A. MEMORIA. Describalosresultados del proyecto en relacion con los obj etivos propuestos

Objetivo 1. Mapado proximo delos genesNsvy Vat

El punto de partida para lainvestigacion realizada en la mayor parte de los objetivos de este proyecto es
un mapa genético elaborado con laF, (N=93) del cruzamiento entre la linea de melén coreano P1161375
y unalinea pura de melon de tipo espafiol ‘Piel de Sapo’ (‘T111') proporcionada por la empresa
participante en el proyecto Semillas Fité S.A., y alaque abreviaremos como PIxPS. Este mapa contiene
en laactualidad 411 marcadores (RFLPs, SSRs, AFLPs, RAPDs, ISSRs, isoenzimasy el gen (P/p) que
determina el nimero de carpelos del fruto). Los detalles sobre este mapa, que estimamos cubre la préctica
totalidad del genoma con una densidad media de 3.0 cM/marcador, pueden obtenerse de las publicaciones
(Oliver et a., 20014, y Oliver et al., 2001b). Este mapa fue obtenido en el transcurso de un proyecto
anterior (BI096-1173-C03-01).

-Nsv:

El gen Nsv determinalaresistenciaal virus (Carmovirus de RNA de cadena sencilla) del cribado del
melén (Melon Necrotic Spot Viruso MNSV). Las plantas resistentes son homocigoéticas para el aelo
recesivo nsv, mientras que las susceptibles tienen el alelo dominante Nsv (Nsv/Nsv o Nsv/nsv). El parental
PI1161375 esresistente, la F; es susceptible y en laF, se espera una segregacion de 3 plantas susceptibles
por cada planta resistente. Puesto que lainoculacion se realiza con mejores garantias en plantulas, y dado
que el material disponible de laF, consistia en explantes mantenidos ‘in vitro’ por Semillas Fit6, se optd
por obtener semilla F; de cada planta de laF,, o que permitié realizar €l estudio de la segregacion de la
resistencia en 20 plantulas de 91 de los 93 individuos de la poblacién F..

Los ensayos de resistencia se realizaron con métodos standard de inoculacion mecanica en colaboracion
con losinvestigadores del SIA de Zaragoza (José Maria Alvarez y Marisol Luis). Se obtuvieron datos
consistentes con la segregacion 1:2:1 esperada (22 Nsv/Nsv:49 Nsv/nsv:20 nsv/insv) y esta informacion fue
usada para situar a gen Nsv en el grupo de ligamiento 11 (G11) del mapa de PIxXPS. Laposicion del gen
guedaba flanqueada, por un lado y a una distancia de 9 cM, por cinco loci (2 RFLPs (MC50A y
MC255B), 2 AFLPs (CCT/AAC-153y CAT/AAC-295) y el gen P), por € otro y a unadistanciade 18
cM, por un RFLP (MC330). Dos marcadores mas cosegregaban con Nsv (el RAPD OPX15-1.06 y €l
RFLP MC320).

Para encontrar marcadores adicionales situados en las proximidades de Nsv se ust la estrategia del
“bulked segregant analysis’ (BSA). Para ello optamos por usar una nueva poblacion, constituida por 69
lineas diplohaploides a partir de una planta F1 del mismo cruzamiento, obtenida por Ramon Dol cet-
Sanjuan en el IRTA. A esta poblacion la abreviaremos como PIxPSDH. Esta eleccidn fue debida a que
tanto los andlisis de resistencia, realizados también en el SIA de Zaragoza, como €l andlisis de BSA era
maés sencillo a no tener que considerar la presencia de individuos heterocigotos. Como actividad
relacionada con este trabajo e imputable a presente proyecto, se realizé un mapa genético de esta
poblacién usando 49 microsatélites, [o que dio lugar al trabajo de latesis de Master de D2 Farida Azzouz
presentado en el |.A.M. de Zaragoza en Enero de 2001.

