso predominante Fesco

Cultivo predominante Exterior

Area de mejor adaptacién en los EE. UU.

Turquia y Medio Este

Madurez

Dias desde la siembra hasta el mercado 60-65
Planta

Condicion habitual Vid
Crecimiento Indeterminado
Sexo Monoico
Color de la Flor Amarillo
Tallo

Longitud 150-200 cm
Longitud entrenudos 30-50 mm

Forma del tallo

Acanalada-puntiaguda

Fruta en etapa de madurez comestible

Longitud 16-18 cm
Diametro medio 35-45
Peso 80-120 g
Color de la piel Verde
Bandas amarillentas del extremo de la flor No

Color predominante en el extremo del tallo

Verde uniforme

Color predominante en el extremo de la flor

Verde uniforme

Forma del cuello de la fruta Sin cuello
Ahusamiento de la fruta Extremos romos o redondeados
Seccidén transversal del extremo del tallo rd
Seccioén transversal media rd
Seccion transversal del extremo de la flor rd
Espesor de la piel Delgada
Nervaduras de la piel Sin nervaduras
Dureza de la piel Baja

Brillo de la piel Brillante
Color de la espina Blanco
Calidad de la espina Fina
Densidad de la espina Media
Tubérculos (verrugas) No

Sabor Sin amargo
Fruta en la madurez de la cosecha

Longitud 20-24 cm
Diametro medio 30-45 mm
Color Crema
Patrén de color Rayado
Superficie Lisa
Enmallado Ligero o ninguno
Conjunto de la fruta Normalmente con semillas
Semillas
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(continuacion)

CARACTERISTICA 03/8039-5_TUP03_DMFL_1
No. por fruta 150-200
Por 1.000 semillas 22-25¢g

8. Resistencia a enfermedades
Costra de pepino (Gumosis) (Cladosporium
cucumerinum) Resistente
Moho Velloso Resistente
Moho Pulvurulento (Erysiphe cichoracearum) Resistencia intermedia
Virus del Mosaico del Pepino Susceptible

9. Resistencia a insectos
Afidos (Aphis gossypii) Susceptible

Se divulga en el presente documento una planta de pepino resistente al DM, o la fruta o semillas de la misma, en la
que la planta de pepino demuestra una reduccion en los sintomas foliares de lesiones cloréticas y/o necréticas en
relacion con una planta de control no resistente tras la inoculacion o infeccién con DM, y en el que dicha planta
demuestra resistencia a uno o mas de la Marchitamiento por Verticillium, nematodos de nudos de raiz, Virus del
Mosaico del Tabaco, Costra del Pepino, Moho Pulvurulento, Corinesporiosis, Virus del Mosaico del Pepino, Virus de
la Mancha Anular de la Papaya, Virus del Mosaico Amarillo del Calabacin y Marchitamiento por Fusarium. Esas
plantas de pepino, o la fruta o semillas de las mismas, pueden seleccionarse de la progenie resistente al DM de las
lineas descritas en las Tablas 1-8. Tal planta de pepino resistente al DM también puede demostrar resistencia a uno
0 mas de: Marchitamiento por Verticillium, Costra del Pepino, Moho Pulvurulento, Corinesporiosis, Virus del Mosaico
del Pepino, nematodos, Virus del Mosaico del Tabaco, Virus de la Mancha Anular de la Papaya, Virus del Mosaico
Amarillo del Calabacin y Marchitamiento por Fusarium y puede mostrar una reduccién mayor del 10%, o una
reduccién mayor del 30%, o una reduccidon mayor del 60% en los sintomas foliares de lesiones cloréticas y/o
necréticas tras la inoculacion o infeccién con DM. Las plantas de pepino se pueden adaptar para el crecimiento en
invernadero o para el crecimiento en el campo.

También se divulga en el presente documento una planta de pepino resistente al DM, o la fruta o semillas de la
misma, en la que la planta de pepino, o la fruta de la misma, expresa uno, dos, tres 0 mas rasgos deseables
seleccionados independientemente ademas de la resistencia al DM. El "rasgo deseable" o los "rasgos deseables"
pueden seleccionarse del grupo que consiste en: tamafio, forma, color, apariencia superficial de la fruta; nimero de
semillas, tamafio de la semilla, nUmero de léculos; espesor y dureza del pericarpio; sabor, amargor, presencia de
tubérculos y vida util, vigor de la planta, forma de la hoja, longitud de la hoja, color de la hoja, altura de la planta, sila
planta esta determinada o no, tiempo de maduracién, adaptacién al crecimiento en el campo, adaptaciéon al
crecimiento en invernadero, y resistencia a una o mas enfermedades o enfermedades que causan organismos tales
como Marchitamiento por Verticillium, nematodos del nudo de raiz, Virus del Mosaico del Tabaco, Costra de Pepino,
Moho Pulvurulento, Moho Velloso, Corinesporiosis, Virus del Mosaico del Pepino y Marchitamiento por Fusarium.
Ademas, el "rasgo deseable" o los "rasgos deseables" pueden seleccionarse del grupo que consiste en: tamafo de
la fruta, forma de la fruta, color de la fruta, sabor de la fruta, el nimero de semillas por fruta, el tamafio de las
semillas, el espesor del tejido del pericarpio de la fruta, la vida util de la fruta, resistencia al Marchitamiento por
Verticillium, resistencia a la Costra del Pepino, resistencia al Moho Pulvurulento, resistencia a la Corinesporiosis,
resistencia al Virus del Mosaico del Pepino, resistencia a los nematodos, resistencia al Virus del Mosaico del
Tabaco, resistencia al Virus de la Mancha Anular de la Papaya, resistencia al Virus del Mosaico Amarillo del
Calabacin y resistencia al Marchitamiento por Fusarium. Ain mas, el "rasgo deseable" o los "rasgos deseables"
pueden seleccionarse del grupo que consiste en: tamafo de la fruta, forma de la fruta, color de la fruta, sabor de la
fruta, la vida util de la fruta, resistencia a la Costra del Pepino, resistencia al Moho Pulvurulento, resistencia a la
Corinesporiosis y resistencia al Virus del Mosaico del Pepino. Finalmente, el "rasgo deseable" o los "rasgos
deseables" pueden seleccionarse del grupo que consiste en: tamafio de la fruta, forma de la fruta, color de la fruta,
calidad de la fruta aceptable para el mercado y la vida util de la fruta.

Las plantas que tienen uno o mas rasgos deseables ademas de la resistencia al DM pueden mostrar una reduccion
mayor del 10%, o mayor del 30%, o mayor del 60% o mayor del 80% en los sintomas lesiones cloréticas y/o
necréticas en relaciéon con una planta de control no resistente tras la inoculacién o infeccion con DM. También se
divulga en el presente documento un procedimiento para producir una planta de pepino resistente al DM que
comprende: cruzar una linea de pepino que tiene resistencia al DM con una segunda planta que carece de
resistencia al DM pero capaz de donar uno o mas de los rasgos deseables mencionados anteriormente. Los
ejemplos que no entran dentro del alcance de las reivindicaciones tienen fines ilustrativos.

Ejemplos
Ejemplo 1: Cultivo de Moho Velloso y deteccion de enfermedades - campo

Pseudoperonospora cubensis (Berk. y Curt.) Rostow es un patdgeno obligado. Por lo tanto, debe mantenerse en
plantas vivas de una cucurbitacea susceptible. Se utilizaron dos aislamientos en la deteccion de resistencia en este
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estudio. El aislado "viejo" de P. cubensis se caracteriza por su patogenicidad tanto en la calabaza como en el
pepino. El aislado "nuevo" de P. cubensis no se considera patdogeno en la calabaza, pero es muy patégeno en el
pepino. El patégeno se almacené congelando hojas o cotiledones con abundante esporulacion a -80 °C. Aunque
puede haber alguna pérdida en la viabilidad de las esporas inherente al proceso de congelacion, no se ha
encontrado una disminucién en la viabilidad con el tiempo una vez que se congelan las esporas. Seis semanas
antes de que se trasplantaran las plantas huésped del esparcidor al campo, se plantaron huéspedes de pepino
susceptibles en una camara de ambiente controlado. A las tres semanas fueron inoculados con una suspension de
esporas derivada de hojas infectadas almacenadas en un congelador a -80 °C. Las plantas de cultivo inoculadas se
mantuvieron a 20 °C; una vez que se desarrollaron las lesiones cloréticas, las plantas se colocaron en la camara de
rocio durante la noche para inducir la esporulacion. Este cultivo se transfiri6 semanalmente al pepino hasta que las
plantas se trasplantaron al campo.

Los ensayos se sembraron directamente en el campo. Se sembraron filas esparcidoras de pepino susceptible en
cada tercera fila. Cuando las filas esparcidoras tenian dos o tres semanas de edad, las plantas infectadas (criadas
en la sala de crecimiento) se trasplantaron dentro de las filas esparcidoras. Las pruebas de reproduccion se
realizaron simultineamente. Las parcelas se mantuvieron en buenas condiciones horticolas, de acuerdo con las
técnicas normalmente empleadas para el cultivo de pepinos en el sureste de los Estados Unidos.

Las plantas esparcidoras en la etapa de tres a cuatro hojas se inocularon en el invernadero por nebulizacién con una
suspension esporangial usando una botella atomizadora. El indculo se formuld en agua destilada estéril. Después de
la inoculacion, las plantas se colocaron en una camara de rocio una HR del 100% y 20 °C, durante 18-24 horas. Las
plantas esparcidoras se trasplantaron al campo en el que un aspersor sélido proporcionaba un periodo humedo
todas las noches para alentar el desarrollo y la propagacion de la enfermedad.

Las pruebas se evaluaron una vez que los sintomas se habian desarrollado en el control susceptible, a veces
llamado control susceptible. Se utilizaron controles que incluyen P1197088 (control resistente); DMP21, GP14, LLP1,
POINSETT 76, (controles resistente intermedio); y SPRINT440, MARAM y SMR58 (controles susceptibles). Se
hicieron tres observaciones en cada parcela, una en cada extremo y otra en el medio. Se calcul6 el indice medio de
enfermedad para cada parcela. Estos se promediaron para las tres réplicas y se determiné la desviaciéon estandar.
Luego se determinaron los intervalos del indice de enfermedad para las categorias "Resistente”, "Resistente
Intermedio” y "Susceptible". Las variedades generalmente se probaron varias veces antes de que se hiciera una
determinacion final del nivel de resistencia a la enfermedad. Se utilizé un disefio de bloques completos al azar en la
prueba de la enfermedad. Cada linea se repitid tres veces: se analizaron aproximadamente 40 plantas por entrada.
Las lineas con semillas limitadas disponibles se incluyeron como una parcela de observacion de una sola
representacion. Los controles se incluyeron como entradas para medir la gravedad de la prueba. Las parcelas tenian
3,7 m (12 pies) de largo con un callejon de 0,91 m (3 pies) entre los extremos de los bloques. Se planté un
esparcidor susceptible en cada tercera fila y en los bordes exteriores de toda la plantacion.

Ejemplo 2: Cultivo de Moho Velloso y detecciéon de enfermedades - invernadero

Pseudoperonospora cubensis (Berk. et Curt.) Rostow, como se describié y almacend anteriormente en el Ejemplo 1,
también se usé para detecciones en invernadero. Dos semanas antes de la inoculaciéon de deteccién, se sembraron
huéspedes de pepino susceptibles en bandejas de plantulas. Una semana después de la siembra, las plantulas se
inoculan con una tasa de aproximadamente 5 x 10* esporangios/ml. Los huéspedes inoculados se colocaron luego
en una camara de crecimiento y se mantuvieron durante siete dias a aproximadamente 21 °C (70 °F). Después de
siete dias, las plantulas se colocaron en una camara de rocio durante la noche para inducir la esporulacion. Este
cultivo se transfirié a huéspedes de pepino susceptibles semanalmente.

Las cribados de cotiledones se plantaron en bandejas de plantulas. Se plantaron controles susceptibles y resistentes
en ambos lados de cada bandeja. Las plantas se sembraron y se mantuvieron en un invernadero a 26 °C (80 °F). La
inoculacion se realizé a los 7 a 10 dias para los cotiledones y en la etapa de la quinta hoja para las hojas
verdaderas. Las plantas se inocularon mediante nebulizacion con suspensiéon esporangial utilizando una botella
atomizadora a una concentracion de aproximadamente 5 x 10* esporangios por ml para cotiledones y 1 x 10* a 3 x
10* para hojas verdaderas. Después de la inoculacion, las plantas se colocaron en una camara de rocio al 100% de
humedad relativa y 20 °C, durante 18-24 horas.

Las pruebas se evaluaron una vez que se desarrollaron los sintomas en el control susceptible, a veces denominado
control susceptible. Los controles utilizados fueron P1197088 (control resistente), MARAM (control susceptible) y
SMR58 (control resistente). Los supervivientes resistentes e intermedios de los cribados de cotiledones se
mantuvieron y se trasplantaron en macetas de turba de 7,6 cm (3 pulgadas) para volver a inocularse o para
trasplantarse a bolsas de cultivo de invernadero. Los supervivientes resistentes e intermedios de los cribados de
hojas verdaderas se trasplantaron directamente en bolsas de cultivo de invernadero.

Ejemplo 3: Introgresion de resistencia al DM en lineas de pepino
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Se encontré que la resistencia al Moho Velloso identificada en la linea de introduccion de plantas PI1197088 era
estable en multiples ubicaciones del cribado en todo el mundo y contra aislamientos tanto antiguos (patégenos en la
calabaza y pepino) como recientemente emergidos (no considerados patégenos en la calabaza y muy patégenos en
el pepino) de P. cubensis. Sin embargo, tanto las plantas como las frutas de PI197088 son comercialmente
inaceptables. Un locus que contribuye a la resistencia al Moho Velloso en PI1197088 se maped con marcadores
moleculares como se describe en el Ejemplo 4. Un total de aproximadamente 128 lineas de pepino se cribaron por
separado usando uno o ambos aislamientos de DM. El ADN se aislé de lineas resistentes para detectar
polimorfismos marcadores entre el donante y los progenitores recurrentes.

Se incluyeron en estos cribados variedades de pepino Conquistador, Crispina, DMP21 y PI197088, entre otras, que
son resistentes o de resistencia intermedia. También se incluyeron Colt, Sprint440, Talladega, Lucinde y Serena,
entre ofras, como lineas de control susceptibles. Se recogieron muestras de tejido de cada una de las lineas
resistentes al DM para su uso en analisis de ADN y produccion de una biblioteca de ADN para identificar marcadores
asociados con resistencia al DM. También se obtuvieron semillas de cada una de las lineas que demostraron
resistencia al DM generalmente a través de polinizaciones de polen mezcladas dentro de cada acceso, y cuando fue
posible a través de autopolinizacion. Las polinizaciones mixtas de polen se usaron generalmente en pepinos de tipo
silvestre ya que a menudo contienen un factor de autoincompatibilidad.

Se realizaron cruces iniciales entre PI197088 y un progenitor susceptible recurrente (variedad de cultivo Lucinde)
para crear plantas F4. Las plantas derivadas de estos cruces se usaron para la prueba de enfermedades como se
describe en los Ejemplos 1 y/o 2. Se realizaron experimentos para detectar la resistencia al DM en una coleccion de
lineas de élite que muestran tipos de plantas y frutas horticolamente aceptables, y deberian tener introgresada la
resistencia al DM de PI1197088. Estas pruebas se realizaron en tres ubicaciones (Woodland, CA, Tifton, GA y
Wageningen, NL) y se utilizaron dos aislamientos de Pseudoperonospora cubensis: un aislado "mas viejo", patégeno
en la calabaza y el pepino, y el putativo aislado "nuevo", no considerado patégeno en la calabaza pero muy virulento
en el pepino. Simultaneamente, estas muestras se genotiparon con marcadores moleculares para identificar un QTL
que contribuye a la resistencia al DM en PI197088 (véase también el Ejemplo 4). Estas pruebas asocian la
respuesta a la patologia del DM con la presencia de un alelo de PI197088. Durante este tiempo, los reproductores
que enviaron las muestras reunieron todos los datos de prueba disponibles en estas lineas en las que se anotan o
cuantifican los tipos de plantas y frutas. Las siguientes lineas que se muestran en las Tablas 9-10 se seleccionaron
para determinar la resistencia al Moho Velloso.

