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Desarrollo de un mapa genético y físico integrado 

para girasol cultivado y su aplicación en la caracterización de regiones 

genómicas involucradas en la resistencia a enfermedades 
 
 
 
 
Resumen 
 
En el presente trabajo se describe la construcción de un mapa genético saturado de 

referencia para girasol (Helianthus annuus) y la localización física de grupos de 

ligamiento que incluyen genes y/o regiones genómicas de interés agronómico. 

Se obtuvo un mapa genético a partir de una población de líneas recombinantes 

endocriadas (RILs) derivadas  del cruzamiento de RHA266 x PAC2 que incluye 547 

marcadores (231 SSR, 9 EST-SSR, 3 InDels y 304 AFLPs ordenados en 17 grupos de 

ligamiento (GL) con un valor LOD de 4. La longitud total estimada del mapa genético 

es de 1.942,3 cM con una densidad media de 3,6 cM por locus. La incorporación de 

SSRs permitió relacionar el mapa con otros mapas públicos unificando la nomenclatura 

para la denominación de los GLs. 

Se caracterizó el complemento cromosómico de H annuus mediante el mapeo 

físico de regiones repetitivas propias de la especie utilizando la técnica BAC-FISH. Se 

localizaron físicamente marcadores SSR ubicados en los GL 10 y 16 usando la técnica 

BAC-FISH y marcadores anclados en los GL 7 y 17 mediante C-PRINS. Los GL 10, 16 

y 17 fueron seleccionados en base a su asociación con QTLs de resistencia a Sclerotinia 

sclerotiorum y el GL 7 por su asociación con QTLs de tolerancia a estrés hídrico.  

La integración de estrategias basadas en mapas genéticos saturados, mapas 

físicos y genómica comparativa permite expandir los alcances de la investigación hacia 

el análisis de QTLs, el clonado posicional de genes, y el mapeo físico de regiones de 

interés agronómico. 

 
Palabras clave: Helianthus annuus, SSR, EST-SSR, mapa genético, mapa físico, 
cariotipo, BAC-FISH, PRINS. 



  

Development of an integrated genetic and physical map for cultivated 

sunflower and its application in the characterization of genomic regions 

involved in disease resistance 
 
 
 
 
Abstract 
 
This work presents the construction of a reference saturated-genetic-linkage-map for 

cultivated sunflower (Helianthus annuus) and the physical localization of linkage 

groups that include genes or genomic regions of agricultural interest. 

The reference genetic map was obtained using a recombinant inbred line (RIL) 

mapping population generated from the cross between (RHA266 x PAC2). It consisted 

of 547 markers (231 SSR, 9 EST-SSR, 3 InDels and 304 AFLPs) distributed in 17 

linkage groups (LG), with a LOD score of 4. The map spanned 1942.3 centimorgans 

(cM) and had a mean density of 3.6 cM per locus. The incorporation of SSR allowed the 

complete cross reference with the public maps, unifying the nomenclature for the LGs. 

Sunflower chromosome complement was characterized using the BAC-FISH 

technique. Physical mapping of SSR of the LGs 10 and 16 was accomplished using 

BAC-FISH procedure and SSR of LGs 7 and 17 were localized by the C-PRINS 

technique. LGs 10, 16 and 17 were selected based on their association with QTLs for 

resistance to Sclerotinia sclerotiorum and LG 7 based on its association with QTLs for 

tolerance to water stress.  

The integration of saturated genetic maps, physical map, and comparative 

genomics approaches will allow expanding the scope of the present research to the 

analysis of QTLs, map-based gene cloning, and the physical mapping of agricultural 

important regions. 

 

Key words: Helianthus annuus, SSR, EST-SSR, genetic map, physical map, karyotype, 
BAC-FISH, PRINS. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

 

1.1. Generalidades del girasol  

1.1.1 Descripción taxonómica 

El girasol cultivado (Helianthus annuus L.) es una especie diploide, perteneciente a la 

familia Asteraceae (Compositae), subfamilia Asteriodae, tribu Helianthae, subtribu 

Helianthinae, género Helianthus (Seiler & Rieseberg, 1997). 

La familia Compositae es una de las familias más grandes y diversas de todas las 

plantas con flor, conteniendo un décimo de todas las especies de angiospermas. Se 

caracteriza por tener una flor compuesta (inflorescencia), de la cual deriva su nombre. 

La familia probablemente se originó en América del Norte hace 30 a 100 millones de 

años (Raven & Axelrod, 1974) y sufrió una rápida y extensiva diversificación 

produciendo un gran espectro de taxones.  

La mayoría de las especies de la familia Compositae analizadas hasta la fecha tienen 

genomas más grandes que 1,1 picogramos de ADN /1C (Kesseli & Michelmore, 1997) 

con excepción de algunas especies como  Leontodon taraxacoi cuyo genoma es de 0.3 

pg (http://compgenomics.ucdavis.edu/cwp/draft.php). 

 

1.1.2 Importancia económica  

La familia Compositae contiene más de cuarenta especies económicamente importantes 

para la vida del hombre, entre ellas: lechuga (Lactuca sativa L.; alimentación), girasol 

(Helianthus annuus L.; alimentación y ornamental), topinambur (Helianthus tuberosus 

L., alimentación, forrajero, prebiótico), cártamo (Carthamus tinctorius L., alimentación, 

uso industrial), camomila (medicinal), crisantemo, dalia, margarita y Zinnia 

(ornamentales), entre otras. 

Particularmente del girasol se obtiene un aceite comestible de alta calidad con bajo 

contenido de ácidos grasos saturados y alto contenido de ácidos grasos mono y di 

insaturados. Existen tres calidades de aceite de girasol, dependiendo de su composición, 

algunas de las cuales no necesitan hidrogenación, característica que los hace ideales 
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para ser usados en frituras (aceite medio oleico y alto oleico) y para elaborar comida 

para bebé, atendiendo a su estabilidad durante los procesos de elaboración. 

El aceite de girasol es considerado de gran valor debido a su composición de ácidos 

grasos insaturados (oleico y linoleico) y su bajo contenido en ácido linolénico. Es usado 

además, en jabones y detergentes en Europa del Este, como “transportador” en 

agroquímicos, particularmente pesticidas hidrofóbicos, surfactantes, adhesivos, 

plásticos, suavizantes y lubricantes. Además el aceite de girasol es usado en masajes, 

aromaterapia y tiene un gran potencial como insumo en la producción de biodisel. 

 

1.1.3 El girasol cultivado (Helianthus annuus L.) 

El nombre científico del girasol es Helianthus annuus L., Helianthus deriva de dos 

palabras griegas helios que significa sol y anthos que significa flor. Es una especie 

diploide (2x = 2n = 34), postulándose un número básico x = 17. Se propone que x = 17 

sería un número básico derivado, siendo Vigueira (x = 8) y otro género desconocido (x 

= 9) sus probables progenitores (Blake, 1918). Posee un genoma haploide medio de 

aproximadamente 3.500 Mpb (Baack et al., 2005). El centro de diversidad de dicha 

especie es América del Norte (Heiser, 1976; Heiser & Smith, 1955). El género 

Helianthus está compuesto por treinta y seis especies perennes y doce especies anuales, 

estas especies son muy variables en cuanto a morfología y adaptaciones ecológicas, 

algunas especies silvestres de Helianthus han sido importantes fuentes de recursos 

genéticos para la identificación de genes de resistencia a enfermedades, tolerancia a 

sequía, esterilidad citoplasmática masculina (CMS) entre otras características 

agronómicas importantes (Jan et al., 1998). 

El girasol es naturalmente una especie alógama y auto-incompatible, su 

domesticación ha permitido la autocompatibilidad y un aumento en el tamaño y en el 

vigor de la semilla. El girasol cultivado puede ser cruzado sin dificultad, tiene una alta 

producción de semillas (aproximadamente 1.000 semillas/planta) y un tiempo 

generacional corto de 70 a 100 días. Esto hace que el girasol cultivado tenga varias 

características que facilitan su análisis genético, a su vez el desarrollo de germoplasma 

autopolinizable ha favorecido el avance de los programas de mejoramiento incluyendo 

el desarrollo de híbridos. 
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El desarrollo del girasol cultivado por cruzamientos interespecíficos (H. annuus x H. 

petiolaris) con incorporación del citoplasma androesteril (CMS) de H. petiolaris y los 

genes restauradores de la fertilidad de H. annuus abrieron el camino de la industria de la 

semilla híbrida de girasol (Fick & Zimmer, 1976; Kinman, 1970; Leclerq, 1969). La 

identificación de nuevos genes restaurados de especies silvestres como Helianthus 

maximiliani L, recientemente reportados, abre nuevas posibilidades de aplicación al 

mejoramiento de esta especie (Fen & Jann, 2008). 

 

1.1.4 Girasol en Argentina 

El cultivo de girasol es el segundo en importancia dentro del mercado Argentino de 

producción de semillas oleaginosas. Argentina es el tercer productor mundial de girasol, 

luego de Rusia y Ucrania y el primer exportador mundial de aceite de girasol. 

La producción de girasol ha venido recuperando protagonismo en los últimos años a 

un ritmo de 6,2% anual acumulativo, hasta la campaña 2005/06. Durante la campaña 

2006/07 se observó un incremento del 8%, pero la producción fue afectada seriamente 

por el clima. La producción de girasol de la campaña 2007/2008 fue de 4,51 millones de 

toneladas, casi un millón de toneladas más que en la anterior. En las 2,64 millones de 

hectáreas cosechadas (97,8% de las sembradas), el rinde promedio nacional se ubicó en 

17,1 quintales por hectárea (Asociación Argentina de Girasol, 

http://www.asagir.org.ar/). 

La importancia del cultivo para la Argentina cobra mayor relevancia si se considera 

la producción a nivel internacional. De acuerdo a los datos del Departamento de 

Agricultura de Estados Unidos (USDA), para la campaña 2007/2008 (hemisferio norte) 

la producción mundial de girasol cayó de 29,8 millones a 27 millones de toneladas 

(9,3%). Los tres grandes oferentes del hemisferio norte (Rusia, Unión Europea y 

Ucrania) produjeron en conjunto 3,9 millones de toneladas menos. 

Por su parte, las producciones de aceite y harina cayeron 7,7 y 8,7%, 

respectivamente. Sin embargo, el organismo estadounidense estima un crecimiento del 

16,5% en la producción para la campaña 2008/2009, con una recuperación importante 

en la oferta de los tres principales competidores y un aumento de 6% en la producción 

argentina (www.ellitoral.com/index.php/diarios/2008/06/28/laregion/REG-15.html). 
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Dada la relevancia del girasol y el desarrollo agroindustrial derivado del mismo para 

la economía del país, es fundamental que la Argentina promueva este cultivo definiendo 

una política agrícola robusta e independiente y desarrollando un importante paquete 

tecnológico que favorezca la competitividad a nivel mundial. En este contexto 

considerando los problemas tecnológicos y la escasez de  herramientas disponibles para 

los planes de mejoramiento asistido al momento del inicio de la presente tesis, se 

consideró la construcción de un mapa genético de ligamiento integrando los mapas 

existentes, incluyendo los marcadores disponibles para la especie así como el desarrollo 

de nuevos marcadores y su correlación a un mapa físico. 

 

1.1.5 Estado de avance del conocimiento sobre la genómica de girasol 

Pese a la importancia económica del girasol a escala mundial, el grado de avance de los 

conocimientos públicos sobre el genoma de girasol es limitado cuando se lo compara 

con cultivos como el arroz, el maíz, la soja, el tomate, el trigo, la papa y la cebada, entre 

otros. Sin embargo, en los últimos diez años, se ha producido un avance interesante en 

relación a los estudios genómicos y post-genómicos aplicados al girasol, lo cual ha 

incrementado significativamente la disponibilidad de herramientas moleculares, tales 

como microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats) (Paniego et al., 2002; Tang et al., 

2003, Tang et al., 2002), EST (Expressed Sequence Tags) (Fernández et al., 2003; 

Gentzbittel et al., 1999; htt//cgpdb.ucdavis.edu/), mapas genéticos de distinto nivel de 

saturación (Al-Chaarani et al., 2004; Kiani et al., 2007a; Lai et al., 2005; Tang et al., 

2003, Tang et al., 2002, Yu et al., 2003), colecciones genómicas de clones de BACs 

(Bacterial Artificial Chromosome) (Bouzidi et al., 2006; Feng et al., 2006; Gentzbittel 

et al., 2002; Özdemir et al., 2004) y microarreglos de ADN (Alignan et al., 2006; 

Hewezi et al., 2006; Fernández et al., 2008; Lee & Mitchell-Olds, 2006). Estos 

desarrollos, junto con el advenimiento de técnicas de citogenética molecular, han 

impactado positivamente sobre el conocimiento de esta especie a nivel genómico. Sin 

embargo, al momento de inicio del presente trabajo, tanto el desarrollo de un mapa 

genético de ligamiento de referencia que integrara los mapas construidos 

independientemente, por distintos grupos a nivel internacional, así como el desarrollo de 

mapas físicos, permitiendo correlacionar grupos de ligamiento con regiones 

cromosómicas específicas a través de la utilización de las colecciones genómicas en 
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BACs y del desarrollo de técnicas de citogenética molecular no habían sido 

ampliamente desarrollados. El desarrollo de un mapa consenso que unifique los mapas 

publicados de manera independiente por distintos autores constituye una herramienta 

fundamental para estudios de genómica aplicada. Un mapa de referencia saturado 

permite orientar la búsqueda de regiones candidatas para la localización de 

polimorfismos asociados a caracteres agronómicos de interés, los cuales permiten 

abordar estudios de asociación genotipo-fenotipo y conducir a la localización génica de 

QTLs que gobiernan un determinado carácter, con su consiguiente aplicación en 

programas de mejoramiento a través de selección asistida por marcadores (MAS). 

 

1.2 Herramientas moleculares para el análisis genómico 

En los últimos veinte años se ha desarrollado una serie de técnicas moleculares para  

abordar el análisis genómico, lo cual permite explorar la información genética que los 

organismos poseen. El análisis genómico para la identificación de los genes implicados 

en un proceso biológico es esencial para entender la biología de una célula o de un 

organismo en su conjunto. Este tipo de análisis, que ha supuesto una auténtica 

revolución en el abordaje de los problemas biológicos, conlleva un cambio radical en las 

aproximaciones experimentales y requiere el desarrollo de nuevas tecnologías de alta 

eficiencia para el análisis global de los genomas, así como de herramientas 

bioinformáticas que permitan el procesamiento de los datos, la generación de 

información y la extracción del conocimiento. Entre estas herramientas, particularmente 

los marcadores moleculares, funcionan como señaladores de diferentes regiones del 

genoma, permitiendo identificar un polimorfismo directamente en el ADN del 

individuo, y asociarlo a un determinado fenotipo resultante de caracteres gobernados 

por bases genéticas con distinto grado de complejidad. 

 

1.2.1 Marcadores moleculares  

El término “marcador” deriva de la utilización de marcas genéticas que pueden estar 

asociadas a un gen de interés. Sin embargo, los marcadores moleculares no 

necesariamente representan un gen sino que funcionan como etiquetas para señalar una 

posición determinada sobre el genoma, dado que ocupan posiciones genómicas 
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específicas dentro de los cromosomas llamadas locus. Se denomina marcador a todo 

locus que sea susceptible de ser mapeado. Un marcador permite identificar la presencia 

de por ejemplo,  genes de resistencia a cierta enfermedad sin necesidad de evaluar la 

respuesta a un patógeno, o bien de un carácter que sólo se exprese en fase adulta o de 

difícil o costosa identificación.  

Los marcadores moleculares permiten detectar variaciones (polimorfismos) en la 

secuencia de ADN entre dos individuos. Estas variaciones pueden modificar o no su 

fenotipo y se originan a partir de diferentes clases de mutaciones en el ADN, tales como 

sustituciones, rearreglos (inserciones y deleciones) o errores en la replicación de las 

repeticiones en tándem del ADN. 

Cuando un marcador polimórfico puede discriminar entre un genotipo homocigoto y 

uno heterocigoto es llamado marcador codominante, en cambio, se llama marcador 

dominante a aquel que es incapaz de diferenciar un genotipo heterocigoto. Esto es 

debido a que el polimorfismo en un marcador codominante es causado por una 

diferencia en el tamaño de los fragmentos o bandas visualizadas en un gel, mientras que 

un marcador dominante sólo aparece como presencia o ausencia de la banda. Las 

diferentes formas de un marcador, visualizadas como bandas en un gel, son 

consideradas alelos de ese marcador, por lo cual, mientras un marcador codominante 

puede tener múltiples alelos, en uno dominante sólo existen dos alelos posibles. 

Las características deseables de un buen marcador son: la detección fácil y rápida de 

todas las clases genotípicas posibles, poseer alta reproducibilidad de detección, bajo 

requerimiento de material biológico para su identificación, distribución homogénea a lo 

largo del genoma (en el caso de utilizarlos para la construcción de mapas) y un alto 

nivel de polimorfismos (Cubero, 2003). 

En la actualidad, los marcadores más utilizados son los marcadores moleculares 

basados en PCR. Se los denomina marcadores de PCR porque se basan en la reacción 

en cadena de la polimerasa o PCR. Estos marcadores son los más ampliamente 

estudiados debido principalmente a su abundancia.  

Los diferentes tipos de marcadores moleculares pueden ser clasificados en tres 

categorías: a) marcadores de primera generación, que incluyen a los Polimorfismos de 

Longitud de Fragmentos de Restricción o RFLPS (Restriction Fragment Length 
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Polymorphisms), Polimorfismos Amplificados al Azar o RAPDs (Random Amplified 

Polymorphic DNA) y sus modificaciones; b) marcadores de segunda generación, que 

incluyen microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats), Polimorfismos de Longitud 

de Fragmento Amplificados o AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphic) y sus 

modificaciones y c) marcadores de tercera generación, que incluyen a los ESTs 

(Expressed Sequence Tags) y los Polimorfismo de Nucleótido Simple o SNP (Single 

Nucleotide Polymorphisms). Esta categoría fue propuesta por Gupta et al. (2001). 

Los marcadores moleculares son usados en programas de mejoramiento vegetal 

(desarrollo de mapas genéticos, identificación de QTLs y estudios de mapeo 

comparativo), en programas de selección asistida por marcadores (selección indirecta, 

introgresión asistida por marcadores, desarrollo de líneas puras y mejora de caracteres 

cuantitativos). Además, son usados en la conservación y uso de recursos genéticos, en la 

identificación de variedades y en el desarrollo de plantas transgénicas (Nuez & Carrillo, 

2002). 

Para llevar adelante estudios de genómica aplicada y conducir programas de 

mejoramiento moderno es fundamental la disponibilidad de distintos tipos de 

marcadores moleculares para la especie en estudio, como así también conocer su 

localización en el genoma mediante su incorporación en mapas genéticos. 

 

1.2.1.1 Microsatélites 

Los microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats) son repeticiones en tándem de 1 a 

5 nucleótidos distribuidas a lo largo del genoma. Poseen una región repetitiva corta, 

generalmente menor a 100 pb, y en su mayoría pueden ser amplificados por PCR 

estándar. Los microsatélites ganan y pierden unidades de repetición por deslizamiento 

de la ADN polimerasa. Este mecanismo mutacional es complejo y específico de 

secuencias repetidas en tándem (Ellegren, 2000; Schlötterer, 2000). Los SSRs, son 

altamente polimórficos, abundantes, codominantes y se encuentran distribuidos en las 

regiones eucromáticas del genoma, por lo que no tienen efecto de presión de selección 

y, por este motivo se consideran marcadores neutros. En la mayoría de los casos son 

cromosomas específicos, multi-alélicos, altamente polimórficos y poseen alta capacidad 

de procesamiento durante la genotipificación.  
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Estas características favorecen su utilización en la construcción de mapas de 

ligamiento saturados y en la selección asistida por marcadores, en los estudios de 

paternidad, en los análisis forenses y en los estudios de genética de poblaciones 

(Goldstein & Schlötterer, 1999; Schlötterer, 2004). 

Las desventajas más destacables están relacionadas con el proceso de desarrollo el 

cual es costoso, laborioso y demandante en tiempo, y a la inestabilidad en el tiempo de 

algunos loci. Además, problemas técnicos tales como artefactos de la PCR (stutter 

bands) complican la automatización del análisis. Finalmente, a pesar de la gran cantidad 

de microsatélites presentes en la mayoría de los genomas eucariotas, se ha reportado que 

la densidad de loci informativos podría ser baja para algunas aplicaciones de mapeo 

genético (Dieringer & Schlötterer, 2003; Tóth et al., 2000). 

En cuanto al girasol, distintas iniciativas internacionales dieron lugar al desarrollo 

de este tipo de marcadores. La Argentina a través de INTA generó la colección 

denominada HAx; Europa, a través del grupo Cartisol, generó la colección denominada 

CRSx y Estados Unidos, a través de la Universidad de Oregon, la colección denominada 

ORSx. En la actualidad se dispone de 2.040 marcadores microsatélites para girasol, 

(Dehemer & Friedt, 1998; Gedil et al., 1999; Paniego et al., 2002; Tang et al., 2002; Yu 

et al., 2003), algunos de los cuales han sido integrados a distintos mapas genéticos (Al-

Chaarani et al., 2003; 2004; Tang et al., 2002; Yu et al., 2003). 

 

1.2.1.2 Marcadores funcionales 

En los últimos años se ha desarrollado una extensa variedad de marcadores moleculares 

funcionales, considerados así porque corresponden a regiones del genoma que se 

expresan (Gupta et al., 2002; Phillips & Vasil, 2001). Esto fue posible, en primer lugar, 

debido a la generación de un gran número de secuencias que se expresan (ESTs) para 

especies vegetales en bases de datos públicas. Las secuencias ESTs son generadas 

tomando clones al azar de una colección de ADNc y secuenciando las mismas en una 

lectura con una extensión promedio de 300-500 bases. Hasta el momento, se han 

desarrollado colecciones de EST para más de ciento cuarenta especies de plantas 

económicamente importantes, incluyendo al girasol (http://www.ncbi.nih.gov; 

http://www.tigr.org). 
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Aproximadamente el 1% de todas las secuencias de ESTs depositadas en el NCBI 

pertenecen a la familia de las Compuestas, lo que las convierte en una de las familias de 

plantas mejor representadas. Sin embargo, los proyectos de Arabidopsis, arroz, maíz, 

tomate y soja aún reúnen más del 50% del total de las entradas. 