Se seleccionaron 8 plantas resistentes y 8 susceptibles de PIXPSDH y se analizaron sus mezclas de ADN
para AFLPs con 184 combinaciones de cebadores (Msel +3/EcoRI+3) y para RAPDs con 168 cebadores.
Se obtuvieron 5 AFLPsy 1 RAPD, que se maparon en esta poblacion juntamente con €l resto de
marcadores encontrados en €l mapa de la F,. Finalmente se localizaron 10 marcadores en la zona
circundante a Nsv. Cinco de €ellos se seleccionaron por estar en las inmediaciones del gen: 2 de ellos
cosegregaban con Nsv (ACC/ACC-110 y OPX15-1.06) y 3 mas |o flanqueaban, 2 de ellos cosegregaban a
unadistanciade 1 cM (CTA/ACG-115y CTA/ACG-120, que después de su secuenciacion se ha
comprobado que son alelos del mismo locus) y el RAPD OPD08-0.80 a4 cM. Estos tres Ultimos fueron
escogidos para el andlisis de mapado fino de laregién tal como se explicaen el objetivo 2.1.

Con los resultados de este trabajo se elabord una publicaciéon (Morales et al.) que ha sido enviada en Abril
de 2001 y que estd en revision en e momento de escribir esta memoria.



- Vat

Lapresenciadel alelo dominante del gen Vat (“Virus Aphid Transmission”) confiere resistenciaala
colonizacion por € &ido Aphis gossypii en meldn. Lalinea PI161375 es homocigética para este alelo,
mientras que la variedad ‘Piel de Sapo’ tiene la composicidn genética vat/vat y es, por tanto, susceptible.
El andlisis de laresistencia se realizé en la poblacién PIxPSDH en una colaboracién con el grupo de
Entomologia del Centro de Cabrils (Rosa Gabarray Oscar Alomar), en la que también intervino nuestro
equipo y que fue financiada por Semillas Fit6 como una actividad lateral del presente proyecto.

El proceso de inoculacion implicala cria de una cepa del &fido en condiciones uniformes (usando la
variedad Piel de Sapo como planta hospedadora), la transferencia de 10 pulgones en la primera hoja
verdadera de 10 pléntulas de cada LDH y la evaluacidn 24 h mas tarde del nimero de pulgones que
permanecian en cada planta. Un niimero igual o superior a 7, determinaba que la planta fuera susceptible
y un nimero inferior a 7 que fueraresistente. L os resultados mostraron un rango de resistencia continuo
gue no se gjustaba a la distribucién bimodal esperada. Por €llo se estudiaron otros aspectos de la
colonizacion de los afidos que pudieran dar lugar a una explicacion monogénica de los resultados. Estos
fueron: a) laampliacion a 72 h de la medida del nimero de pulgones que permanecian en la planta, €l
ndmero de pulgones que habian criado y €l nimero de pulgones que se habian desplazado de la hoja
inicial aotras. Ninguno de ellos se comport6 de la manera esperada, por 1o que se examinaron estos
parametros como si se tratara de un carécter cuantitativo, y el nimero de pulgones que criaron detect6 un
QTL significativo mayor (LOD = 5,26) situado en €l grupo de ligamiento 4 en unaregion muy poblada de
microsatélites (NR2, NR3 y CSWTAO02) y con dos de los homblogos de genes de resistenciaMRGH4 y
MRGH®63 (ver objetivo 2.2). Estaregion cubria una distancia genética de 25 cM entre sus marcadores
extremos (NR3 y CSWAO02) tenialos tres marcadores restantes situados a 2-8 cM del maximo de la curva
de LOD para este carécter.

Obtenidos estos resultados, se transfirio lainformacion ala empresa, sugiriéndoles el uso de NR2 parala
seleccion de este caracter. Sin embargo, se descarté continuar con el gen Vat para pasos ulteriores ya que:
a) Nuestros ensayos de resistencia no nos permitian identificar claramente el genotipo de cada planta para
este gen lo que impedia realizar con garantias una aproximacién BSA ala blusgueda de marcadores
ligados y b) laindudable pero escasa diferencia entre individuos susceptibles y resistentes ala
colonizacion por &fidos, hacia poco interesante este caracter desde un punto de vista comercial.

