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Aprovechamiento de la
entrada multirresistente
"TGR-1551"en la mejora de
melon de tipo Amarilloy
Piel de Sapo frente a WMV,
CYSDV y oidio

El virus del mosaico de la sandia (WMYV), el virus del enanismo ama-
rillo de las cucurbitaceas (CYSDV) y el oidio (Podosphaera xanthii)
son tres de los principales factores limitantes del cultivo de melon
(Cucumis melo L.) en todo el mundo. Hoy en dia, no existen cultiva-
res comerciales que supongan una solucion frente a estos patoge-
nos. La accesién africana TGR-1551" es resistente a WMV, CYSDV
y oidio. El programa de mejora para el aprovechamiento de esta
entrada multirresistente se lleva a cabo en el marco de proyectos
financiados por el Ministerio de Ciencia, Innovacién y Universida-
des (AGL2017-85563-C2-1Ry 2R) y la Generalitat Valenciana (PRO-
METEQ/2017/078, convocatoria de investigacién para grupos de
excelencia, Conselleria d "Educacid, Investigacid, Cultura i Esport).
Se han identificado marcadores moleculares ligados a las distintas
resistencias. Empleando estos marcadores se ha avanzado en el pro-
grama de retrocruces con el objetivo de introgresar las tres resisten-
cias derivadas de “TGR-1551" en los fondos genéticos amarillo ‘Bola
de Oro'y ‘Piel de Sapo’. Se ha confirmado la eficacia de la seleccion
asistida por marcadores en la introgresion de las resistencias, ha-
biéndose recuperado frutos con buenas caracteristicas morfoldgi-
cas y calidad organoléptica. Los materiales disponibles constituyen
la base para el desarrollo de variedades comerciales resistentes a los
tres patogenos.

Palabras clave: Cucumis meloL.; resistencia; virosis; oidio; retrocruzamiento; calidad

PHYTOMA Espaia / N° 324 / Diciembre 2020 | 38

Maria Lépez-Martin,
Ana Pérez-de-Castroy
Maria Belén Pico

Instituto de
Conservacién y Mejora
de la Agrodiversidad
Valenciana, Universitat
Politecnica de Valencia

Ana Garcés-Claver

Centro de Investigacién
y Tecnologia
Agroalimentaria de
Aragén. Unidad de
Hortofruticultura.
Instituto
Agroalimentario de
Aragén - IA2 (CITA-
Universidad de
Zaragoza

Maria Luisa Gémez-
Guillamoén

Instituto de
Hortofruticultura
Subtropical y
Mediterranea ‘La
Mayora', UMA-CSIC



El cultivo de melén (Cucumis melo
L., familia Cucurbitaceae) ha supera-
do las 30 Mt cosechadas en todo el
mundo. La produccién en Espafia se
caracteriza por su elevado rendimien-
to, llegadndose a producir 660.000
toneladas anuales y a exportarse
mas de 400.000. Estos datos sitlan a
nuestro pais como el primer produc-
tor y exportador de la Unién Europea.
Los tipos de melén mas cultivados
en Espafa son los del grupo ibericus,
que incluye los tipos Piel de Sapo,
Amarillo, Tendral, Rochet y Blanco.