En la base de datos GenBank existen, hasta diciembre de 2007, 283.749 secuencias 

de EST para el género Helianthus, depositadas mayoritariamente por la iniciativa 

Proyecto Genómico de las Compuestas o CGP Compositae Genome Project 

(http://cgpdb.ucdavis.edu). De estas secuencias, 93.278 corresponden a la especie H 

annuus y representan 36.743 secuencias únicas (liberadas el 17 de junio de 2006) 

(Índice Genes de girasol de TIGR, HAGI, http://www.dfci.harvard.edu/). Otras 

contribuciones al banco de ESTs de girasol la han aportado iniciativas menores 

conducidas por grupos de investigación franceses y argentinos, pertenecientes a 

Genoplante y ENSAT (Francia) y al INTA (Argentina). El grupo del INTA llevó a cabo 

la caracterización de una colección de ESTs órgano-específico aislado de colecciones de 

ADN copia usando la tecnología de hibridación sustractiva de secuencias (SSH-ESTs) 

(Fernández et al., 2003). Esta colección sustentó la búsqueda e identificación de genes 

candidatos asociados a respuestas a estreses abióticos mediante la estrategia de análisis 

concertado de expresión génica a través de la tecnología de microarreglos de ADN 

(Fernández et al., 2008), como así también la identificación de marcadores funcionales 

descripta en el desarrollo de esta tesis. 

El análisis las secuencias de EST permite la identificación de mutaciones puntuales 

del tipo SNP, INDELs y motivos de repetición del tipo SSRs, denominados EST-SSR. 

Los marcadores EST-SSR han sido desarrollados a partir de una gran variedad de 

plantas, tales como Arabidopsis, maíz, soja, arroz, trigo y más recientemente girasol 

(Cardley et al., 2000; Eujayl et al.2002; Gao et al., 2003; Hackauf & Wehling 2002; 

Heesack et al., 2008; Kantety et al., 2002; Kumpatla & Mukhopadhyay, 2005; Morgante 

et al., 2002; Nicot et al., 2004; Pashley et al., 2006; Thiel et al., 2003; Tóth et al., 2000; 

Varshney et al., 2002). Ellos han sido usados frecuentemente en mapeo genético, mapeo 

comparativo y análisis de diversidad genética y funcional (Varshney et al., 2005b). Si 

bien en varias especies se ha reportado que estos marcadores son menos polimórficos 

que los SSR genómicos (Becker & Heun., 1996; Cho et al., 2000; Eujayl et al., 2000; 

Lee et al., 2004), tienen varias ventajas, entre las cuales podemos mencionar: su 
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desarrollo es relativamente económico gracias a la disponibilidad de secuencias de 

ESTs en base de datos públicas y la frecuencia estimada de SSR es mayor en las 

regiones génicas, fundamentalmente intergénicas que en las regiones heterocromáticas 

de ADN (Morgante et al., 2002). Los marcadores EST-SSR son marcadores funcionales 

y tienen mayor probabilidad de poder ser transferidos entre especies, ya que derivan de 

regiones del genoma relativamente más conservadas (Varshney et al., 2005a). 

La frecuencia de SSR descripta de manera general en las secuencias de ESTs es de 2 

a 5% (Kantety et al., 2002; Varshney et al., 2005b) sin embargo, se observan 

inconsistencias en las estimaciones de frecuencias descriptas en diferentes estudios, 

incluso para una misma especie, lo cual se relaciona con una multiplicidad de factores, 

incluyendo las herramientas y criterios utilizados para la identificación de repeticiones 

en tándem y el tamaño del conjunto de datos analizados. Los criterios de búsqueda 

utilizados, tales como repeticiones perfectas e imperfectas, número mínimo de 

repeticiones, longitud de los espacios para las repeticiones compuestas, etc., a menudo 

llevan a diferencias significativas en el número de SSRs identificados en una especie 

dada y entre diferentes estudios usando el mismo conjunto de datos. 

La estructura y la longitud de los microsatélites son los principales factores que 

determinan su variabilidad (Brinkmann et al., 1998; McMurray, 1995). En general, los 

loci con más repeticiones tienden a ser más polimórficos (Cho et a., 2000; Goldstein & 

Clark 1995; Innan et al., 1997; La Rota et al., 2005; Schug et al., 1998; Temnykh et al., 

2001; Weber 1990). En algunas especies se ha demostrado que las repeticiones de 

dinucleótidos mutan más frecuentemente que las de tri y tetra nucleótidos (Schug et al., 

1998). Sin embargo, en humanos, fueron observados porcentajes similares de mutación 

entre di-, tri- y tetranucleótidos (Chakraborty et al., 1997). En este contexto es frecuente 

que las búsquedas de EST-SSR se limiten a motivos de repetición que se expandan por 

más de dieciocho bases teniendo en cuenta que en muchas especies el nivel de 

polimorfismo disminuye con SSR más cortos que esa longitud (Cho et al., 2000). 

En general, los diferentes motivos de repetición se presentan en frecuencias 

similares en los ESTs de diferentes especies. Entre los motivos dinucleótidos, el motivo 

GA/CT ha sido reportado como el más abundante, y el GC/CG como el menos 

abundante en trigo, cebada, maíz, sorgo y arroz (Kantety et al., 2002, Temnykh et al., 

2000). El motivo trinucleótido más abundante en cebada, maíz, sorgo y arroz fue 
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GGC/CCG, y en trigo fue AAC/GTT. Morgante et al. (2002) y Vershney et al. (2005) 

demostraron que el motivo dinucleótido más frecuente en ESTs de plantas fue AG. 

Kumpatla & Mukhopadhyay, (2005) analizaron EST-SSR en veinte dicotiledóneas 

incluyendo el girasol. En dicho estudio, el criterio para la identificación de SSR fue 

poco astringente, e incluyeron motivos de mononucleótidos y dinucleótidos de más de 

cinco repeticiones. Los mononucleótidos fueron informados como los motivos más 

frecuentes, seguidos por los dinucleótidos y los trinucleótidos. El motivo dinucleótido 

más frecuente fue el AG/CT en todas las especies investigadas, el motivo trinucleótido 

más frecuente fue el AAG/CTT en dieciséis de las veinte especies estudiadas (no 

incluye al girasol). Estas características representan una tendencia general en los EST-

SSR de dicotiledóneas, mientras que el motivo CCG/CGG es el más frecuente en 

monocotiledóneas (Temnykh et al., 2001). Según lo reportado por estos autores en 

girasol el más frecuente fue ACC/GGT.  

Pashley et al. (2006) desarrollaron marcadores EST-SSR, los cuales fueron 

utilizados para el análisis genético de especies poco frecuentes de girasol silvestre. 

Estos autores seleccionaron di-, tri y tetranucleótidos con una repetición mínima de 5, 4 

y 3 subunidades, respectivamente. El tipo de repetición más abundante fue el de 

trinucleótidos, seguido por el de tetranucleótidos y luego el de dinucleótidos, siendo 

ATG/TGA el motivo trinucleótido más abundante. 

Recientemente, Heesacker et al. (2008) identificaron SSR e InDels a partir de la 

base de datos de ESTs de girasol y realizaron estudios de transferibilidad entre distintas 

especies de Compuestas (Helianthus, Carthamus y Lactuca). Para tal fin fueron 

utilizadas dieciséis accesiones tanto de germoplasma silvestre como de líneas elite, 

algunas de las cuales son parentales de poblaciones de mapeo. En el citado trabajo se 

analizó una colección de 17.904 genes únicos obtenidos a partir del ensamblado de 

89.225 ESTs provenientes de H. annuus, H. argophyllus y H. paradoxus en búsqueda 

de motivos de SSR. El criterio de búsqueda utilizado se basó en un número mínimo de 

repeticiones (n) considerando los valores de n ≥ 4 y n ≥ 5. El número total de SSRs 

encontrado fue de 16.643 y 4.755 SSR, respectivamente; en ambos casos, el motivo más 

frecuente en la colección fue el de dinucleótidos, seguido por el de trinucleótidos y por 

último el de tetranucleótidos. Se diseñaron oligonucleótidos para una selección de 484 

EST-SSRs, de los cuales 427 produjeron perfiles de alta calidad para el genotipado en 
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H. annuus. Para estos marcadores se analizó la capacidad de transferencia a nivel de 

especie y de género mediante la genotipificación en distintas accesiones de Helianthus 

silvestres, Carthamus y Lactuca, observándose por un lado, que la transferencia es alta 

dentro del género Helianthus (≥ 82%) lo que facilita el mapeo comparativo y el mapeo a 

partir de poblaciones derivadas de cruzamientos interespecíficos y, por otro, que es bajo 

el potencial de transferencia a nivel de otros miembros de la familia Asteraceae (≤ 

16%). Finalmente, de los EST-SSR desarrollados en este estudio, el 55,1% fueron 

polimórficos en poblaciones derivadas de cruzamientos entre líneas elite, mientras que 

el 83,3% fueron polimórficos en poblaciones derivadas de cruzamientos entre líneas 

elite y germoplasma silvestre, concluyendo que aproximadamente un 10% de los loci 

que se transcriben puede ser mapeados genéticamente usando EST-SSRs. 

Los marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) representan el 

polimorfismo más abundante en la mayoría de los organismos y tiene su origen en un 

cambio de base o pequeñas inserciones o deleciones en una posición particular de una 

secuencia dada. 

En general, son marcadores bialélicos, lo que representa una desventaja respecto a 

otros marcadores que son multialélicos como los SSR, pero tienen como ventaja la 

abundancia, la estabilidad y la posibilidad de ser analizados por técnicas de 

genotipificación de alto desempeño a un costo relativamente bajo. 

La información sobre la frecuencia, naturaleza y distribución de los SNPs en plantas 

superiores está en progresivo aumento y, en consecuencia, este tipo de marcador 

representa un importante sistema para mejoradores y genetistas. 

El desarrollo de los marcadores SNP consiste usualmente de tres partes, de manera 

cronológica: la resecuenciación de una región específica del genoma a partir de un 

pequeño grupo de individuos, el alineamiento múltiple de las secuencias obtenidas, la 

validación en un conjunto mayor (por ejemplo, remover los falsos positivos debido a 

errores de secuenciación o debido a la presencia de secuencias homólogas/parálogas) y 

la genotipificación en una población de mayor tamaño (Chagné et al., 2007). 

Los ESTs representan una valiosa fuente para el descubrimiento de SNP, y han sido 

usados en remolacha (Schneider et al., 2001), maíz (Batley et al., 2003; Ching et al., 

2002), arroz (Nasu et al., 2002), soja (Zhu et al., 2003), caña de azúcar (Grivet et al., 
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2003), girasol (Fusari et al., 2008; Heesacker et al., 2008; Kolkman et al., 2004; 2007; 

Lai et al., 2005; Liu & Burke, 2006), entre otras especies de importancia agronómica. 

La frecuencia de los SNPs varía en diferentes regiones dentro de cada genoma, 

siendo la distribución de los sitios polimórficos generalmente no al azar. Las regiones 

genómicas con bajo porcentaje de recombinación generalmente presentan reducido 

nivel de polimorfismo (Rafalski & Morgante, 2004). Los SNPs pueden presentarse en 

regiones codificantes y no codificantes sin embargo, en la mayoría de los organismos 

estudiados se ha observado mayor presencia de SNPs en regiones no codificantes del 

genoma (Edwards et al., 2007). 

Los SNP son utilizados en estudios de diversidad nucleotídica, de filogenia, de 

evolución, de mapeo genético, de mapeo fino, de clonado posicional, de mapeo por 

asociación a nivel poblacional, y de selección asistida a partir de la identificación de 

variantes alélicas causativas (QTNs: Quantitative Trait Nucleotides), de las cuales 

deriva una estrategia de selección asistida directa basada en genes candidatos (Fusari et 

al., 2008; Koebner, 2004; Kwok, 2001; Rafalski, 2002). 

En girasol se han descripto 605 polimorfismos de tipo SNPs caracterizados in sílico 

a partir del análisis de secuencias de ESTs provenientes de los genotipos RHA280 y 

RHA801, validados y mapeados mediante el análisis de formación de heteroduplex (Lai 

et al., 2005). Recientemente, Heesacker et al. (2008) genotipificaron 39 InDels 

identificados a partir de la base de datos de ESTs de girasol y realizaron estudios de 

transferibilidad entre distintas especies de Compuestas (Helianthus, Carthamus y 

Lactuca).  

La identificación de SNPs mediante la técnica de resecuenciación de genes se ha 

reportado en varios trabajos. En primer lugar, Kolkman et al. (2004), caracterizaron 

alelos de la enzima que confiere resistencia a imidazolinas y sulfonilureas en girasol, y 

desarrollaron un sistema de marcadores moleculares para identificar nuevas variantes 

alélicas y para conducir trabajos de selección asistida de genes de resistencia a 

herbicidas en girasol. Recientemente, y con el propósito de analizar la diversidad 

funcional presente en poblaciones de girasol silvestre y cultivado, Liu & Burke (2006) y 

Kolkman et al. (2007) caracterizaron en total 90 loci, detectando 1.522 SNP. 

Finalmente, Fusari et al. (2008) llevaron a cabo la caracterización de SNPs amplificando 
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las regiones codificantes y no codificantes correspondientes a 28 genes candidatos 

relacionados a respuestas a estrés sobre 19 accesiones de girasol cultivado. En este 

último trabajo se analizaron aproximadamente 14 kb utilizando programas públicos y/o 

disponibles en el laboratorio para definir los polimorfismos existentes entre genotipos, 

reconociéndose 69 SNPs informativos y 43 InDels. En promedio, esto representa 1 SNP 

cada 69 pb. Los valores de diversidad nucleotídica y LD (Desequilibrio de Ligamiento) 

estimados sobre el conjunto de líneas estudiadas fueron comparables a los publicados 

por Liu & Burke (2006) y Kolkman et al. (2007), a pesar de que en estos trabajos se 

aplicaron diferentes estrategias de muestreo y se analizaron diferentes genotipos. Estos 

trabajos describen que el desequilibrio de ligamiento medido en regiones acotadas del 

genoma decae hasta valores de 0,3 a las 5.500 pb, y concluyen que a partir de estos 

valores es factible conducir estudios de mapeo poblacional de caracteres agronómicos 

basado en estudios de asociación entre genotipos y fenotipos. 

Los marcadores Análogos de Genes de Resistencia o RGAs (Resistant Genes 

Analogs) representan un gran número de secuencias que evidencian una estructura 

similar a los genes de resistencia (genes R) caracterizados en los genomas vegetales, las 

cuales han sido definidas a través de la amplificación de ADN genómico utilizando 

oligonucleótidos degenerados diseñados a partir de los dominios conservados de los 

genes R. Los dominios predominantes son el LRR (repeticiones ricas en leucina o 

leucine-rich repeats) y el NBS (sitio de unión a nucleótido o nucleotide binding site). 

Otros motivos menos representados en los genes R son el LZ (leucine zipper), TIR (Toll 

receptor interleukin) y CC (coiled coil), entre otros. La mayoría de los RGAs se 

organiza en loci complejos o clusters asociados a genes R conocidos, secuencias 

homólogas repetidas en forma de tándem, pseudogenes y/o retrotransposones. 

Las familias multigénicas más abundantes son del tipo NBS-LRR. De los más de 

cuarenta genes R conocidos que confieren resistencia a bacteria, hongos, virus y 

nematodos patógenos de plantas, el 75% codifica para una proteína de tipo NBS-LRR 

(Kuang et al., 2004; McDowell et al., 1998; Meyers et al., 1998; Parniske et al., 1997; 

Radwan et al., 2008; Sun et al., 2001). 

El girasol cultivado es susceptible a varias enfermedades fúngicas y virales 

económicamente importantes, dependiendo la severidad de las infecciones, y en gran 

medida de las condiciones ambientales.  
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Las enfermedades del girasol son muchas y variables según la región del país. Entre 

las enfermedades que causan mayores pérdidas económicas en nuestro país se 

encuentran las de origen fúngico: mildiu cuyo agente causal es Plasmopara halstedii, el 

“Marchitamiento” por Verticillium dahliae y la “Podredumbre húmeda del Capítulo” 

(PHC) causada por Sclerotinia sclerotiorum, esta última causa pérdidas del 10% al 20% 

sobre la producción anual de este cultivo.  

Como se mencionó anteriormente, durante las últimas dos décadas el uso de 

marcadores moleculares de ADN ha sido utilizado exitosamente en el desarrollo de 

mapas genéticos en girasol, permitiendo la detección de loci que controlan 

características cuantitativas, incluyendo la localización de QTLs asociados con 

resistencia a mildiu (Radwan et al., 2003; 2004), fomopsis (Alfadil et al., 2007) y 

podredumbre húmeda del tallo y del capítulo (Gentzbittel et al., 1998; Micic et al., 

2004; 2005a y b). 

La resitencia a Sclerotinia sclerotiorum en girasol ha sido caracterizada como un 

carácter de base genética compleja y altamente dependiente de las condiciones 

ambientales. Se han detectado varios loci de carácter cuantitativo (QTL) en distintos 

genotipos, órganos vegetales y condiciones ambientales de crecimiento (Mestries et al., 

1998, Genzbittel et al., 1998, Bert et al., 2004). Estudios recientes han identificado 

varios QTLs asociados a la resistencia S. Sclerotiorum tanto en hojas de girasol, como 

en tallo y capítulo (Bert et al. 2002; 2004, Micic et al. 2004; 2005a y b). En Argentina 

se han localizado QTLs para resistencia a la PHC en líneas de buen comportamiento 

local los cuales han sido localizados fundamentalmente en el grupo de ligamiento 10 del 

mapa genético de girasol (Maringolo, 2007). 

Los primeros estudios genéticos de resistencia a mildiu demostraron que genes 

dominantes mayores, llamados Pl controlan la resistencia a diferentes razas de P. 

halstedii. Hasta la actualidad, once genes Pl han sido descriptos (Rahim et al., 2002) en 

especies cultivadas de girasol (Vranceanu & Stoenescu, 1970) y silvestres de 

Helianthus (Miller & Gulla 1991). Pl6, Pl7 y Pl8, encontrados en especies silvestres de 

Helianthus, confieren resistencia a casi todas las razas de P. halstedii (Bert et al., 2001; 

Bouzidi et al., 2002). Pl6 ha sido identificado en especies silvestres de H. annuus, 

mientras que Pl7 proviene de H. praecox y Pl8 de H. argophyllus. Vear et al. (1997) 

mostraron que el locus Pl6 ha sido descrito como un locus complejo con al menos dos 
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regiones genéticamente distintas, las cuales confieren resistencia a diferentes razas de 

Plasmopara. El locus Pl5 confiere resistencia a un amplio rango de razas de mildiu, pero 

es susceptible a la raza 330, mientras que el locus Pl8 confiere resistencia a todas las 

razas conocidas de P. halstedii. 

Los genes Pl de resistencia están agrupados en clusters sobre diferentes grupos de 

ligamiento. Al momento del inicio de la presente tesis, se habían descrito al menos tres 

clusters diferentes de genes Pl en girasol, considerando su localización y su estructura: 

los loci Pl1, Pl2, Pl6 y Pl7, situados sobre el grupo de ligamiento 8 en el mapa genético 

propuesto por Tang et al. (2003), pertenecientes todos a las familias de los genes de 

resistencia de tipo TIR, NBS, LRR; el locus Pl5/Pl8 situado en el grupo de ligamiento 

13 del mapa genético de Tang et al. (2003) (Radwan et al., 2003), pertenecientes a la 

familia non-TIR, NBS, LRR y, además, fue detectada una nueva fuente de resistencia a 

P. halstedii proveniente de H. argophyllus, la cual ha sido mapeada en el grupo de 

ligamiento 1. Este último locus fue denominado PlArg (Duble et al., 2004). 

Recientemente, Radwan et al. (2008) identificaron 14 clusters de RGAs, cuatro de los 

cuales habían sido previamente identificados (Gedil et al., 2001; Plocik et al., 2004; 

Radwan et al., 2003). De los 14 clusters, 8 pertenecen a la familia de genes de 

resistencia de tipo TIR, NBS, LRR y 6 pertenecen a la familia non-TIR, NBS, LRR. Los 

14 clusters contienen 196 secuencias únicas de tipo NBS-LRR, de las cuales han sido 

mapeados 167 loci en los 17 grupos de ligamiento. 

 

1.2.2 Métodos de genotipificación de los marcadores moleculares 

Existe una gran cantidad de métodos para detectar y caracterizar los marcadores basados 

en la técnica PCR, como es el caso de los sistemas descriptos en las secciones 

anteriores. La elección del método dependerá de la envergadura del proyecto para 

proyectos a pequeña escala, son útiles los procedimientos manuales donde los productos 

amplificados son separados por electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida, y 

revelados por medio de diferentes métodos de detección (bromuro de etidio, marcación 

radiactiva del oligonucleótido con γP32 y/o con oligonucleótidos fluorescentes). En 

estudios genéticos a gran escala es recomendable aplicar métodos de genotipificación de 

alta procesividad, basados en el uso de analizadores automáticos de ADN y 
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oligonucleótidos fluorescentes, los cuales son relativamente sencillos de implementar y 

ofrecen la posibilidad de mediano a alto procesamiento de muestras. Entre las ventajas 

de este método se destacan la alta precisión en la adjudicación de los alelos, la alta 

procesividad, la posibilidad de automatización del proceso y programas de análisis de 

datos fácilmente utilizables (Chen & Sullivan, 2003). 

Al momento del inicio de este trabajo, se habían utilizado principalmente métodos 

semiautomáticos para la genotipificación de marcadores microsatélites en girasol, 

utilizando geles de poliacrilamida y amplicones fluorescentes con el secuenciador ABI 

Prism 377 DNA Sequencer (Applied Biosystem, Perkin Elmer, Foster City, CA) (Tang 

et al., 2002; 2003; Yu et al., 2003). 