Tabla 9: Pedigri para lineas de pepino enumeradas en la publicacion de la solicitud de patente de los
Estados Unidos 2009-0265083 para la cual se realizé un depésito de semillas
Linea de Pepino Pedigri
ASL147-2027 P1-197088-MO/ASL-1105-GY:@.1.1.1.1.4.

[(ALCOR(WMV)XVENTURAXPIDM/NIZ335* ~2)X(ALCOR(V)
XVENTURAXPIDM/CARMEN*2)]X[(ALCOR(V)xVENTURAXPIDM/
CARMEN*12)X(ALCOR(V)XVENTURAXPIDM/CARMEN*12)]

(ALCOR(WMV)XVENTURAXPIDM/NIZ335* " 2)X(ALCOR(V)
XVENTURAXPIDM/CARMEN*[12)
F9-(Jazz/5/Sal//SMR-58Nim/PiHoNi/3/NO-50/4/H-17 1wit/SMR-58Nim//
Carol/3/NO-50 *['Harmonie)
F8-(Jazz/5/Sal//SMR-58Nim/PiHoNi/3/NO-50/4/H-17 1wit/SMR-58Nim//
Carol/3/NO-50)

BA.KO {(147W*P1)*225)} *"J(BA MO*part) BC4 03/8020-20_TUP03_DMFL_
1+---1_ TUNEO3_DM-2_TUp05_ TKFA06

BA.KO {(147W*PI)*225)} *" [(me/n*147wmv)bc4f5* (bamo*parth)bc4f5)
03/8024-19 TUP03 DMFL_1+-—4 TUNEO3 DM-1_TUp05 TKFA06

BA.KO {(147W*PI1)*225)} *“ HP 159] *“/[(BA MO*part) BC4
03/8039-5 TUP03 DMFL_1+---3 TUNEO3 DM-4_TUp05 TKFA06

EUR154-1012GY

EUR154-1021GY

GSP33-1094GY

GPN33-1093GY

03/8020-20_TUP03_DMFL_1

03/8024-19_TUP03_DMFL_1

03/8039-5_TUP03_DMFL_1

Tabla 10: Haplotipos de marcadores y puntuaciones de reaccion del Moho Velloso (DM) asociadas para
cinco marcadores en la region del QTL de resistencia al DM. Los datos representan treinta y siete lineas de

pepino
Marcador | Posicion cM' | Hap?2.1 Hap. 2 Hap. 3 | Hap. 4 | Hap. 5
Marcadores y haplotipos de muestra
CAPs_ENK60 4 sus3 SuUS RES4 RES RES
CAPs_ENK59 5 SUS SUS RES RES RES
CAPs_17170 11 SUS SUS SUS SUS RES
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(continuacion)

Marcador | Posicion cM'| Hap1 | Hap.2 | Hap.3 | Hap.4 | Hap.5
Marcadores y haplotipos de muestra

CAPs_17179 11 SUS SUS SUS SUS RES

CAPs_17563/66 39 SUS RES SUS RES RES
Resumen de estadisticas del Moho Velloso asociadas con los haplotipos marcadores

Media (DM) 4,8 45 4,0 2,2 3,3

Minimo (DM) 4,3 3,3 3,7 1,0 1,0

Maximo (DM) 5,0 5,0 4,3 3,3 5,0

Desviacion estandar (DM) 0,2 0,6 0,3 0,5 1,2

Numero de lineas con haplotipo 3 3 1 19 11

1 ¢M = cM = centiMorgans,

2 Hap = Haplotipo con cinco marcadores en el QTL del DM.

3 SUS = Alelo susceptible al Moho Velloso asociado con el progenitor Lucinde en el mapeo poblacional.

4 RES = Alelo de resistencia al Moho Velloso asociado con el progenitor PI197088 en el mapeo poblacional.

S DM = Puntuaciones fenotipicas en una prueba de patologia para Moho Velloso.

Se analizaron treinta y siete lineas de pepino para detectar reacciones a Pseudoperonospora cubensis en un cribado
de patologia controlada. Dieciocho plantas fueron probadas en tres réplicas de seis plantas. De cada replica, tres
plantas (total de tres réplicas = 9) se genotiparon para cinco marcadores que definen la region del QTL del DM. A
partir de estos datos, se desarrollaron genotipos de marcadores de consenso y resumen de estadisticas del DM para
cada linea. Estos datos se resumen en la Tabla 10. Los cinco marcadores utilizados en esta prueba se
seleccionaron de los ocho marcadores vinculados con el QTL del DM. Los cinco marcadores se seleccionaron en
funcién de un rendimiento confiable en el laboratorio y/o asociaciones con el fenotipo del DM que fueron mas
consistentes que los otros marcadores.

La Tabla 10 apoya la asociacion del haplotipo RES-RES-SUS-SUS-RES en los marcadores CAPs_ENKG60,
CAPs_ENK59, CAPs_17170, CAPs_17179, CAPs_17563/66 con un fenotipo mas resistente al DM. La sustitucion
del alelo SUS por el alelo RES en los marcadores CAPs_ENK60, CAPs_ENK59, CAPs_17563/66 produce un
cambio en el fenotipo medio del DM de 4,8 a 2,2 en pruebas en las que la escala de calificacion es 1 = resistente y 5
= susceptible.

Ejemplo 4: Analisis de marcadores de plantas de pepino resistentes al DM

Las plantas resistentes se analizan usando marcadores genéticos distribuidos por todo el genoma del pepino. Los
marcadores genéticos para Cucumis estan disponibles a través de una variedad de fuentes, tales como USDA-ARS
(Unidad de Investigacion de Cultivos Vegetales, del Departamento de Horticultura, Universidad de Wisconsin-
Madison). Se detectaron previamente un conjunto mas grande de marcadores en las lineas parentales y se
seleccionaron marcadores polimérficos, de entre los marcadores detectados previamente, para una deteccion
posterior. Luego se establecié una correlacion con la mayoria de las plantas resistentes y la presencia de alelos de
donantes especificos, por ejemplo, como se muestra en la Tabla 10 y la Figura 2) La mayoria de las plantas
resistentes contenian ADN introgresado de la linea de donantes resistentes, PI119788, por ejemplo en los loci como
se muestra en la Figura 2. Se construyd un modelo de regresion mlltiple para retener los marcadores que
contribuyeron al fenotipo de resistencia al DM. En este analisis, los marcadores CAPs_ENK60, CAPs_17170 y
CAPs_17563/66 se mantuvieron significativos, generando un modelo con un R? de 0,47.

Los pares de cebadores y las condiciones de reaccion utilizadas para identificar alelos en marcadores dados en el

cromosoma 5, para definir el QTL para resistencia al DM en Cucumis sp., se muestran en la Tabla 11 y la Tabla 12.
Para el marcador 17179, se us6 el mismo cebador inverso para los dos alelos.
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PCR para: Marcadores que corren en gel de agarosa (CAPs_ENK60, CAPs_ENK59, CAPs_17170,
CAPs_18229, CAPs_21826, CAPs_ENK70

Componente Combinar para 10 pl de reaccién Mezcla maestra para 10:
Mezcla maestra de Tag HotStart-IT (2X) | 5 50

Cebador directo 5 yM 0,53 5,3

Cebador inverso 5 uM 0,53 5,3

H,O MQ 3.14 31,4

ADN plantilla 0,8 8

Suma 10 100

PCR para: CAPs_17179

Componente Combinar para 10 pl de reaccién Mezcla maestra para 10:

Mezcla maestra de Tag HotStart-IT (2X)

5

50

Cebador 1 5 uM 0,53 5,3
Cebador 2 5 uM 0,53 5,3
Cebador con cola 5 uM 0,053 0,53
Cebador marcado 1475 0,53 5,3
H,O MQ 2,557 25,57
ADN plantilla 0,8 8
Suma 10 100
PCR para: CAPs_17563/66

Componente Combinar para 10 pl de reaccién Mezcla maestra para 10:
Mezcla maestra de Tag HotStart-IT (2X) | 5 50
Cebador 5 uM 0,53 5,3
Cebador con cola 5 uM 0,053 0,53
Cebador marcado 1475 0,53 5,3
H,O MQ 3,087 30,87
ADN plantilla 0,8 8
Suma 10 100

El analisis de los marcadores genéticos de la Tabla 11 se realizé por amplificacion por PCR. Las reacciones de PCR
se llevaron a cabo de la siguiente manera: las reacciones de PCR contienen 1,0 yl de ADN gendmico de pepino (10
ng), 2 yl de tampdn de PCR 10x (Tampon | de PCR ABI: parte No. N808-0006), 1,0 ul de mezcla de dNTP 10x (la
concentracion final de cada dNTP es 250 uM), 1 pl de cada cebador (5 pmol de cada cebador), 0,2 yl de Taq
Polimerasa (1 unidad) y agua estéril hasta un volumen total de 20 pl. Las reacciones de PCR se incuban durante 2
minutos a 94 °C, 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 50 °C y 90 segundos a 72 °C durante 35 ciclos, seguidos de
un ciclo Unico de 72 °C durante 5 minutos. Las reacciones de PCR se realizan, por ejemplo, en una maquina de
PCR ABI9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

La secuenciacion del ADN gendmico que flanquea los loci inicialmente detectados en la region del QTL podria
explicar parte de la variabilidad que se observé en algunas puntuaciones de resistencia al DM. Por ejemplo, en
ciertas lineas con haplotipos resistentes, pero con puntuaciones de resistencia variable, la variabilidad podria
observarse cerca del marcador CAPs_17170. Por lo tanto, cuando las secuencias de alelos en este locus se
compararon entre dos lineas dadas con diferentes puntuaciones de resistencia al DM, pueden haber coincidido en la
posicion explotada para el ensayo del marcador, por lo que ambos podrian definirse como el mismo genotipo. Sin
embargo, se encontré que las secuencias de tales lineas en algunos casos difieren, por ejemplo, en hasta 3 SNP en
sitios cercanos pero no explotados por el ensayo del marcador particular.

Se obtuvieron secuencias de ADN gendmico y se utilizaron para disefiar cebadores de PCR para detectar
polimorfismos de un solo nucleétido, como marcadores para identificar la presencia de los QTL. Las secuencias
gendmicas que flanquean 50 sitios de SNP unidos a los QTL 1, 2 0 4 en los cromosomas 5, 4 y 2, respectivamente,
se presentan en la Tabla 13 (SEQ ID NOs: 20-69). Estas secuencias se usaron para disefiar conjuntos de 3
oligonucledtidos sintéticos para cada marcador, de acuerdo con el protocolo de genotipado multiple GoldenGate®
(Mlumina, Inc., San Diego, CA, EE. UU.; por ejemplo, véase Fan et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 68: 69-
78, 2003; y Gunderson et al., Nature Genetics 37: 549-554, 2005). Estas secuencias también pueden usarse, como
se conoce en la técnica, para disefiar ensayos analogos, por ejemplo, Ensayos TAQMAN, para identificacion de
marcadores.
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Se seleccionaron plantas que contenian un alelo o alelos donantes resistentes al DM, incluidas las lineas GSP33-
1094GY y GPN33-1093, entre otras (véanse las Tablas 1-8 y 14) para la reproduccién adicional. Dependiendo de la
estrategia de reproduccion, las plantas seleccionadas para la reproduccion posterior pueden ser homocigéticas o
heterocigéticas para un alelo donante (resistente).
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Se encontrd que la linea 05-346 mostraba un fuerte vigor, con un color de fruta verde oscuro y frutas cilindricas con
una relacion de longitud/espesor de 3,2. Se encontré que la linea GSP33-1094GY mostraba un fuerte vigor, con
frutas bastante largas (relacion de longitud/espesor de 3,3/3,4) y hojas algo erguidas con poca tendencia foliar. La
piel de la fruta era algo aspera. Se encontré que la linea 01-349 era productiva, con buena forma de fruta. La pulpa
de la fruta fue firme, y las frutas mostraron una relacién de longitud/espesor promedio de 3,3. La linea GPN33-
1093GY mostré un fuerte vigor. Las hojas estaban algo rizadas. Sus frutas eran ligeramente espinosas, pero la
densidad de las espinas era muy baja. La relacion longitud/espesor promedio de las frutas fue de 3,3.

Ejemplo 5: Creacion de poblaciones adicionales para mapear loci de resistencia al DM

Para identificar loci subyacentes a la resistencia del pepino al patdégeno Moho Velloso (Pseudoperonospora
cubensis), se generaron dos poblaciones de mapeo adicionales al cruzar cada uno de los dos progenitores
susceptibles (API-45-5312-MO y VJ03-68-06) por el mismo linea resistente (P1197088). De cada uno de estos
cruces, una sola planta F fue autopolinizada para crear dos poblaciones F». Estas se codificaron como poblaciones
"API" y "VJ", de los cruces API-45-5312-MO x PI1197088 y VJ03-68-06 x P1197088, respectivamente. A partir de la
generacion F», se utilizé un procedimiento de descenso de una sola semilla para crear ~200 familias Fs en cada una
de las dos poblaciones. El proceso implicé la autopolinizacién de ~250 plantas F, en cada poblacion para crear
familias F3. De cada familia F3, una sola planta fue autopolinizada para crear familias F4. De cada familia F4, una sola
planta fue autopolinizada para crear familias Fs. Cuando las plantas F4 estaban creciendo, se recolectaron muestras
de tejido de cada planta. Estas muestras se usaron para el aislamiento de ADN y el genotipado del marcador. Se
analizaron multiples plantas de cada una de las familias Fs derivadas de cada planta F4 para detectar reacciones a
Pseudoperonospora cubensis en ensayos replicados de patologia de mudltiples ubicaciones (es decir,
resistencia/susceptibilidad a la enfermedad) (véase el Ejemplo 6).

Ejemplo 6: Analisis de plantas de pepino en poblaciones adicionales para resistencia al DM

Los genotipos marcadores para cada planta F4 de las poblaciones de mapeo descritas en el Ejemplo 5 se analizaron
luego contra el rendimiento de las progenies Fs en ensayos de resistencia/susceptibilidad a la enfermedad de DM,
en una forma de rendimiento de genotipo progenitor frente a progenie. Las plantas de pepino de estas poblaciones
se cultivaron en multiples lugares, incluidos Turquia, Tailandia, Francia, Estados Unidos, Paises Bajos e India, y se
sometieron a bioensayos en condiciones de invernadero y/o de campo, para determinar el nivel de resistencia a la
enfermedad del Moho Velloso causada por P. cubensis. Las pruebas de resistencia realizadas en algunos lugares
utilizaron los protocolos descritos anteriormente, en los Ejemplos 1-2. Las pruebas de resistencia realizadas en
Nimes, Francia y Turquia utilizaron un protocolo similar, sin embargo, por ejemplo, se us6 un aislado de P. cubensis
encontrado naturalmente en Boztepe, Antalya, Turquia, mientras que las pruebas en los Paises Bajos y en Tailandia
también utilizaron aislados de P. cubensis obtenido localmente. Se realizaron pruebas en las poblaciones de mapeo
con un panel de variedades de cultivo seleccionados del grupo que incluye: SMR58, Maram y Corona (altamente
susceptible); Poinsett 76, Adefem (parcialmente resistente); Sweetslice (resistencia intermedia); y PI197088 (nivel
mas alto de resistencia) como controles. Las inoculaciones se realizaron en el invernadero utilizando hojas sueltas
recién esporuladas, aproximadamente 6 dias a 1 mes después de la siembra. Se realizaron hasta tres evaluaciones
de cotiledones y de primera y segunda hojas aproximadamente 6-30 d después de la inoculacién. Un ejemplo de
escala de calificacion de enfermedad se define de la siguiente manera:

1: Las hojas verdaderas o los cotiledones no muestran sintomas.
2: Las hojas o cotiledones son verdes, posiblemente algunas manchas cloréticas.