Actualmente, los estreses bidticos
son el principal factor limitante del
cultivo de melén. Entre las enferme-
dades, las de etiologia viral, para las
gue no existen métodos curativos,
resultan especialmente importantes.
En este sentido, el virus del mosai-
co de la sandia (Watermelon mo-
saic virus, WMV) y el virus del ena-
nismo amarillo de las cucurbitaceas
(Cucurbit yellow stunting disorder
virus, CYSDV) suponen dos de los
problemas mas importantes, tanto
en Espafa como en las principales
zonas productoras del mundo (Des-
biez y col., 2020; Pérez-de-Castro y
col., 2019). El virus del mosaico de
la sandia (WMV) es un potyvirus
transmitido por diferentes especies
de pulgén. Los sintomas que produ-
ce son la apariciéon de mosaico, de-
formacion foliar, clorosis y atrofia en
la punta de las hojas, asi como cese
del crecimiento de la planta. Por otra
parte, el virus del enanismo amarillo
de las cucurbitaceas, CYSDV, es un
crinivirus transmitido por la mosca
blanca Bemisia tabaci (Genn). Los
sintomas que provoca son puntos
cloréticos en las hojas, que pueden
fundirse y generar amarilleo en la
hoja completa, salvo en las venas.
Ambos virus ocasionan pérdidas en
el rendimiento y afectan a la cali-
dad del fruto. También se encuen-
tra ampliamente extendido el oidio,
causado principalmente por la espe-
cie Podosphaera xanthii (Castagne)
U. Braun & Shishkoff, de la que se
han descrito varias razas. El hongo
afecta a la parte aérea, producien-
do graves pérdidas econémicas en
todo el mundo. Se caracteriza por
la aparicién de masas de esporas en
forma de polvo en hojas, peciolos
y tallos. Las hojas afectadas suelen
marchitarse y la planta envejece pre-
maturamente. La globalizacion de la
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agricultura y los cambios en los sis-
temas agricolas propician la disper-
sion de estos patdgenos, frente a los
cuales los métodos de control tienen
un éxito limitado. En este sentido,
cobra especial importancia el desa-
rrollo de variedades comerciales re-
sistentes a estas enfermedades. Pese
a la gran incidencia a nivel mundial
de los tres patégenos, no existen va-
riedades comerciales resistentes que
supongan una solucion definitiva a
los mismos.

En el caso del meldn, la variabili-
dad explotada en mejora es intra-
especifica. Por una parte, las fuertes
barreras de cruzabilidad entre las
especies silvestres del género Cucu-
mis y el melén cultivado impiden el
empleo de la variabilidad extraespe-
cifica; afortunadamente existe gran
variabilidad para muchos caracteres
dentro de la especie C. melo. En el
caso de las enfermedades, las prin-
cipales fuentes de resistencia son
entradas exdticas o silvestres, de los
grupos agrestis, momordica o acidu-
lus, con origenes tales como la India,
Lejano Oriente o Africa. Algunas de
ellas son multirresistentes, como es
el caso de la entrada ‘TGR-1551" (P!
482420).

La entrada africana ‘'TGR-1551" per-
tenece al grupo acidulus. Sus frutos
tienen forma ovalada, con piel lisa
naranja (Figura 1). Estos frutos no
acumulan azucares ni son aromati-
cos en la madurez. 'TGR-1551" pre-
senta resistencia a los tres patégenos
previamente citados, WMV, CYSDV
y oidio (razas 1, 2 y 5). Ademas, es
resistente al virus del amarilleo de las
cucurbitaceas transmitido por pul-
gones (Cucurbit aphid borne yellow
virus, CABYV) y a la especie Aphis
gossypii, y muestra también toleran-
cia a la mosca blanca, B. tabaci. En
el caso del WMV, existen otras en-
tradas en las que se ha identificado
cierta resistencia, pero ‘TGR-1551"
presenta el mayor nivel de resisten-
cia que, ademas, es efectiva frente
a muchos aislados del virus. Esta re-
sistencia esta controlada por un gen
de caracter recesivo, pero también
influyen otros genes modificadores
(Diaz-Penddny col., 2005). De forma
similar, 'TGR-1551" muestra frente
a CYSDV una resistencia completa,
conferida por un gen (Lépez-Sesé y
Goémez-Guillamén, 2000). En cuan-
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to al oidio, 'TGR-1551" es resistente
alasrazas 1, 2y 5, estando la resis-
tencia controlada por dos genes con
interaccion epistatica dominante-re-
cesiva (Yuste-Lisbona y col., 2010).