Las técnicas comúnmente usadas para el análisis de segregación de los marcadores 

SNP se basan en la detección de heteroduplex y son: SSCP (Single-Stranded 

Conformational Polymorphism), DHPLC (Denaturing High-Performance Liquid 

Chromatography), CAPs (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) y la técnica de 

resecuenciación de genes candidatos a partir de colecciones de ESTs o STSs (Sequence-

Tagged-Site). Hasta el momento, en girasol ha sido utilizada la técnica de DHPLC para 

la genotipificación de marcadores SNP (Lai et al., 2005). La técnica de resecuenciación 

de genes ha sido usada para el desarrollo de SNP (Fusari et al., 2008; Kolkman et al., 

2004; 2007; Liu & Burke, 2006). 

 

1.2.2.1 Errores en el proceso de genotipificación. Causas y consecuencias 

El conjunto ideal de datos de marcadores moleculares para análisis de ligamiento no 

debe contener datos perdidos ni errores de genotipificación, y los marcadores deben 

segregar en la proporción esperada, lo cual dependerá del tipo de población en estudio. 

Sin embargo, en la práctica, cada conjunto de datos obtenido por genotipificación 

contiene algún tipo de error. Los errores de genotipificación son definidos como las 

diferencias observadas sobre un mismo genotipo caracterizado en dos o más análisis 

independientes (Bonin et al., 2004). En estudios de mapeo, porcentajes de errores del 

1% pueden originar un orden incorrecto de los marcadores y aumentar la longitud del 

mapa genético (Buetow, 1991; Hackett & Broadfoot, 2003; Lincoln & Lander, 1992). 
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El objetivo de este apartado es examinar las causas y consecuencias de los errores en 

el proceso de genotipificación, para así reducir su ocurrencia e interpretar sus efectos 

sobre los resultados del análisis. Todos los tipos de marcadores moleculares son 

posibles blancos de este tipo de errores, pero sólo se hará referencia a los marcadores 

usados en la presente tesis: SSR, SNP e InDels.  

Pompanón et al. (2005) clasificaron a los tipos de errores de Genotipificación en 

cuatro categorías: 

• Errores ligados a las variaciones en la secuencia de ADN: este tipo de errores 

puede presentarse por fallas en la amplificación de un alelo determinado debido 

a sustituciones, inserciones o deleciones sobre la secuencia complementaria a 

uno de los oligonucleótidos utilizados en la reacción de PCR. Generalmente 

corresponden a mutaciones cercanas al extremo 3´ del oligonucleótido. En el 

análisis de microsatélites el caso más común es el representado por los alelos 

nulos (Callen et al., 1993; Paetkau & Strobeck, 1995).  

Por otro lado una inserción o deleción que esté cerca de un microsatélite puede 

generar homoplasia de tamaño (alelos del mismo tamaño, pero que no 

comparten un ancestro en común), lo que llevaría a la anotación de dos alelos 

diferentes como un solo alelo. 

• Errores debidos a la baja cantidad o calidad de ADN: la baja cantidad y/o 

calidad de ADN en la mezcla de reacción, debida al uso de soluciones muy 

diluidas o degradadas, promueve errores de genotipificación debido al fenómeno 

llamado allelic dropuot (uno de los dos alelos no amplifica) y la amplificación 

de falsos alelos (Taberlet et al., 1996). También incrementa el riesgo de 

contaminación (Taberlet et al., 1996), ya que en condiciones en las cuales el 

número de moléculas de templado es bajo, es mayor la  probabilidad de 

amplificación de las moléculas contaminantes presentes. 

• Errores debidos a artefactos bioquímicos: en la etapa final de la PCR, durante el 

paso de elongación, la Taq polimerasa tiene tendencia a adicionar un nucleótido, 

usualmente adenina, al extremo 3´ de la cadena sintetizada (Brownstein et al., 

1996; Magnuson et al., 1996). Esta adenina adicionada crea una banda o pico 

espurio sobre el gel o el cromatograma. 
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• Errores debidos a factores humanos: según los casos analizados en el trabajo de 

Pompanón et al. (2005), el error humano fue el más frecuente. Parte de los 

errores de este tipo se deben a errores en la anotación manual de geles o 

autorradiografías, por ejemplo: al analizar autorradiografías leerlas en la 

orientación opuesta. Pueden presentarse errores en la anotación con métodos 

automáticos, ya que los microsatélites suelen ser difíciles de analizar debido a la 

presencia de bandas en escalera o stutter bands (Ginot et al., 1996; Harker 

2001), por ejemplo, puede producirse un patrón ambiguo cuando dos alelos de 

un heterocigoto difieren en tamaño por una sola unidad de repetición, causando 

que las bandas stutter se solapen produciendo bandas adyacentes de similar 

intensidad. Por supuesto, el riesgo de errores en las anotaciones depende de la 

calidad de los datos y de los recaudos necesarios durante el análisis e 

interpretación. 

En los estudios de ligamiento y asociación estos errores enmascaran la verdadera 

segregación de los alelos, y los efectos sobre los resultados pueden ser serios, incluso 

para porcentaje de errores bajos (por ejemplo < 3%). En estudios de ligamiento, los 

errores de genotipificación pueden distorsionar las frecuencias de los haplotipos (Kirk 

& Cardon, 2002) conduciendo a un aumento ficticio de la longitud del mapa genético 

(Goldstein et al, 1997; Hackett & Broadfoot, 2003). 

En estudios de asociación, se ha observado que un porcentaje de error del 3% puede 

impactar seriamente sobre los análisis de desequilibrio de ligamiento (Akey et al., 

2001). En estos estudios, donde los eventos de recombinación son menos frecuentes, 

generalmente los errores afectan a los genotipos no-recombinantes, que son evaluados 

erróneamente como recombinantes, disminuyendo el poder de detectar asociaciones 

(Douglas et al., 2000). Sin embargo, porcentajes bajos de error pueden ser tolerables en 

situaciones que no involucran alelos raros, como en estudios de análisis de QTL 

(Pompanón et al., 2005). 

 

1.2.3 Mapeo Genético 

Uno de los principales usos de los marcadores moleculares en la agricultura ha sido la 

construcción de mapas de ligamiento para diversos cultivos. Este tipo de mapas es muy 



 

 

1. INTRODUCCIÓN

38

útil en el desarrollo de diferentes estrategias de mejoramiento, pudiendo seleccionar 

marcadores de mejor calidad y contar con una mayor probabilidad de marcadores 

polimórficos en un importante intervalo cromosómico (Somers et al., 2004). De esta 

manera, el mejoramiento molecular es más efectivo si se cuenta con mapas saturados de 

marcadores moleculares. 

Los mapas de ligamiento son utilizados para la identificación de regiones 

cromosómicas que contienen los genes controladores de características simples o 

cualitativas (controladas por uno o pocos genes) y caracteres cuantitativos, poligénicos 

o complejos. Se han desarrollado mapas independientes en diversas especies; en estos 

casos, sería muy útil contar con un mapa que unifique los mapas existentes para integrar 

la información de la segregación de los marcadores de diferentes cruzamientos, y así 

permitir un importante marco en la producción e intercambio de información genética 

entre miembros de la comunidad científica. 

Uno de los factores importante en el desarrollo de un mapa genético es el contar con 

una población de mapeo adecuada para el estudio que se desea realizar. Las poblaciones 

de mapeo consisten de individuos de una especie, o, en algunos casos, de cruzamientos 

entre especies relacionadas, donde los padres difieren en las características que serán 

estudiadas. Son generalmente utilizadas para identificar factores genéticos y para 

determinar las distancias de recombinación entre loci (Scheinder et al., 2005). 

Las características a evaluar en una población de mapeo necesitan ser polimórficas 

entre las líneas parentales. 

Para la construcción de una población de mapeo hay que tener en cuenta el modo de 

reproducción de la planta a utilizar. En plantas autopolinizables, si es posible generar 

líneas puras o están disponibles, las poblaciones de mapeo posibles de ser utilizadas 

son: F2, Líneas Recombinantes Endocriadas (RILs), poblaciones de retrocruzamientos 

(backcross population), líneas introgresadas y líneas doble haploide. En plantas con 

polinización cruzada, generalmente son utilizadas plantas de parentales heterocigotos, 

tales como F1 y líneas retrocruzadas (backcross lines), con diferentes grados de 

heterocigosidad. 

Para el desarrollo de este trabajo se uso una población de tipo RILs (el girasol es 

una especie autopolinizable). Contar con una población de líneas recombinates 
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endocriadas facilita el análisis, debido, entre otras razones que se detallan a 

continuación, a la disponibilidad de una fuente eterna de material vegetal. 

Las líneas recombinantes endocriadas o RILs (Recombinant Inbred lines) se 

obtienen de sucesivos pasos de autofecundación a partir de una F2 hasta la generación 

F8, donde la mayoría de sus loci están en homocigosis (Figura 1.1). A lo largo de cada 

cromosoma alternan bloques de alelos derivados de cada padre. Una vez establecida una 

línea recombinante, no hay posibilidad de futuras segregaciones en la progenie de cada 

línea, debido a que la recombinación no puede cambiar la constitución genética de las 

RILs. Esta es una de sus principales ventajas, ya que estas líneas constituyen una fuente 

permanente que puede ser indefinidamente replicada. La segunda ventaja es que las 

líneas sufren varias rondas de meiosis antes de alcanzar la homocigosidad, de esta 

manera, el grado de recombinación es mayor comparado a las poblaciones F2 y así los 

mapas desarrollados con estas poblaciones presentan mayor resolución que los mapas 

desarrollados con poblaciones F2 (Burr & Burr, 1991), es decir, los mapas desarrollados 

con estas poblaciones permiten determinar mejor la posición de cada marcador en un 

mapa de ligamiento. 

Debido a los sucesivos eventos meióticos ocurridos hasta alcanzar la homocigosis, 

los loci ligados tienen una gran probabilidad de volver a recombinar. Este efecto 

aumenta la sensibilidad o el poder para diferenciar clases genotípicas. Así, las 

poblaciones recombinantes endocriadas obtenidas por autofecundación tienen un 

número aproximado del doble de recombinaciones entre marcadores ligados con 

respecto a una población obtenida con un solo evento meiótico (Haldane & 

Waddington, 1931). De esta manera, la generación F1 tiene un 100% de heterocigosis, 

la F2 tiene un 50% de heterocigosis y así sucesivamente hasta la F8, que presenta un 

0,78% de heterocigosis. 
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Niveles de 
autofecundación 
de la población 

Porcentaje de 
homocigosidad de 
cada locus dentro 

de las líneas 

Porcentaje de 
heterocigosidad de 
cada locus dentro 

de las líneas 

F1 0 100 

F2 50 50 

F3 75 25 

F4 87,5 12,5 

F5 93,75 6,25 

F6 96,87 3,12 

F7 98,43 1,56 

F8 99,21 0,78 

 

Para las líneas RIL obtenidas por autofecundación, la fracción de recombinación 

observada (R) se correlaciona con la fracción de recombinación de un solo evento 

meiótico (r) por la ecuación: 
R

Rr
22−

=  desarrollada por Hadane y Waddington (1931). 

De la misma manera las distancias genéticas entre marcadores iguales o menores a 12,5 

cM en una población RIL generada por autofecundación serán calculadas con mayor 

precisión que en una F2 o en una retrocruza con el mismo número de individuos 

(Taylor, 1978).  

 

 

Figura 1.1 Generación de líneas recombinantes endocriadas (RILs). 
(Schneider, 2005). 

Generación F2 

Autofecundación 
(8 generaciones) 

Líneas recombinantes endocriadas
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Entre las poblaciones de mapeo más relevantes utilizadas en girasol se pueden citar: 

a) Poblaciones de líneas recombinantes  

Las poblaciones de líneas recombinantes endocriadas públicas más utilizadas para 

desarrollar mapas con diferente nivel de saturación derivan de los cruzamientos entres 

las siguientes líneas públicas: 

• RHA280 x RHA801: la línea RHA280 posee la característica de ser confitero 

(Fick et al., 1974) y RHA801 es una línea restauradora de la esterilidad 

citoplasmática (Roath et al., 1981) que posee la característica de ser resistente a 

mildiu. 

• PHA x PHB: ambas líneas son mantenedoras de la esterilidad citoplasmática 

(Desarrollada por Pioneer Hi-Bred Internacional Inc. (Johnston Iowa). 

• RHA266 x PAC2: la línea RHA266 posee la característica de ser resistente a 

mildiu (Gentzbittel et al., 1998) fue desarrollada por el departamento de 

agricultura de los Estados Unidos a partir del cruzamiento entre H. annuus 

salvaje x Peredovik. La línea PAC2 es resistente a S. sclerotiorum (Gentzbittel 

et al., 1998) y fue desarrollada por el Instituto Nacional de Investigaciones 

Agronómicas de Francia, a partir del cruzamiento entre H. petiolaris x HA61 

(línea USDA). La población derivada de este cruzamiento, así como la 

generación de las RILs correspondientes, fueron obtenidas por el ENSAT-

INRA, Francia. 

Estas poblaciones fueron utilizadas para desarrollar varios mapas genéticos de 

ligamiento en girasol (Al Charrani et al., 2004; Flores Berrios et al., 2000; Hu, 2006; 

Kiani et al., 2007a; Tang et al., 2003; Tang et al., 2003; Yu et al., 2003). 

 

b) Poblaciones de F2 usadas en girasol 

Las poblaciones F2 más utilizadas para desarrollar mapas genéticos derivan del 

cruzamiento de las siguientes líneas públicas: 

• ZENB8 x HA89: líneas no restauradora de la esterilidad citoplasmática (León et 

al., 2000). Poseen la característica de ser susceptiblse a mildiu. 
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• HA370 x HA372: líneas públicas mantenedoras de la esterilidad citoplasmática 

masculina (Miller & Gulla, 1991) 

 

1.2.3.1 Construcción de mapas de ligamiento 

Construir un mapa de ligamiento consiste en ordenar los marcadores de acuerdo a sus 

posiciones relativas en los cromosomas, indicando las distancias genéticas relativas 

entre ellos y definiendo los grupos de ligamiento. Este ordenamiento se realiza en 

función de la frecuencia de recombinación o intercambio de material genético entre 

cromosomas homólogos durante la meiosis. La recombinación puede ocurrir por 

segregación independiente de loci no ligados o por crossing-over entre loci ligados, 

generando nuevas combinaciones de genes. El porcentaje de recombinación se calcula 

en función de la cantidad de progenie recombinante y su valor se utiliza para estimar la 

distancia genética entre loci (Collard et al., 2005). 

La construcción de un mapa genético genera información básica sobre la estructura 

y la organización de un genoma. Existen tres etapas fundamentales en la construcción 

de un mapa genético de ligamiento: 

La primera etapa consiste en la obtención de una población de mapeo tal como se 

describió en el punto anterior. 

La segunda se basa en la identificación de polimorfismos entre los padres 

contrastantes. Los marcadores a ser utilizados son seleccionados en base a la 

disponibilidad de marcadores para la especie en estudio, el objetivo del trabajo y la 

disponibilidad económica al momento de desarrollar la investigación. Posteriormente a 

la identificación de los polimorfismos en los parentales se inicia el análisis en los 

genotipos de la población, proceso denominado genotipificación. Un análisis de los 

posibles errores durante este proceso se describió en la sección 1.2.2.1. 

La tercera etapa consiste en el análisis de ligamiento entre los marcadores, el cual se 

basa en la frecuencia de recombinación. Para los genes situados muy cerca en el mismo 

par cromosómico, el ligamiento físico de las combinaciones de los alelos parentales 

hace imposible la segregación independiente dando lugar, por lo tanto, a frecuencias de 

recombinantes significativamente menores al 50%. Cuanto mayor es la distancia entre 

genes ligados, mayor es la probabilidad de que tenga lugar un entrecruzamiento entre 
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cromátidas no hermanas dentro de la región comprendida entre los genes y, por lo tanto, 

mayor la proporción de recombinantes que se obtienen. Así, se puede obtener una 

medida de la distancia entre los genes mediante la determinación de la frecuencia de 

recombinantes. De hecho, podemos definir una unidad de mapa genético (m.u.) como la 

distancia entre los genes para la que uno de cada 100 productos de la meiosis es 

recombinante. Dicho de otra manera, una frecuencia de recombinación (RF) de 0,01 

(1%) se define como 1 m.u. (la unidad de mapa también se llama, centimorgan [cM], en 

honor Thomas Hunt Morgan). Sin embargo, las distancias genéticas expresadas en 

frecuencia de recombinación no son aditivas esto es debido a que al aumentar la 

distancia entre los loci aumenta la probabilidad de ocurrencia de dobles 

entrecruzamientos, con lo cual no son detectados los recombinantes y, por lo tanto, se 

subestima la distancia real. Por este motivo los mapas se construyen de a pequeños 

intervalos. 

Para poder calcular las distancia de mapa, se necesita una función matemática, ya 

que la frecuencia de ocurrencia de entrecruzamientos y la frecuencia de recombinación 

no se relacionan de manera lineal, a mayor distancia aumenta el número de quiasmas 

producidos, y el porcentaje de recombinación hasta un valor máximo de 50%. A 

distancias menores a 10 cM los valores de recombinación igualan a las distancias de 

mapa, pero a distancias mayores a 10 cM esta relación no puede aplicarse. En general, 

se usan dos funciones de mapeo: la función de mapeo de Kosambi, que asume que la 

ocurrencia de un evento de recombinación influencia la ocurrencia de un evento 

adyacente; y la función de mapeo de Haldane, la cual asume la ausencia de interferencia 

entre eventos de recombinación. 

Si asumimos que “d” es la distancia de mapa y “r” es la frecuencia de 

recombinación entre dos marcadores, las dos funciones de mapa son: 

 

d = −1/2 ln (1 − 2r) (Haldane) 

d = ¼ ln 1+2r/ 1−2r (Kosambi) 

 

Un test estadístico muy usado basado en criterios de máxima verosimilitud es el 

denominado test LOD score para ligamiento, que compara dos conjuntos de frecuencias, 
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aquellas esperadas con una frecuencia de recombinación = r, igual a su estimador de 

máxima verosimilitud, y aquellas esperadas si la recombinación fuera = 0,5 (hipótesis 

nula, los loci son independientes) (Van den Berg et al., 1997). El LOD score es el 

logaritmo decimal de la razón entre la verosimilitud de la hipótesis de ligamiento versus 

la hipótesis de independencia: 

100
10 )(

)(log
reL
reLLOD=  

(Barnard, 1947) 

 

El valor LOD expresa la probabilidad de que dos marcadores estén ligados respecto 

de que segreguen independientemente. Un valor de LOD 4 significa que la probabilidad 

de que dos marcadores estén ligados es 10.000:1 respecto de la probabilidad de 

segregación independiente, ya que: 

 

LOD= log10 Probabilidad de estar ligados 

  Probabilidad de segregar independientemente 

 

Dado que los marcadores pertenecientes a un cromosoma mapean juntos en un 

grupo de ligamiento, si se cuenta con suficiente cantidad de marcadores, el número final 

de grupos de ligamiento que se encuentren corresponderá al número básico de 

cromosomas de la especie (Jones et al., 1997). Una dificultad asociada con obtener igual 

número de grupos de ligamiento y de cromosomas es que los marcadores polimórficos 

detectados no están homogeneamente distribuidos a lo largo del cromosoma, y por lo 

tanto en algunas regiones se encuentran agrupados y en otras estan ausentes. Además, 

en ciertas regiones del genoma denominadas puntos calientes (hot spots), los 

entrecruzamientos ocurren con alta frecuencia, mientras que en los centrómeors y los 

telómeros existe baja frecuencia de recombinación. Esta es la razón por la cual las 

distancias genéticas obtenidas por mapeo genético no se corresponden exactamente con 

las distancias físicas existentes entre los loci de un cromosoma. La precisión en la 

estimación de las distancias genéticas y en la determinación del orden de los marcadores 
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está directamente relacionada al número de individuos evaluados en la población de 

mapeo. Poblaciones de menos de 50 individuos proveen resoluciones de mapeo muy 

bajas para ser de utilidad (Young, 2000).  

Los mapas genéticos no brindan información sobre qué grupos de ligamiento 

corresponden a cada cromosoma o cómo se relacionan los marcadores del grupo de 

ligamiento con la estructura física del cromosoma, por lo tanto una vez obtenido un mpa 

de ligamiento es interesante compararlo a través del anclado de marcadores de sitio 

único con el cariotipo para asignar los grupos de ligamiento a cada cromosoma. 

 

1.2.3.1.1 Mapas genéticos de girasol  

A la fecha de inicio del presente trabajo de tesis habían sido publicados distintos mapas 

de ligamiento genético para girasol, basados en polimorfismos de longitud de 

fragmentos de restricción del ADN o RFLP (Berry et al., 1996; Gentzbittel et al., 1995; 

1999; Jan et al., 1998), en polimorfismos amplificados al azar o RAPD (Riesberg et al., 

1993; 1998), y en polimorfismos de longitud de fragmentos de ADN o AFLP (Al-

Chaarani et al., 2002; Flores Berrios et al., 2000; Gedil et al., 2001; Peerbolte & 

Peleman, 1996). Sin embargo, la técnica de RFLP es muy laboriosa para usarla de rutina 

como marcador molecular, en tanto que los marcadores RAPD y AFLP, si bien tienen 

muchas ventajas, como ser abundantes y relativamente fáciles de producir, no requieren 

conocimientos previos de las regiones que se analizan, etc., son mayormente 

dominantes, a menudo no son específicos, tienen baja reproducibilidad y su utilidad es 

limitada para conducir estudios sinténicos y/o para referenciar mapas genéticos de 

ligamiento. La disponibilidad de microsatélites a comienzos de la década de 2000 hizo 

posible comenzar a integrar y/o referenciar los mapas existentes y/o en desarrollo para 

girasol. Estos marcadores fueron usados para el desarrollo de diferentes mapas de 

ligamiento utilizando diferentes poblaciones F2 y RILs, los cuales se describen a 

continuación: 

Flores Berrios et al. (2000) construyeron un mapa genético con 264 AFLP 

distribuidos en 18 grupos de ligamiento (GL), utilizando 99 RILs provenientes del 

cruzamiento entre las líneas parentales RHA266 x PAC2. El mapa cubre una longitud 
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de 2.558 cM y fue optimizado con el agregado de marcadores AFLP por Al-Chaarani et 

al. (2002). 