3: Las manchas necroticas no son confluentes; menos del 30% del area de cotiledones esta afectada; las hojas
tienen manchas cloréticas mas grandes con necrosis en el centro.

4: 40% del area del cotiledén es necrética; menos del 25% del area foliar es necrotica.
5: 50% del area del cotileddn es necrética; menos del 50% del area foliar es necrética, no coalescente.
6: 60% del area del cotiledon es necrotica; el area necrotica coalescente en el 25% de la superficie de la hoja.

7: 70% del area del cotileddn es necrotica; las areas necroéticas coalescentes cubren el 50% de la superficie de la
hoja.

8: En los cotiledones y las hojas, solo el tejido cerca del peciolo sigue siendo verde.
9: Los cotiledones y las hojas son completamente necréticos.

Los niveles representativos de enfermedad en las lineas de control y en una poblaciéon de mapeo se muestran en las
Figuras 3-4.
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Ejemplo 7: Procedimientos para el analisis de mapeo de QTL de poblaciones de plantas APl y VJ

El analisis de mapeo de QTL se realiz6 sobre los datos obtenidos de pruebas de enfermedad en las dos poblaciones
de mapeo adicionales derivadas de cruces con PI1190788. Para la poblacion API, se utilizaron 971 marcadores de
SNP mapeados en 174 lineas genotipadas y fenotipadas. Para la poblacion VJ, se usaron 964 marcadores de SNP
mapeados en 168 lineas genotipadas y fenotipadas. Ejemplos de marcadores genéticos se enumeran en la Tabla
13, y la Figura 5 ilustra esquematicamente las posiciones de estos marcadores que se localizan en los cromosomas
5,4 y 2. Los analisis de mapeo de QTL se realizaron en QTL Cartographer v1.17 (Basten et al., 1994; y Basten et
al., 2004). Los programas utilizados fueron: LRmapqtl, SRmapqtl, Mimapqtl, MultiRegress, JZmapqtl. Las dos
poblaciones x 6 ubicaciones (= 12 conjuntos de datos) se analizaron de forma independiente.

El mapeo de intervalos se realiz6 a intervalos de 1 cM usando LRmapqtl. Los parametros utilizados para el programa
fueron: M = 3; d = 1; ¢ = 0; r = 0. El mapeo de regresion por etapas con seleccion directa seguida de eliminacion
inversa se realizé utilizando SRmapqtl. Los marcadores se incluyeron en el modelo en P <0,001 en la etapa de
seleccion directa y se excluyeron del modelo con P> 0,001 para la etapa de eliminacion. Los marcadores dentro de
los 10 cM de los marcadores que ya estan en el modelo se excluyeron de un analisis posterior. Los parametros
utilizados para el programa fueron: M = 2; F = 0,001; B = 0,001; u = 10.

El mapeo de intervalos multiples se usé para buscar QTL multiples en intervalos multiples. JZmapqtl se utilizd por
primera vez para estimar las frecuencias de genotipo a intervalos de 1 cM. Los parametros utilizados para el
programa fueron: | = 30; M = 9; d = 1. Luego se utilizd MultiRegress para estimar el conjunto inicial de QTL putativos
utilizando pruebas de regresion por etapas para todos los intervalos de 1 cM para efectos aditivos y de dominancia y
se incluye un QTL en el modelo inicial con P <0,0001. Los sitios de prueba dentro de los 20 cM de un QTL putativo
ya incluido en el modelo se excluyen de un analisis posterior. Los parametros utilizados para el programa fueron: ¢ =
0; S = 0,0001; w = 10; u = 20; | = 30. Mimapqtl se usé para probar y eliminar QTL putativos no significativos del
modelo inicial identificado por MultiRegress (-| = sMPrTseC). En esta etapa, el nimero maximo de QTL esta limitado
a 5 (-q =5), y un QTL putativo se elimina si el cambio en el criterio de informacion es <13,825 (correspondiente a 3
LOD). Luego se utilizé6 Mimapqtl para refinar la posicion de QTL (-1 = sMPRtseC) y buscar cualquier QTL nuevo (-l =
sMPrtSeC). En esta etapa, el numero maximo de QTL se limitaba a 5 (q = 5), y se agregaria un QTL putativo si el
cambio en el criterio de informacion es > 13,825 (correspondiente a 3 LOD). También se realizdé una blusqueda de
interacciones epistaticas entre QTL putativos (I = sMPrtsEC). En esta etapa, se incluiria un término epistatico en el
modelo si el cambio en el criterio de informacién fuera > 0,000. Todos los demas analisis, incluidos los anélisis de los
resultados de QTL Cartographer, se realizaron utilizando R (R Development Core Team, R: A Language and
Environment for Statistical Computing. R Foundation for Statistical Computing, Viena, 2009). Para la evaluacion de
los modos, enfermedad ~ QTL1 + QTL2 + QTLA4.

Ejemplo 8: Resultados de mapeo de QTL para poblaciones APl y VJ

Se identificéd un total de 23 intervalos de QTL aparentes (intervalo de 2-LOD con picos de QTL de 5-LOD) en los
experimentos de 2 poblaciones x 6 ubicaciones. Muchos de estos solapamientos entre poblaciones y/o ubicaciones,
y tres QTL, denominados QTL 1, QTL 2 y QTL 4, mapeados a los cromosomas 5, 4 y 2, respectivamente, se
identificaron para un analisis posterior. Los marcadores utilizados, junto con sus posiciones, se presentan en la
Tabla 13, y las posiciones aproximadas en el mapa para los QTL también se presentan en la Tabla 15.

De particular interés son QTL 1 en el cromosoma 5y QTL 2 en el cromosoma 4, que se identificaron en ambas
poblaciones de mapeo cultivadas en al menos tres de las seis ubicaciones geograficas, lo que sugiere la robustez de
estos dos QTL en diferentes entornos genéticos y condiciones ambientales. Los efectos alélicos aditivos individuales
promedio son 0,62 (0,32 - 1,26) en QTL 1y 0,62 (0,47 - 0,93) en QTL 2. Por lo tanto, es probable que una planta
individual con ambos alelos resistentes en ambos QTL tenga una reduccion en la calificacion de la enfermedad de
0,62 x 2 + 0,62 x 2 = 2,48. Individualmente, la cantidad promedio de variacién fenotipica explicada por cada uno de
estos dos QTL es 24% (QTL 1) y 21% (QTL 2), con el 76% - 79% restante atribuible a otros efectos genéticos y
ambientales (no genéticos).

Se identificd un efecto aditivo negativo (es decir, un genotipo resistente con una puntuacién de enfermedad mas
alta) en el cromosoma 2, posicion 21,8 - 73,8 cM en la poblacion VJ cultivada en Turquia, correspondiente a QTL 4.
También se identifico la misma QTL en esta misma poblacion VJ cultivada en Nimes y Tailandia, pero el efecto
aditivo fue positivo. Por lo tanto, el efecto aditivo negativo identificado en el conjunto de datos de Turquia
probablemente no es un artefacto, sino que sugiere la presencia de genotipo x efectos ambientales.

Tabla 15: Resumen de los resultados del mapeo de intervalos para dos poblaciones de mapeo en 6
ubicaciones.

QTL # | Crom. |Intervalo aprox. (cM)|Poblaciéon de mapeo| Numero de ubicaciones | Efectos aditivos R2
1 5 22,6 - 81,0 (58.4) Ambas 6 0,32 -1,27 12 - 39%
2 4 37,7 - 87,6 (49.9) Ambas 3 0,47 - 0,93 13 - 28%
4 2 21,8 - 73,8 (52.0) VJ 3 -0,49 - 0,61 12 - 20%
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Los intervalos de QTL que se muestran en la Tabla 15 se identificaron mediante el mapeo de intervalos. Cada
intervalo esta marcado por un identificador unico (QTL #) con ubicacion cromosémica en un mapa genético de
consenso de pepino (por ejemplo, Ren et al., 2009) indicado. Los intervalos de QTL pueden identificarse en una o
ambas poblaciones de mapeo API y VJ y en una a seis de las seis ubicaciones geograficas en las que se realizaron
las pruebas. También se indica el intervalo de efectos alélicos aditivos y la proporciéon de variacion fenotipica
atribuible a la QTL correspondiente (R?).

Los ejemplos de marcadores de SNP que se mapean a tres QTL (denominados QTL 1, 2 y 4) que se identificaron se
enumeran en la Tabla 13. Estos QTL se mapean, respectivamente, en los cromosomas 5, 4 y 2. De 23 intervalos de
QTL putativos identificados mediante el enfoque de mapeo de intervalos, cuyos ejemplos se muestran en las Tablas
16 y 21, también se identificaron mediante un enfoque de regresion por etapas que utiliza la eliminacién directa-
seleccion-inversa. Los dos QTL putativos que no se corroboraron no correspondian ni a QTL 2 en el cromosoma 4 ni
a QTL 1 en el cromosoma 5.

Para estimar los efectos de la union de multiples QTL en intervalos mlltiples, se realizd6 un mapeo de intervalos
multiples para todos los conjuntos de datos. Los resultados nuevamente identificaron QTL 1 (mapeo al cromosoma
5) y QTL 2 (mapeo al cromosoma 4). QTL 1 se identificd en las ubicaciones API y VJ cultivadas en la mayoria (5/6)
de las ubicaciones (Tabla 17), lo que sugiere que este intervalo de QTL es robusto en vista de los antecedentes
genéticos y las diferencias ambientales. Por el contrario, QTL 2 se identifico en la poblacion API cultivada en tres de
los lugares y en la poblacion de mapeo VJ cultivada en Turquia (Tabla 17), lo que sugiere que el efecto de este QTL
puede depender del ambiente genético.

En contraste con QTL 2, QTL 4 en el cromosoma 2 se identificd a partir de la poblacion VJ cultivada en tres de las
seis ubicaciones y en la poblacion API cultivada solo en Turquia. Esto sugiere que mientras QTL 2 puede ser
especifico para el ambiente de API, QTL 4 puede ser especifico para el ambiente de VJ. Curiosamente, el efecto
alélico de QTL 4 se vuelve negativo cuando QTL 2 también esta en el modelo (en ambas poblaciones de mapeo
cultivadas en Turquia), posiblemente sugiriendo (1) un efecto opuesto entre QTL 2 y QTL 4, o (2) que el efecto
negativo en QTL 4 es especifico para las condiciones ambientales encontradas en el sitio de prueba en Turquia. La
evaluacion del modelo: enfermedad ~ QTL1 + QTL2 + QTL4 para los otros conjuntos de datos sugiere que los tres
QTL deberian tener efectos aditivos positivos (también véase la Tabla 18), lo que implica que la segunda explicacion
es mas probable.

Las interacciones epistaticas solo se identificaron en los dos conjuntos de datos de Turquia y solo se identificaron
efectos aditivo por aditivo. Las interacciones fueron entre los principales intervalos de QTL: QTL1, QTL2 y QTLA4.
Debido a que la interaccion epistatica solo se identifica en los datos de Turquia y debido a que el efecto negativo de
QTL4 en este conjunto de datos, en este punto, no esta claro si los efectos negativos aditivo x aditivo entre QTL1 y
QTL2 también son especificos de Turquia.

Tabla 16: QTL identificados por mapeo de intervalos muiiltiples para las dos poblaciones de mapeo cultivadas
en seis ubicaciones

C

b

G Conjunto o QTL1 x QTL2 x 5

%’ de datos Ubicacion QTL1 QTL2 QTL4 QTL2 QTL4 R

a
1 Turquia 0,61 0,47 -0,46 -0,23 0,67
2 Nimes 0,58 0,36 0,52

- 3 Tailandia 0,59 0,65 0,29

> 4 Paises Bajos 0,16
5 India 0,47 0,36
6 Felda 1,28 0,33
7 Turquia 0,47 0,57 -0,45 -0,22 0,23 0,56
8 Nimes 0,69 0,49 0,66

o 9 Tailandia 0,74 0,90 0,47

< 10 Paises Bajos | 0,32 0,15
11 India 0,52 0,32
12 Felda -

Entre un total de ocho intervalos de QTL unicos identificados por al menos uno de los experimentos, los QTL 1,2y 4
se muestran en las Tablas 16-17, y sus ubicaciones genéticas correspondientes se indican en la Tabla 15. En la
Tabla 16, la ultima columna, R?, es la proporcion estimada de variacion fenotipica observada explicada por el modelo
genético. Para los conjuntos de datos 2, 4, 5 y 8 de la Tabla 16, se incluyeron QTL putativos menores en el analisis
de la proporcion de variacion observada explicada por los QTL (columna) en el modelo del experimento (fila) y los
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valores numéricos son los efectos alélicos aditivos estimados (aditivo x aditivo en el caso de QTL1 x QTL2, o QTL2 x
QTLA4).

Secuencias genomicas de clones de ADN de pepino que contienen el marcador genético RAPD CAPS_ENKS59,
entre otros, tal como el que se uso para identificar el QTL de resistencia al DM descrito en el Ejemplo 3, Tablas 10-
11, y la Figura 1, se alinearon con un mapa gendémico de pepino para determinar su ubicacion dentro del genoma del
pepino. Las secuencias se alinearon utilizando Sequencher (Gene Codes Corp., Ann Arbor, MI, EE. UU.), y se
encontraron dentro de 13 contigos (11 loci completamente ensamblados y 1 locus ensamblado en dos contigos).
Luego, estas secuencias se alinearon en un mapa de andamios de secuencia fisica gendmica de pepino usando
BLAST y GMAP (Genentech, South San Francisco, CA, EE. UU.), con las posiciones del marcador RAPD
(convertidas a CAPS) en el mapa fisico-genético integrado basado en similitud de secuencia. Ademas, los
marcadores CAPS_ENK59, UBC12-1200 y AL10-850, que se encontraron vinculados con el QTL definido
originalmente en los experimentos de mapeo anteriores basados en el analisis de QTL de lineas derivadas de un
cruce Lucinde x PI197088 como se describe en el Ejemplo 3, también se siguieron en las nuevas poblaciones de
mapeo API y VJ para determinar donde se localizaron en relacién con los QTL recién identificados. Ambos enfoques
dieron como resultado el hallazgo de que el QTL identificado originalmente del Ejemplo 3 se localiza conjuntamente
con QTL 1y se mapea al cromosoma 5, como se muestra en la Figura 5) El marcador NN0246677 mapea alrededor
de la posicion 43,8 o 47,8 respectivamente, de los mapas de cromosomas derivados de API y VJ respectivos de la
Figura 5, bien dentro del QTL genéticamente definido. Aunque esta es una distancia genética de CAPS_ENKS59 que
se utilizo en el trabajo inicial, los marcadores identificados como segregados conjuntamente con este QTL (es decir,
QTL 1) se identificaron en diferentes poblaciones de mapeo, y en particular, el trabajo inicial genotipado, tenia
menos marcadores y menos réplicas de ensayos de fenotipado que las utilizadas posteriormente con los marcadores
de SNP tales como NNO0246677. Por lo tanto, la poblacion de mapeo original incluyé menos eventos de
recombinacion, lo que permitié que los marcadores mas distantes se retengan con mayor frecuencia en un bloque
de enlace que mostré una asociacion significativa con un QTL de resistencia al DM. Los analisis de QTL en
diferentes poblaciones también tuvieron diferentes niveles de significacion estadistica, lo que resulté en posiciones
en el mapa algo diferentes.