Para el aprovechamiento de los re-
cursos fitogenéticos en mejora re-
sulta fundamental disponer de las
poblacidnes apropiadas. Estas po-
blaciones son necesarias, en primer
lugar, para profundizar en el control
genético de las caracteristicas de in-
terés, permitiendo la identificacion
de marcadores moleculares ligados a
las mismas, Utiles en seleccion asis-
tida por marcadores, MAS (Marker
asssited selection). Por otra parte,
estas poblaciones facilitan la intro-
gresion de las caracteristicas de in-
terés en las variedades cultivadas, al
disponer de los genes responsables
de las mismas en el fondo genético
adecuado. En el caso de la entrada
‘TGR-1551" se ha desarrollado una
poblacién de lineas recombinantes
consanguineas (Recombinant inbred
lines, RILs) en el fondo genético del
melon ibericus de tipo Amarillo ‘Bola
de Oro’. Ademas, se han generado
distintas generaciones de retrocruce
de la entrada silvestre empleando
como parental recurrente el mismo
fondo ‘Bola de Oro'.

El trabajo aqui presentado se lleva a
cabo en el marco de la colaboracion
entre el Instituto de Conservacién y
Mejora de la Agrodiversidad Valen-
ciana (COMAV-UPV), el Instituto de
Hortofruticultura Subtropical y Me-
diterrdnea-La Mayora (IHSM-CSIC)
y el Centro de Investigacion y Tec-
nologia Agroalimentaria de Aragén
(CITA). El objetivo es la introgresion
de la resistencia a WMV, CYSDV y oi-
dio, derivada de ‘'TGR-1551", en los
fondos genéticos tipo Amarillo y Piel
de Sapo. Para alcanzar este objetivo
ha sido necesaria la identificacion
previa de marcadores moleculares
asociados a estas resistencias.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se disponia de una poblacion de RILs
(F,-F,) procedente del cruce entre la
entrada multirresistente ‘TGR-1551"
(TGR) y el cultivar espanol de tipo
Amarillo susceptible ‘Bola de Oro’
(BO), formada por 148 lineas. Ge-
neraciones avanzadas derivadas de
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esta poblacion de RILs fueron las em-
pleadas para el cartografiado de alta
resolucion de las regiones asociadas
a las resistencias y el disefio de mar-
cadores utiles en MAS. Por otra par-
te, se disponia también de tres ge-
neraciones de retrocruce (BC,, BC, y
BC,) a partir del hibrido TGR x BO.
La generacién BC, fue la empleada
para iniciar el programa de introgre-
sion con MAS en el fondo genético
de BO. A partir de la generacion BC,

‘TGR-1551' ‘Bola de Oro’ (BO)
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de tipo SNP (Single nucleotide poly-
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Figura 1. Esquema del desarrollo de las poblaciones generadas en el programa de mejora para la intro-
gresion de las resistencias a Watermelon mosaic virus (WMV), Cucurbit yellow stunting disorder virus
(CYSDV) y oidio derivadas de ‘TGR-1551" en la variedad ‘Bola de oro”. Se indica la seleccion realizada, por
fenotipado o genotipado, en cada una de las generaciones.

El fenotipado por resistencia a WMV
se llevd a cabo mediante inoculacion
mecanica de plantulas en camara
climatica, utilizando como fuen-
te de indculo extracto de tejido de
hoja de meldn infectada. En el caso
del CYSDV, la inoculacién se realizd

en invernadero empleando colonias
infectivas de Bemisia tabaci. Las
plantas fueron evaluadas en ambos
casos durante cuatro semanas tras
la inoculacion y clasificadas como
resistentes o susceptibles en funcién

de la sintomatologia. Ademas, para
WMV se realizé la deteccion del virus
mediante la impresién de tejido en
membrana y posterior hibridacién
con sondas especificas (tissue prin-
ting) y para CYSDV se determiné la
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carga viral mediante RT-qPCR.