El mapa descripto por Al-Chaarani et al. (2004) fue construido sobre 123 RILs 

provenientes del cruzamiento entre RHA266 x PAC2. Es el mapa más largo reportado 

en la literatura e incluye 371 marcadores AFLPs y 38 SSR (30 seleccionados de la 

colección CRSx y 8 de la colección ORSx), cubre una longitud de 2.915,9 cM con una 

densidad de marcadores de 7,9 cM. Sin embargo, el número de grupos de ligamiento 

descripto fue de 21, mayor que el número haploide de cromosomas de la especie 

(n=17). La resolución de este mapa mejoró al incorporar microsatélites, ya que si bien 

los AFLPs son considerados marcadores eficientes en la construcción de mapas 

genéticos debido a su alto nivel de polimorfismo producido por reacción de PCR, estos 

marcadores necesitan ser complementados con marcadores anclados para generar un 

mapa unificado entre diferentes mapas existentes. Asimismo, la utilización de diferentes 

marcadores permite cubrir diferentes zonas del genoma del girasol. 

Tang et al. (2002) desarrollaron el primer mapa genético de SSR utilizando 459 

marcadores. Este mapa cubre una longitud de 1.368,3 cM con una densidad media de 

3,1 cM y fue construido usando 94 RILs provenientes del cruzamiento entre RHA280 y 

RHA801. Los marcadores se encuentran distribuidos en 17 GL. Estos autores 

referenciaron tres mapas construidos a partir de tres poblaciones derivadas del 

cruzamiento entre germoplasmas contrastantes (RHA280 x RHA281, PHA x PHB y 

HA370 x HA372), utilizando 701 SSR y 89 RFLPs o InDels (Yu et al., 2003). En el 

mismo trabajo, estos autores también integraron parcialmente el mapa público de SSR 

construido con la población derivada del cruzamiento de HA370 x HA372 con el mapa 

de RFLP construido por Jan et al. (1998). Finalmente publicaron un mapa compuesto 

que integra 657 loci SSR con una densidad media de 2,2 cM por locus y una longitud de 

1.423 cM (Tang et al., 2003). Si bien este es el mapa más saturado descrito hasta el 

presente, presenta gaps (regiones sin cubrir) más largos de 30 cM sobre 4 grupos de 

ligamiento, a saber: GL 2 (31,3 cM), GL 4 (36,4 cM), GL6 (32,6 cM) y GL 13 (30,7 

cM). En dicho mapa se seleccionaron 78 SSR, considerando su posición en el mapa, el 

nivel de heterocigosidad, el rango de la longitud de los alelos y la calidad en la 

genotipificación, desarrollaron una reacción de PCR múltiple con el fin de aumentar la 

capacidad del procesamiento de datos. Posteriormente, Zhang et al. (2005) 
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seleccionaron un conjunto de 78 marcadores SSR los cuales fueron usados para ensayar 

la variabilidad genética en un grupo de 124 líneas endocriadas de girasol. Este estudio 

permitió definir un conjunto de SSR útiles para la identificación de variedades. 

Estos mapas sirvieron de base para mapear loci de características cuantitativas (Al-

Chaarani et al., 2002; Alfadil et al., 2007; Bert et al., 2001; Darvishzadeh et al., 2007; 

Ebrahimi et al., 2008; Flores Berrios et al., 1999a y b; Hervé et al., 2001; Kiani et al., 

2007a y b; 2008; Lawson et al., 1998; León et al., 1995; 1996; 2000; 2001; 2003; Lu et 

al., 1999; Maestries et al., 1998; Maringolo, 2007; Mokrani et al., 2002; Pérez-Vich et 

al., 2001). 

El primer mapa funcional de girasol basado en el mapeo de genes que se expresan 

fue descrito por Lai et al. (2005) y fue construido a partir del cruzamiento entre 

RHA280 y RHA801. Contiene 243 marcadores funcionales de tipo EST y 196 SSR que 

constituyen el marco de referencia del mapa descripto por Tang et al. (2002). Los 

marcadores EST derivan de 44.000 transcriptos secuenciados a partir de los genotipos 

RHA280 y RHA801 y depositadas en bases de datos públicas. Los polimorfismos 

fueron primero detectados in sílico, y luego la genotipificación se realizó mediante la 

detección de heteroduplex utilizando la técnica de DHPLC. El mapa resultante cubre 

una distancia de 1.349,3 cM e incluye ESTs con funciones candidatas para distintas 

características, tales como, desarrollo, transporte celular, metabolismo, defensa y 

tolerancia a estreses bióticos y abióticos. 

 

1.2.4 Mapeo físico 

Los marcadores moleculares combinados con la citogenética resultan de gran utilidad 

para entender la organización cromosómica y la distribución física de las secuencias. El 

gran potencial de las técnicas de hibridación in situ resulta de combinar información 

acerca de la morfología nuclear o cromosómica con la información molecular de la 

estructura de las secuencias. En el caso de FISH (Fluorescent in Situ Hybridization), 

una de sus aplicaciones es la obtención de un mapa físico, funcional y estructural del 

genoma utilizando secuencias de distinto origen como sondas (Poggio & Naranjo, 

2005). 
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1.2.4.1 Características de los genomas de las plantas 

El genoma de las plantas consiste mayoritariamente en ADN repetitivo, incluyendo 

secuencias correspondientes a ADN ribosomal y secuencias con similitud a 

retrotransposones (Bennetzen, 1993; Grandbastien, 1998; San Miguel y Bennetzen, 

1998). 

Las regiones organizadoras nucleolares (NOR), responsables de la transcripción del 

ARN ribosomal (18S-5.8S-26S-28S y 5S), forman una estructura cromosómica 

conspicua, una constricción secundaria que puede ser identificada por tinción con plata 

y/o por hibridación in situ, siendo la técnica de FISH (Fluorescenc In Situ 

Hybridization) la más utilizada debido a su mayor especificidad. 

Los genes ribosomales son de copia múltiple, siendo el número de copias muy 

variable en el genoma de las plantas. En muchas especies, los genes de ARNr se 

encuentran en un solo sitio, sobre un par de cromosomas homólogos, sin embargo, lo 

más frecuente es que se encuentren distribuidos en varios cromosomas. Las regiones 

organizadoras nucleolares (NOR) a menudo se localizan en los extremos de los 

cromosomas (Sumner, 2003). 

Los transposones están generalmente dispersos a lo largo de los cromosomas de las 

plantas, pero muchos están asociados con una región particular. Su dispersión 

cromosómica sugiere que los elementos transponibles juegan un rol importante en la 

evolución, en la estructura genómica y en la función de los genes. La habilidad relativa 

de las especies de plantas durante la evolución, para inactivar o remover estos elementos 

o para tolerar su presencia ha creado poblaciones de transposones particulares para cada 

genoma (Bennetzen, 2000). 

La actividad de los retrotransposones puede cambiar la estructura genómica 

completa. Debido a su dispersión y alto número de copias en el genoma de las plantas, 

los retrotransposones sirven como sitios de recombinaciones ectópicas o desiguales. Las 

recombinaciones ectópicas entre retrotransposones de la misma familia que están en 

directa orientación sobre el mismo cromosoma pueden causar duplicaciones y 

deleciones recíprocas, mientras que las recombinaciones desiguales entre elementos 

sobre el mismo cromosoma que están en orientación opuesta podrían causar inversiones 

cromosómicas de las secuencias entre los dos retrotransposones. Las recombinaciones 
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ectópicas entre dos elementos sobre diferentes cromosomas pueden causar 

translocaciones recíprocas. Los cambios tales como grandes inversiones o 

translocaciones pueden contribuir al aislamiento reproductivo y a la subsecuente 

especiación. De esta manera, aunque la mayoría de los elementos transponibles de 

plantas son inactivos, en un momento dado una actividad ocasional puede tener enormes 

efectos (Zhang et al., 2004b). 

En girasol, Santini et al. (2002) y Natali et al. (2006) usaron como sondas 

secuencias repetidas derivadas de retroelementos de H. annuus de la familia Ty1/copia-

like y Ty3/gypsy-like en experimentos de hibridación in situ, y observaron que ambas 

familias de retroelementos se encontraban dispersas a lo largo de todos los cromosomas 

en todas las especies de Helianthus estudiadas. Sin embargo, las secuencias del 

retrotrasposón Ty3/gypsy-like fueron localizadas preferencialmente en las regiones 

centroméricas en la mayoría de las especies estudiadas, mientras que la secuencia 

Ty1/copia-like fueron menos representadas o ausentes alrededor del centrómero y más 

abundante en los extremos de los cromosomas en H. annuus. Estas investigaciones 

sugieren que estas dos familias de secuencias juegan un rol en la evolución del genoma 

de Helianthus y de especies divergentes, evolucionaron de manera independiente 

compartiendo el mismo fondo genético en especies anuales o perennes y posiblemente 

adquirieron diferentes funciones en el genoma huésped. 

Al utilizar secuencias correspondientes a regiones de ADN repetitivo o de copia 

única como sondas, podemos aproximarnos aún más a entender la organización 

cromosómica y la distribución física de las regiones codificantes y no codificantes de 

los genomas vegetales. 

 

1.2.4.2 Los mapas físicos 

Los mapas físicos representan el ordenamiento de los componentes genéticos sobre los 

cromosomas en términos de distancias físicas. Como se mencionó anteriormente, la 

frecuencia de recombinación es usada para ordenar genes y marcadores moleculares en 

grupos de ligamiento en mapas genéticos; como consecuencia, se obtiene un mapa de 

distancias genéticas (usualmente expresadas en cM), pero la distancia genética no 



 

 

1. INTRODUCCIÓN

50

necesariamente refleja la distancia física, medida en pares de bases, entre los 

marcadores. 

Los mapas físicos permiten determinar no sólo la localización de los marcadores 

sobre un cromosoma en relación al centrómero y al telómero, sino también detectar 

fenómenos tales como inserciones, deleciones y translocaciones. 

El advenimiento de técnicas de citogenética molecular, como la hibridación in situ 

(FISH: Fluorescent in Situ Hybridization, GISH: Genomic In Situ Hybridization) y más 

recientemente la incorporación de otras técnicas como PRINS (Primed In Situ 

Labelling) y C-PRINS (Cycling-Primed In Situ Labelling), brindan información 

adicional a la citogenética clásica permitiendo la integración de los análisis estructurales 

de los genomas. Estas técnicas combinan información citológica de la morfología 

nuclear o cromosómica con información molecular de la estructura de las secuencias, y 

son ampliamente usadas para estudiar la localización física de las secuencias de ADN 

en el genoma para establecer la correlación entre grupos de ligamiento (determinados 

por un mapa genético) y cromosomas específicos y para entender la organización 

genómica y la distribución espacial tridimensional de las secuencias de ADN en 

interfase y en meiosis. Muchas de las respuestas obtenidas mediante el uso de estas 

técnicas son difíciles de dilucidar usando otros métodos, por ejemplo, las secuencias 

repetitivas muestran muchas bandas en geles de electroforesis, con patrones complejos, 

difíciles de separar, interpretar y asignar a loci determinados. Además, los proyectos de 

secuenciación y análisis de contigs de grandes insertos no son capaces de interpretar la 

extensa y relativamente homogénea distribución de las secuencias repetitivas; y, como 

se mencionó anteriormente, los mapas de ligamiento nos brindan información sobre 

dónde ocurren las recombinaciones en el genoma, por lo tanto se obtiene información 

limitada sobre la localización (Schwarzacher, 2003). 

 

1.2.4.3 La técnica de FISH 

La técnica de FISH consiste en el apareamiento de un determinado segmento de ADN o 

ARN a una secuencia de nucleótidos complementarios dentro de la célula, permitiendo 

verificar si la célula contiene esa secuencia y observar su exacta localización. 
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Esta técnica utiliza fluorocromos conjugados a anticuerpos. En un solo preparado 

pueden ser detectadas simultáneamente varias sondas, cada sonda puede ser visualizada 

con un color diferente empleando un microscopio de fluorescencia. 

Las sondas para FISH son marcadas con biotina o digoxigenina, y estas moléculas 

no fluorescentes son detectadas mediante fluorocromos conjugados con anticuerpos 

anti-biotina o anti-digoxigenina, o con estreptoavidina. Uno de los problemas inherente 

a este método es su alta detección de ruido de fondo producido debido a la unión 

inespecífica del anticuerpo o la estreptoavidina a la superficie celular. Otro problema es 

que sustancias de alto peso molecular, tales como los anticuerpos o la estreptoavidina, 

no penetran bien dentro del citoplasma o en cromosomas condensados. Debido a estos 

inconvenientes, la señal suele ser muy variable de célula a célula. Esta técnica está 

siendo utilizada para: 

 Facilitar el mapeo cromosómico. 

 Integrar mapas genéticos y físicos (Cheng et al., 2001). 

 Asociar bandas cromosómicas con datos de secuencias (Jiang & Gill, 1994). 

 Medir gaps de los mapas existentes (Jackson et al., 1998). 

 Detección de secuencias de ADN ribosomal, ADN altamente y poco repetido 

repetitivo (Ambros et al., 1986, Moscone et al., 1996; Mouras & Negrutiu 

1989; Mouras et al., 1987). 

 Detección de secuencias de bajo número de copias o de copia única (Lapitan 

et al., 1997; Wang & Chen., 2005). 

 Detección de transgenes, este tipo de ensayo comenzó en plantas de petunia 

(Hoopen et al., 1996) y luego se extendió a muchos cereales (Carlson et al., 

2001; Pederssen et al., 1997; Salvo-Garrido et al., 2001). 

La sensibilidad de la técnica de FISH en plantas es baja, comparada con la 

observada en animales, incluyendo humanos. Esta diferencia se debe a la presencia de 

pared celular y citoplasma en los preparados cromosómicos, lo cual inhibe la 

penetración de la sonda y genera ruido de fondo (background) (Jiang & Gill, 1994). 

Aunque recientemente la sensibilidad de esta técnica en plantas ha sido aumentada y se 

han publicado algunos artículos en los cuales se utilizan como sondas secuencias 
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menores a 1kb; los resultados han sido inconsistentes para secuencias de bajo número 

de copias y la técnica no ha sido aplicada de rutina (Desel et al., 2001; Khrustaleva & 

Kik, 2001). Una alternativa a este problema es el uso de clones de grandes insertos, tales 

como BACs, donde el tamaño promedio del inserto va de 120 kb a 300 kb (Sambrook et 

al., 1989), conteniendo la secuencia de interés como sonda (Jiang et al., 1995; Sadder et 

al., 2000).  

El uso de ADN genómico clonado en Cromosomas Artificiales de Bacterias (BACs) 

como sondas en experimentos de hibridación in situ se denomina BAC-FISH. Como la 

mayoría de los clones de insertos grandes contienen secuencias repetitivas, es necesario 

el bloqueo de las secuencias de ADN repetitivo utilizando ADN competidor no 

marcado, tal como la fracción Cot-1 y/o secuencias repetitivas propias de la especie en 

estudio, no marcada en la mezcla de hibridación. Sin embargo, no siempre se logra 

bloquear completamente con Cot-1 u otras fracciones repetitivas, aunque sí se puede 

mejorar el ruido de fondo (Kim et al., 2002). 

El desarrollo de este tipo de técnicas es una herramienta poderosa para relacionar los 

marcadores y/o genes ubicados en un mapa de ligamiento a los cromosomas 

correspondientes.  

La estrategia se basa en el uso de marcadores de ADN o productos de PCR, tales 

como STSs y SSR seleccionados de un mapa genético de ligamiento y usados como 

sondas en librerías genómicas de grandes insertos. Para realizar la búsqueda en las 

librerías genómicas de manera más eficiente es recomendable utilizar en cada 

hibridación un gran número de sondas (Chang et al., 2001; Tao et al., 2001). Las sondas 

usadas pueden ser diseñadas, a partir de secuencias conocidas, como oligonucleótidos 

superpuestos u overgos (overlapping oligos) utilizando programas bioinformáticos. 

Cada overgo consiste de un par de oligonucleótidos de 22 a 24 nucleótidos, los cuales se 

complementan en ocho bases en el extremo 3´. Así, la longitud total de cada par de 

oligonucleótidos abarca de 36 a 40 bases. El par de oligonucleótidos es marcado 

radiactivamente por una reacción de rellenado usando la polimerasa Klenow (Klenow 

fill-in), produciendo un fragmento doble cadena de 36 a 40 pb que es usado como sonda 

para la búsqueda en librería de clones de BACs. Este método tiene varias ventajas; en 

primer lugar, el par de oligonucleótidos es una secuencia de copia única del genoma, ya 

que son diseñados en base a la información de la secuencia del marcador, lo cual 
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minimiza la influencia de secuencias repetitivas; en segundo lugar, las sondas overgo 

tienen alta hibridación específica ya que son de copia única y poseen características para 

una hibridación perfecta. 

Las hibridaciones con overgo muestran señales fuertes y bajo ruido de fondo, debido 

a que las sondas son marcadas por una reacción de llenado de extremos de ADN con 

nucleótidos marcados radioactivamente utilizando el fragmento Klenow de la polimersa 

I (Klenow fill-in). Finalmente, estas sondas cortas son lavadas fácilmente de los filtros y 

las membranas pueden ser rehusadas varias veces (Figura 1.2). Tradicionalmente, la 

búsqueda en librerías de BACs se realiza utilizando como sondas productos de PCR o 

fragmentos de ADN clonado. Estas sondas contienen fragmentos de varias cientos de 

pares de bases de ADN y tienen mayor probabilidad de contener secuencias de ADN 

repetitivo que pueden causar hibridación cruzada. Esto es especialmente cierto en 

especies con genomas grandes como girasol. La mayor ventaja de las sondas overgos 

con respecto a las sondas tradicionales para la búsqueda de secuencias únicas en 

librerías de BACs es que las secuencias repetitivas presentes en un fragmento de ADN 

usado como sonda puede ser excluidas para el diseño de overgo minimizando así la 

hibridación cruzada. Además de esta ventaja, es posible utilizar un conjunto de hasta 

cuarenta sondas overgos en cada hibridación, lo que las hace el método elegido para 

estudios a gran escala. En los últimos años se han publicado varios trabajos en los 

cuales se ha utilizado esta técnica en la construcción de mapas físicos en plantas (Islam-

Faridi et al., 2002; Kim et al., 2002; Lapitan et al., 1997; Zhang et al., 2004a). 

La técnica BAC-FISH ha sido utilizada para localizar físicamente secuencias 

específicas de ADN e individualizar cromosomas, para identificar regiones 

cromosómicas con secuencias repetidas y para la identificación citogenética de 

marcadores moleculares (Zhang et al., 2004), tanto en plantas con genomas pequeños 

como arroz (Jiang et al., 1995), algodón (Hanson et al., 1995), sorgo (Gomez et al., 

1997), Arabidopsis (Fransz et al., 2000, Jackson et al., 2000) y papa (Dong et al., 2000) 

como en plantas con genomas grandes. 
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Foto: Meksem et al. (2005) 

Figura 1.2 Método para diseñar overgos. 
 

En girasol es posible desarrollar la técnica de BAC-FISH debido a la disponibilidad 

de librerías de cromosomas artificiales de bacterias que posibilitan el aislamiento de 

genes y/o el estudio de características agronómicas importantes. En total se han 

descripto cinco librerías. La primera librería de BACs de girasol fue construida 

utilizando el vector pBeloBAC11 y la enzima HindIII, cubre de 4 a 5 veces el tamaño 

del genoma; el tamaño promedio de los insertos es de 80 kb (Gentzbittel et al., 2002). 

Una segunda librería de BACs fue construida por Özdemir et al. (2004) usando el 

mismo vector y la misma enzima, con un tamaño promedio de insertos de 60 kb esta 

librería cubre 1,9 veces el genoma. Feng et al. (2006) construyeron dos librerías de 

BACs y BIBACs complementarias. La librería de BACs fue construida con el vector 

pECBAC1 y la enzima BamH1, los clones tienen un tamaño promedio de inserto de 140 

kb y cubre cinco veces el tamaño del genoma haploide. La librería de BIBACs fue 

construida con el vector pCLDO4541 y la enzima HindIII, con un tamaño promedio de 

insertos de 137 kb y equivale a 3,9 veces el tamaño del genoma. Estas dos librerías 

combinadas cubren aproximadamente 8,9 veces el tamaño del genoma, con lo cual 

existe una probabilidad mayor al 99% de obtener el clon de interés. Asimismo, Bouzidi 
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et al. (2006) construyeron una librería de BACs utilizando la enzima HindIII y el vector 

pBeloBAC11, con un tamaño promedio de insertos de 118 kb y equivalente a 5-6 veces 

el tamaño del genoma haploide. 

La quinta librería de BAC de girasol fue desarrollada por la Universidad de 

Clemson y construida con el vector pIndigoBac536 con un tamaño promedio de insertos 

de 125 kb equivale a 8,3 veces el tamaño del genoma. 

 

1.2.4.4 La técnica de GISH 

La técnica de GISH se basa en el mismo principio que la técnica de FISH, sólo que en 

este caso la sonda consiste de ADN genómico total de una especie. Esta técnica ha sido 

usada exitosamente en diversas especies de plantas para evaluar la introgresión de 

especies silvestres en plantas cultivadas (Benabdelmouna et al., 2003; Shigyo et al., 

2003; Wei et al., 2003) así como en estudios evolutivos usando poliploides silvestres 

(Bennett et al., 1995; Poggio et al., 1999). 

 

1.2.4.5 La técnica de PRINS 

La técnica de PRINS se basa en el apareamiento de oligonucleótidos iniciadores no 

marcados a secuencias complementarias en cromosomas desnaturalizados in situ, 

seguido de la elongación debida a la incorporación, mediante una ADN polimerasa, de 

nucleótidos por métodos directos o indirectos. Los métodos directos (PRINS directo) se 

basan en el uso de nucleótidos marcados por fluorescencia, mientras que los indirectos 

(PRINS indirecto) se basan en la incorporación de nucleótidos marcados con haptenos 

(biotina o digoxigenina) que serán luego detectados mediante anticuerpos marcados con 

fluorocromos (Kubálaková et al., 1997). Una variación de esta técnica es el C-PRINS 

(Cycling-PRINS), en la cual intervienen una serie de ciclos termales análogos a la 

reacción en cadena de la polimerasa. 