También se identificaron QTL putativos adicionales especificos para varias combinaciones de poblacién de mapeo y
ubicacion geografica, pero la falta de replicacion en la ubicacién y/o poblacion de mapeo potencialmente sugiere que
estos QTL contribuyen demasiado poco a la variacion fenotipica general para la deteccion replicable.

En la Tabla 17 se muestra un resumen de los resultados del mapeo de intervalos, con intervalos de 2-LOD con picos
de QTL de 4-LOD para cada una de las 2 poblacion par 6 experimento de ubicaciéon. Crom: cromosoma; Desde:
posicion izquierda del intervalo de 2-LOD en cM; Hasta: posicion derecha del intervalo de 2-LOD en cM; LR: relaciéon
de probabilidad entre las hipétesis alternativas (H3) y nula (HO), en las que H3 = presencia de un QTL con efectos
alélicos aditivos y dominantes en el sitio de prueba y HO = sin QTL en el sitio de prueba); a: efecto alélico aditivo; d:
efecto alélico dominante; R?: proporcion de la variacion explicada por el QTL putativo en el sitio de prueba, SR: si el
mismo QTL fue detectado por el enfoque de regresion por etapas; MIM: si el QTL putativo fue detectado por el
enfoque de mapeo de intervalos multiples.

Tabla 17: Resultados del mapeo de intervalos

Poblacion | Ubicaciéon | Crom | Desde | Hasta | LR a d Rz |SR| MIM
\A| Nimes 2 21,77 | 66,48 |21,53| 0,41 | 0,23 | 0,12 | Y Y
\A| Turquia 2 39,45 | 48,76 |36,46|-0,48| 0,14 | 0,20 | Y Y
\A| Tailandia 2 46,76 | 73,80 (28,79| 0,61 |-0,58| 0,16 | Y Y
\A| Turquia 4 37,65 | 73,98 |32,79| 0,47 |-0,02| 0,18 | Y Y
API Nimes 4 46,65 | 71,65 (38,00{ 0,56 | 0,18 | 0,22 | Y Y
API Turquia 4 55,82 | 79,93 |43,23| 0,53 |-0,27| 0,22 | Y Y
\A| Tailandia 4 57,50 | 87,57 |21,85| 0,58 |-0,08| 0,13 | Y -
API Tailandia 4 74,98 | 81,98 |51,79| 0,93 | 0,25 | 0,28 | Y Y
API Turquia 5 22,58 | 56,40 |27,88| 0,43 |-0,42| 0,16 | Y Y
API India 5 26,64 | 30,31 |59,67| 0,52 | 0,15| 0,32 | Y Y
API Paises Bajos| 5 33,84 | 77,66 |24,21| 0,32 |-0,13| 0,15 | Y Y
\A| Tailandia 5 40,37 | 55,81 (20,24 0,55 | 0,22 | 0,12 | Y Y
API Tailandia 5 44,71 | 56,40 (34,46 0,79 | 0,55 | 0,22 | Y Y
API Nimes 5 44,71 | 55,40 (70,72 0,71 | 0,04 | 0,39 | Y Y
\A| Nimes 5 46,19 | 55,81 (45,75| 0,61 | 0,13 | 0,25 | Y Y
\A| Turquia 5 53,10 | 80,70 |51,56| 0,57 | 0,29 | 0,27 | Y Y
\A| India 5 53,10 | 80,95 |35,43| 0,45 | 0,13 | 0,19 | Y Y
\A| Felda 5 76,71 | 80,95 |58,81| 1,26 | 0,48 | 0,33 | Y Y
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La regresion lineal también se utilizd para calcular los coeficientes de enfermedad explicados por el modelo QTL1 +
QTL2 + QTL4 (véase la Tabla 18). A diferencia de QTL Cartographer, que siempre compara el cambio en el fenotipo
con la linea resistente, los valores del coeficiente de la Tabla 19 se mapean directamente al cambio en la calificacion
de la enfermedad de 1 (resistente) a 9 (susceptible). Por lo tanto, un coeficiente positivo implica un aumento en la
susceptibilidad.

Tabla 18: Coeficientes de enfermedad obtenidos mediante regresion lineal

Poblacion Ubicacion |Intercepto| QTLA1 QTL2 QTL4
\A| Turquia 8,6 -0,56 -0,41 0,45
\A| Tailandia 8,8 -0,28 -0,51 -0,46
\A| Nimes 8,9 -0,51 -0,29 -0,39
vJ Paises Bajos 6,3 -0,12 -0,03 -0,05
\A| India 9,6 -0,44 -0,15 -0,13
\A| Felda 9,4 -1,26 -0,20 -0,08
API Turquia 8,1 -0,40 -0,54 0,40
API Tailandia 7,0 -0,55 -0,65 0,06
API Nimes 6,9 -0,54 -0,37 -0,01
API Paises Bajos 55 -0,22 0,05 -0,02
API India 9,2 -0,38 -0,18 0,09
API Felda 6,6 -0,05 -0,54 0,31

Ejemplo 9: Alineaciéon de marcadores de SNP con el mapa genético del pepino basado en SSR

Para el mapeo de QTL en relaciéon con marcadores adicionales, los marcadores de SNP de la Tabla 13 se alinearon
con marcadores de SSR que fueron utilizados por Ren et al, (PLoS ONE 4: e5795, 2009; doi:
10.1371/journal.pone.0005795) mediante un enfoque informatico. Primero, las secuencias de cebador de 16-25 pb
que definen los marcadores de SSR de Ren et al., se alinearon con las correspondientes secuencias de andamio de
pepino (fragmentos gendmicos) usando BLAST. Las alineaciones perfectas que cubren pares de secuencias de
cebadores enteros (es decir, cebadores directos e inversos) se filtraron para eliminar cualquier alineacion perfecta
aparente que no sugiriera que los cebadores directos e inversos se enfrentaran adecuadamente, y las posiciones
restantes del andamio se fusionaron con la informaciéon del mapa basada en SSR. 574 marcadores SSR se
mapearon putativamente con 591 secuencias de fragmentos gendmicos del andamio, ya que, como se esperaba,
algunas secuencias de SSR se mapearon hasta una ubicacion de andamio >1. Usando un umbral de diferencia de
tamafio de menos de o igual a 50 pb para la diferencia entre las ubicaciones del cebador de SSR directo e inverso
informadas y la distancia mapeada de acuerdo con lo indicado por las secuencias del andamio, 550 marcadores de
SSR (con 566 ubicaciones mapeadas) se consideraron mapeadas en forma confiable. Estos datos de SSR se
clasificaron luego con ID de andamio y se fusionaron con posiciones conocidas de otros marcadores internos
disponibles. Finalmente, se observaron posiciones inconsistentes de marcadores, y las posiciones genéticas
restantes de SSR se anclaron a un mapa genético/fisico de consenso que se habia construido utilizando marcadores
de SNP y secuencias de andamio genémico. La Tabla 19 enumera las posiciones en el mapa de los marcadores de
SNP y SSR de los cromosomas 2, 4 y 5, que pueden compararse directamente con el mapa genético de Ren et al.,
(2009). SSR y otros marcadores publicos enumerados en negrita en la Tabla 19 se mapean a las regiones de QTL
identificadas, o son aproximadamente de 10 cM o menos de dicha regidon, y se espera que se segreguen
conjuntamente con la resistencia al DM. El mapeo de los marcadores de SNP y de SSR que se enumeran en la
Tabla 19 permite la identificacion, usando un mapa genético disponible publicamente, de marcadores genéticos
adicionales (por ejemplo, disponibles publicamente) que se mapean a una regiéon gendmica vinculada a la
resistencia al Moho Velloso. En la Tabla 19, el QTL de resistencia al DM del cromosoma 2 se define como aquel que
abarca la region definida por el marcador de SNP NN0223892 (posicion en el mapa 22,3), hasta el marcador de
SNP NN0226638 (posicién en el mapa 88,4). El QTL de resistencia al DM del cromosoma 4 se define como aquel
que abarca la region definida por el marcador de SNP NN0227442 (posicion en el mapa 20,6), hasta el marcador de
SNP NN0227285 (posicion en el mapa 87,4). EI QTL de resistencia al DM del cromosoma 5 se define como aquel
que abarca la region definida por el marcador de SNP NN0226553 (posicion en el mapa 25,3), hasta el marcador de
SNP NN0226391 (posicion en el mapa 82,1).

Tabla 19: Posiciones del mapa genético de SNP ("NNO ...") y marcadores de SSR de los cromosomas 2,4y 5
del pepino, desde la alineacion de los marcadores de SSR sobre el mapa genético de consenso basado en el
andamio. Véase también la Figura 5

Nombre del Marcador Cromosoma # Posicién en el mapa
NN0226713 2 0,0
NN0246869 2 1,3
NN0227534 2 1,5
NN0228688 2 1,5

45



ES 2 804 457 T3

NN0224222

| 2

1,6

(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

NN0225653 2 1,6
NN0227319 2 1,6
NN0247117 2 1,6
NN0223201 2 1,6
NN0246545 2 2,8
NN0247432 2 2,8
NN0225708 2 3,3
NN0224023 2 3,3
NN0225478 2 3,7
NN0225481 2 3,7
NN0247128 2 3,9
NN0247110 2 4,2
NN0228683 2 4,6
NN0247397 2 4,6
NN0229107 2 5,0
SSR11952 2 5,9
NN0227776 2 5,9
NN0225556 2 5,9
NN0225149 2 5,9
NN0247714 2 6,9
NN0226409 2 7,0
NN0247374 2 7,0
NN0225817 2 7,2
SSR21090 2 7,5
NN0228345 2 7,5
NN0224358 2 8,1
NN0224778 2 8,1
NN0247591 2 8,8
NN0246816 2 9,7
NN0226190 2 10,2
NN0225911 2 10,2
NN0224313 2 10,5
NN0224822 2 10,7
NN0225831 2 12,1
NN0224132 2 12,1
NN0224585 2 12,2
NN0224551 2 12,2
NN0226478 2 12,2
NN0226856 2 12,2
NN0228321 2 12,2
NN0225656 2 12,2
NN0246405 2 12,3
NN0247003 2 12,8
NN0226751 2 12,8
SSR00684 2 13,0
NN0229051 2 13,0
NN0247367 2 13,0
SSR16226 2 14,2
NN0225537 2 14,2
SSR03070 2 14,2
NN0225564 2 14,2
NN0246551 2 14,5
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NN0224243

| 2

14,5

(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

SSR00204 2 14,5
NN0223995 2 14,5
NN0246378 2 14,6
NN0228099 2 14,9
NN0227372 2 15,5
NN0246337 2 19,0
SSR00289 2 19,7
NN0227840 2 19,7
NN0227646 2 20,0
NN0228476 2 20,3
NN0224590 2 20,8
NN0228237 2 20,8
NN0247575 2 20,8
NN0227530 2 20,8
NN0227574 2 20,8
NN0224794 2 20,9
NN0224612 2 21,2
NN0224686 2 21,2
NN0224467 2 21,3
NN0228820 2 21,3
NN0225896 2 21,8
NN0223892 2 22,4
NN0223782 2 22,4
NN0227357 2 22,7
SSR22083 2 22,7
NN0227327 2 22,7
NN0247569 2 23,9
NN0223579 2 23,9
NN0226747 2 24,3
SSR23832 2 24,9
NN0226337 2 24,9
NN0227615 2 25,4
NN0226084 2 25,4
SSR23220 2 254
NN0226279 2 26,5
NN0224105 2 26,5
SSR23420 2 26,5
NN0225385 2 27,5
NN0246831 2 28,8
NN0228374 2 28,8
NN0223545 2 29,2
NN0224897 2 29,2
NN0226707 2 29,5
NN0226670 2 30,1
SSR01374 2 30,1
SSR22338 2 30,1
NN0223657 2 30,1
NN0247784 2 30,7
NN0225380 2 30,7
NN0223661 2 30,7
NN0247123 2 30,7
NN0228011 2 32,1
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NN0228058

| 2

32,1

(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

NN0224124 2 32,4
NN0246849 2 33,5
NN0226619 2 33,7
NN0247070 2 34,7
NN0226477 2 35,3
NN0223707 2 35,5
NN0227659 2 35,5
NN0227441 2 35,5
NN0223443 2 35,5
NN0223203 2 35,5
NN0226267 2 35,7
NN0224422 2 36,1
NN0227137 2 36,6
NN0246472 2 38,4
NN0224359 2 38,4
NN0228139 2 38,7
NN0227805 2 43,5
NN0247413 2 43,5
NN0223478 2 43,8
SSR02569 2 43,8
SSR07108 2 43,8
NN0227538 2 43,8
NN0247197 2 44,4
SSR11512 2 44,4
NN0226250 2 45,0
NN0224063 2 45,3
NN0228486 2 45,3
NN0224233 2 45,3
NN0223285 2 45,3
NN0223271 2 45,3
SSR00218 2 50,3
NN0225358 2 50,3
NN0224573 2 51,6
NN0226986 2 51,6
NN0224027 2 51,7
NN0228028 2 51,7
SSR17814 2 52,8
SSR12083 2 52,8
NN0225190 2 52,8
NN0246702 2 53,3
NN0224844 2 53,9
SSR16941 2 55,5
SSR11468 2 55,5
SSR22227 2 55,5
NN0227695 2 55,5
NN0227700 2 55,6
NN0228748 2 56,1
NN0246318 2 56,4
NN0247210 2 56,4
SSR02634 2 56,4
NN0223380 2 56,4
NN0223398 2 56,4
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NN0247233

| 2

56,9

(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

NN0246696 2 57,4
NN0223463 2 57,6
SSR23732 2 57,6
NN0223494 2 57,6
NN0223465 2 57,7
NN0224617 2 58,0
NN0224658 2 58,3
SSR05492 2 59,5
NN0246763 2 59,5
NN0224594 2 60,9
SSR02322 2 66,5
SSR07278 2 66,5
SSR11909 2 66,5
SSR16135 2 66,5
SSR22653 2 66,5
NN0247695 2 66,5
SSR00009 2 67,0
SSR06913 2 67,0
NN0227962 2 67,0
NN0226717 2 67,1
NN0247305 2 67,2
NN0226038 2 68,0
NN0225776 2 68,5
NN0247544 2 69,7
NN0227412 2 69,8
NN0247350 2 69,9
NN0247798 2 70,0
SSR13131 2 70,0
NN0228560 2 70,0
NN0226406 2 72,4
SSR21734 2 73,2
NN0227242 2 73,2
SSR00507 2 73,7
NN0247636 2 73,7
NN0226006 2 73,8
SSR15873 2 74,6
NN0225709 2 74,6
NN0224913 2 74,6
SSR12227 2 76,3
SSR18362 2 76,3
NN0228448 2 76,3
SSR21655 2 78,0
SSR05420 2 78,0
SSR19851 2 78,0
NN0225027 2 78,0
NN0225018 2 78,0
NN0227692 2 78,5
NN0247139 2 78,5
NN0223317 2 78,8
NN0223824 2 78,9
NN0223452 2 79,5
NN0246284 2 79,7
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NN0246771 | 2 | 79,7
(continuacion)