La inoculacion artificial con oidio se
realizd para cada raza, depositando
una pequefa cantidad de conidios
en la segunda hoja de cada planta.
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Doce dias tras la inoculacion, las
plantas se clasificaron como resis-
tentes o susceptibles en funcién del
nivel de esporulacion del hongo.

Calidad

El andlisis por caracteristicas de cali-
dad de fruto se llevé a cabo en plan-
tas de las generaciones BC,S, y BC,
(hacia BO) y BC,xPS seleccionadas
para incluir distintas combinaciones
de las introgresiones asociadas a la
resistencia. Se incluyeron como con-
troles frutos de cuatro de las RILs
portadoras de las regiones asociadas
a la resistencia, asi como frutos de
BOy PS. Se determino el peso, el lar-
go y el ancho del fruto, el pH, los
grados Brix, el ancho de la corteza,
la dureza interna y externa, asi como
el color interno y externo mediante
colorimetro. Ademas, se guardaron
muestras de pulpa para futuros ana-
lisis metabalicos.

Resultados y discusion

Identificacion de marcadores
moleculares asociados a la
resistencia

En trabajos previos, la poblacién de
RILs derivada del cruce inicial TGR-
1551 x BO habia sido evaluada para
resistencia a WMV, CYSDV vy oidio.
Como resultado de los mismos, se
habia localizado en el cromosoma
11 el QTL (Quantitative trait loci)
mayor responsable de la resisten-
cia a WMV derivada de esta fuente
(Palomares-Rius y col., 2011) y en
el cromosoma 5 los QTLs mayores
asociados la resistencia a CYSDV
(Palomares-Rius y col., 2016) y a oi-
dio (Yuste-Lisbona y col., 2011), en
regiones muy préximas. En el caso
de oidio, se habia identificado tam-
bién un QTL recesivo localizado en el
cromosoma 12 (Beraldo-Hoischen y
col., 2012).

El fenotipado y genotipado realiza-
do en este trabajo, de generaciones
avanzadas de retrocruce y autofe-
cundacién derivadas de la poblacion
de RILs, permitié posteriormente
realizar una diseccion genética de
mayor resolucién de la resistencia
a WMV y a CYSDV. La resistencia a
WMV estd controlada por un gen
recesivo, denominado wmv’**’, que
ha sido mapeado en una region de
141 kb en el cromosoma 11 (Pé-
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Figura 2. Curvas de fusién de un marcador de High resolution melting (HRM) utilizado en la seleccion por
resistencia a Watermelon mosaic virus (WMV). En verde se muestran los individuos homocigotos para el
alelo de ‘Bola de Oro’ (A), en rojo se muestran los individuos heterocigotos (H) y en rosa los homocigotos

para el alelo de 'TGR-1551" (B).

rez-de-Castro y col., 2019). Ademas,
se ha identificado un QTL con efec-
to menor localizado en el cromoso-
ma 5. En el caso de la resistencia a
CYSDV se ha confirmado el efecto
mayor de uno de los QTLs localizado
en el cromosoma 5, habiéndose es-
trechado la region candidata a una
zona de 700 kb (Pérez-de-Castro y
col., 2020).

El conocimiento de las regiones
candidatas a la resistencia a WMV,
CYSDV y oidio ha posibilitado el de-
sarrollo de marcadores moleculares
estrechamente ligados a las mismas.
Estos marcadores se han implemen-
tado, por una parte, en la plataforma
de genotipado Agena Bioscience: en
este sistema, se dispone de conjun-
tos (plexes) de aproximadamente
veinte marcadores para las regiones
asociadas a cada una de las resisten-
cias. De estos marcadores, los 2-3
mas cercanos, en cada caso, a los
QTLs de interés se han transformado
en marcadores de tipo HRM (High
resolution melting) (Figura 2), mas
Utiles en el contexto de MAS en los
programas de mejora (Pérez-de-Cas-
tro y col., 2019; Pérez-De-Castro y
col., 2020).