La técnica de PRINS tiene varias ventajas con respecto a la técnica de FISH 

convencional, es fácil de realizar, rápida, elimina el paso de marcación de sonda y es 

más económica debido a que es posible el diseño y la síntesis de oligonucleótidos 

iniciadores cortos con mínima información sobre la secuencia a amplificar. Estos 
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oligonucleótidos hibridan más rápida y fácilmente con sus secuencias homólogas en 

cromatina densamente condensada que las sondas más largas utilizadas para hibridación 

in situ. Además, los iniciadores pueden elongarse hasta secuencias repetidas 

flanqueantes (en menos de 30 minutos) y, por lo tanto, intensifican la señal del 

oligonucleótido que hibridó previamente (Menke et al., 1998). 

Debido a su rapidez y sensibilidad, la técnica de PRINS y sus variantes están siendo 

actualmente usadas en numerosas aplicaciones, entre las cuales se encuentran:  

 

 Mapeo físico de secuencias de ADN repetitivo en cromosomas mitóticos. 

 Mapeo genético en cromosomas politénicos. 

 Individualización de cromosomas humanos. 

 Identificación de marcadores cromosómicos. 

 Análisis de líneas celulares tumorales. 

 Detección de células fetales. 

 Estimación del sexo. 

 Detección de aneuploidías.  

(Kubálaková et al., 2001). 

 

1.2.4.6 Avances en citogenética molecular en girasol 

A pesar de los enormes avances científicos de la biología estructural (incluyendo la 

secuenciación nucleotídica de los genomas de varias especies), el conocimiento de las 

regiones cromosómicas en donde se localizan muchos caracteres de interés teórico y 

otros importantes para la producción no ha sido suficientemente explorado, reduciendo 

considerablemente su potencial aplicación a los procesos de mejora genética, siendo uno 

de los factores determinantes de ello la complejidad taxonómica del género Helianthus. 

Entre los factores que contribuyen a esta complejidad se encuentran el alto número de 

especies anuales y perennes, los híbridos interespecíficos naturales o artificiales con 

distintos grados de introgresión por parte de especies silvestres, la poliploidía en 
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especies perennes y una amplia distribución geográfica que lleva a una gran variación 

fenotípica. 

Las técnicas de hibridación in situ, al ser útiles para entender la organización 

cromosómica y la distribución física de las secuencias repetidas, permiten analizar 

comparativamente el genoma del girasol cultivado con el de especies silvestres, y 

estudiar importantes fuentes de genes de resistencia a enfermedades, tolerancia a sequía, 

androesterilidad citoplasmática, entre otros caracteres. Asimismo, el desarrollo de estas 

técnicas tiene aplicación en el mapeo físico de caracteres de genes de interés para 

girasol cultivado, especialmente en la localización de familias multigénicas (Jiang & 

Gill., 1994). 

Los estudios de citogenética molecular preliminares en girasol, utilizando la técnica 

de GISH, mostraron que la especie salvaje H. petiolaris está muy relacionada al girasol 

cultivado, aunque una hibridación diferencial entre cromosomas podría indicar una 

divergencia durante el proceso de mejoramiento del girasol cultivado (Paniego et al., 

2007; Rocco et al., 2002). Asimismo, los mapas de ligamiento genético y estudios de 

colinearidad indican la presencia de once rearreglos (ocho translocaciones y tres 

inversiones) entre las especies H. petiolaris y H. annus (Burke et al., 2004). 

Estudios realizados mediante bandeo cromosómico y la técnica de FISH usando 

ADN ribosomal 45S como sonda permitieron la diferenciación entre especies diploides, 

tetraploides y hexaploides (Vanzela et al., 2002). 

El girasol cultivado posee cromosomas muy semejantes en tamaño y prácticamente 

indistinguibles entre sí dentro de cada clase morfológica. Si bien han sido reportados 

varios trabajos en los cuales se intentó identificar y caracterizar a los pares 

cromosómicos estos trabajos  han sido contradictorios. Raicu et al. (1976) y Schrader et 

al. (1997) identificaron 10 pares metacéntricos, 3 submetacéntricos y 4 acrocéntricos. 

Asimismo, Al-Allaf & Godward (1979) y Cuéllar et al. (1996) encontraron 4 pares 

metacéntricos, 8 submetacéntricos y 5 acrocéntricos. Recientemente Ceccarelli et al. 

(2007) realizaron la caracterización del complemento cromosómico de H. annuus 

utilizando una secuencia repetida en tándem de 368 pb aislada del clon HAG004N15. 

En el citado trabajo los cromosomas fueron divididos en dos grupos, cuatro pares 

acrocéntricos y trece pares meta y submentacéntricos. Además hay un debate acerca del 
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número de pares de cromosomas que tienen satélites, identificandose en los diferentes 

trabajos 1 (Bohorova & Georgieva-Todorova, 1987); 2 (Kulshreshta & Gupta 1981) o 3 

(Ceccarelli et al. 2007; Cuéllar et al., 1996; Raicu et al., 1976; Schrader et al., 1997). 

Otra discrepancia se presenta en los pares de cromosmas conteniendo ADN ribosomal, 

Cuellar et al., (1996) identificaron 3 y Scharer et al., (1997) y Vanzela et al., (2002) 

reportaron 4. Asimismo Cecarelli et al., (2007), utilizando la sonda pTa71 de trigo 

observaron señales en 4 pares de cromosomas, pero sólo en 3 pares fueron intensas. 

El presente trabajo se focaliza en los grupos de ligamiento en los que mapean loci o 

QTLs para resistencia a mildiu, PHC de girasol, y/o a estrés hídrico con el fin de 

encontrar la localización cromosómica de dichos caracteres de interés agronómico. 

 

1.3 Hipótesis de trabajo 

La hipótesis que sustenta este trabajo es que es posible localizar genéticamente 

cualquier secuencia nucleotídica que presente variación genética, sea ésta un marcador 

molecular anónimo o un gen conocido mediante el análisis del patrón de segregación 

diferencial con respecto a otro locus o conjunto de loci. 

La disponibilidad de polimorfismos suficientemente distribuidos a nivel 

cromosómico constituye una herramienta eficaz para ser usada en proyectos de 

mejoramiento genético, en la localización de caracteres complejos y en la 

genotipificación o caracterización varietal. 

Es posible utilizar secuencias repetitivas de ADN contenidas en BACs para 

caracterizar el complemento cromosómico del girasol cultivado, y correlacionar grupos 

de ligamiento de interés agronómico, particularmente aquellos que contienen 

marcadores asociados a loci o QTLs de resistencia a enfermedades con cromosomas 

específicos a través de técnicas de citogenética molecular tales como FISH y/o PRINS. 
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1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general 

• Desarrollar un mapa genético de referencia para girasol cultivado, incluyendo 

marcadores neutros y funcionales y la localización física de grupos de 

ligamiento que incluyan genes y/o regiones genómicas de interés agronómico a 

través de herramientas de citogenética molecular. 

 

1.4.2 Objetivos específicos 

• Integrar la información obtenida a partir del desarrollo de marcadores 

moleculares neutros, de tipo microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats), en 

un mapa de ligamiento de AFLPs construido sobre una población de líneas 

recombinantes endocriadas (RILs), obtenidas del cruzamiento de RHA266 x 

PAC2 (Dr. Gentzbittel, EMSAT, Francia) y su referencia a otros mapas 

publicados. 

• Identificar, caracterizar y mapear marcadores funcionales de tipo ESTs 

(Expressed Sequence Tags) mediante técnicas de identificación de SNPs (Single 

Nucleotide Polimorphism) y microsatélites contenidos dentro de las secuencias 

de EST conocidos como ESTs-SSR. 

• Contribuir mediante distintas sondas a la caracterización del complemento 

cromosómico de H. annuus. 

• Iniciar el desarrollo de un mapa físico que permita definir la correlación 

cromosómica de grupos de ligamiento de interés, con especial énfasis en 

aquellos asociados a resistencia a patógenos, por medio de técnicas de 

citogenética molecular, incluyendo BAC-FISH (Bacterial Artificial 

Chromosome-Fluorescente In Situ Hybridization), PRINS (Primed In Situ 

Labeling) y/o C-PRINS (Cycling-Primed In Situ Labeling). 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

2.1 Material vegetal 

Para el análisis y el mapeo genético de los marcadores moleculares se trabajó con una 

población de mapeo compuesta por 123 líneas recombinantes endocriadas (RILs) 

derivada del cruzamiento de las líneas puras de girasol RHA266 y PAC2 cedidas por el 

Dr. Gentzbittel, INP-ENSAT/INRA Centre Biotech. Veg. Francia, en el ámbito de una 

cooperación académica entre este grupo y el grupo de genómica de girasol del Instituto 

de Biotecnología, INTA Castelar. 

Para la identificación y validación de marcadores funcionales se incluyeron dos 

líneas puras de girasol HA89 y RHA801 que son parentales de una población de mapeo 

en desarrollo en la EEA INTA, Balcarce para estudios de estrés biótico. La Tabla 2.1 

describe las características de las líneas parentales utilizadas. 

Para la preparación de las sondas y los preparados citológicos a ser utilizados en la 

construcción y caracterización de un mapa físico de girasol cultivado, se utilizó la línea 

pública HA89 (Tabla 2.1). 

 

Tabla 2.1. Origen de las líneas parentales de girasol utilizadas en el mapeo genético de marcadores 

moleculares. USDA, United States Department of Agriculture (USA); INRA, Institut National de la 

Recherche Agronomique (France). 

Líneas Origen Institución 

PAC2 H. petiolaris (restaurador de la fertilidad) x línea USDA (HA61) INRA 

RHA266 H. annuus salvaje x Pederovik USDA 

HA89 VNIIMK 8931 – CM303 USDA 

RHA801 Derivada de restaurador compuesto USDA 

 

Para la obtención del material vegetal y la conservación de la población de mapeo 

las semillas provenientes de 94 RILs, más las líneas parentales, se cultivaron a campo, 

bajo protección antipájaro en sombráculo en las instalaciones del Instituto de 

Biotecnología de INTA Castelar. Asimismo, una copia de la población de mapeo se 
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mantiene en la EEA INTA, Balcarce. El procedimiento de multiplicación de materiales 

consistió en la siembra de 10 semillas correspondientes a cada genotipo, los cuales se 

sembraron en arena estéril para su germinación. Las plántulas de 5 cm se transplantaron 

de manera individual a macetas conteniendo 40% tierra estéril, 30% turba, 20% 

estiércol, 10% perlitas y fueron fertilizadas con fertilizante hidrosoluble en polvo 

Hakaphos (de grado equivalente 18-18-18 (N-P-K), el cual fue aplicado por riego en 

dosis de 250 ppm dos veces por semana. Para la extracción de ácidos nucleicos se 

tomaron 4 hojas de plantas de 6 a 8 semanas. Las mismas fueron congeladas 

inmediatamente en nitrógeno líquido y conservadas en ultrafreezer a -80º C hasta el 

momento de ser liofilizadas. Una vez completada la cosecha, los materiales se 

liofilizaron durante 24 horas. Las muestras liofilizadas fueron molidas por abrasión con 

bolitas de metal recubiertas de cerámica durante 2 minutos en vortex.  

Para la multiplicación de la población los capítulos se autofecundaron en estadio R5 

y se cubrieron con bolsas de papel para prevenir la fecundación cruzada. Las semillas 

cosechadas se guardaron secas a una temperatura de 4º C. 

 

2.2 Extracción de ADN 

Los reactivos utilizados en los siguientes protocolos corresponden a la firma SIGMA 

(Argentina), excepto en los casos en que se indique otro proveedor. 

 

2.2.1. Extracción por CTAB con el agregado de agentes para extraer polisacáridos 

Para la extracción de ADN se utilizó el método de CTAB (bromuro de cetil-metil-

amonio), modificado por Saghai-Maroof et al. (1984). Aproximadamente 1000 mg de 

material molido por muestra fueron incubados en 30 ml de buffer de extracción (Tabla 

2.2) de 60 a 90 minutos a 65º C en agitación. 
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Tabla 2.2. La tabla detalla la concentración final de los 

componentes usados para la extracción de ácidos 

nucleicos 

Componentes  [final] 

Tris-HCl pH 7,5 100 mM 

NaCl 700 mM 

EDTA pH 8,0 10 mM 

CTAB 1% m/v 

2-mercaptoetanol 140 mM 

PVP (polivinilpilorridona) 1% m/v 

 

Luego de la incubación se realizaron extracciones con cloroformo:octanol en 

proporción 24:1 v/v, la emulsión se agitó durante 10 min y se centrifugó a 3.000 rpm 

para facilitar la separación de fases. Se recuperó la fase acuosa y el ADN se precipitó 

con 1 volumen de isopropanol, y se realizaron precipitaciones sucesivas con 76% (v/v) 

de etanol/0,2 M de NaAcO y 66% (v/v) de etanol/10 mM NH4AcO. Luego, el ADN se 

resuspendió en 1 a 4 ml de TE (Tris HCl 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,0) por 16 hs en 

agitación a temperatura ambiente. A continuación, el ADN se trató con 50 μl de RNAsa 

A (10 mg/ml, Sigma Chem. Co., EUA) por 30 min a 37° C. Finalmente, se adicionó un 

paso final de purificación para eliminar contaminantes, principalmente polifenoles, 

mediante el tratamiento con la resina comercial Nucleon PhytoPure Plant DNA 

Extracción, Kit (Amersham Pharmacia Biotech, RU), 100 μl de resina cada 0,1 g de 

tejido fresco, por 10 min en agitación y se centrifugó por 5 min a 3.000 rpm. La fase 

acuosa se conservó en alícuotas de 2 ml a -20° C. 

 

2.3 Cuantificación del ADN de la población RIL 

La cuantificación del ADN se realizó por medio de espectrofotometría ultravioleta 

GeneQuant (Amersham Pharmacia Biotech, RU), asumiendo una equivalencia de DO 

(260 nm) = 50 µg. Alternativamente, el ADN fue cuantificado utilizando el 

espectofotómetro Nanodrop® (Termo Scientific Nanodrop 1000). Paralelamente, se 

realizó una verificación de la integridad del ADN extraído y de posible contaminación 
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remanente de ARN mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% (m/v) y buffer 

TAE 1X (Tris HCl [40 mM], NaAcO [5 mM], EDTA [0,77 mM]). Para la visualización 

de los ácidos nucleicos se utilizó tinción con bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989). 

 

2.4 Selección de los marcadores microsatélites y análisis de polimorfismo en los 

parentales  

Para realizar los estudios de análisis de ligamiento y poder referenciar los mapas 

existentes, se seleccionó un grupo de 404 marcadores microsatélites de un conjunto de 

550 marcadores los cuales habían sido caracterizados como altamente polimórficos en 

16 líneas elite de girasol, desarrollados en el INTA Castelar (HAx) (Paniego et al., 

2002). Asimismo, se incluyó un grupo de 256 marcadores microsatélites públicos 

desarrollados en la Universidad de Oregon (ORSx), seleccionados de un conjunto de 

657 marcadores mapeados por Tang et al. (2003) en tres poblaciones de mapeo 

(RHA280 x RHA281, RHA370 x RHA372 y PHA x PHB) y distribuidos en los 17 

grupos de ligamiento del mapa público desarrollado por los citados autores. 

Los microsatélites seleccionados fueron amplificados por PCR usando como 

templado ADN genómico correspondiente a los parentales de la población de mapeo 

(RHA266 y PAC2) con el fin de identificar los marcadores polimórficos, los cuales 

luego fueron genotipificados en la progenie. 

 

2.5 Utilización de programas bioinformáticos aplicados al descubrimiento de 

marcadores moleculares 

2.5.1 Estrategia para explotar la base de datos de EST de girasol para detectar 

marcadores microsatélites 

Con el propósito de identificar marcadores funcionales se realizó la búsqueda de SSR 

contenidos en las secuencias de EST de girasol. Para ello, se usó la base de datos de 

unigenes de girasol de TIGR (HAGI), actualmente mantenidos y actualizados en el 

Dana-Farber Cancer Institute (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/), la cual esta 

representada por 36.741 unigenes o secuencias únicas depositadas al 4 de mayo de 
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2007, correspondientes a genes predichos a partir del ensamblado de las secuencias de 

EST de H. annuus depositadas en GenBank. 

Para la identificación de microsatélites con repeticiones de di, tri, tetra o 

pentanucleótidos se utilizó el programa CUGI-SSR Server (Universidad de Clemson, 

EUA). Los parámetros de búsqueda establecidos fueron: longitud de la repetición de 18 

bases para los di y trinucleótido y de 20 bases para los tetra y pentanucleótidos. 

En este análisis se consideraron las secuencias que contenían, microsatélites 

perfectos, los cuales se caracterizan por tener un motivo de repetición único y sin 

interrupciones en la secuencia en tándem, y microsatélites compuestos, con más de un 

motivo de repetición en la misma secuencia. Se descartaron los llamados microsatélites 

imperfectos, cuando existen interrupciones de la repetición. 

Al momento de estimar las frecuencias fueron consideradas todas las posibles 

combinaciones de los cuatro nucleótidos. Los motivos de los microsatélites están 

representados por 4 diferentes dinucleótidos (AT)n, (AG)n, (AC)n, (GC)n, 10 diferentes 

trinucleótidos, 33 diferentes tetranucleótidos y 102 motivos diferentes de 

pentanucleótidos. Así, todos estos motivos pueden estar presentes de diversas formas a 

partir del mismo conjunto básico o su reverso complementario (Jurka & Pethiyagoda, 

1995; Katti et al., 2001). Los diferentes motivos de los di-y trinucleótidos estan 

representados en la Tabla 2.3. 

Tabla 2.3. Posibles combinaciones de los di-y trinucleótidos  

Motivos dinucleótidos Motivos trinucleótidos 

AT/TA AAT/ATA/TAA/ATT/TTA/TAT 

AG/GA/CT/T AAG/AGA/GAA/CTT/TTC/TCT 

AC/CA/TG/GT AAC/ACA/CAA/GTT/TTG/TGT 

GC/CG ATG/TGA/GAT/CAT/ATC/TCA 

 AGT/GTA/TAG/ACT/CTA/TCA 

 AGG/GGA/GAG/CCT/CTC/TCC 

 AGC/GCA/CAG/GCT/CTG/TGC 

 ACC/CCA/CAC/GGT/GTG/TGG 

 ACC/CCA/CAC/GGT/GTG/TGG 

 GGC/GCG/CGG/GCC/CCG/CGC 
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2.5.2 Estrategias para detectar polimorfismos de tipo SNP/InDels en los unigenes de 

girasol de girasol 

Con el fin de desarrollar marcadores funcionales se realizaron ensayos para la 

identificación de polimorfismo de nucleótido simple (SNP), o por inserciones y 

deleciones de nucleótidos (InDels) en las secuencias de EST depositadas en bases de 

datos públicas. Para ello se ensayó una estrategia que permite la identificación de sitios 

de restricción diferenciales entre las secuencias analizadas para producir marcadores de 

tipo CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences). Se seleccionaron secuencias 

de ESTs que presentaban similitud a genes de función conocida, especialmente aquellos 

categorizados como genes candidatos en respuestas a estrés biótico y abiótico, 

incluyendo factores de transcripción, componentes del sistema de transducción de 

señales, proteasas, proteínas de defensa, enzimas detoxificantes, etc., (Fernández et al., 

2003). 

Para el reconocimiento de SNPs se utilizó el programa SNP2CAPS (Thiel et al., 

2004), el cual utiliza un algoritmo simple para la detección de sitios de restricción en 

secuencias alineadas, usando como referencia el conjunto de enzimas de restricción 

comerciales en la base de datos REBASE 

(www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/dbbrowser/protocol/rebasefrm.html). 

 

2.6 Condiciones de amplificación de fragmentos mediante la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) 

2.6.1 Condiciones de amplificación de los marcadores moleculares  

La amplificación de los microsatélites se realizó por medio de la técnica de reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) utilizando diferentes termocicladores, PTC100 96U (MJ 

Research, Watertown, EUA) y Mastercycler ep-gradient Eppendorf (Eppendorf, RU). El 

volumen final de la reacción fue de 12 μl conteniendo: 
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Componentes  [final] 

ADN 30 ng 

Buffer de Taq Polimerasa 10X 1X 

MgCl2 1,5 mM 

Oligonucleótidos 0,25 μM 

dNTPs 0,2 mM 

Taq Polimerasa 0,75 UE 

H2O bidestilada Llevar a 12 μl 

 

Para la amplificación de los marcadores moleculares se utilizó el método de 

disminución progresiva de la temperatura de hibridación o annealing, llamado 

touchdown en un rango de temperaturas desde 63 a 50º C (Paniego et al., 2002). En los 

termocicladores mencionados arriba se utilizaron los siguientes programas: 

 

Paso Temperatura Tiempo 
 min:seg

Volver  
Al paso

Repetir
 # 

D[º C]/dT 

1 94º C 04:00    

2 94º C 00:30    

3 63º C 00:30   -1 

4 72º C 01:00 2 13  

5 94º C 00:30    

6 50º C 00:30    

7 72º C 01:00 5 30  

8 72º C 10:00    

9 4º C 00:00    

 

Las condiciones de amplificación en los parentales de la población de mapeo fueron 

ajustadas para cada combinación de oligonucleótidos iniciadores a probar, utilizando 

gradientes de temperatura y distintas concentraciones de los productos de reacción, para 

luego utilizar la combinación óptima. 
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2.6.2 Reacciones de amplificación para uso de sondas específicas 

Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador, Mastercycler 

ep-gradient Eppendorf (Eppendorf, RU). El volumen final de cada reacción fue de 25 ó 

50 μl, conteniendo los siguientes componentes: 

 

Componentes  [final] 

ADN  de 30 ng a 100 ng 

Buffer de Taq Polimerasa 10X 1X 

MgCl2 de 1,5 mM a 2 mM 

Oligonucleótidos de 0,25 μM a 0,4 μM 

dNTPs de 0,1 mM a 0,2 mM 

Taq Polimerasa de 0,4 UE a 1,5 UE 

H2O bidestilada Llevar a 25 o 50 μl 

 

Todos los reactivos fueron de la firma Invitrogen (Invitrogen, EUA). 