Nombre del Marcador Cromosoma # Posicién en el mapa
NN0223209 2 79,7
NN0223221 2 79,7
NN0226547 2 79,8
NN0247618 2 80,3
SSR01253 2 80,5
NN0228741 2 80,5
NN0226471 2 80,5
NN0226327 2 81,0
NN0226885 2 81,6
NN0246708 2 81,6
NN0228685 2 81,6
NN0228974 2 81,7
NN0246681 2 82,1
NN0226957 2 82,4
NN0223181 2 82,4
SSR21276 2 83,0
NN0227214 2 83,0
NN0225257 2 84,4
NN0223574 2 85,8
NN0226638 2 88,4
NN0226673 2 88,5
NN0228750 2 88,6
NN0246924 2 90,4
SSR30665 2 91,5
NN0224981 2 91,5
NN0224804 2 91,5
SSR13754 2 96,1
SSR16462 2 96,1
NN0223703 2 96,1
SSR16028 2 96,1
NN0247710 4 0,0
NN0247539 4 0,0
NN0247697 4 0,4
SSR07782 4 0,4
NN0228009 4 0,4
NN0224680 4 0,7
NN0226973 4 2,4
SSR01949 4 41
SSR07209 4 4,1
NN0247583 4 41
NN0228802 4 4,1
SSR19115 4 4,4
NN0246810 4 4.4
NN0228736 4 4,4
NN0247706 4 5,2
SSR14498 4 5,2
NN0225810 4 6,3
NN0224596 4 6,3
NN0225493 4 6,3
NN0247492 4 6,6
SSR19380 4 9,6
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SSR21062 | 4 | 9,6
(continuacion)

Nombre del Marcador Cromosoma # Posicién en el mapa
NN0225975 4 9,6
SSR22231 4 9,6
NN0224796 4 9,8
NN0224711 4 9,8
NN0228893 4 9,8
SSR11074 4 12,5
SSR17427 4 12,5
NN0223763 4 12,5
NN0225383 4 14,4
NN0228856 4 14,5
NN0228862 4 14,5
NN0246870 4 20,0
NN0225260 4 20,3
SSR00012 4 20,6
NN0227442 4 20,6
NN0223863 4 20,6
NN0225012 4 20,6
SSR17024 4 21,7
NN0226079 4 21,7
NN0247573 4 21,7
NN0228250 4 21,9
NN0246309 4 22,1
NN0246393 4 24,6
NN0229054 4 25,4
NN0225572 4 25,5
SSR13023 4 25,5
NN0228579 4 25,8
SSR22706 4 25,8
NN0225143 4 25,8
NN0224450 4 26,8
NN0226440 4 27,9
NN0226451 4 27,9
NN0223404 4 28,7
NN0226964 4 28,7
NN0225345 4 29,7
NN0226204 4 29,8
NN0223589 4 29,8
NN0227018 4 29,9
NN0247182 4 30,1
NN0227010 4 30,1
NN0247596 4 30,1
NN0226074 4 30,1
SSR02803 4 30,4
SSR07236 4 30,4
NN0225088 4 30,4
NN0225150 4 30,4
NN0224867 4 30,5
NN0224838 4 30,5
NN0224343 4 30,5
SSR21240 4 30,5
SSR33769 4 30,5
NN0229028 4 30,5
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NN0224864

| 4

30,5

(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

NN0227999 4 31,3
NN0228029 4 31,3
NN0227972 4 31,5
NN0224664 4 31,9
NN0223316 4 31,9
NN0224593 4 31,9
NN0247603 4 31,9
SSR16892 4 33,0
NN0226218 4 33,0
NN0226219 4 33,0
NN0247330 4 33,0
NN0224445 4 33,9
NN0227979 4 33,9
NN0224221 4 34,4
NN0223413 4 35,3
NN0224932 4 35,5
NN0224414 4 35,5
NN0224320 4 35,5
NN0228842 4 35,5
NN0228836 4 35,5
NN0247551 4 35,5
NN0227183 4 35,5
NN0247666 4 35,6
NN0227879 4 35,8
NN0224535 4 35,8
NN0246369 4 35,8
NN0223339 4 35,8
SSR01904 4 36,5
SSR16847 4 36,5
NN0223895 4 36,5
NN0228796 4 37,3
SSR19044 4 37,3
NN0223620 4 37,5
NN0247100 4 37,6
NN0247134 4 37,6
NN0246357 4 40,3
NN0246914 4 40,3
NN0225107 4 40,5
SSR15731 4 42,1
SSR21644 4 42,1
NN0247712 4 42,1
NN0224464 4 42,6
NN0228630 4 43,2
NN0224762 4 43,4
NN0224390 4 44,5
NN0229090 4 44,5
NN0247725 4 45,8
NN0246832 4 46,0
NN0224211 4 46,0
NN0225000 4 46,5
NN0225070 4 46,6
NN0225551 4 46,6
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NN0247208

| 4

47,4

(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

NN0225339 4 48,1
SSR04385 4 49,5
NN0228715 4 49,5
NN0228035 4 49,8
NN0226692 4 49,9
NN0224961 4 49,9
NN0226732 4 50,0
NN0227475 4 50,3
NN0225125 4 50,3
NN0226656 4 50,5
NN0227120 4 50,5
NN0227873 4 50,5
NN0223888 4 50,5
NN0229056 4 50,5
NN0247743 4 50,5
NN0228883 4 50,8
SSR11043 4 51,9
NN0247689 4 51,9
NN0223084 4 53,7
SSR13456 4 53,7
NN0225084 4 53,9
NN0226586 4 53,9
NN0247529 4 54,5
SSR17270 4 54,5
NN0247635 4 54,5
NN0247342 4 54,5
NN0247771 4 54,5
NN0228536 4 54,8
NN0223375 4 56,2
NN0226446 4 56,9
NN0224702 4 62,4
NN0224353 4 62,4
NN0227422 4 62,4
NN0228031 4 62,4
NN0227154 4 62,4
NN0223414 4 62,4
NN0224265 4 65,5
SSR05125 4 65,9
SSR07130 4 65,9
NN0224287 4 65,9
NN0226863 4 66,0
NN0228562 4 66,0
NN0224234 4 66,0
NN0247077 4 66,0
NN0225482 4 66,5
NN0225553 4 66,5
NN0224572 4 66,9
NN0224106 4 66,9
NN0224111 4 66,9
NN0228930 4 66,9
NN0223654 4 66,9
NN0225081 4 67,1
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NN0223940

| 4

67,1

(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

NN0227048 4 67,1
NN0246425 4 67,1
NN0224538 4 67,1
NN0228639 4 68,1
SSR21501 4 69,1
NN0225543 4 69,1
NN0228032 4 69,1
NN0226556 4 69,1
NN0226509 4 69,9
NN0227631 4 71,0
NN0227617 4 71,0
NN0223626 4 71,6
NN0223094 4 71,6
NN0223832 4 71,6
NN0247543 4 72,0
NN0224652 4 74,4
SSR07269 4 74,4
NN0224067 4 75,8
NN0226776 4 75,8
NN0227379 4 75,8
NN0227315 4 75,8
NN0224041 4 75,8
SSR00299 4 75,8
NN0228602 4 75,8
NN0223124 4 76,6
NN0223103 4 77,5
NN0225814 4 78,5
NN0228853 4 78,9
NN0227015 4 78,9
NN0223942 4 79,9
NN0246738 4 81,7
NN0224495 4 82,0
SSR01552 4 84,4
NN0225766 4 84,4
NN0247668 4 84,4
SSR22948 4 84,4
NN0226086 4 84,4
SSR04534 4 84,4
NN0223539 4 84,6
NN0227261 4 84,6
NN0227251 4 84,6
NN0226226 4 85,1
NN0246452 4 85,7
NN0226543 4 85,9
NN02277 62 4 85,9
NN0247486 4 85,9
SSR07550 4 86,2
NN0224069 4 86,2
NN0227587 4 87,4
NN0227182 4 87,4
NN0227279 4 87,4
NN0227285 4 87,4
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NN0247726

| 4

87,6

(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

SSR13159 4 87,6
NN0247782 4 87,6
NN0225419 4 88,0
NN0227265 4 88,0
NN0223422 4 88,2
NN0246417 4 88,2
NN0247615 4 88,7
NN0247555 4 88,7
NN0227211 4 88,7
SSR07543 4 89,4
NN0226481 4 89,4
NN0226465 4 89,6
NN0224223 4 90,0
NN0226865 4 90,0
SSR17406 4 91,3
NN0228648 4 91,3
SSR14257 4 91,3
NN0225826 4 91,6
NN0224777 4 92,0
NN0224050 4 92,4
NN0227419 4 92,9
NN0228716 4 92,9
NN0223906 4 92,9
NN0227718 4 94,3
SSR16315 4 94,3
NN0227942 4 94,5
NN0247421 4 94,5
NN0225077 4 94,5
NN0223715 4 94,5
NN0223710 4 94,5
NN0228566 4 94,7
NN0225541 4 94,7
NN0225476 4 94,7
NN0227586 4 95,7
NN0225015 4 96,5
NN0228246 4 96,6
SSR02233 4 96,7
NN0225079 4 96,7
NN0226312 4 96,7
NN0227403 4 96,7
SSR23770 4 96,7
NN0223754 4 97,3
NN0223896 4 97,5
NN0226628 4 97,8
NN0225404 4 98,0
NN0225471 4 98,0
NN0224793 4 98,0
NN0226220 4 98,0
NN0225734 4 98,1
NN0226011 4 98,2
NN0225208 4 98,2
NN0228805 4 98,2
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NN0223571

| 4

98,4

(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

NN0224125 4 98,4
NN0224127 4 98,4
NN0246631 4 98,4
SSR16292 4 98,9
SSR29080 4 98,9
NN0246416 4 98,9
NN0246722 4 99,7
NN0246308 4 99,7
NN0247688 4 99,7
NN0247613 4 100,1
SSR22155 4 100,2
NN0225987 4 100,2
NN0247623 4 100,4
NN0223759 4 100,5
NN0227111 4 100,5
NN0223284 4 100,6
NN0223295 4 100,6
NN0224972 4 100,6
NN0246321 4 100,6
NN0226554 4 100,6
SSR06347 4 100,6
NN0228925 4 100,6
SSR15203 4 100,8
NN0226376 4 100,8
SSR21197 4 100,8
NN0226559 4 101,3
SSR14015 4 101,3
NN0225554 4 101,4
NN0223718 4 101,4
NN0223742 4 101,4
NN0227971 5 0,0
NN0226380 5 0,2
NN0224416 5 0,2
NN0224425 5 0,2
NN0247032 5 0,4
NN0227159 5 0,4
NN0227081 5 0,5
SSR14247 5 0,7
NN0227163 5 0,7
SSR17022 5 0,9
NN0247383 5 0,9
NN0227849 5 1,0
NN0247369 5 1,0
NN0227216 5 1,1
NN0227224 5 1,1
NN0226775 5 1,2
NN0226854 5 1,3
SSR13086 5 2,0
NN0227542 5 2,0
NN0224662 5 2,2
NN0223648 5 2,2
NN0223632 5 2,2
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(continuacion)

Nombre del Marcador Cromosoma # Posicién en el mapa
NN0228445 5 2,3
NN0229042 5 2,3
NN0223496 5 2,5
NN0225635 5 2,5
NN0224047 5 2,6
NN0223877 5 2,6
NN0224052 5 2,7
NN0227420 5 4,3
NN0223296 5 5,1
SSR22469 5 5,1
SSR19538 5 5,9
NN0224657 5 5,9
SSR02454 5 9,6
NN0225945 5 9,6
NN0226455 5 9,6
SSR12467 5 9,6
SSR19719 5 9,6
NN0226450 5 9,6
NN0226658 5 9,9
NN0224159 5 9,9
NN0226797 5 9,9
NN0227362 5 9,9
NN0224785 5 9,9
NN0228078 5 9,9
NN0226536 5 9,9
NN0226528 5 9,9
NN0228505 5 10,0
NN0226756 5 10,0
NN0223780 5 10,0
NN0247311 5 10,2
NN0227594 5 10,2
SSR16032 5 10,2
NN0225849 5 10,2
NN0227145 5 10,2
SSR10002 5 10,3
SSR16842 5 10,3
NN0223450 5 10,3
NN0224763 5 14,2
NN0227468 5 14,6
NN0228918 5 14,6
NN0226418 5 14,6
NN0225926 5 14,6
NN0225883 5 14,6
NN0228145 5 14,7
NN0227295 5 14,7
NN0226387 5 14,7
NN0227584 5 15,0
NN0246349 5 15,1
NN0227168 5 15,8
SSR01859 5 15,8
NN0227165 5 15,8
SSR00023 5 16,1
NN0226433 5 16,1
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(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

SSR00398 5 16,1
NN0223950 5 16,4
SSR19998 5 16,4
NN0246612 5 17,6
NN0224029 5 17,6
SSR01610 5 17,6
SSR20648 5 17,6
NN0246303 5 17,6
SSR22172 5 17,6
NN0227653 5 17,6
NN0226303 5 17,6
NN0228175 5 17,7
SSR07369 5 17,7
NN0227913 5 18,9
SSR20208 5 18,9
NN0246687 5 18,9
NN0223949 5 18,9
NN0224861 5 18,9
NN0224841 5 18,9
NN0223182 5 19,0
SSR10795 5 19,0
NN0225294 5 20,3
NN0225315 5 20,3
NN0229134 5 21,6
NN0227380 5 21,6
NN0225199 5 21,7
NN0225904 5 21,7
NN0224426 5 21,8
NN0226415 5 22,2
NN0225222 5 22,8
SSR13639 5 22,8
NN0225428 5 22,8
NN0226841 5 22,8
SSR03341 5 24,5
SSR05819 5 24,5
SSR07559 5 24,5
NN0228879 5 24,5
NN0226553 5 25,3
NN0223140 5 25,3
NN0227540 5 25,3
NN0228457 5 25,6
NN0228069 5 26,2
SSR07057 5 26,7
NN0225531 5 26,7
SSR10348 5 26,7
SSR03950 5 28,1
SSR11167 5 28,1
NN0228895 5 28,1
NN0224856 5 29,0
NN0226092 5 29,9
NN0247223 5 30,1
NN0246356 5 30,4
NN0224773 5 31,1
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(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

NN0225532 5 31,2
NN0225517 5 31,2
NN0229077 5 31,2
SSR20895 5 31,2
NN0229137 5 31,2
NN0224304 5 31,7
NN0247509 5 31,7
NN0227435 5 31,7
NN0227405 5 31,7
SSR23615 5 31,9
SSR10542 5 31,9
SSR14051 5 31,9
SSR21861 5 31,9
NN0228317 5 31,9
NN0223802 5 32,3
SSR20487 5 32,3
NN0227305 5 33,2
SSR18593 5 33,5
NN0223112 5 33,5
NN0228982 5 33,5
NN0247183 5 33,5
NN0246332 5 33,8
NN0224476 5 33,9
NN0224325 5 34,5
NN0227981 5 36,1
NN0247085 5 37,4
NN0226041 5 37,4
NN0226671 5 37,4
NN0224375 5 37,6
NN0223399 5 38,6
SSR23101 5 39,1
NN0224283 5 39,1
SSR11750 5 39,7
NN0224246 5 39,7
NN0247066 5 40,4
NN0228739 5 40,4
NN0228814 5 40,5
NN0225803 5 40,9
NN0247244 5 41,0
NN0223974 5 41,0
NN0224213 5 41,0
NN0224193 5 41,0
NN0224669 5 41,0
SSR07284 5 41,0
NN0227571 5 41,2
NN0227555 5 41,2
NN0227525 5 41,3
NN0223689 5 41,4
SSR14269 5 41,4
NN0223687 5 41,4
NN0226194 5 41,6
NN0226187 5 41,6
NN0227343 5 42,3
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(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