PHYTOMA Espaia / N° 324 / Diciembre 2020 \ 42

Desarrollo de las poblaciones

El programa de retrocruces para la
introgresion de las resistencias en el
fondo genético de ‘Bola de Oro’ se
llevé a cabo a partir de la generacién
F, procedente del cruce inicial TGR
x BO (Figura 1). En los tres primeros
retrocruces hacia BO no se realizd
seleccion, ni por fondo genético ni
por resistencia. Un total de 200 plan-
tas de la generacion BC, se genoti-
paron con los 124 los marcadores de
fondo distribuidos por todo el geno-
ma, ademas de con los marcadores
disenados para la seleccion de las
regiones asociadas a la resistencia a
WMV, CYSDV y oidio (Figura 1).

Se seleccionaron dieciséis lineas BC,
gue eran portadoras de las regiones
asociadas a la resistencia para WMV,
CYSDV y/u oidio y que ademas pre-
sentaban un mayor porcentaje del
genoma del parental recurrente:
como promedio, el 81,38% del ge-
noma de estas dieciséis plantas se
correspondia con regiones homo-
cigotas para los alelos de ‘Bola de
Oro’. A partir de estas dieciséis plan-
tas, se obtuvieron las generaciones
BC,S1yBC,(Figura 1).



Las descendencias BC_S, se fenotipa-
ron por resistencia a WMV, CYSDV y
oidio. Los resultados de este fenoti-
pado permitieron validar la seleccién
realizada mediante genotipado con
los marcadores implementados en la
plataforma Agena Bioscience. Ade-
mas, estas plantas se genotiparon
con los marcadores de tipo HRM,
obteniéndose resultados compara-
bles. Esto confirm¢ la utilidad de los
marcadores disefiados para MAS.

Las plantas de la generacién BC, se
genotiparon empleando los marca-
dores HRM optimizados. Se selec-
cionaron plantas portadoras de dis-
tintas combinaciones de las regiones
asociadas a la resistencia (Tabla 1).
Estas plantas se retrocruzaron hacia
BO para obtener la generacion BC,
y fueron cruzadas también con la
entrada BGCM-126, de tipo Piel de
Sapo (PS), obteniéndose la genera-
cion BC xPS.

Asimismo, para poder evaluar el
efecto de las distintas introgresiones
sobre la calidad del fruto, se obtuvo
la descendencia por autofecunda-
cion (BC,S,) de tres plantas con dis-
tintas combinaciones de las regiones
asociadas a la resistencia (Tabla 1).

Las plantas de estas generaciones
BC,S,, BC, y BC xPS fueron genoti-
padas mediante los marcadores de
tipo HRM, con objeto de seleccionar
las plantas portadoras de las distin-
tas regiones de resistencia y obte-
ner las generaciones BC.S,, BC,S,,

BC xPS-S, y BC,xPS-BC,.

Analisis de caracteristicas de
calidad

Los frutos obtenidos de estas plantas
BC,S,, BC, y BC xPS fueron caracte-
rizados por su calidad. Se observé
un efecto negativo significativo so-
bre caracteristicas de calidad del fon-
do genético de TGR en las RILs. Los
frutos de las RILs presentaron menor
peso, niveles inferiores de °Brix y una
mayor dureza que PSy BO (Figura 3).
Estos efectos negativos se han supe-
rado en las generaciones avanzadas
disponibles. En todos los casos, para
las distintas introgresiones asociadas
a la resistencia, se identificaron fami-
lias BC,S, y BC, con caracteristicas
de calidad similares a ‘Bola de Oro’
y ‘BGCM-126" (Figuras 3 y 4). En la
linea de pre-mejora ‘Carmen’, con
resistencia derivada de ‘'TGR-1551" a
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Figura 3. Caracteristicas de los frutos para los genotipos parentales ‘Bola de Oro’ y ‘Piel de Sapo’, para
cuatro de las RILs (Recombinant inbred lines) derivadas de ‘TGR-1551"y para distintas generaciones del
programa de mejora .Se indica la generacién y las introgresiones que incluyen de las regiones asociadas a
la resistencia a WMV (Watermelon mosaic virus), CYSDV (Cucurbit yellow stunting disorder virus) y oidio
(Podosphaera xanthii, Px).