Objetivo 2: Mapado fino de los genes deresistencia

2.1. Localizacion de individuos recombinantes en las zonas proximas a cada gen mediante €l cribado de
una poblacién de tamafio grande

Se prosiguio en esta direccion con el gen Nsv. El primer paso consistié en la obtencion de marcadores de
PCR codominantes a partir de los dos marcadores flanqueantes mas préximos a gen (CTA/ACG-115/120
por un lado, y OPD08-0.80 por €l otro), ademas de los que cosegregan con el mismo. Los detalles de este
proceso estan descritos en el objetivo 3. Parallegar atener las condiciones 6ptimas para poder realizar los
ensayos de mapado fino tuvieron que resolverse primero algunos aspectos que demoraron su inicio que se
situd en Abril de 2001. En primer lugar, la poblacién original de DHLs, consistente en 92 individuos
incluia algunos que no eran realmente diplohapl oides. Hubo por tanto que hacer una criba de ellos con
marcadores, 1o que redujo los efectivos de la poblacion a 69 plantas. Segundo, encontramos algunas
inconsistencias entre los datos de ligamiento obtenidos con |os marcadores y las observaciones sobre la
resistenciaal virus, lo que obligé a un ensayo posterior de resistencia con seis plantas, que nos
permitieron detectar tres casos en |os que efectivamente habia un error y elaborar un mapa regional
completamente consistente. Finalmente, y como situacion imprevista nos encontramos que no era posible
en las condiciones de nuestros invernaderos cultivar satisfactoriamente el meldn fuera del periodo entre
Abril y Octubre. Por tanto, cualquier experimento que obligara a obtener semilla, como es el caso delos
ensayos de mapado fino, no podia empezarse mas tarde del mes de Julio o, en caso contrario, habia que
esperar hasta Abril del siguiente afio. Asi, aunque lainformacién necesaria parainiciar la blsgueda de
recombinantes estaba disponible en Septiembre, 1os experimentos no se han iniciado hasta Abril de este
afio.

En la actualidad disponemos de una plantacion de 1000 individuos de la F,, de los que hemos analizado
450 y obtenido mas de 40 recombinantes entre |os dos marcadores flanqueantes que nos permiten avanzar
haciala saturacién de laregién, que continuard dentro de los préximos meses. Al mismo tiempo, estamos



aprovechando yalainformacion generada por lalocalizacién de BACs que contengan |os marcadores de
estaregion (Objetivo 4), parasituar en el mapa marcadores de PCR obtenidos a partir de |os extremos de
los BACs positivos, con lo que podremos por una parte situar la direccién de estos BACs en el mapa,
buscar otros adyacentes en la direccién correctay obtener marcadores adicionales para la saturacion de
estaregion. Asi, el BAC 17e23, que contiene el marcador OPX15-1.06, ha sido secuenciado en sus
extremos y se han desarrollado marcadores de PCR de los mismos, que en el momento de escribir esta
memoria estan siendo mapados en la nueva poblacion F,.

2.2. Mapado de productos de amplificacién obtenidos de zonas de genes de resistencia anélogos de otras
especies.

Se designaron cebadores degenerados correspondientes a motivos atamente conservados del dominio
NBS de genes de resistencia ya descritos. Se amplificd ADN de meldn con estos cebadores y se clonaron
y secuenciaron los productos de PCR de tamafio 450-550 pb. Se detectaron cuatro familias de homélogos
deresistencia(MRGH4, 18, 21y 63) con similaridades de secuencia de aminoécidos de entre el 45y el
75% entre si, 97 al 99% entre miembros de la misma familiay entre 33 y 56% con genes de resistencia de
otras especies. Usando | os clones obtenidos en mel6n como sondas de RFL Ps, conseguimos situar atres
de ellos en el mapa de esta especie. Dos de ellos (MRGH63 y MRGH4) se situaron en el mismo grupo de
ligamiento (G4) a unadistancia muy corta (1cM) uno de otro. MRGH21 fue también polimérfico en
PIXPSy se situd en la parte distal del grupo de ligamiento 7, a4cM del marcador mas proximo (el RFLP
MC52A, ver Oliver et al. 2001). MRGH18 no pudo ser mapado como RFLP por no presentar
polimorfismo. Como solucién alternativa se designaron cebadores especificos para amplificarlo, pero la
digestion posterior de estos fragmentos con diversos enzimas de restriccion no produjo el polimorfismo
deseado. Finalmente, se localiz6 un BAC que conteniaa MRGH63 y también aMRGH18, lo que indica
gue esta familia de homdélogos de resistencia se encuentra también en la misma region de G4. Este trabajo
ha sido publicado (GarciaMas et a. 2001)