Las condiciones de amplificación fueron ajustadas para cada combinación de 

oligonucleótidos a probar, utilizando distintas concentraciones de los productos de 

reacción para luego utilizar la combinación óptima.  

El termociclador se programó con una desnaturalización inicial de 3 min a 95º C y 

35 ciclos cada uno, con una desnaturalización de 30 seg a 94º C, en donde la 

temperatura de hibridación se estableció de acuerdo a la composición de bases de los 

oligonucleótidos utilizados, aplicando la siguiente relación para su cálculo Tm = 

2x(A+T)+4x(G+C)-5º C durante 30 seg, extensión de 1 min 30 seg a 72º C y una 

extensión final de 10 min a 72º C. 

 

2.7 Electroforesis y visualización de ADN en geles de agarosa  

Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en geles de agarosa 1% (p/v), 

empleándose buffer TAE (Tris-Acetato 20 mM, pH 8,5, EDTA 1 mM), tanto para la 

preparación del gel como para la solución de corrida. La concentración de bromuro de 
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etidio utilizada fue de 0,3 µg/ml y se adicionó 1/10 vol de solución de siembra (azul de 

bromofenol 0,25% (p/v) y/o xilen-cianol 0,25% (p/v)). El gel se corrió a voltaje 

constante entre 1 y 5 V por cm de gel. Para la visualización del ADN en el gel se 

empleó un transiluminador de luz UV. En todos los casos en los que fue necesario 

estimar la longitud de los fragmentos de ADN separados mediante electroforesis en 

geles de agarosa, se empleó como marcador 1 Kb Ladder y/o 1 Kb Ladder Plus 

(Invitrogen, EUA) según recomendaciones del fabricante. 

 

2.8 Purificación de fragmentos de ADN de geles de agarosa 

Una vez corridas las muestras de ADN mediante la técnica de electroforesis en agarosa 

e identificadas mediante su visualización con luz UV, las bandas correspondientes a los 

fragmentos esperados se aislaron y se purificaron a partir del gel utilizando el kit 

comercial Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Inc., RU) o Qiaex 

II gel extraction Kit (Qiagen, Alemania), y/o se purificaron directamente a partir de la 

reacción de PCR utilizando el kit comercial Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen, 

Alemania). 

 

2.9 Electroforesis y visualización de los fragmentos en geles de poliacrilamida 

Los fragmentos de ADN amplificados se separaron por electroforesis en geles de 6% 

acrilamida-bisacrilamida (19:1) con urea 7 M, buffer TBE 0,5X (Tris borato 9 mM, 

EDTA 0,1 mM, persulfato de amonio 0,05 (m/v) y 25 µl de TEMED [catalizadores]). 

Se corrieron a 22 mA con un buffer de corrida TBE 1X/ TBE 0.5X entre 3 y 4 horas, 

dependiendo del tamaño del microsatélite. Se adicionó a 5 µl de cada muestra buffer de 

carga (98% de formamida, EDTA 10 mM y colorantes de azul de bromofenol y xilen-

cianol [0,5 mg/ml]) y se desnaturalizaron a 95º C por 5 min. Las muestras se colocaron 

inmediatamente en hielo y se sembraron en el gel. 

 

2.9.1 Métodos manuales 

Luego de la corrida, los fragmentos fueron visualizados con nitrato de plata, 

SYBR®Gold (Molecular Probes, Eugene, EUA) o con marcación con radioisótopos. 
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La tinción con AgNO3 se realizó siguiendo las instrucciones del proveedor (Silver 

SequenceTM DNA Sequencing System, Promega, EUA). El proceso de tinción consistió 

en la fijación en ácido acético 10% durante 15 min, para remover los restos de buffer de 

electroforesis y la urea, y para evitar la difusión de los pequeños productos de 

amplificación. Luego, el gel se enjuagó con agua ultrapura para eliminar el ácido 

acético y la urea junto con el Tris/borato. A continuación, el gel se tiñó durante 30 min 

en una solución de AgNO3 0,1% (m/v) y formaldehído 0,056% (m/v). Posteriormente, 

se lavó durante 3 seg en agua fría para remover el exceso de plata e inmediatamente se 

reveló con una solución alcalina de carbonato de sodio 3% (m/v), formaldehído 0,056% 

(m/v) y tiosulfato de sodio 0,2 mg/ml previamente refrigerada entre 4 -10º C. En estas 

condiciones de pH, los iones de la plata depositados sobre los ácidos nucleicos se 

reducen a iones metálicos por acción del formaldehído. El tiempo de revelado de las 

bandas de ADN se controló visualmente hasta obtener el nivel de tinción y contraste 

adecuado para cada gel, lo cual aproximadamente se corresponde con un tiempo de 15 

min. La reacción de tinción se detuvo por inmersión del gel en ácido acético al 10%. La 

lectura del gel se realizó usando un transiluminador de luz blanca. 

Otra técnica de tinción manual evaluada fue la tinción con SYBR® Gold (Molecular 

Probes, EUA) la cual se realizó siguiendo las instrucciones del proveedor. Para la 

preparación del reactivo se partió de una concentración inicial de 10.000X y se diluyó 

hasta una solución 1X en buffer TBE (89 mM Tris base, 89 mM ácido acético, 1 mM 

EDTA, pH 8,0), los geles fueron incubados durante 30 min con 350 ml de solución 

diluida (1X) a temperatura ambiente, en oscuridad y con agitación continua. La solución 

de tinción fue almacenada en oscuridad a 4° C y pudo ser rehusada de manera eficiente 

hasta 4 veces en un período de tiempo máximo de 30 días. La visualización y lectura de 

las bandas de ADN se realizó en un transiluminador de luz UV (FotoDyne, EUA y/o 

Biorad, EUA). 

El tamaño de los alelos correspondiente a cada marcador se estableció en referencia 

al marcador de tamaño molecular de 25 pb (Invitrogen, EUA). 

Para la marcación con métodos radioactivos se utilizó el radioisótopo γ-P32 (NEN, 

PerkinElmer, EUA). El oligonucleótido sentido se marcó siguiendo el protocolo 

descripto a continuación para un volumen final de 1 μl por reacción: 0,8 μCi de ATP γ-

P32; 1X buffer de Polynucleotide Kinase T4; 0,3 U de Polynucleotide Kinase T4 y 0,8 
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pmoles de oligonucleótido sentido. La reacción se realizó en un termociclador MJ-

Research Inc. PT100 (Waltham, EUA) durante 30 minutos a 37º C, seguido de un ciclo 

de 5 minutos a 70º C con la finalidad de inactivar la enzima T4. Una vez finalizado el 

marcado se mantuvo la sonda a -20º C hasta el momento de realizar la reacción de PCR, 

la cual, junto con el programa de ciclado, se realizaron de la misma manera que lo 

explicado en el apartado 2.6.1. 

Los productos amplificados fueron separados por electroforesis en geles de 

poliacrilamida desnaturalizante al 6%. Una vez finalizada la corrida electroforética, los 

geles fueron transferidos a papel tipo Whatman y cubiertos con film antiadhesivo 

(ResiniteTM, EUA). Los mismos fueron secados en un secador de geles (Gel-Dryer-583 

BioRad, EUA) a una temperatura de 80º C durante 30 minutos y en condiciones de 

vacío. Una vez secos, los geles se colocaron en placas autorradiográficas de alta 

sensibilidad CP-BU (AGFA, Argentina) a -80º C o a temperatura ambiente entre 72 y 

120 horas, dependiendo de la intensidad de la señal. Para el revelado de las películas se 

utilizó el revelador G-150 (AGFA, Bélgica) y las mismas fueron fijadas durante un 

minuto con G-334 (AGFA, Bélgica). Una vez terminado el proceso de revelado, las 

películas fueron secadas a temperatura ambiente para su posterior lectura. Las 

autorradiografías fueron analizadas usando un transiluminador de luz blanca. 

 

2.9.2 Métodos automáticos 

Para la automatización del proceso de genotipificación se establecieron técnicas basadas 

en electroforesis capilar (EC) usando oligonucleótidos marcados con grupos 

fluorescentes. Los fragmentos se evaluaron por EC utilizando un analizador de ADN 

(ABI 3130xl, Applied Biosystems, EUA). Los oligonucleótidos sentido se marcaron con 

los siguientes fluoróforos: 

Nombre del  
fluoróforo 

Color 
emitido 

Emisión de 
fluorescencia

6-FAM  azul 535 

HEX verde 560 

NED amarillo 585 

ROX rojo 604 
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El filtro utilizado en el equipo reserva el color rojo (ROX) para el estándar interno 

de peso molecular el cual acompaña la corrida electroforética. Para los fragmentos de 50 

a 500 pb, el estándar de peso molecular fue GeneScan ROX500 (-250), tiene 15 

fragmentos de: 35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 300, 340, 350, 400, 450, 490 y 500 

pb. El fragmento de 35 pb debe corregirse de manera manual en el análisis, ya que 

migra anormalmente y distorsiona los resultados de la curva estándar (Figura 2.1). 

Cuando el tamaño del fragmento amplificado fue mayor o igual a 500 pb, el estándar de 

peso molecular utilizado fue GeneScan ROX 2500. 

 

 

Figura 2.1 Fragmentos del estándar de peso molecular. 

 

2.9.2.1 Marcación directa 

Para la marcación directa los oligonucleótidos sentido se utilizaron los siguiente 

fluoróforos 6-FAM, HEX y NED. 

Para explotar al máximo las posibilidades del sistema, ampliar la capacidad de 

procesamiento de muestras y hacerlo más económico, se tuvieron en cuenta dos 

aspectos importantes para definir la marcación de los oligonucleótidos y la preparación 

de las muestras para la electroforesis para una colección de microsatélites conocidos, de 

manera tal de reunir en cada panel un grupo de hasta seis marcadores compatibles, para 

aumentar la eficiencia de discriminación entre alelos en una sola corrida. Las 

consideraciones tomadas fueron: 

a) Se usaron los tres colores de fluoróforos disponibles (HEX, 6-FAM, NED) para 

el diseño de los oligonucleótidos a ensayar. 
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b) Se combinaron los colores con los diferentes tamaños en pares de bases (pb) de 

los fragmentos amplificados, evitando la superposición de fragmentos del 

mismo tamaño y del mismo color. 

La compatibilidad de los paneles diseñados fue comprobada experimentalmente a 

partir de ensayos de co-electroforesis. En todos los casos, antes de preparar los paneles 

de co-electroforesis, los fragmentos se evaluaron en geles de agarosa para ajustar las 

diluciones correspondientes, ya que es muy importante probar que la intensidad de la 

señal para los distintos fluorocromos se encuentre dentro del rango de fluorescencia 

adecuado (entre 200 y 4.000 RFU) y que no haya superposiciones de tamaños de 

fragmentos marcados con el mismo fluoróforo. 

En este proceso se tuvieron en cuenta las distintas intensidades de emisión que 

presentan los fluoróforos utilizados. La señal emitida por 6-FAM es más alta que la 

emitida por HEX, y ésta que la emitida por NED. 

Para el protocolo de preparación de las muestras para su resolución por EC se 

realizó una optimización de la corrida con pocas muestras en una primera etapa, y 

luego, en una segunda etapa, se realizó el ensayo con el total de las muestras a analizar. 

Los fragmentos resueltos por EC fueron analizados de manera automática utilizando 

el programa GeneMapper® 4.0 (Applied Biosystem, EUA). 

 

2.9.2.2 Marcación indirecta 

Se evaluó un método alternativo de marcado indirecto descrito por Zhang et al. (2003), 

el cual implica el agregado de una secuencia universal en el extremo 5' del 

oligonucleótido sentido de hasta 19 nucleótidos, generalmente correspondiente a la del 

oligonucleótido universal M13. La reacción de amplificación se llevó adelante con tres 

oligonucleótidos, el sentido modificado, el antisentido y el universal M13 marcado con 

una modificación fluorescente en el extremo 5' (Figura 2.2). La ventaja de esta 

metodología es que solamente se necesita disponer de distintas versiones de un sólo 

oligonucleótido marcado con los fluoróforos 6-FAM, HEX y NED, con lo cual se 

abaratan los costos. Para llevar adelante estos ensayos se seleccionó un grupo de 139 

microsatélites con diferente calidad de amplificación en reacciones de PCR, cuyos 

oligonucleótidos sentido fueron modificados incorporando una secuencia de 19 
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nucleótidos de M13. Las condiciones de reacción fueron las estándares descriptas en el 

apartado 2.6.1 excepto por el agregado en la mezcla de reacción 0,02 µM de 

oligonucleótido M13 marcado. 

Una vez obtenidos los fragmentos fueron analizados siguiendo el mismo 

procedimiento descripto para los fragmentos obtenidos por marca directa (ver apartado 

2.9.2.1. 

Figura 2.2 Ejemplificación del método de marcado indirecto (Vallumen, 2006). 
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2.10 Análisis de microsatélites usando el programa GeneMapper® 4.0 (Applied 

Biosystem, EUA) 

El primer paso en el análisis de microsatélites usando el programa GeneMapper® 4.0 

(Applied Biosystem, EUA) es la creación de un proyecto dentro del cual se define un 

grupo de paneles llamado “kit”, donde cada “panel” corresponde al grupo de 

marcadores que componen el conjunto de co-electroforesis definido previamente a la 

corrida por EC. Para cada uno de estos marcadores se completa una tabla que contiene 

el nombre, la longitud del fragmento en pb, el color del fluoróforo y el tipo de motivo 

de repetición. 

A continuación se seleccionan los parámetros de análisis para el proyecto. Para esto, 

inicialmente se define el método de análisis y el estándar de peso molecular. A partir de 

allí, y trabajando sobre un “panel” determinado, se corrobora que la asignación 

automática de tamaños a los picos del estándar de peso molecular sea correcta; en el 

caso de encontrar discrepancias, las asignaciones se corrigen manualmente y se 

reanalizan los datos antes de continuar el análisis. El programa brinda, a su vez, 

indicadores de calidad de las secuencias (SQ), visibles como etiquetas de colores 

asignadas a diferentes parámetros, tal como lo indica la Figura 2.3.  
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Figura 2.3 Parámetros de análisis del proyecto utilizando el programa GenMaper® 4.0 

(Applied Biosystem, EUA). El programa asigna etiquetas de calidad de las secuencias (SQ), 

las cuales son determinadas por los siguientes parámetros: 

SFNF (Sample File Not Found): indica que no se encuentra la muestra. 

MNF (Matriz Not Found): indica que no se encuentra la matriz. 

SNF (Size Standart Not Found): indica que no se encuentra el estándar de peso molecular. 

OS (Offsacale): indica que la señal esta fuera de la escala establecida. 

Referencias: verde: buena calidad de la corrida; amarillo: se debe realizar un chequeo manual; rojo: 

corrida de baja calidad. 

 

Luego, se identifican los alelos correspondientes a cada marcador y se define un 

“bin” (región del espectro definida para registrar la señal de un alelo) por alelo dentro 

del proyecto creado inicialmente. Cada bin entonces representa un alelo del marcador 

con dos atributos: el tamaño del fragmento en pb y el color del fluoróforo con el cual se 

marcó el oligonucleótido sentido correspondiente al marcador analizado (Figura 2.4 a y 

2.4 b). 
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Figura 2.4a Alelos indicados con los bines y el rango en pb del 

marcador seleccionado. 

 

 

Figura 2.4b Alelos indicados como picos para la muestra seleccionada y el 

rango en pb del marcador seleccionado. 

 

Para examinar los resultados y evaluar de manera conjunta los genotipos analizados 

en el proyecto, se utiliza la función Genotype Plot del programa, la cual permite 

visualizar los resultados de hasta ocho individuos simultáneamente. En el ejemplo se 

visualizan los gráficos correspondientes a dos muestras (Figura 2.5). 
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Figura 2.5 Visualización simultánea de dos genotipos en el Genotype 
Plot. En la parte superior del gráfico se observa una grilla horizontal 
donde figuran los valores de calidad (QV) de los genotipos, ellos son: 
OS (Offscale): un pico está fuera de la escala del rango del marcador. 
SHP (Sharp Peak): conjunto de picos más largos y angostos que el conjunto de picos 
analizados, sólo se utiliza en dinucleótidos. 
OBA (One Basepair Allele): sólo se utiliza en humanos. 
SPA (Single Peak Artifact): muestra un sólo pico debido a errores de la electroforesis. 
SP (Split Peak): corrimiento del pico en menos de 0,25 pb sólo se utiliza en dinucleótidos. 
BIN (Out of bin allele): aparece cuando el ancho del pico se encuentra fuera del rango 
establecido. El rango más utilizado es del 20%. 
PHR (Peak Height Ratio): dos alelos están presentes y la proporción entre el alelo de 
mayor tamaño con respecto al de menor tamaño es menor a cierto nivel. Generalmente es 
50%. 
LPH (Low Peak Height): se muestra cuando los alelos son de menor tamaño que el valor 
especificado, los valores estándares son 200 para homocigotos y 100 para heterocigotos. 
SPU (Spectral Pull-Up): indica que la fluorescencia del marcador esta fuera de escala lo 
cual provoca la emisión de otros colores del espectro. 
AN (Allele Number): el número de alelos excede el máximo permitido para el organismo 
o no se encuentran alelos. El número de alelos se especifica en el método de análisis. 
BD (Broad Peak): indica que el ancho del pico es más ancho que el especificado en el 
método de análisis. 
DP (Double Peak): sólo se utiliza en el análisis de SNP por SNaPshot. 
NB (Narrow Bin): indica que un pico está a 0,5 pb del bin, pero no necesariamente en el bin. 

CC (Control Concordance): la muestra control no define exactamente al alelo. 
OLV (Overlap): sólo se utiliza en humanos. 
 

Una vez considerados los criterios de calidad descritos para cada corrida y, en los 

casos necesarios, habiendo realizado las ediciones correspondientes, los genotipos 

asignados por el programa pueden ser aceptados como confiables para continuar con el 

análisis de los mismos. Las tablas se exportaron como archivos de texto en el formato 

requerido para su posterior análisis con programas de mapeo. 
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2.11 Caracterización de los marcadores funcionales 

2.11.1 Análisis de los marcadores EST-SSR 

De los EST-SSR identificados, fueron seleccionados 127 para los cuales se sintetizaron 

oligonucleótidos específicos y se amplificaron en 4 líneas puras de girasol (Tabla 2.1). 

En primer lugar, fueron seleccionadas secuencias con repeticiones mayores o iguales a 

20 pb, favoreciendo repeticiones dinucleótidos, seguidas por trinucleótidos, tetra y 

pentanucleótidos y que, además, presentaban distinto grado de similitud con secuencias 

de genes de función conocida, tales como aquellas relacionadas al metabolismo y/o 

estructura celular, transporte, proteínas de almacenamiento, mecanismos de respuesta a 

estrés biótico y abiótico, factores de transcripción, componentes del sistema de 

transducción de señales, etc. En una segunda etapa, se amplió el rango de longitud de la 

repetición a mayor o igual a 12 bases nucleotídicas.  

Los fragmentos obtenidos por PCR se resolvieron por tinción con nitrato de plata 

(ver apartado 2.9.1) y todos aquellos que mostraron polimorfismo entre las líneas 

parentales RHA266 y PAC2, fueron genotipificados en 94 líneas recombinantes de la 

progenie RIL mediante la técnica de genotipificación automática descripta en el 

apartado 2.9.2.1. 

 

2.11.2 Análisis de los SNPs por medio de la técnica de CAPS 

Las secuencias seleccionadas de acuerdo al procedimiento descripto en el apartado 

2.5.2, fueron amplificadas por PCR, el volumen final de la reacción de PCR fue de 50 

µl, conteniendo: 45 ng de ADN, 1X Buffer taq DNA polimerasa (Invitrogen, Argentina), 

CL2Mg [1,5 mM], dNTPs [0,1mM], taq DNA polimerasa 0,5 UE y oligonulceótidos 

[0,3 mM]. Los productos de PCR obtenidos se resolvieron mediante electroforesis en 

geles de agarosa al 1%, teñidos con bromuro de etidio. Aquellos que presentaban una 

única banda se purificaron con el sistema comercial Exosap-it® (USB, EUA), y los 

productos que presentaban dos o más bandas fueron purificados por medio de elusión de 

la banda mayoritaria utilizando el kit comercial Quiaex II (Qiagen, Alemania). Luego, 

los productos purificados fueron cuantificados y secuenciados en ambos sentidos. Las 

secuencias obtenidas fueron editadas eliminando regiones de baja calidad y/o 

contaminantes, se les asignaron valores de calidad usando el algoritmo Phred 
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(www.phrap.com/phred) y se confirmó la identidad del gen candidato buscado por 

comparaciones en bases de datos públicas. En total, se secuenciaron 25 secuencias de 

ESTs en ambos padres de la población de mapeo. 

Para validar los polimorfismos reconocidos in sílico, se usaron las enzimas de 

restricción correspondientes para digerir los productos de amplificación obtenidos a 

partir de las líneas parentales de la población de mapeo. Los productos de digestión se 

analizaron por medio de electroforesis en geles de agarosa 2%, agarosa Metaphor (FMC 

bioproduct, EUA), poliacrilamida al 6% y 8% y se visualizaron con bromuro de etidio, 

SYBR®Gold y/o nitrato de plata, como se describió anteriormente. 

 

2.11.3 Identificación de SNP e InDels mediante la técnica de resecuenciación de genes 

candidatos a partir de colecciones de ESTs. 

Los marcadores InDels genotipificados fueron identificados por la Lic. Corina Fusari, 

en un trabajo complementario a este proyecto (Fusari et al., 2008). 

 

2.12 Análisis estadístico de los datos obtenidos 

2.12.1 Análisis de segregación de los alelos en la población estudiada 

Doscientos veinticuatro marcadores informativos fueron genotipificados en las líneas 

parentales y en 94 RILs de la población RHA266 x PAC2. 

Se construyó una matriz de genotipos para las RILs analizadas, los alelos derivados 

del parental RHA266 fueron identificados como alelo “A”, y los alelos derivados del 

parental PAC2 fueron identificados como alelo “B”. Los datos fueron analizados 

mediante la detección de diferencias en los alelos por locus. 