NN0227129 5 42,3
NN0228943 5 42,3
NN0228968 5 42,3
SSR19178 5 43,0
NN0225790 5 43,0
SSR10720 5 44,8
NN0224377 5 44,8
SSR12921 5 44,8
NN0226709 5 44,8
NN0246677 5 45,2
NN0224642 5 45,2
NN0247731 5 45,2
NN0224840 5 45,2
NN0226013 5 45,6
NN0227895 5 46,1
NN0224349 5 46,1
SSR15893 5 47,8
NN0227665 5 47,8
NN0226326 5 48,9
NN0229099 5 48,9
NN0225940 5 48,9
NN0225518 5 49,0
NN0225544 5 49,1
NN0226346 5 49,2
NN0226508 5 49,2
NN0246770 5 49,3
SSR07711 5 49,4
SSR21291 5 49,4
NN0223897 5 49,4
SSR23148 5 49,4
SSR23132 5 49,4
SSR32717 5 49,4
NN0224455 5 49,4
SSR16110 5 49,4
NN0226166 5 50,0
NN0228693 5 51,7
NN0246672 5 51,7
NN0226430 5 51,7
NN0227495 5 52,3
NN0225480 5 53,2
NN0225654 5 53,2
NN0227497 5 53,2
SSR15321 5 53,3
NN0223392 5 53,3
NN0224442 5 53,7
NN0225103 5 54,3
NN0224698 5 54,3
NN0227581 5 55,5
NN0247308 5 55,6
NN0225661 5 55,9
NN0226631 5 55,9
NN0224600 5 55,9
NN0246411 5 56,1
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(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

NN0223215 5 56,2
NN0226316 5 56,2
NN0228725 5 56,3
NN0246410 5 56,3
NN0223921 5 56,5
NN0229142 5 56,8
NN0226764 5 57,4
NN0224228 5 57,7
NN0224229 5 57,7
NN0224406 5 58,3
NN0225311 5 58,6
NN0229148 5 59,9

Cs28 5 60,1
NN0227759 5 60,1
NN0223336 5 60,3
SSR15818 5 60,3
NN0225562 5 60,3
NN0247548 5 60,6
NN0224461 5 60,7
NN0227603 5 60,7
NN0246604 5 60,9
NN0247389 5 60,9
NN0246347 5 61,4
NN0247348 5 61,9
NN0226809 5 62,6
NN0226762 5 62,6
NN0247445 5 62,7
NN0223334 5 67,1
NN0225936 5 68,4
NN0225451 5 68,4
NN0224327 5 68,4
NN0246449 5 68,4
NN0228465 5 68,4
NN0223507 5 68,6
SSR02244 5 68,6
NN0246335 5 69,1
SSR06660 5 69,1
NN0224251 5 69,6
SSR17464 5 69,6
NN0246571 5 69,6
NN0224832 5 71,1
SSR23706 5 71,3
SSR03529 5 71,3
SSR07184 5 71,3
NN0226931 5 71,3
NN0228305 5 71,6
NN0247786 5 71,8
SSR07100 5 71,8
NN0227082 5 71,8
SSR19172 5 71,8
NN0247485 5 71,9
NN0227153 5 72,5
SSR00772 5 72,5
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(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

NN0227421 5 72,5
NN0223866 5 72,5
SSR00670 5 73,6
SSR01498 5 73,6
SSR04816 5 73,6
NN0224048 5 73,6
SSR20859 5 73,6
NN0227318 5 73,9
NN0226912 5 74,1
NN0226871 5 74,4
NN0227924 5 74,4
NN0223640 5 74,4
NN0226104 5 74,4
NN0223518 5 75,1
NN0247794 5 75,1
NN0226645 5 75,2
NN0223160 5 75,4
NN0227504 5 75,5
NN0228997 5 75,5
NN0226525 5 75,5
NN0224248 5 75,5
NN0224226 5 75,5
NN0228632 5 75,5
NN0247702 5 75,5
NN0229017 5 75,5
NN0225600 5 75,5
NN0223755 5 75,6
NN0225793 5 75,7
NN0226053 5 75,7
NN0246483 5 75,7
NN0246327 5 76,1
SSR14180 5 76,1
NN0226354 5 76,7
NN0228464 5 76,7
SSR00648 5 76,9
CSWCT17 5 76,9
SSR26904 5 76,9
NN0226186 5 76,9
NN0223789 5 77,0
NN0223809 5 77,0
NN0226623 5 77,2
NN0223634 5 77,2
NN0246814 5 77,2
NN0227194 5 77,3
NN0225426 5 77,4
NN0225876 5 77,4
NN0226156 5 77,4
NN0247406 5 77,6
NN0246437 5 77,8
NN0223864 5 77,8
NN0246426 5 77,8
SSR17975 5 77,8
NN0223659 5 77,9

»
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(continuacion)

Nombre del Marcador

Cromosoma #

Posicién en el mapa

NN0226257 5 77,9
NN0225344 5 77,9
SSR20486 5 77,9
NN0246586 5 77,9
NN0226429 5 78,0
NN0225867 5 78,0
NN0225673 5 78,0
NN0228260 5 78,0
NN0225717 5 78,0
NN0247058 5 78,1
NN0223685 5 78,1
NN0223699 5 78,1
NN0223091 5 78,1
NN0226394 5 78,2
NN0225216 5 78,2
NN0247709 5 78,3
NN0247443 5 78,3
NN0224090 5 78,3
NN0223081 5 78,3
SSR06303 5 78,6
NN0225646 5 78,6
NN0225626 5 78,6
NN0229147 5 78,6
NN0229106 5 78,6
NN0229020 5 78,6
NN0228957 5 78,6
NN0247140 5 78,6
NN0227071 5 78,7
NN0246376 5 78,7
NN0224281 5 78,7
NN0226051 5 78,7
NN0226076 5 78,7
NN0223859 5 79,1
NN0247574 5 79,1
SSR13237 5 79,3
NN0226937 5 79,3
NN0226940 5 79,3
NN0247180 5 79,4
NN0247563 5 79,5
NN0247704 5 79,5
NN0247447 5 79,5
NN0247630 5 79,5
NN0224507 5 80,0
NN0247388 5 80,1
NN0224321 5 80,1
NN0225878 5 80,1
NN0224365 5 80,1
NN0225310 5 80,1
NN0227929 5 80,3
NN0224031 5 80,6
NN0228710 5 80,7
NN0224991 5 80,7
NN0226870 5 80,7

(o2}
w




10

15

20

25

ES 2 804 457 T3

(continuacion)

Nombre del Marcador Cromosoma # Posicién en el mapa
NN0228616 5 80,7
NN0226516 5 80,8
NN0226453 5 81,0
NN0226540 5 81,4
NN0227287 5 81,5
NN0227228 5 81,5
SSR03514 5 81,5
SSR21219 5 81,5
NN0228055 5 81,5
NN0246331 5 81,8
NN0227097 5 81,8
NN0246889 5 81,8
NN0224713 5 81,8
NN0228255 5 81,8
NN0224443 5 81,8
NN0228289 5 81,8
NN0225431 5 81,9
NN0227769 5 82,0
NN0226910 5 82,0
NN0227655 5 82,0
SSR02895 5 82,1
SSR16143 5 82,1
NN0226391 5 82,1
SSR19343 5 82,1
NN0247172 5 82,6
NN0228132 5 82,6
NN0226532 5 82,6
NN0228148 5 82,7
SSR03758 5 82,7
NN0226082 5 82,7

Ejemplo 10: Desarrollo de la poblacion de mapeo de QIR

Una poblacion de mapeo de linea endogamica recombinante (RIL), denominada "QIR", generada a partir de un
cruce inicial entre el progenitor susceptible al Moho Velloso 05VA8409 (una linea que era resistente al Moho
Pulvurulento y al virus del desorden de retraso en el crecimiento amarillo del pepino, CYSDV) y un progenitor
resistente al Moho Velloso derivado de PI-197088 se usé para examinar la genética de la resistencia al Moho
Velloso del pepino (CDM). Las 40 lineas en la poblacién fueron fenotipadas en las generaciones F4 y Fs en Saint-
Andiol, Francia. Los analisis previos de mapeo de QTL con estos datos identificaron un QTL importante para la
resistencia al CDM en un grupo de enlace, definido en esta poblacion como "IV", que luego se encontréo que
correspondia al cromosoma 5. El mapeo fino con marcadores de CAPS sugirié dos QTL vinculados en 35,8 cM y
42,7 cM en el mapa genético generado a partir de esta poblacion, dentro de esta region en el cromosoma 5.

Basado en los tres QTL en los cromosomas 2, 4 y 5, identificados para CDM usando las poblaciones de mapeo API
y VJ (por ejemplo, véanse los Ejemplos 7-8) que comparten el progenitor resistente al Moho Velloso PI-197088, la
generacion Fg de este cruce fue genotipada con 60 marcadores espaciados aproximadamente de manera uniforme
en estos tres cromosomas, con el fin de validar estos tres QTL en la poblacién QIR. Para cada uno de los ensayos
de generacion de F4 y Fs, se plantaron 10 plantas maduras de cada familia Fn y se evalud su resistencia a
infecciones naturales de moho velloso (Pseudoperonospora cubensis) en un disefio de bloques al azar de tres
repeticiones. Para el ensayo de F4, cada familia F4 recibié una puntuacion general de la enfermedad para cada una
de las tres réplicas. Para el ensayo de Fs, cada planta recibié una puntuacion de enfermedad para cada una de las
tres réplicas. Las puntuaciones de la enfermedad variaron de 2 (susceptibles) a 8 (resistentes). Se observé que la
determinacion del sexo se segregaba en las familias F4. Para el analisis de la poblacion de mapeo QIR, los datos
fenotipicos sin procesar de los ensayos de F4 y Fs se ajustaron para tener en cuenta los efectos de las replicas (y la
determinacion del sexo en F.). En total, 40 familias tenian un valor fenotipico no faltante en al menos uno de los
ensayos de F4 0 Fs.
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Se genotiparon un total de 60 SNP en 301 muestras de Fg correspondientes a 38 lineas uUnicas de Fg. Se
genotiparon siete u ocho plantas de cada RIL, y se utilizaron tanto datos fenotipicos como genotipicos en este
analisis. Ocho muestras del progenitor susceptible también fueron genotipadas. Los genotipos de consenso se
dedujeron con base en el siguiente criterio: para cada locus, si los genotipos no eran consistentes en todas las
muestras replicadas (plantas del mismo RIL), el genotipo que ocurria en mas del 50% de las muestras se tomé como
consenso; de lo contrario, se dio una designacion de genotipo "faltante" al locus. De los 60 marcadores probados, 28
eran monomorficos (no segregantes) en la poblacion de Fg y fueron excluidos de un andlisis posterior. La Tabla 20
proporciona un resumen de los marcadores utilizados.

Tabla 20. Resumen de marcadores; se genotiparon 32 marcadores informativos en 38 RIL F6 y se utilizaron

c # total de marcadores # de Loci |Espaciamiento promedio entre| Espaciamiento maximo entre
rom .
genotipados segregantes marcadores (cM) marcadores (cM)
2 12 5 4.5 7,7
4 25 16 3,7 8,7
5 23 11 5,0 19,7
Total 60 32 4,3 19,7

Un enfoque no paramétrico basado en la prueba de Kruskal-Wallis (Kruskal y Wallis, J. Amer. Statistical Assoc. 47:
583-621, 1952) y la regresion de Haley-Knott (Haley & Knott, Heredity 69: 315- 324, 1992) se utilizd para evaluar la
presencia de un QTL en cada intervalo de 1 cM. A los valores fenotipicos idénticos entre los RIL se les asignaron
intervalos promedio. Las probabilidades de genotipo condicional se estimaron en base a los datos de marcadores de
puntos multiples observados usando el algoritmo Hidden Markov y la funcion del mapa de Kosambi. La significancia
se determiné a partir de pruebas de permutacién dentro de 1.000 permutaciones con a = 0,05. Todos los analisis de
mapeo de QTL se realizaron usando R/QTL (Broman et al., Bioinformatics 19: 889-890, 2003).

Ejemplo 11: Andlisis de QTL para la poblacion QIR

Se identificaron dos QTL diferentes en el Crom5: 55,5 cM y el Crom4: 70 cM para la resistencia al CDM recolectada
de las poblaciones QIR F4 y Fs respectivamente (Figura 6 y Tabla 21). No se detecté ningun vinculo significativo con
la resistencia al Moho Velloso en el Crom2 para ninguno de los conjuntos de datos de F4 o Fs en la poblacion QIR.
Para ambos QTL en los cromosomas 4 y 5, confirid resistencia mediante el alelo correspondiente al progenitor
resistente: se estim6 que cada alelo resistente reducia la puntuacién de la enfermedad en ~ 0,7, lo que sugiere un
efecto de 1,4 unidades de enfermedad por QTL (Tabla 21 y Figura 7 )

Tabla 21. QTL para la resistencia al Moho Velloso del pepino identificada usando fenotipos de

poblaciones QIRde F4y Fs

Generacion F4 F5
Cromosoma 5 4

Posicion (cM) 55,5 69,8

LOD 3,65 2,58

\Valor P (1.000 permutaciones) 0,000 0,026

% de variacién explicada 36,80 25,53

Efecto aditivo -0,76 -0,70

Efecto de dominancia -1,25 1,09

Marcador mas cercano NN0226631 NN0246425
Distancia al marcador mas cercano 0,0 2,7

Media poblacional 3,34 3,88

Media del alelo donante 4,02 4,38

Media del alelo susceptible 2,49 2,96

Intervalo de 1-LOD (cM) 45,5-62,5 56,8-82,0
Marcadores de flanqueo de 1-LOD NN0227981-NN0247786 NNO0247342-NN0224495
Intervalo de 2-LOD (cM) 41,5-77,5 31,8-82,0
Marcadores de flanqueo de 2-LOD NN0227981-NN0227071 NN0225088-NN0224495
Intervalo de 3-LOD (cM) 28,5-78,3 25,8-82,0
Marcadores de flanqueo de 3-LOD NN0224856-NN0227071 NN0228579-NN0224495

Debido a que estos dos QTL en los cromosomas 4 y 5 han sido identificados consistentemente en las poblaciones
API, VJ y QIR, estos dos QTL parecen actuar de forma aditiva o epistatica en el control genético de la resistencia al
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Moho Velloso. Se probo el siguiente modelo epistatico: resistencia al Moho Velloso ~ Q1 + Q2 + Q1 x Q2, en el que
Q1 se mapea a Crom4: 69,8 cM QTL y Q2 se mapea a Crom5: 55,5 cM QTL. Si bien se encontr6 que el modelo
completo era significativo para los datos de F4 y Fs (el valor P del estadistico F fue 0,016 y 0,015 respectivamente),
el examen de los submodelos reveld que solo un término del modelo era significativo (P <0,05) en cada caso: solo
Q2 fue significativo para el conjunto de datos de F4 y solo Q1 fue significativo para el conjunto de datos Fs.

De los tres QTL (Crom2: 21,8-73,8 cM, Crom4: 13,8-87,6 cM, Crom5: 22,6-81,0 cM) identificados previamente
usando las poblaciones de mapeo API y VJ, dos (uno en Crom4 y uno en Crom5) fueron también identificados en la
poblacion QIR actual. Se encuentra que las dos regiones de QTL son relativamente grandes. Es decir, incluso a
intervalos de 1-LOD, se predice que los dos QTL residen dentro de ~20 cM. No se identificé una interaccion
epistatica significativa entre estos dos QTL, lo que sugiere que estos dos QTL pueden tener un efecto aditivo en la
resistencia al Moho Velloso (Figura 8).

Ejemplo 12: Mapeo fino de QTL para la resistencia al Moho Velloso en los cromosomas 2,4y 5

Se realiz6 un mapeo fino adicional de QTL de los cromosomas 2, 4 y 5 que confieren resistencia al Moho Velloso del
pepino junto con los analisis de QTL descritos anteriormente (por ejemplo, Tabla 19). El mapeo fino con los
siguientes marcadores en el cromosoma 2 (con las posiciones en el mapa entre paréntesis): NNO246378 (14,554);
NNO227646 (19,999); NNO223782 (22,448); NNO226279 (26,487); NNO246831 (28,802); NNO226670 (30,115);
NNO224124 (32,406); NNO247070 (34,669); NNO227137 (36,613); NNO247472 (38,441); NNO227700 (55,622); y
NNO247695 (66,466) indicd que el QTL de CDM en el cromosoma 2 se extiende entre las posiciones en el mapa
14,5-66,4 cM, incluyendo 14,5- 38,4 cM, con base en los resultados de la poblaciéon de mapeo QIR.