Objetivo 3: Conversion delos mar cador es mas cer canos o cosegr egantes con el gen en mar cador es
detipo PCR

L os dos marcadores cosegregantes con Nsv y los dos flanqueantes en PIXPSDH (ACC/ACC-110, OPX15-
1.06, CTA/ACG-115/120 y OPD08-0.80) fueron convertidos en marcadores de PCR. Los dos AFLPs
fueron clonados procediendo a recortar la banda radioactiva de un gel de acrilamida, reamplificados por
PCR, secuenciados y confirmada su identidad con nuevos cebadores AFLP+5 generados a partir de su
secuencia. Se disefiaron después cebadores especificos, se amplificé por PCR el ADN de ambos
parentalesy se localizaron polimorfismos de secuencia que eran reconocidos por un enzimade
restriccidn, obteniéndose de este modo dos marcadores CAPS codominantes. Para los dos RAPDs se
recortd labanda polimérficadel gel de agarosay se procedié de la misma manera que con los AFLPs.
Asi, se obtuvo un CAPS codominante para OPD08-0.80 y un SCAR dominante para OPX 15-1.06.

Objetivo 4: Construccién de una genoteca de BACs (“Bacterial artificial chromosomes”) a partir
del parental resistentey cribado de la genoteca de BACs.

Esta parte del proyecto fue realizada por el equipo del IBMB-CSIC y su actividad, queda reflejada en el
informe correspondiente.

Referencias

Oliver, M., J. GarciaMas, M. Cardus, N. Pueyo, A.l. Lopez-Sesé, M. Arroyo, H. Gomez-Paniagua, P.
Arasand M.C. de Vicente. 2001. Construction of areference linkage map for melon. Genome (en prensa)

El resto de las publicaciones citadas se encuentran en el apartado C 1.1.1.



B. RESULTADOSMASRELEVANTESALCANZADOSEN EL PROYECTO
1. CIENTIFICOS

- Localizacion de dos genes de resistencia Nsv y Vat en el mapa genético del melon.

- Obtencion de marcadores de PCR proximos a la posicion de ambos genes

- Saturacion de lazona del mapa que contiene €l gen Nsv con marcadores detipo RAPD y AFLP.

- Deteccion de secuencias homologas a genes de resistencia a enfermedades (de laclase NBS) y
situacion de las cuatro familias encontradas en el mapa del melon.

- Obtencion de una genoteca de BACs en mel6n (que a nosotros nos conste es la primera genoteca
de grandes fragmentos obtenida en una planta por un grupo esparfiol).

- Deteccion de BACs que contienen |os marcadores préximos a gen Nsv

- Secuenciacion de la mayor parte de las sondas usadas para la obtencion RFLPs del mapa del
melon.

- Comparacion de los mapas de melén y Arabidopsis.

2. TECNOLOGICOS
- Obtencion de marcadores de PCR proximos a los siguientes genes del melon:

Nsv (resistenciaal virus del cribado)
Vat (resistencia a pulgones)



C. RESUMEN DE LOSRESULTADOSDEL PROYECTO

1.11. ARTICULOSCIENTIFICOSEN REVISTAS

Oliver, M., J. GarciaaMas, M. Morales, R. Dolcet-Sanjuan, M.C. de Vicente, H. Gémez, H. van Leeuwen,
A. Monfort, P. Puigdomenech and P. Ar(s. 2000. The Spanish melon genome project: construction of a

saturated genetic map. Acta Horticulturae 510:375-378.