Independientemente del método de genotipificación utilizado, los análisis fueron 

realizados en forma independiente por dos operadores.  

La segregación de cada alelo del marcador en la progenie se evaluó utilizando el 

programa GQMOL (Schuster & Cruz, 2004) disponible en: 

(www.ufv.br/dbg/gqmol/gqmol.htm) mediante el test FDR (False Discovery Rate), el 

cual propone controlar la razón de los falsos descubrimientos. Así, FDR es la 

proporción de hipótesis nulas rechazadas Ho = “La segregación de los marcadores se 
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ajusta a la relación 1:1”, que es la proporción de falsos negativos (Benjamín & 

Höcheberg, 1995) considerando un nivel de significancia global del 5%. 

Los datos obtenidos del análisis de la segregación de los alelos entre los individuos 

de la población estudiada fueron incorporados a una matriz de datos de AFLP 

disponible para la población de trabajo (Gentzbittel et al., 1999) y cedida a nuestro 

grupo en el marco de la colaboración establecida. 

Para una población de líneas recombinantes endocriadas la segregación esperada es 

1:1. Debido a que el análisis del conjunto de marcadores implica una prueba múltiple y 

para el caso de SSR ligados, las pruebas no son independientes, se utilizó el 

procedimiento FDR (Benjamin & Höcheberg, 1995), este método propone controlar la 

razón de los falsos descubrimientos, siendo FDR la proporción de Ho verdaderas entre 

las Ho rechazadas; que es la proporción de falsos negativos (Q) (Benjamín & Yekutieli, 

2005). Para determinar el punto de corte en test múltiples, mediante el control de FDR, 

son necesarios los siguientes pasos: 

a) Obtener el valor de chi-cuadrado Ho para cada marcador, para una segregración 

1:1 y el valor de probabilidad (P) asociado a éste. 

b) Ordenar los valores de P(i), asociado a cada Ho(i) de las pruebas obtenido en el 

paso anterior. 

c) Definir el nivel de significancia global (q) a ser utilizado para controlar la FDR, 

siendo q = N x P(i) / i, donde N es el número de pruebas realizadas, P(i) es la 

probabilidad de test de chi-cuadrado e i es el número de hipótesis dado. 

d) Determinar el mayor i para el cual (a) q* � N x P(i) / i, siendo *q el valor de 

significancia del experimento. 

e) Las Ho con valor de P crítico mayor a la Pi que corresponda a la expresión (a), 

deben ser rechazadas. 

 

2.12.2 Utilización de herramientas bioinformáticas para el desarrollo del mapa genético 

El uso de un gran número de marcadores en un mapa de ligamiento acarrea gran 

complejidad en el análisis de los datos observados. Esta tarea es facilitada con el uso de 

programas informáticos. En este trabajo se utilizaron los programas MapMaker 3.0 



 

 

2. MATERIALES Y MÉTODOS

81

(Lander et al., 1987) y Carthagene 0.999 (Schiex & Gaspin, 1997). El programa 

MapChart 2.1 (Voorrips, 2002) fue usado para la presentación gráfica de los grupos de 

ligamiento y la posición de los marcadores en el mapa. 

En la construcción del mapa se utilizó el programa Carthagene 0.999 (Schiex y & 

Gaspin., 1997) para definir la distribución de los marcadores en los distintos grupos de 

ligamiento y el orden de los loci dentro de cada grupo. La función de mapeo Kosambi 

(Kosambi, 1944) fue usada para calcular las distancias de mapa en cM a partir de las 

frecuencias de recombinación. Las frecuencias de recombinaciones estimadas en las 

poblaciones de mapeo RILs fueron corregidas por el factor que considera meiosis 

múltiples r = R/ (2-2R), donde R = nr / (nr + nn) es la frecuencia de recombinación y nr y 

nn son el número de genotipos recombinantes y no recombinantes, respectivamente 

(Haldane & Waddington, 1931). Los loci fueron agrupados dentro de cada grupo 

usando un valor mínimo de LOD (likelihood odds) score de 4,0 y una frecuencia de 

recombinación máxima de 35. Una vez definidos los grupos de ligamiento que 

componen el mapa, el orden dentro de cada grupo de ligamiento fue analizado de 

manera individual usando el programa Mapmaker 3.0 (Lander et al., 1987). Este 

programa también se utilizó para incluir marcadores no ligados en cada grupo de 

ligamiento a valores de LOD 4, disminuyendo para ello el valor hasta LOD 3. 

 

2.12.3 Distribución de los marcadores moleculares en el mapa genético 

La distribución de los marcadores dentro de los grupos de ligamiento fue estimada 

utilizando el método estadístico llamado test de rachas (runs test), el cual es una 

herramienta útil para determinar si una serie de ítems o de eventos son producidos al 

azar (Daniel, 1978). 

De esta manera, para evaluar si los marcadores SSRs se distribuyen al azar, cada GL 

fue dividido en rachas (intervalos) de acuerdo al orden de aparición de los marcadores. 

Fueron consideradas dos categorías: n: número de observaciones; n1= número de 

observaciones de SSRs y n2= número de observaciones de AFLPs. Siendo en todos los 

casos Ho: “Los marcadores se distribuyen al azar en los grupos de ligamiento”. De esta 

manera, se obtiene un valor r = número de rachas y valores críticos del test estadístico; 

si r es inferior o igual al valor crítico menor o mayor, o igual al valor crítico mayor, se 
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rechaza la Ho para un nivel de confianza de 0,05. Con valores de n1 y n2 mayores a 20 

no se pueden usar las tablas desarrolladas por Swed & Eisenhart (1943) para probar la 

hipótesis, sino que deben considerarse como una distribución normal según la siguiente 

ecuación:  
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Luego, se comparó el valor obtenido de z con el valor de z tabulado para un valor de 

significancia de α = 0,05. 

 

2.13 Preparación de sondas de copia única y de ADN repetitivo para hibridación in 

situ 

Se prepararon sondas de ADN repetitivo, ADN ribosomal 26S, y sondas específicas 

diseñadas a partir de genes relacionados con mecanismos de defensa a patógenos de 

importancia agronómica para girasol, como Sclerotinia sclerotiorum, de secuencias 

correspondientes a Análogos de Genes de Resistencia a patógenos (RGA), descriptos 

para Plasmopara halstedii, y de microsatélites asociados a QLTs de interés en distintos 

mapas genéticos. 

Las sondas correspondientes a ADN repetitivo se utilizaron para optimizar la técnica 

FISH en girasol, así como para la caracterización del complemento cromosómico. Las 

sondas específicas fueron evaluadas para la localización física de regiones de interés y 

para ensayar las técnicas de PRINS (Primed in situ labeling) y C-PRINS (Cycling- 

Primed in situ labeling) como herramienta para la integración del mapa genético y 

físico de girasol. 
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2.13.1 Preparación de sondas de ADN repetitivo para ser utilizadas en hibridación 

in situ: 

2.13.1.1 Preparación de sondas con similitud a genes ribosomales 

Se utilizó una secuencia con similitud a ADN ribosomal 26S de girasol identificada en 

un trabajo previo (Fernández et al., 2003) denominada EF235, de 232 pb (AN en la base 

de datos GenBank BU671882). Un fragmento de esta secuencia fue amplificado y 

utilizado como sonda para FISH (Figura 2.6). 

 

>gi|23400974|gb|BU671882.1|BU671882 HaEF235 Helianthus annuus Early 

Flower Helianthus annuus cDNA clone 707, mRNA sequence 

    1 ACTGGAAATCAGAATCAAACGAGCTTTTACCCTTCTGTTCTACACGAGATTTCTGTTCTC 
                                                                   
   61 GTTGAGCTCATCTTAGGACACCTGCGTTATCTTTTAACAGATGTGCCGCCCCAGCCAAAC 
                                                                   
  121 TCCCCACCTGACAATGTCTTCCGCCCGGATCGACCCGCCGAGGCGGGCCTTGGGTCCAAA 
                                                                   
  181 AAGAGGGGCGTTGCCCCGCTTCCGATTCACGGAATAAGTAAAATAACGTTAAAAGTAGTG 
                                                                   
  241 GTATTTCACTTTCGCCCGAGGGCTCCCACTTATACTACACCTCTCAAGTCATTTCACAAA 
                                                                   
  301 GTCGGACTAGAGTCAAGCTCAACAGGGTCTTCTTTCCCCGCTGATTCTGCCAAGCCCGTT 
                                                                   
  361 CCCTTGGCTGTGGTTTCGCTGGATAGTAGACAGGGACAGTGGGAATCTCGTTAATCCATT 
                                                                   
  421 CATGCGCGTCACTAATTAGATGACGAGGCATTTGGCTACCTTAAGAGAGTCATAGTTACT 
                       5' >>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 3'                   
  481 CCCGCCGTTTACCCGCGCTTTGGTTGAATTTCTTCACTTTGACATTCAGAGCACTGGGCA 
                                                                   
  541 GAAATCACATTGCGTTAGCATCCGCAGGGACCATCGCAATGCTTTGTTTTAATTAAACAG 
                                                                   
  601 TCGGATTCCCCTTGTCCCGTACCTCGGCGCGACCACGCTATAGTAATATGGCATTAGCTG 
                                                       5'<<<<<<<<< 
  661 GTTTCCTGGGAAATGGTATCCGTCACAATTCCCCCAACATACGAAGCCGGAAGCATTAAA 
      <<<<<<<<<<< 3'                                               
  721 GGAAAGCCGGGGGCCTAATGAGGAACTACCTCACATTAATGGGTTGGCGCTTACTCCCGT 
                                                                   
  781 TTTCAATTCGGGAAACCTCGCCCCTGATTTATGATCGGCCACCCCCGGGAGGGGTTGCGT 
                                                                   
  841 TTTGGGCCCTTTCCCTTCCCCTCAATAATTCTGGGTGGGGTTGGGGGGGGGAGGGTTATC 
                                                                   
  901 CTCAAGGGGGTACGTTTCCCCAAAGGGGGTACCCCGGGAAAAC 

 

Figura 2.6 Secuencia completa del clon EF235. En rojo se indica la secuencia amplificada 

utilizada como sonda.  
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2.13.1.2 Preparación de sondas con similitud a retrotransposones  

Fueron caracterizadas las siguientes sondas de ADN repetitivo:  

a) La sonda SSR-Ha785, de 239 pb fue diseñada a partir de una secuencia 

denominada Ha785 de 502 pb, identificada durante el desarrollo de SSRs (Paniego et 

al., 2002), la cual presenta similitud a una secuencia altamente repetitiva de girasol 

HAN9965, Genbank AN AJ009965 (ver Tabla 2.3 y Figura 2.7). 

 

> Ha785 

  1 AAGAGAGAGAGACGAGGATGGACACGGGCCGTGCCCGAGCTTCTGTTCAGCCTAAAAATA 

  61 GGAGTGTTTGGAGCCATTTCAACTCATCCCTTGGCACACCACCTCTCTCACACTTCACCC 

 121 ACCACCCACCACCACCATAACACCATCATCCACCACCATCATCCATTGTCCATCATAGAG 

 181 TGTGTGAGTCGTCTCGGGATCCAAGATTGATCGTAAGAGTTCTTGACAATCAAAGGCCAT 

             5' >>>>>>>>>>>>>>>>>>> 3'                            

 241 GTTTGCCTAAGTCTCTTACATCACTTGGTGAAGACAAGTGTTTAGTGTAATACTTTNTAT 

 301 TTTTAATCTTTTGCACTTTTTAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCNACCTCGAGG 

 361 GGGGGCCCGGTACCCAATTCGCCCTATANTGAGTCNTATTACAATTCCACTGGCCGTCGT 

                                                           5' <<<< 

 421 TTTACAACCGTCGTGACTGGGGAAAACCCTGGCGTTTCCCAACTTAATCGCCTTGCACCA 

     <<<<<<<<<<<<<<<< 5'                                        

 481 CNTCCCCCCTTTCGCCCAGCT 

 

Figura 2.7 Secuencia completa Ha785. Resaltado en negrita se indica la secuencia 

amplificada para ser utilizada como sonda en experimentos de FISH. La región subrayada 

indica la región con similitud a la secuencia repetitiva HAN9965. Resaltado en rojo se indica 

la secuencia complementaria a los oligonucleótidos específicos utilizados para amplificar la 

secuencia (Tabla 2.3). 

 

b) Las sondas Retro1, Retro2, Retro3 y Retro4, de 865 pb, 847 pb, 538 pb y 969 

pb de longitud respectivamente, fueron amplificadas con oligonucleótidos específicos 

diseñados a partir de cuatro regiones de una secuencia con similitud a retrotransposones 
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de girasol, perteneciente a la familia Ty3/gypsy-like, (GenBank AN DQ229838; Tang et 

al., 2006), (ver Tabla 2.4 y Figura 2.8). 

 

>gi|80971669|gb|DQ229838.1| Helianthus annuus cultivar R112 gypsy-like 

retrotransposon, complete sequence; and nonfunctional MPBQ/MSBQ 

methyltransferase 1 (MT-1) gene, partial sequence 

AATGACGCACACCTATATTTTGGTCCCAAATTAGTACCACCCACCAAGATCAATCACTTCCCCAATATTACTACTCAC
TTTCCTTCACAAATTATTCAACTTTTCACTACCAATTGCTTAATTCAGCAATCCCACTGAACCAATAACCCTCTCTAC
CATCATTCTTACCCCAAATCTCAAAACCCCATGTGCATGTAACAACACCCCACATCTCAAAACAAAGTCTTGATCCAA
TCCCCATTAGGGTTTTTCTCAATTTCAACAATCATGGCTTCTCTGATGCTATCCGGACCTCAAAATCTTGCATTTGCC
CCAAAAGGGTTAGGGTTTAAGAACCCTGATTTGAAATGTAGGAGCTTTAGTTTCCCCAAATCCAATTTGATTGGTAAA
AGTCGTAATCTTGGAGCTAAAACCCTAATGGTACCCAGATGTAGTGTGTCTGTATCAAGGCCTGCTTCACAGCCAAGA
TTTATACAGCATAAGAAAGAGGCTTTTTGGTTTTATAGGTTTTTGTCAATCGTGTATGATCATGTGATAAACCCTGGG
CATTGGACTGAGGATATGAGGGATGATGCACTCGAACCGGCGGAACTCGATAACCGGGATTTGGTTGTGGTGGATGTT
GGTGGGTGTTACGTATTAAAGGTTACAGGGACTGATATTGTAATAATAAGAATTAAGGTTCAGGGATTAGATTGTAAT
TGTTAGAAAGTTAGAGGGTTGGTTGTAAGATGTTAGTTGTAGTCGTTGTAAACCGGTAGTTAGTTGTAATCGTCGTTA
TAATAACGATAGTAACTGAATGAAAGATCAGCTTGATTGTGATTGAATCCTTCTCTCTCTCTTAGATTCTCTTCAATT
GTATCAAGTGGTATCAGAGCTGTTCAATCCTTGGACACTCTTGATTTTGATTTGAAACCCTAATTCACAAGAAAAATT
CATCATTGTTCAATTCAACTACCGTTCAATTCAATTTCGAATTTGATCATTGTTCGATCGAATTCAGTTCAATTCAAC
TACCGTTCAATTCAATTCTTGAATTAATCATCGATTCGATTAATTCATTCTATAATCATGTCGACTCGTAATCAATCT
TTGGAACAGAGAATTACAGATCATGATGCAATTCTGCAACGATTGGAACTAGCAACTGGTTCAAATTTAACAGAATTG 
                     5’ >>>>>>>>>>>>>>>>>>>3’ (Retro1 sentido) 
GAAGCTATTAAGATGACGGTGAACCAGGAATTAGAAGCTATGAGACATCAATTGAATCAGAGTTCTTCAAAAATGGAG 
TCACAAATGGAATCTATCATCAGGAACTTACAAAGTCTTAACAACACCATTCCAAATAATCAGGGTCCTACTCAAGTA
GTTAATCGTGATCAGAGGAACAATAACGGAAGTTTTAACAGACTTACAAAGATTGAATTTCCAAAATTCAATGGAACA
AACATTGAAGGATGGTTATGCAGAGTTGAACATTTCTTTGCTATTGATTCAACTCCTGAGAATGAGAAAGTGAGGTAT
GCCATTATTCATCTTGAAGATATTGCTTTGTTATGGCATCAGGCATTTGTTAAGTCTAGAGGTGGATCAATAGAAGGG
TTAACATGGGTGGAATATAAGGGGTTCATATCTACAAGATTTGCTATGATAATGGATCAAAATGCTATGGCAGCATTA
GCTTCTATTAAACAAACAGGTTCACTGCAGGAAATGTGTCAAGAATTTGATCTTGCTTTGACTAGGGTTAACATTTGT
GAGGAATATGCTATTAGCCTATTCCTTAATGCCTTGAAACCAGAAATTGGGAACCCTTTGAAATTGATAAGACCTAGA
AATCTTCCTGAGGCTTATATGCTAGCAAGAACTCAAGATGATAATCTCAAATTCACAAATCCTACACCTTATAAGTCA
ACCTATAAACCTTCATACAAATCAGTTGATACCAACCACAATTCTTTTAAAACCATTCATAATCCAACACCATTATCT
TCAGCCAATATTCCACTGCTACCAGCTCCTTCGTTTAAACCTAGAAACACTACTACCAGGAGTTTGTCAACCAAAGA 
        5’ <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<3’ (Retro1 antisentido)  
AATAGCTGACAAGAGGGCAAGAGGTGAATGCTTTGGGTGTAATGAGAAGTTTTCACCAACTCATCAATGTAAAAACAA
ACAATTATTTTCAATAGAAATATGTGAAGATGAGGCAGAAGAGGAAGTTCAGAATTATGAAGTATTGGATCCACAAAT
TTCCTTAAATGCTATCTTGGGAGTCACTTCTTATTCCACTATGCGAGTCGTGGGATCCATTGGTACAAAGGTATTACA
CATTTTGATTGATTCGGGATCCACACATAACTTCATTGATGAAAAGTTAGCCTATAAAATGCATTGTCCTATTCATAC
TATGCCTGCTCTTAATATTACTGTTGCTGATGGAAATAAAATGAGCTGCACAAAGATGTGTGAGAAATTAAAGTGGCA
GATGCAGGGTAACTGGGTTTATGACAGATGTGTTTTTGATTCCCTTGAAGAGTTATGACATGGTATTAGGGATTCAAT
GGCTACAAGAGTTAGATGATATCACATGGAATTTTAAGGAACTAACCATGAAGTTTAAGAGTGATAATAGGAATATAG
AACTTAAAGGTTCTAAAACAAATGAGATGAGTTTATGTTCAAGTGAGAAAATGGAAGGATTACTGGGCAAACCTGTTC
AACTTGCTCAAATGTTTGGGTTGCAGCTGGTGACTAATGAAGAAATGCCAAGTTTACCCTCCATACAAGAACAAGTCA
ATAGTCCTGTCTTGGATGAATTACTGCAGAAATATGAAGATGTTTTCGCAGTCCCTACAACCTTACCTCCATCAAGAT
CTTGTGATCATAAGATAGTTCTTAAAGATGATTCCAAGGTGATTGCCCAAAAACCTTACAGGTACCCTGCTGCACAAA
AAGATATAATTGAAAAAATGACTCAAGAATTACTTGACATGGGTATCATTAGAGAAAGCACTAGCTCATTTGCAGCTC 
                                                            5’ >>>>>>>>>>>>>>>>  
CTGTTGTGTTAGTAAAGAAAAAAGATGGTACGTGGAGGATGTGTGTGGACTACAGAAAATTGAATGAAGCAACAATCA 
>>>> 3’ (Retro2 sentido)  
AGAACAGTTTCCCTATTCCTTTAATAGATGAACTGTTGGATGAGTTAGGGGGTGCAACCATCTTTTCTAAACTAGATC
TCAGATCTGGTTATCATCAAGTGAGAATGTTTGAACCAGATATCTATAAAACTGCTTTCAAGACTCATCAAGGTCATT
TTGAATTCTTGGTACTTCCTTTTGGACTTACTAACGCTCCTGCAACTTTCCAAGCTCTCATGAATTCTGTATTCAAAC
CACTGTTAAGGAAATGTGCACTAGTTTTTTTTGATGACATATTGGTGTACAGTTCTTCTATGGAAAAGCACTTGGCAG
ATTTGGAAGCTGTTTTACAGTTGTTTAAAGCTAATTCCCTTTTAGCAAAACGTTCTAAGTGTACATTTGCTGGTACAA
AAGTTGAGTATCTGGGCCATGTAATTACAAAAGAAGGGGTTAGTACTGATCCTGCTAAGGTTTCAGCTGTTGCTAATT
GGCCTCAACCTACTAATGTGAAACAATTACGAGGGTTCTTGGGATTAGCAGGGTATTATCGACGGTTCATCAAGTCTT
TTGGTAGCATAGCTCGGCCATTGACTAATCTTCTTAAAAAAGATGCTTTTTTGTGGCAAGAAGACAGTCAGCAAGCTT
TTATTCAGCTAAAGACTGCATTAACTACTGCTCCTGTTTTGGCTTTGCCTGATTTTACTAAAACCTTTATTGTCGAAA
CAGATGCTTCTTCCAAAGGGTTGGGGGCAGTTTTAATGCAAGAGGGGCATCCTTTGGCTTTCATTAGCAAGGGTATTT 
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                             5’ <<<<<<<<<<<<<<<<<<<< 3’ (Retro2 antisentido) 
CTGTCACACAGCAGGCTATGTCAGTATATGAAAAGGAATTACTTGCTATCTTAATGGCTGTCAAACATTGGCACCATT
ATCTTGTTGTTAAACATTTCATCATCAAAACTGACCAGAGGAGTTTAAAGTACTTGTTAGATCAGAAGATTAGTACGC
CTCTGCAACAAAAGTGGTTAGCTAAGCTACTGGGCTATGACTATGAAATAGTCTATAAGCAAGGAGTAGACAATTTAG
TAGCTGATGCTTTATCAAGGGTAGAAGGGTTGGCATTATTTCAGATAAGTTTGAGCTCTATTGATCCCTGTTTATGGC
CTAAGATTACACAAAGCTGGGATTCTGATGCAAAGATTCAAGCTTTACTGCATCAATTACAAGAGGGGAACACAATTA
AAAATATGACTTGGGATGGTCACACTCTTAAGAGGAAGGGTAAAATAGTCATTGGAGCTGATGATCAGTTAAAACAGG
AGATTCTGAAGTTATGTCATTCTTCTGCTCTAGGAGGGCATTCTGGGTATATTCCTACTTTACACAGGTTAAAACAAA
TGTTTTACTGGAAAAAGTGTGCCAAAGATGTCAGAGAATATGTAAAGAATTGTACAGTTTGTCATAGAGCCAAGTACG
AAAGGGTAGCTAGTCCAGGATTGCTTCAACCCTTGCCTACTCCTCAATCAGTTTTCAGTGACATTTCAATGGACTTTA
TCAATGGATTGCCTAAGTCATATGGTAAAGATTCTATTCTGGTTATAGTAGACAGATTCACTAAATATGGCCACTTTA
TTGCTCTGACTCATCCATACAGTGCTCCTAGTATCGCTCAAATTTTTTTTGATACAATTTTCAAATTACATGGCTGCC
CAAATACAATTGTATCAGATCGAGACTCTATTTTCCTCAGTCATTTTTGGAAGGAATTTTTGAAATTACAGGGCATTC 
                                                                   5’ >>>>>>>>>  
 