El mapeo fino con los siguientes marcadores en el cromosoma 4 (con las posiciones en el mapa entre paréntesis):
NNO225012 (20,649); NNO228579 (25,816); NNO226451 (27,944); NNO225088 (30,428); NNO247551 (35,460);
NNO247100 (37,638); NNO224390 (44,531); NNO225551 (46,644); NNO228715 (49,546); NNO227475 (50,320);
NNO227873 (50,477); NNO228883 (50,812); NNO223084 (53,747); NNO226586 (53,869); NNO247342 (54,495);
NNO224702 (62,385); NNO224265 (65,543); NNO225482 (66,478); NNO225553 (66,478); NNO223940 (67,148);
NNO246425 (67,148); NNO224041 (75,834); NNO224495 (81,973); NNO227587 (87,395); y NNO246631 (98,405)
indicé que el QTL de CDM en el cromosoma 4 se extiende entre las posiciones en el mapa 56,8- 82,0 cM con un
intervalo de 1-LOD, o entre 31,8- 82,0 cM con un intervalo de 2-LOD, o entre 25,8- 82,0 cM con un Intervalo de 3-
LOD, con base en los resultados de la poblacién de mapeo QIR.

El mapeo fino con los siguientes marcadores en el cromosoma 5 (con las posiciones de mapa entre paréntesis):
NN5096749 (25,200); NNO228457 (25,235); NNO224856 (28,544); NNO246356 (30,032); NNO225532 (30,761);
NNO228982 (33,131); NNO227981 (35,718); NNO223689 (41,014); NNO225790 (42,626); NNO246677 (44,758);
NNO247731 (44,780); NNO226326 (48,512); NN5096750 (51,200); NN0246672 (51,326); NN0224442 (53,297);
NNO0226631 (55,452); NN0224600 (55,452); NN0246411 (55,649); NN0247786 (71,424); NN0223160 (74,955);
NN0223809 (76,617); NN0227071 (78,303); y NN0228148 (82,273) indicoé que el QTL del CDM en el cromosoma 5
se extiende entre las posiciones en el mapa 45,5- 62,5 cM con un intervalo de 1- LOD, o entre 41,5-77,5 cM con un
intervalo de 2-LOD, o entre 28,5-78,3 cM con un intervalo de 3-LOD, con base en los resultados de la poblacién de
mapeo QIR.

Por lo tanto, el QTL del cromosoma 2 puede extenderse entre las posiciones en el mapa 14,5-66,4 cM, o entre 14,5-
38,4 cM. Del mismo modo, el QTL del cromosoma 4 puede extenderse desde 13,8-87,6 cM, o entre 25,8- 82,0 cM. o
entre 31,8-75,8 cM. La QTL del cromosoma 5 también puede extenderse de 22,6-81,0 cM, o entre 25,2- 78,3 cM, o
entre 28,5- 75,0 cM.

Ejemplo 13: Refinamiento de los intervalos de QTL para la resistencia al Moho Vellosos y desarrollo de
lineas de retrocruzamiento con eventos de recombinacion genética a través de los QTL

Para identificar la subregion o subregiones de los intervalos de QTL previamente identificados (por ejemplo, en los
cromosomas 2, 4 y/o 5) que estan altamente asociados con la resistencia al DM, se identificaron regiones de
introgresion de PI197088 en 61 lineas resistentes al DM desarrolladas a partir de dos clases diferentes de
germoplasma. Para ambas clases de germoplasma, las lineas resistentes presentaron regiones introgresadas en las
tres regiones de QTL, lo que respalda la utilidad de los QTL identificados para conferir resistencia al DM en el
material de reproduccion. Para cada intervalo de QTL, se observaron regiones con alelos marcadores de frecuencia
relativamente alta encontrados en PI197088; es probable que estas regiones introgresadas contengan los QTL que
confieren resistencia al DM, o marcadores que estan altamente asociados con estos QTL. Se encontré que las
regiones altamente asociadas con la resistencia al DM incluyen: QTL2: 14,554-38,4 cM; QTL4: 44,531-66,478 cM; y
QTL5: 25,235-42,626 y 53,297-71,424 cM.

Una planta con resistencia al DM, en este caso, una planta de la progenie de PI1197088, denominada progenitor
donante (DP), se cruzé con plantas de varias lineas endogamicas de élite susceptibles al DM, denominadas
progenitores recurrentes ("RP"). Las plantas de la generacion F1 de dicho cruce se retrocruzaron con plantas de
cada RP para formar la generacion de retrocruzamiento 1 (BC+). En cada pedigri de RP, 40 a 50 plantas BC1 se
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retrocruzaron con plantas RP para formar la generacion BC,. Esto ocurrié antes de la identificacion inicial del QTL de
DM.

Cuando se desarrollaron los marcadores para el QTL de resistencia al DM del cromosoma 4 ("QTL04") y el QTL de
resistencia al DM del cromosoma 5 ("QTL05"), se genotipo el tejido remanente de cada planta BCs, y se identificaron
las plantas heterocigotas para los QTL. Las plantas de la progenie BC; a partir de las plantas BC+ heterocigotas con
QTL de DM se genotiparon con marcadores en los extremos distales de cada QTL de DM. Usando estos datos, se
seleccionaron las plantas BC;, que contenian eventos de recombinacién genética dentro de uno de los QTL de DM,
mientras se mostraba un alelo RP homocigoto en el otro QTL de DM. Estas plantas fueron autopolinizadas en un
invernadero para crear la generacion BC;F2. En el siguiente ciclo de cultivo, las plantas BC;F, de cada pedigri BC»
recombinante se genotiparon con marcadores en el QTL de DM, se seleccionaron por homocigosidad del alelo
favorable en la seccién recombinante del QTL de DM y se autopolinizaron para crear la generacion BC,F3. Cada
familia BC2F3 era uniformemente homocigota para el alelo de DP en la seccién recombinante de un QTL de DM y RP
homocigota para el otro QTL, con el fin de conferir un fenotipo uniforme para el DM dentro de cada familia. Las
familias BC,F3 recombinantes podrian entonces ser fenotipadas para DM con cuatro controles experimentales que
consisten en lineas BC;F3 que habian sido seleccionadas por la presencia solamente de alelos desfavorables (RP)
tanto en QTL04 como en QTLO5 (control nulo); la presencia de alelo desfavorable en QTLO04, el alelo favorable en
QTLO5; la presencia de alelo favorable en QTLO04, alelo desfavorable en QTLO05; la presencia del alelo favorable
tanto en QTL04 como en QTLO05. Los datos se pueden analizar en una serie de pruebas emparejadas entre los
controles y las familias BC,F3. Los genotipos de las familias recombinantes BC2F3; que muestran resistencia al DM
significativamente mejor que el control nulo se evalian para determinar la ubicacién de la regién que contiene el
alelo favorable en el QTL de DM. Si todas las familias BC2F3 que comparten este genotipo muestran una resistencia
superior al DM, ese intervalo genético se define como el que contiene el QTL de DM. Mediante la comparacion de
multiples familias BC,F3; con fragmentos recombinantes diferentes pero superpuestos, se identifica una region
genética y fisica mas pequefia que contiene el QTL de DM. Los marcadores genéticos adicionales utilizados para
refinar las posiciones en el mapa de los QTL de DM se enumeran en la Tabla 22. Dichos marcadores se utilizan con
diversas poblaciones de mapeo, tal como QIR, API o VJ, entre otras.
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El mapeo inicial del QTL de DM us6 datos de dos poblaciones Fs denominadas como las poblaciones APl y VJ. Se
evaluaron las puntuaciones medias de DM de varios ensayos para familias en la poblacion APl para detectar
diferencias significativas con respecto a la media de la poblacion. Se seleccionaron familias con puntuaciones de DM
significativamente mas altas o mas bajas que la media de la poblacién. Las plantas de cada una de estas familias se
genotiparon y seleccionaron por homocigosidad a través de QTL de DM. Las plantas seleccionadas también se
genotiparian para que los marcadores de todo el genoma definieran, en particular, las regiones que cambiaron de
heterocigotas en la familia Fs a homocigotas en la planta Fs seleccionada y la familia Fs derivada. Estas plantas
fueron autopolinizadas para crear familias Fs. Estas familias se fenotipan junto con controles experimentales del
progenitor susceptible al DM de la poblacion API, el progenitor resistente al DM de la poblacion (P1197088) y los
cuatro controles experimentales descritos anteriormente, que consisten en lineas BC,F3; que se seleccionaron por
presencia de solo alelos desfavorables (RP) en QTL04 y QTLO5 (control nulo); presencia de alelo desfavorable en
QTLO4, alelo favorable en QTLO5; presencia de alelo favorable en QTL04, alelo desfavorable en QTLO5; presencia
de alelo favorable tanto en QTL04 como en QTLO05. Este analisis permite una resolucion mejorada de las posiciones
genéticas de los intervalos de QTL y la deteccion de QTL adicionales que contribuyen a la resistencia al DM. Al
cambiar los genotipos en QTL de DM de heterocigoto en la familia Fs a homocigoto en la Fe derivada, se muestran
fenotipos de DM mas uniformes, mejorando asi la resolucién de las asociaciones genotipo-fenotipo.
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<400> 50

ttggttcctg atccagaaga aaaatggttg atttccttat gattcttttc agtaaggtgg
racaatcttg ctccaggtcce ttcgtcataa aacaccccece tccaaggaag agaaacccca

a

<210> 51

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>yescot

<400> 51

atttttagat gtgagcctat ttatgtgctc ttaacttctc ttttagtaat ggtggaaatg

yaatttgttt atgagcaatg gtatcgtgaa taaatggttg gatacataat agetttgett

g

<210> 52

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>resaog

<400> 52
gttgggcttt tttgttgtat tatttcetttt tgtcgtatta tgtatctaaa ggcagatgaa
racctggatc atattctttg gcaatgtgat tttgecgttgg tgtttgggat tcctttttcece

a

<210> 53

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (20)..(20)
<223>nesa,t,c,og

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>resaog

<400> 53

84

60
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60

120
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60

120
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ttaaacaatt gacccaaaan ttaaagttga tgggtaaagg taaaactaac attatatcac
rcaacattcc ctcatttgta gacttgaaat atgtagaaaa gcccattagt gaaaatgaat

a

<210> 54

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (55)..(55)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>resaog

<400> 54

tattttggtg ctaaccgaat agtttgagag ggagaaatag gaaacgatga caacnccatg
rattggggga agtgttcgac atttgaaaag gagaataaat caattaaaat tatgcattca

a

<210> 55

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (61)..(61)

<223>wesaot

<400> 55
acacagtatt gataatttcc aaatcaacac ttggaatatt tttgttaaat atgcacgaca
watttggttc gttattggtc catgatggta atctatactt catatgaaat tettatctcet
a

<210> 56

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (61)..(61)

<223>yescot

<400> 56

tatatgttgce taatgtgcta tttttaaaga aaaaataaag gccccatttg gtcatggttt
yctctcaatt gttcaattgt actttccaca ttatttgaat aagcaatcca acttttacct
a
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<210> 57

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>yescot

<400> 57

tgaagaagag cctttattge gtcatctgga acctccttta tccatttatce ttgaattggt

yggtcatgaa cacaccttta ccatttatta ttcaatgcca tgattgtctt acacaggtgt

g

<210> 58

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>sescog

<400> 58

agtcgagttt tgagccactc ataacccagt tgaatgettt taaccttgta gtcactaaca
saaacacagt ggaatggtag ttgaagtagg gtcattttgg ctaattcatt gcatgttgtt

a

<210> 59

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>yescot

<400> 59

tgtccaaaag aaatatatgc tcaaactgtg cctcaatcac cgtcttectet ccaattttcce
yatatcattc tcgattatta ctttcctcta tttcatttag tttctaataa ttaataacgg

C

<210> 60

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>
<221> caracteristica miscelanea
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<222> (61)..(61)
<223>resaog

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (104)..(104)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 60

ES 2 804 457 T3

ccgaggcgac ctccggettg ceccgttacaa gttgggagtt gggeccttggg ctectcecgacgt

rggccgagag tccattgete ctaaagattg gtgggcaccg cgtnaggetg gttcacagag

Cc

<210> 61

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>sescog

<400> 61

cttctagcca aaataattcc atttttgttt cacaaaatga acctgttgga gggaagacca

stgcgectace catcceccaaat tcagattctg gaaatatgge caaagatcat tcattgaggt

c

<210> 62

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (29).. (29)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>yescot

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (110)..(113)
<223>nesa,c,tog

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (121)..(121)
<223>nesa,c,t,og

<400> 62
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atggagctta gagaaaacga cctagaaant attatcctta ttcatgtcga acgggcectgtce

yggtaagatt agttgaggtg cgcataatac ctggacactc acaaatatgn nnnaaaaaaa

n

<210> 63

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>sescog

<400> 63

atatggaata tttgacaact aattagttac ttctaaaact gcaatagcag tcacgttagt

stccececcagg gagagaagaa aatactagaa tttgtgagec actgttaata gattcaaaat

a

<210> 64

<211> 104

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (44)..(44)
<223>sescog

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222>(101)..(101)
<223>nesa,t,c,og

<400> 64

ttaggttcce gectattgcaa taccaacaag gcatgaagge tttsgccaca atgtgaaatc

atcaacagtt actatgaaca atgaattcgc taacaggaaa ncgt

<210> 65

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>resaog

<400> 65

tctaattcga tgagtttgtc tgaattccca agtaagaacc aaagttccat tcattctcetce

ragcacaaac ctttccacca aaacataaca cctaaatctce ttccacattc cetttceettt

a
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<210> 66

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>yescot

<400> 66

ggagattgtt gcacgcctga agaaagcctt cagaattacc attaagactt cccaactctg
yctgecatatt gtcaagaaag ctagagattt tctcagaage tactttaatg gcagggecect

[

<210> 67

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>sescog

<400> 67

aggaaaatac cttccaatag aaaacatggt aaatgcaata agcatctagt tcatccaatt
scaagggtaa tggctagttc aagatggaac taaaactctc agagtggtgt gtgcaatcct

g

<210> 68

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>resaog

<400> 68

ggttacagag tccagagcga tcaatggaga ttgtggatgt tgaaggttca gaagagaagg
rtcgttgatt aaggaggtct tcattctcca ggtgctgaac gacagtacct tccggaatct

g

<210> 69

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>yescot
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<400> 69
atgatcctca attcatacca tattattgta tgagctaaat gtgtataaag aaaaggaaag 60
ytatagaagg atggattcgt acattaacac aaaggataaa aactgcaaac ttatttatat 120

a 121
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<210> 70

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>resaog

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (97)..(97)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 70

aatgacttat ctagatggat atgataactt caccgattgt tggataaaaa agcaggtgac

ragttgtgtt attattgggc agtgatgtat tgttagntaa ccactgaaat tgttaaaatt

a

<210> 71

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>wesaot

<400> 71

tctttaaaag aagcttgaaa gatgaagaaa ttgcaaaatt tcaatcattt cgatccctce

wctcacctga aaaagtggtt aattctgatg attttagatc atggtccatt gatccctceaa

t

<210> 72

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>yestoc

<400> 72
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atttttagat gtgagcctat ttatgtgctc ttaacttctce ttttagtaat ggtggaaatg

yaatttgttt atgagcaatg gtatcgtgaa taaatggttg gatacataat agctttgett

g

<210> 73

<211> 101

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (51)..(51)
<223>resgoa

<400> 73

actaggtcgt gggatgtcgt tgggggacat gttaaatcca tggctgtcta raaggaattt
ccatatcatt gagatctagg tgcacaaatt cctcgaacct a