Jordi Garcia-Mas, J., H. van Leeuwen, A. Monfort, M. C. de Vicente, P. Puigdomenech and P. ArUs.
2001. Mapping of resistance gene homologues in melon. Plant Science 161:165-172.

Morales, M., M. Luis, J. M. Alvarez, R. Dolcet-Sanjuan, A. Monfort, P. Aris, amd J. Garcia-Mas.
Construction of a genetic map around the locus conferring resistance to MNSV in melon. (enviado).

1.1.2. ARTICULOSDE DIVULGACION EN REVISTAS
Ninguno
1.1.3. ARTiICULOSDE REVISION

Ninguno

1.2. LIBROS, CAPITULOSDE LIBROSY MONOGRAFIAS

ArUs, P., J.I. Cubero, J. GarciaMasy L. Rallo. 2000. Marcadores moleculares en genéticay mejorade
plantas. En "Biotecnologia Vegetal" (J.L. Caballeroy V. Valpuesta Eds.) (en prensa)

Garcia-Mas, J., E. Graziano, M. J. Aranzana, A. Monforte, M. Oliver, J. Ballester, M. A. Viruel y P.
Arus. 2000. Marcadores de ADN: concepto, tipos, protocolos. En: Los Marcadores Genéticos en Megjora
Vegetal. F. Nuez y J.M. Carrillo Eds. Editorial U.P.V, Vaeéncia. pp. 93-151.

Monfort, A., J. Garcia-Mas, P. Puigdoménech y P. Arus. 2001. Estructura del genoma. En: Genémicay
MejoraVegeta. F. Nuez, JM. Carrillo y R. Lozano Eds. Editorial Mundi Prensa. (en prensa)

1.3. PRESENTACIONESEN CONGRESOS, SIMPOSIOSY REUNIONES (POR
INVITACION)

Ninguno por invitacién. Se presentaron comunicaciones o carteles a los siguientes congresos:

-V Reunion de Biologia Molecular de Plantas (Alicante, Noviembre de 1999)

- 7th Eucarpia meeting on Cucurbit Genetics and Breeding (Israel, Marzo de 2000)

- VIII Seminario conjunto de las secciones de Biologia Molecular y Biologia del Desarrollo dela
Sociedad Catalana de Biologia (Sitges, Mayo de 2000)

- Rencontres Franco-Espagnoles: Université de Perpignan-CNRS, IBMB-CSIC (Sitges, Octubre
de 2000)



2. PATENTESY OTROSTiTULOSDE PROPIEDAD INDUSTRIAL
Ninguno
3. OTRASTRANSFERENCIAS

Los marcadores transferidos a la empresa Semillas Fitd S.A. paralaseleccion de los genes Nsv y
Vat significan un cambio en los procedimientos de la empresa que puede actua mente seleccionar
por estos marcadores sin necesidad de realizar € testaje patol 6gico o entomoldgico de los
mismos. El hecho de que los marcadores localizados sean de tipo codominante permite ademés
averiguar s los individuos analizados son homocigoticos o heterocigoticos para dichos genes.



E. PROYECTOS COORDINADOS

L os dos equipos participantes han mantenido una estrecha colaboracion alo largo de todo el proyecto.
Algunas de las tareas del mismo han sido compartidas, como la obtencién de |os homdlogos de genes de
resistencia, la utilizacion de marcadores préximos a los genes de interés parala localizacién de BACs que
los contuvieran o la comparacién de los mapas de Arabidopsis y meldn. Otras, como €l mapado de los
genes de resistencia o la obtencion de marcadores codominantes de PCR se han realizado enteramente en
el IRTA de Cabrils, mientras que la elaboracién de la genoteca de BACs y la secuenciacion de las sondas
de mel6n se han hecho en su totalidad en el IBMB-CSIC.