CYSDV vy oidio, ya se comprobd que
era posible recuperar la calidad del
fruto en pocas generaciones (Palo-
mares-Rius y col., 2018).

riedades tipo Amarillo y Piel de sapo
resistentes a WMV, CYSDV y oidio.

Conclusiones

Con los datos de genotipado y cali-
dad obtenidos se han seleccionado

La seleccion asistida por marcadores
ha permitido la introgresion de las

las descendencias BC.S, y BC,xPS-
BC, con las que continuar los pro-
gramas de mejora para obtener va-

resistencias derivadas de ‘TGR-1551"
a WMV, CYSDV y oidio en el fondo
genético del melén amarillo ‘Bola de
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Oro’. También se ha iniciado su in-
trogresion en el fondo genético de la
variedad BGCM-126, de tipo Piel de
Sapo. Durante el programa de mejo-
ra se han eliminado las caracteristi-
cas del fruto no deseables derivadas
de ‘TGR-1551". Las lineas obtenidas
podrian ser utilizadas como lineas de
premejora para la introgresion de la
resistencia a WMV, CYSDV y oidio en
cultivares élite de melén.
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Abstract

Watermelon mosaic virus (WMV), Cu-
curbit yellow stunting disorder virus
(CYSDV) and powdery mildew (Po-
dosphaera xanthii) are three of the
main limiting factors for melon (Cu-
cumis melo L.) cultivation worldwide.
Up to date, there are no commercial
cultivars with complete resistance to
these pathogens. The African acces-
sion 'TGR-1551" is resistant to WMV,
CYSDV and powdery mildew. The
breeding program for the exploita-
tion of this multi-resistant accession is
carried out within the framework of
projects funded by the Spanish Minis-
terio de Ciencia, Innovaciéon y Univer-
sidades (AGL2017-85563-C2-1R and
2R) and the Generalitat Valenciana
(PROMETEO/2017/078, to promote
excellence groups, Conselleria d’Edu-
cacio, Investigacio, Cultura i Esport).
Molecular markers linked to the dif-
ferent resistances have been identi-
fied. Using these markers, progress
has been made in the backcrossing
program aimed at the introgression
of the three resistances derived from
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Figura 4. Detalle de los frutos de las lineas parentales utilizadas en el programa de mejora: ‘Bola de
0ro’(BO) y el parental de tipo piel de sapo ‘BGCM-126" (PS); tres de las lineas RILs (Recombinant inbred
lines) derivadas de 'TGR-1551" (RIL1, RIL2, RIL3); frutos de plantas de generaciones avanzadas (BC,S,y BC,
hacia BO) y BC,xPS que incorporan las regiones asociadas a la resistencia a los tres patdgenos derivada

de 'TGR-1551".
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Tabla 1. Genotipo (A: homocigotas para el alelo de ‘Bola de oro’; H: heterocigotas) de las familias BC,
seleccionadas para los marcadores de los QTLs (Quantitative trait loci) asociados a las resistencias deriva-
das de ‘'TGR-1551". (WMV: Watermelon mosaic virus; CYSDV: Cucurbit yellow stunting disorder virus). Se
indican las generaciones obtenidas con cada una de ellas.

‘TGR-1551" in the Amarillo ‘Bola
de Oro’ and 'Piel de Sapo’ genetic
backgrounds. The effectiveness of
marker-assisted selection in the intro-
gression of resistance has been con-
firmed. Fruits with good morpholog-
ical characteristics and organoleptic
quality were obtained in the breeding
program. Available materials are the

PHYTOMA Espafia / N° 324 / Diciembre 2020 | 44

basis for the development of com-
mercial varieties resistant to all three
pathogens.
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