<210> 74

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>yestoc

<400> 74

ggacattctt cacataaatc agaattgtcg tacacaaccc aaaattctcc aattagctaa
yagcgttaca gatcttcttt tcecgettett tccacgatgt attgatatag tgtgccctga

a

<210> 75

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>yestoc

<400> 75

aatgcaacaa ttctttcage taaggagaag aaagaagcaa aagaaagaaa acactccacc
yctagccatt gcccatcatc catctaaatt tcttactaag atgcataata tcttccacat

a

<210> 76

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus
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<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>yestoc

<400> 76

ES 2 804 457 T3

ggagattgtt gcacgcctga agaaagcctt cagaattacc attaagactt cccaactctg

yctgecatatt gtcaagaaag ctagagattt tctcagaage tactttaatg gcagggecect

[

<210> 77

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>wesaot

<400> 77

gtcaaaaagg tcaagtccac actcctcage ttatgaatca aaaccctgca cagaagggaa

wcacaacaac attttcaact tttcagectta acttttggca atcatcaggt taaacagact

t

<210> 78

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>kesgot

<400> 78

ggattaattt gcaaaaacct taagtcgggg aattagggct aaagaggaat taaggtagaa

ktgattacce ctgaggatta ttgaaggata aattgagttg tgattgatta gcgaaataac

[

<210> 79

<211> 104

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (44)..(44)
<223>sesgoc

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222>(101)..(101)
<223>nesa,c,g,ot

92

60

120

121

60

120

121

60
120

121



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 804 457 T3

<400> 79

ttaggttcece gctattgcaa taccaacaag gcatgaagge tttsgccaca atgtgaaatc
atcaacagtt actatgaaca atgaattcgc taacaggaaa ncgt

<210> 80

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>wesaot

<400> 80

gaagtaagtt gcctgettet ctttttttca ctaggaattg ctattcagac agttatatge
wcatttccaa tggtgctttt ttgttcattg ttttcaatgt tgggattgac atctgtctga

a
<210> 81
<211> 121

<212> ADN
<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>resgoa

<400> 81

acgaattttc tagttgagtc aagtcaggtt ggttggaaag tgttatcaga atatgtcagt

rcttgtcaac tctcgcacte tettttgagg ctataaagtt agagaagagt ctctaggaag

g
<210> 82
<211> 121

<212> ADN
<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>yestoc

<400> 82

gagtttccaa aattgaacat cttcaatgga cagaaagttt tgaagtagca agacttaagg
yttccacttg gtgttcectta tctaagttet cgaacaattt gecatttgatt tettaaatat
t

<210> 83

<211> 121
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<212> ADN
<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>sesgoc

<400> 83
aggaaaatac cttccaatag aaaacatggt aaatgcaata agcatctagt tcatccaatt

scaagggtaa tggctagttc aagatggaac taaaactctc agagtggtgt gtgcaatcct

g

<210> 84

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>yestoc

<400> 84

ttcatacgce gttgcagetg aaagtggcaa ccattacttce cagatcatta tgacaataaa
yaaccaaggc caccttcatg cataaatggt aagataatag caagctctat accttetttt

t

<210> 85

<211> 107

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>sesgoc

<400> 85

actcatattt acagaaaact tactctaaac cacaagtcct taacaaatat atttctgett
scggctcetet tcectatcatg aaattttgeca agctattcag aaaatcce

<210> 86

<211> 121

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>wesaot

<400> 86
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gtacttgtac caatatgaaa tgtgcacatg cgctcttgte ctagataata tgcacagttc
wccttaaaag ctaagcataa gccacaaatc caagaaccaa tgtaaccaaa acagtatggg
a
<210> 87
5 <211> 121
<212> ADN
<213> Cucumis sativus
<220>
10 <221> caracteristica miscelanea
<222> (61)..(61)
<223>yestoc

<400> 87
15

tgaagaagag cctttattgce gtcatctgga acctecttta tccatttatc ttgaattggt

yggtcatgaa cacaccttta ccatttatta ttcaatgcca tgattgtcectt acacaggtgt

g

95

60
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de obtencién de germoplasma de pepino que comprende las etapas de:

a) analizar plantas de pepino para detectar la presencia de al menos un primer marcador genético genéticamente
enlazado a un QTL que confiere resistencia al Moho Velloso; y

b) seleccionar al menos una primera planta de pepino que comprenda el marcador genético y el QTL que
confiere resistencia al Moho Velloso;

en el que el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia representada por el marcador de SNP NN0223689 vy el
marcador de SNP NN0228148 caracterizado por las SEQ ID NOs: 56 y 69, respectivamente, que se mapean a
aproximadamente 41,0 cM y 82,3 cM en el mapa genético del grupo de enlace denominado cromosoma 5 del
pepino; en el que el QTL se mapea a una posicidon entre la secuencia representada por el marcador de SNP
NN0225012 y el marcador de SNP NN0227587 caracterizado por las SEQ ID NOs: 33 y 51, respectivamente, que
se mapean a aproximadamente 20,6 cM y 87,4 cM en el mapa genético del grupo de enlace denominado
cromosoma 4 del pepino; o en en que el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia representada por el
marcador de SNP NN0223782 y el marcador de SNP NN0226638 caracterizado por las SEQ ID NOs: 20 y 32,
respectivamente, que se mapean a aproximadamente 22,5 cM y 88,4 cM en el mapa genético del grupo de enlace
denominado cromosoma 2 del pepino; o el mapa de marcadores genéticos dentro de 1 cM de dicho QTL que
confiere resistencia | Moho Velloso.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia
representada por el marcador de SNP NN0247731 y el marcador de SNP NN0226631 caracterizado por las SEQ
ID NOs: 57 y 77, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 44,8 cM y 55,5 cM en el mapa genético del
grupo de enlace denominado cromosoma 5 del pepino; o en el que el QTL se mapea a una posicion entre la
secuencia representada por el marcador de SNP NN0247731 y el marcador de SNP NN0247786 caracterizado por
las SEQ ID NOs: 57 y 79, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 44,8 cM y 71,4 cM en el mapa
genético del grupo de enlace denominado cromosoma 5 del pepino.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia
representada por el marcador de SNP NN0228579 y el marcador de SNP NN0224495 caracterizado por las SEQ
ID NOs: 85 y 81, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 25,8 cM y 82,0 cM en el mapa genético del
grupo de enlace denominado cromosoma 4 del pepino; en el que el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia
representada por el marcador de SNP NN0225088 y el marcador de SNP NN0224041 caracterizado por las SEQ
ID NOs: 82 y 71, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 30,4 cM y 75,8 cM en el mapa genético del
grupo de enlace denominado cromosoma 4 del pepino; o en el que el QTL se mapea a una posicion entre la
secuencia representada por el marcador de SNP NN0247342 y el marcador de SNP NN0224495 caracterizado por
las SEQ ID NOs: 43 y 81, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 54,5 cM y 82,0 cM en el mapa
genético del grupo de enlace denominado cromosoma 4 del pepino.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el QTL se mapea a una posicion entre la secuencia
representada por el marcador de SNP NN0223782 y el marcador de SNP NN0246472 caracterizado por las SEQ
ID NOs: 20 y 24, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 22,5 cM y 38,4 cM en el mapa genético del
grupo de enlace denominado cromosoma 2 del pepino.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el alelo que confiere resistencia al Moho Velloso se deriva de la
linea de pepino P1197088, o una planta de la progenie de la misma.

6. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que seleccionar la primera planta de pepino comprende ademas
seleccionar la planta con base en la presencia de una pluralidad de marcadores genéticos que se mapean a una
posicién entre la secuencia representada por el marcador de SNP NN0223689 y el marcador de SNP NN0228148
caracterizado por las SEQ ID NOs: 56 y 69, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 41,0 cM y 82,3
cM en el mapa genético del grupo de enlace denominado cromosoma 5 del pepino; o en el que el QTL se mapea a
una posicién entre la secuencia representada por el marcador de SNP NNO0247731 y el marcador de SNP
NNO0226631 caracterizado por las SEQ ID NOs: 57 y 77, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 44,8
cMy 55,5 cM en el mapa genético del grupo de enlace denominado cromosoma 5 del pepino; o en el que el QTL se
mapea a una posicion entre la secuencia representada por el marcador de SNP NN0247731 y el marcador de SNP
NNO0247786 caracterizado por las SEQ ID NOs: 57 y 79, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 44,8
cMy 71,4 cM en el mapa genético del grupo de enlace denominado cromosoma 5 del pepino; o en el que el QTL se
mapea a una posicion entre la secuencia representada por el marcador de SNP NN0225012 y el marcador de SNP
NNO0227587 caracterizado por las SEQ ID NOs: 33 y 51, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 20,6
cMy 87,4 cM en el mapa genético del grupo de enlace denominado cromosoma 4 del pepino; o en el que el QTL se
mapea a una posicion entre la secuencia representada por el marcador de SNP NN0247342 y el marcador de SNP
NN0224495 caracterizado por las SEQ ID NOs: 43 y 81, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 54,5
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cMy 82,0 cM en el mapa genético del grupo de enlace denominado cromosoma 4 del pepino; o en el que el QTL se
mapea a una posicion entre la secuencia representada por el marcador de SNP NN0223782 y el marcador de SNP
NNO0226638 caracterizado por las SEQ ID NOs: 20 y 32, respectivamente, que se mapean a aproximadamente 22,5
cMy 88,4 cM en el mapa genético del grupo de enlace denominado cromosoma 2 del pepino.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el ensayo de las plantas de pepino comprende PCR, analisis de
polimorfismo conformacional de cadena sencilla, electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante, analisis de
polimorfismo de longitud del fragmento de escision, ensayo TAQMAN y/o secuenciacion de ADN.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el marcador genético es NN0226631 o NN0246425
caracterizado por las SEQ ID NO: 77 y 80, respectivamente.

9. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el marcador genético se selecciona de los siguientes
marcadores que comprenden un polimorfismo de un solo nucleétido de una de las SEQ ID NOs: 20-87: NN0223782
(SEQ ID NO: 20), NN0225385 (SEQ ID NO: 21), NN0226670 (SEQ ID NO: 22), NN0224124 (SEQ ID NO: 23),
NN0246472 (SEQ ID NO: 24), NN0225358 (SEQ ID NO: 25), NN0227700 (SEQ ID NO: 26), NN0224617 (SEQ ID
NO: 27), NN0247695 (SEQ ID NO: 28), NN0227242 (SEQ ID NO: 29), NN0223824 (SEQ ID NO: 30), NN0223181
(SEQ ID NO: 31), NN0226638 (SEQ ID NO: 32) , NN0225012 (SEQ ID NO: 33), NN0228579 (SEQ ID NO: 34),
NN0226451 (SEQ ID NO: 35), NN0225088 (SEQ ID NO: 36), NN0226219 (SEQ ID NO: 37), NN0247551 (SEQ ID
NO: 38), NN0246357 (SEQ ID NO: 39), NN0225551 (SEQ ID NO: 40), NN0226732 (SEQ ID NO: 41), NN0247689
(SEQ ID NO: 42), NN0247342 (SEQ ID NO: 43), NN0224702 (SEQ ID NO: 44), NN0225482 (SEQ ID NO: 45),
NN0224538 (SEQ ID NO: 46), NN0247543 (SEQ ID NO: 47), NN0224041 (SEQ ID NO: 48), NN0228853 (SEQ ID
NO: 49), NN0227762 (SEQ ID NO: 50), NN0227587 (SEQ ID NO: 51), NN02 23689 (SEQ ID NO: 56), NN0247731
(SEQ ID NO: 57), NN0226166 (SEQ ID NO: 58), NN0225480 (SEQ ID NO: 59), NN0246411 (SEQ ID NO: 60),
NN0227759 (SEQ ID NO: 61), NN0247348 (SEQ ID NO: 62), NN0228465 (SEQ ID NO: 63), NN0247786 (SEQ ID
NO: 64), NN0226645 (SEQ ID NO: 65), NN0223809 (SEQ ID NO: 66), NN0227071 (SEQ ID NO: 67), NN0226870
(SEQ ID NO: 68), NN0228148 (SEQ ID NO: 69), NN0246378 (SEQ ID NO: 70), NN0223160 (SEQ ID NO: 75),
NN0226631 (SEQ ID NO: 77), NN0246425 (SEQ ID NO: 80) y NN0224495 (SEQ ID NO: 81).

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el marcador genético se selecciona de los siguientes
marcadores: NN0223782 (SEQ ID NO: 20), NN0225385 (SEQ ID NO: 21), NN0226670 (SEQ ID NO: 22),
NN0224124 (SEQ ID NO: 23), NN0246472 (SEQ ID NO: 24), NN0225358 (SEQ ID NO: 25), NN0227700 (SEQ ID
NO: 26), NN0224617 (SEQ ID NO: 27), NN0247695 (SEQ ID NO: 28), NN0227242 (SEQ ID NO: 29), NN0223824
(SEQ ID NO: 30), NN0223181 (SEQ ID NO: 31), NN0226638 (SEQ ID NO: 32) y NN0246378 (SEQ ID NO: 70).

11. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el marcador genético se selecciona de los siguientes
marcadores: NN0225012 (SEQ ID NO: 33), NN0228579 (SEQ ID NO: 34), NN0226451 (SEQ ID NO: 35),
NN0225088 (SEQ ID NO: 36), NN0226219 (SEQ ID NO: 37), NN0247551 (SEQ ID NO: 38), NN0246357 (SEQ ID
NO: 39), NN0225551 (SEQ ID NO: 40), NN0226732 (SEQ ID NO: 41), NN0247689 (SEQ ID NO: 42), NN0247342
(SEQ ID NO: 43), NN0224702 (SEQ ID NO: 44), NN0225482 (SEQ ID NO: 45), NN0224538 (SEQ ID NO: 46),
NN0247543 (SEQ ID NO: 47), NN0224041 (SEQ ID NO: 48), NN0228853 (SEQ ID NO: 49), NN0227762 (SEQ ID
NO: 50), NN0227587 (SEQ ID NO: 51), NN0246425 (SEQ ID NO: 80), y NN0224495 (SEQ ID NO: 81).

12. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el marcador genético se selecciona de los siguientes
marcadores: NN0223689 (SEQ ID NO: 56), NN0247731 (SEQ ID NO: 57), NN0226166 (SEQ ID NO: 58),
NN0225480 (SEQ ID NO: 59), NN0246411 (SEQ ID NO: 60), NN0227759 (SEQ ID NO: 61), NN0247348 (SEQ ID
NO: 62), NN0228465 (SEQ ID NO: 63), NN0247786 (SEQ ID NO: 64), NN0226645 (SEQ ID NO: 65), NN0223809
(SEQ ID NO: 66), NN0227071 (SEQ ID NO: 67), NN0226870 (SEQ ID NO: 68), NN0228148 (SEQ ID NO: 69),
NN0223160 (SEQ ID NO: 75), y NN0226631 (SEQ ID NO: 77).

13. Una sonda o cebador de acido nucleico aislado que se hibrida en condiciones de 5 X SSC, formamida al 50% y
42 °C con una region gendmica de la planta de pepino que se mapea dentro de 40 cM de un QTL que confiere
resistencia al Moho Velloso y comprende una secuencia que se mapea a los cromosomas 2, 4 o 5 del pepino, en la
que la sonda o cebador consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada de una cualquiera de las SEQ ID
NOs: 20-51, 56-72, 75-77 y 79-87.
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 5
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FIG. 6
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FIG.7
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FIG. 8
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