Anual mente se han realizado una o dos reuniones de coordinacion que han permitido revisar el estado
avance del proyecto y la distribucién de tareas de acuerdo con el plan de trabajo. Ademés los
investigadores y doctorandos implicados en el mismo hemos estado en contacto constante, 1o que ha sido
muy favorable parala buena marchay resultados globales del proyecto

F. RELACIONESCON EL SECTOR INDUSTRIAL.

F1. Colaboracién con las empresas participantes en el proyecto.
1. Describa con detallela relacion mantenida con la(s) Empresa(s)...

Laempresa participante en el proyecto fue Semillas Fitd S.A. Ta como estaba previsto en el proyecto
original, laempresa proporciono a proyecto:

- El mantenimiento de la poblacién F, PIXPS ‘in vitro’

- Realizé los contactos oportunos para realizar las inoculaciones con MNSV en el SIA de
Zaragoza

- Financi6 € experimento de deteccidn del gen Vat realizado en su mayor parte por € grupo de
Entomologia del Centro de Cabrilsdel IRTA.

- Proporciono el material vegetal delas Fzy delaF, de la poblacién PIxPS.

Larelacion ha sido fluida en todo momento, estando la empresa al corriente de la actividad del proyecto y
proporcionandonos lainformacién y material solicitado en los momentos adecuados.

2. Describa, si procede, lastransferenciasrealizadas a la(s) Empresa(s)...

Se han transferido ala empresa los marcadores de PCR desarrollados para la seleccion de los genes Nsv y
Vat. La empresa los usa ya rutinariamente para la seleccion de estos genes en melon.

3. Indique si esta colaboracién ha dado lugar al desarrollo de nuevas propuestas, con laintencion de
continuarla(s) en el futuro.

Existe en la actualidad unarelacion estable entre el IRTA y Semillas Fité que desemboco en la creacidn
de una Unidad Mixta que se inicié hace 2 afios. Nuestro propésito es continuar con esta colaboracion en
el futuro, tanto en lo que se refiere alas actividades rel acionadas con el uso de los marcadores
moleculares en la mejora de hortalizas que Ilevamos a cabo en la actualidad dentro del presente contrato,
como en otras actividades mas a largo plazo. Entre estas Ultimas se cuenta con la participacion de los tres
partners de este proyecto en un posible proyecto de genémica del meldn a presentar en la convocatoria
MCYT que se espera dentro de |os proximos meses.

F2. Si el proyecto ha dado lugar a otras colaboraciones en € entor no socioecondmico (industrial,
administrativo, de servicios, etc.) no previstasinicialmente en el proyecto, describalas brevemente.

Ninguna



G. COLABORACIONESY PARTICIPACION EN PROGRAMASINTERNACIONALES.

1. Si el proyecto ha dado lugar a colaboraciones con otros grupos de investigacion, coméntelas
brevemente.

Dadalasimilitud de objetivos con respecto a gen Nsv con €l grupo del Dr. Rafael Lozano dela
Universidad de Almeria tuvimos varios contactos con €l objetivo de utilizar lainformacién obtenida por
ambos grupos para avanzar con mayor rapidez haciala clonacion de este gen. Estos contactos
fructificaran ahora con la peticion del proyecto genomadel mel6n en la nueva convocatoria de genémica,
en laquelaclonacién del gen Nsv vaa ser previsiblemente uno de los objetivos.

La construccion de la genoteca de BACs se hizo en colaboracion con el equipo del Dr. Hong-Bin Zhang
del Departament of Soil and Crop Science de Texas A&M University, USA.

2. Si ha participado en proyectos del programa marco de | +D de la UE y/o de otr os programas
inter nacionales en tematicas r elacionadas con este proyecto, indique programa, tipo de
participacion y beneficios para el proyecto

Presentamos un proyecto ala Ultima convocatoria del programa marco de la UE sobre la genética de las
caracteristicas del fruto contenidos vitaminicos, composicion quimicay caracteristicas organol épticas. El
proyecto esta coordinado por M. Pitrat del INRA de Avignon y participamos en é varios equipos
espafioles, italianos, ingleses y un equipo israeli. El proyecto no fue aprobado pero serdaenviado ala
proxima convocatoria del programa marco en el mes de Octubre.
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