AAATGGCTATGTCAACTGCCTATCATCCTCAGTCGGATGGGCAGACAGAAGTCCTCAACAGGTGTTTGGAGTCATATT 
>>>>>>>>>>>3’ (Retro3 sentido) 
TGAGATGTATGGTTATGGATGATCCAATGAAATGGTCTAAGTGGTTGACTTTAGCTGAATGGTGGTACAACACCACCT
TCCATTCGGCTATTGGGATGTCACCTTTTGAGGCTCTGTATGGTGTTCCACCTCCCATCCATATTCCATTCATTCCTA
ATGACTCTAAAATTGATTCTATTGAGGAATGGTTCCAAATGAGGGAAGTCAAACTCGCTCAGCTGAAAGCTAATTTAG
CTAAAGCTAAGAATCGGATGAAACAATTGGCCGATACCAAAAGAACAGAGCGACACTTCAAGGCAGGTGATTGGGTCT
ATGTGAAATTGCAAGATTATGTACAAACATCCCTCAAATTACATCATAATAAAAAATTAAATCCCAAATACTATGGAC
CGTTTATGATTTTGGAGAAAATTGGGTCTGTAGCTTACCGTTTGGATCTTCCGGATGAGACACAAATTCACCCGACAT 
               (Retro3 antisentido)    5’ <<<<<<<<<<<<<<<<<<<< 3’  
TTCATGTGTCGTTATTGAAAGCAGCTCCAGGACCTTCTGCTGCTATTGTGCCTTTACCAGCTGGTCCTCGATTCTCAT
TGCAACCTCGAGCCATTTTAGACAAGCAATTGGTCAAAAGAGGGAATCGAGCTGTTATGAGAGTGCTTGTTCATTGGC
AGGGATTACCTATTTCAGAAGCTTCATGGGAAGATTTGGAGGGTCTCCAGCTTCGTTTTCCATATTTCAATTCTTGAG
GACAAGAATTTTCTTTACCGGGGGAGTATTGTTACGTATTAAAGGTTACAGGGACTGATATTGTAATAATAAGAATTA
AGGTTCAGGGATTAGATTGTAATTGTTAGAAAGTTAGAGGGTTGGTTGTAAGATGTTAGTTGTAGTCGTTGTAAACCG
GTAGTTAGTTGTAATCGTCGTTATAATAACGATAGTAACTGAATGAAAGATCAGCTTGATTGTGATTGAATCCTTCTC
TCTCTCTTAGATTCTCTTCAATTGTATCAGTGGGGGTACAGGGTTTACTACTTTGGGGATTGTGGAACATGTTGATGC
TAAGAATGTGACTATTTTGGACCAGTCTCCTCATCAGCTTGCTAAAGCTAAGGAGAAGGTGGCTTTGAAGGAGTGTAG
GATTATTGAGGGGGATGCCGAGGATCTTCCGTTTGAAACGGATTATGCGGATCGATATGTGTCGGCTGGAAGGTATTG
GTTCTTAAAGTTTATGTCTTTTTAGATTAAATGTTACATGCATTTTCTGTGTGAAGTTGTTGGTTTGATTTAGGAGGC
GTTAATAGTGTATCGACACATGATCACTTTTACCAACACGTGCAACTTTGATTATTGTGACTTGATGTGGCGATAATT
GTTACGAACATTGATCCAAACACATTCTTAGACACTTGACCTATGCAGTTAAAGCGGTCCAAAATCGAATAGCGGTCA
AGGTCCGCTATATGATATATAGGTTATAGCGGTGGTATAGCGGTGATATAGCGGTAATTTTTATACCATGCGTAATTT
ATGTATTTTTATATATATATAAATATATCTTTGAAAAATATTAATAGTAATATCATTACATTATCAAAAACCTGTTGC
AAATCAAATACTAATAGTAACTTTGAAGTATTTAATTTAAGAATTAACACAATCAAACACCGTTACTGCTATAACCGC
TATAGCACCGCTTATAGCAGAACCGCTATAGGCCACCGCTATTTGGACCGCTACACACCCTGAGGTCCGCTAACCGCT
ATAGCACCGCTATATCACCGCTATAGCACCGCTATTGACTGCTTAGCACTTGACAAGTTGAGGCCTTAAAAGGGCCAC
TGATGAAATACCATGTTTGGAACTATAACCATGTTTGGAACTATGTAGTTAATATCGCTATATATCACCCATACATCG
GTGATATATCGGTTATCGGTCCCTTGGTGAGATACCAGTGCAAAATATCGGTACCAATATTATCTGCGATATTTGACC 
             5’ >>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 3’ (Retro4 sentido) 
AATATATCACCGATTTTCCCGATATCAGTACATTTCTTCTTACTTCTAGCATTCTTCTTTCAACTATTAGTGTTTTAA
GTCTTAATTGTAACTTGTTAGCGTTAAATGATAGTGTGATAAGTCTTAATGAGTTCCTACTTGCTACAATTGTTAGTG
TTTTGCAAGTTGCAAAAGGTTAATTTGTTAATGGTAGGAGAGTATACTGAAATGTTAGTGTTAAGTTGCCATAATTAA
AATTCAGCATGATATTAAAATTACTGATATCCCACCGCGATTACCGATATCCGTTTTTTACCGCATTAACTGCTTAGG
TTTGGAAGTTATTTACTCCAAGATTTAGAGAAGAACTTAATGCTAGGAAATACGTGATATCCCGAAAGAATCATTTAT
GTCCCGAAAGATAAATTGTAGGCATGAATGTTTTGTTTCTAATTATACACGTACTTTGCATGCATGTATGTATTGTAT
GCCCCGAGAGGTATGCATTACAACCTCATAACACGTCTAGGCGTCTAGCCAAATTCCCCATATTCAAAAAAAAATAAA
AAAAATGCTATTTTAAATCATTTGGAAAAAAAGCAAATTAAAGTATAGGTGGCAATCTTGTCCCATTTGCTTACCAAA
TTAAGATTTATTTTTTTCTCTAATTTGTAGCAGCTAAAACAAATAGCTTAAAAGGAAATGGGACAAATGGGTCGGTTT
CATGATGATTTATTTTAATGCATAAAATCTTCTGTATTATATCGTTCAAAAGATTAAATTATTGTTGAAATATTATAA
CTATGCAATTGTATTTGACACATCAATTATATATAAACTCTATTGGACAAATAGTTGTTTCGGGTCAACCAAACTCTG
CCCGACCTGTAAAAAATGACCCGTTTGACCTGAACTGATTTGACCCGTTAAACTGCCCATTAATGTAGTTCAGTTATT 
           5’ <<<<<<<<<<<<<<<<<<<< 3’ (Retro4 antisentido) 
GAATTTGTATATCGAGCCGTGATTTTGTTTGCTTATGGGCTTTATGACCATTTTTTACAGCATTGAGTACTGGCCCGA
CCCACAACGAGGCATCAAAGAAGCATACAGGGTTATAAAGAAAGGAGGGAAGGCTTGTTTAATCGGTCCTGTTTATCC
AACGTTTTGGTTGTCTCGTTTCTTTGCAGACATGTGGATGTTGTTTCCAAAGGAAGAAGAATATATTGAATGGTTTGA
AAAGGCGGGGTTTAAAGATGTGAAGATTAAGAGGATTGGCCCACAATGGTATCGTGGGGTCCGTCGCCACGGTCTCAT
TATGGGTTGCTCTGTTACTGGTGTCAAACCCACCTCCGGGGATTCTCCATTGCAGGTAATGTTTCGACCCGTTACATA
ACTTGTCCAACCGACTCATTTTGCCATCCATTTTAAATAAAAGAGTTAATTGCCATTTTAGTCCCTGGGGTTTGGGCC
ATTTTGCCAGTTTAGTCCAATGGTTTCATTTTTAACATTTGGATCCAAAAAGGTTTCATCATTGCCATTTTGGTCCAA
CTGACTTAACTCCATCTATATCTGTTAAAGCTGCCAAGGGCATTTTTATCAGATATGGATGGAGTTAAGTCAGCTGGA
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CCAAAATGAAATGACAAAAATGCCCTTGATAGCTTTAACAGATATGGATGGAGTTAAGTCAGTTGGACCAAAATGGCA
ACGATGAAACCTTTTTGGATCCAGATGTTAAAAATGAAACCTTTGGACTAAACTGGCAAAATGGCCCAAACCACATGG
ACTAAAATGGCAATTTACTCTAAATAAAATCATTGCCGTTGAGAGTTCATTAATTTTGTATTTATGATTTATGTAATT
TTTGTTGCAGCTTGGTCCAAAAGTAGAGGACGTAGAAAAGCCTGTAAACCCATTTGTATTCCTTTTACGGTTCCTTCT
TGGAGCCTCGGCTGGAGTCTACTATGTACTAGTTCCTGTCTACATGTGGCTCAAGGACCAGATTGTGCCGAAAGGTCA
ACCAATATGAGAGATTAAGAGACCCATATGGTGCAGAGGCGGTTATGACGGTTTTTTTTTAGCTTGTGTGCACTGTTA
TTTGGTCTTTATGTTCACAACTTTAATGTTGAAATCATAACCTGCAACTGTAGAACCTAGATATTTAGCACCTTGTCT
TGAAGATGTTGAACATTTTGGTATGTGATTTTTACCAAGGTTGGAGAACTCGCTAGTCGCTAGCGGGTCGGTGAGGTA
GGGACTAGCGACTACTCGGGATTAATCGGGAATAATCGGATCGGACTTTTTATGTATAATTTTAAGTTTTTATACATA
TATACATATATTTTTATACGTAATTTTTTTAAATGGACAAGTTTTGACCGGAATCTGGGATGTTTTGGCCGGAATATG
CGTTTTTTTTCCGATTTTTTCAGATTTTTTTCCGATTTTTTCTGATTTTTTCCGATTTTTTTTGTTTTTTCCCGATTT
TTCCCGATCGACTAGTCGCGATTAGGGCCGACTAGGGCCGATTAGGGACGACTAGCGATTTTTTTACTGATTAGCTGA
AAATTACTCAGTTGATGGGCAACTAGTGACTAGTCAGCGATTAATCGCCGGCTAGTCGCGATTTTTGCAACCATGATT
TTTACTGTGAAACACAAGTGGTTATGTAGCTTCGTAATTCGTTGGTTCTATATTTACTTTTGGTTCCGACCAACATTA
TGTGTAAGTGCGGGTTTTTACCT 
 
Figura 2.8 Secuencia completa del retrotransposón de girasol perteneciente a la familia gypsy-like, 

GenBank AN DQ229838. Resaltado en negrita se indican los fragmentos amplificados para ser utilizados 

como sondas (Retro1, Retro2, Retro3 y Retro4) en experimentos de FISH. Resaltado en rojo se indican 

las secuencias complementarias a los oligonucleótidos específicos, utilizados para amplificar los cuatro 

fragmentos (ver Tabla 2.3) 

 

c) La sonda Rep1, de 170 pb, fue amplificada a partir de una secuencia depositada 

en el Genbank AN AJ009967 con similitud a retrotransposones de la familia copia-like 

(Santini et al., 2002), utilizando oligonucleótidos específicos diseñados a partir de dicha 

secuencia (Figura 2.9 y Tabla 2.3). 

 

>gi|3549905|emb|AJ009967.1| Helianthus annuus highly repetitive 

sequence, clone pHaS211 

  1 GATCTAGACTGGTCCCCGTATTTTTTTGGTAAAAGATACAACCATGATACCCAGATGATA 

                                                                  

  61 AGCAGCATAAAGACCGAATATCTCAGAACCTCGGCAATCTATCAAACGAAATTTCGGTAC 

                       5’ >>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 3’                  

 121 TAAGACCATATGCCAATGAATGGTTCCCACCTGGTCTTCAGTCGATTAAGATTTATATCA 

                                                                  

 181 CCCTGCACACTTTAAAATGATTGTGAGCCTACCGATACATCTTATATAGAGCTGCTTATC 

                                                                  

 241 GTTTTTCATTTAAGGTTTAAAGAGGTTTGGATAGACCACTGATGTGCTATCATTTTCTCT 

                                                     5’ <<<<<<<<<< 

 301 TTTGCTCGCCAGGAAACTCATTTTTGTTTTTCTATTGTTTTTGTGTTTTTGAAATTTTTC 

     <<<<<<<<<< 3’                                                  

 361 GATGTTTTTGGATTTTCCGATTTTTGGATTTACTCCCCCTAAAATCCATAAACTAAGATA 

                                                                  

 421 AATTTAAAAGACACAAAGATATTTACCAAAATGATTTTCCGATGTTGGTTTTACTCTTGC 
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 481 TTGACCTTAATGCCGTTTACCAATAATAAGAAGTCAAATCTAGATTTGTCAAAAGCTTTG 

                                                                  

 541 GTAAATAAGTCGGCACGTTGGTCATCGGTGTGGACCTTAACAACATCGATTAGCCTTTTC 

                                                                  

 601 TCAAAGCAATCACGTATGAAGTGATATTTGATTTCGATGTGTTTGGTCTTTGAATGCTGC 

                                                                  

 661 ACAGGATTTCTAGTGATATCTAAAGCAGCAGAATTATCAACGTAAATAGGAGTAGTTAGG 

                                                                  

 721 AATTCAAAACCGTAGTCCCGCAATTGTTGTTG 

 

Figura 2.9 Secuencia completa del retrotransposón de girasol perteneciente a la familia 

copia-like, AN AJ00967. En negrita se muestra el fragmento amplificado y usado como 

sonda. En rojo se indican los oligonucleótidos utilizados para amplificar el fragmento (Tabla 

2.3). 

 

Tabla 2.4 Regiones amplificadas con similitud a retrotransposones. La tabla detalla el nombre, tamaño y 

la secuencia de los oligonucleótidos seleccionados. 

Nombre de la 
secuencia 
amplificada 

Tamaño de la 
secuencia  
amplificada 

Secuencia del 
oligonucleótido sentido 

Secuencia del 
oligonucleótido  
antisentido 

Referencias 

SSR-Ha785 239 pb 5’ GTCTCGGGATCCAAGATTGA 3’ 5’ TCACGACGGTTGTAAAACGA 3’  Paniego et al., (2002) 

Retro1 (gypsy-like) 865 pb 5’ TGATGCAATTCTGCAACGAT 3’ 5’  AGGAGCTGGTAGCAGTGGAA 3’ Tang et al., (2006) 

Retro2 (gypsy-like) 847 pb 5’ AGCTCATTTGCAGCTCCTGT 3’ 5’ GATGCCCCTCTTGCATTAAA 3’ Tang et al., (2006) 

Retro3 (gypsy-like) 538 pb 5’ AGGGCATTCAAATGGCTATG 3’ 5’ GTCTCATCCGGAAGATCCAA 3’ Tang et al., (2006) 

Retro4 (gypsy-like) 969 pb 5’ TCGGTCCCTTGGTGAGATAC 3’ 5’ ACGGGTCAAATCAGTTCAGG 3’ Tang et al., (2006) 

Rep1 (copia-like) 170 pb 5’ TCTCAGAACCTCGGCAATCT 3’ 5’ GGCAGCAAAAGAGAAAATG 3’ Santini et al., (2002) 

 

2.13.1.3. Utilización de secuencias clonadas en Cromosomas Artificiales de Bacterias 

(BACs) conteniendo ADN repetitivo como sondas para la caracterización del 

complemento cromosómico 

Para la identificación del complemento cromosómico se utilizó la técnica de BAC-

FISH. El clon de BAC utilizado como sonda en experimentos de hibridación in situ, 

(BAC772), fue aislado de una genoteca de BACs para H. annuus (BAC: HA HBa. 

www.genome.clemson.edu) utilizando como sonda la secuencia (SSR- Ha785). El clon 

BAC772 presenta similitud a una secuencia altamente repetitiva de H. annus, (AN 

AJ009965) (ver Figura 2.7). Este clon fue amplificado y purificado utilizando el kit 
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comercial Qiagen® Large-Construct Kit (Qiagen, Alemania), previo a su utilización 

como sonda en experimentos de BAC-FISH 

La genoteca BAC usada en este estudio fue construida por la Universidad de 

Clemson a partir del cultivar HA383 de H. annus. Contiene 202.752 clones ordenados 

en 528 placas distribuidos en 11 filtros, y representa 8,3 veces el tamaño del genoma. 

Los clones están distribuidos por duplicado en la genoteca, con un orden determinado 

como se observa en la Figura 2.10. 

 

 

Figura 2.10 Distribución de los arreglos por duplicado del total 

de los clones que componen la genoteca. 
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2.13.2 Preparación de sondas de copia única  

2.13.2.1 Preparación de sondas a partir de RGAs 

Se amplificaron seis sondas específicas, las cuales fueron diseñadas por Radwan et al. 

(2003; 2004) a partir de los llamados genes Pl, los cuales controlan la resistencia a P. 

halstedii, agente causal de mildiu en girasol, a partir de secuencias con similitud a 

RGAs de las clases non-TIR-NBS-LRR (Radwan et al., 2003) y CC-NBS-LRR 

(Radwan et al., 2004). Los oligonucleótidos denominados HaNTP3, HaNTP5, HaNTP6 

fueron diseñados a partir de secuencias de RGAS de girasol descritas por Gedil et al. 

(2001a), pertenecientes a la clase non-TIR-NBS-LRR y depositadas en la base de datos 

del Genbank AN: AF272766, AF272768, AF272769 (Tabla 2.4). Las reacciones de 

amplificación se llevaron a cabo con 50 ng de ADN, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 UE de 

Taq ADN polimerasa (Advantage 2, Clontech, EUA), 1X Buffer de Taq ADN 

polimerasa y 0,4 mM de cada oligonucleótido. Mediante el siguiente programa: 95º C 3 

min de desnaturalización inicial, 35 ciclos a 94º C 10 seg, 58º C por 30 seg y 72º C 

durante 1 min 30 seg. 

Los oligonucleótidos llamados Ha-P1, Ha-P2 y Ha-P3 fueron diseñados por Radwan 

et al. (2004) a partir de la secuencias de RGAs de girasol Ha-NTIR11g y Ha-NTIR3A 

(AN: AY490793 y AY490791 respectivamente) (Tabla 2.5). Las reacciones de 

amplificación se llevaron a cabo con 50 ng de ADN, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 UE de 

Taq ADN polimerasa (Advantage 2, Clontech, EUA), 1X Buffer de Taq ADN 

polimerasa y 0,4 mM de cada oligonucleótido. Mediante el siguiente programa: 95º C 3 

min de desnaturalización inicial, 35 ciclos a 95º C 30 seg, 60º C por 30 seg y 72º C 

durante 2 min. 

Los fragmentos amplificados fueron purificados a partir del gel utilizando el kit 

comercial Qiaex II (Qiagen, Alemania) y clonadas en un T vector (pGemT easy vector, 

promega, EUA). La reacción de ligación se realizó en un volumen final de 10 μl 

conteniendo: 2X buffer de “rápida ligación”, vector pGemT (50 ng), producto de PCR 

(en una relación 3:1 inserto: vector), T4 DNA ligasa 3 UE. La ligación se realizó por un 

período de 72 hs a 4° C. El producto de ligación se utilizó para transformar células 

competentes DH5α por el método químico (Sambrook et al., 1989), y los clones 

recombinantes se seleccionaron por observación de la actividad del producto del gen β-
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galactosidasa en presencia de X-gal e IPTG (Sambrook et al., 1989). Los clones 

recombinantes obtenidos se almacenaron en microtubos tipo Eppendorf de 5 ml con 500 

µl de glicerol 50% y con ampicilina (100 µg/ml) a -80° C para su correcta conservación. 

El análisis de los mismos se realizó a través de la observación del patrón de restricción 

generado después de electroforesis del ADN plasmídico previamente digerido con la 

enzima de restricción EcoRI en un volumen final de reacción de 20 µl conteniendo 10 

unidades de enzima de restricción EcoRI (New England Biolabs, EUA) buffer 10X, 

durante 2 horas a 37° C. Alternativamente, se realizó una PCR utilizando 

oligonucleótidos complementarios a las secuencias promotoras T7 y SP6 presentes en el 

plásmido, en un volumen final de la reacción de 25 μl, conteniendo: de 50 a 200 ng de 

ADN plasmídico, 1X buffer de Taq polimerasa 10X, 1 UE de Taq polimerasa (Life 

Technologies, EUA), 2 mM de MgCl2, 0,1 mM de dNTPs, 0,4 µM de oligonucleótido 

T7 y 0,4 µM de oligonucleótido SP6. Los productos de digestión (o amplificación) se 

analizaron por medio de electroforesis en geles de agarosa al 1%, revelando las bandas 

con bromuro de etidio. Los productos obtenidos fueron purificados utilizando el sistema 

comercial prep-A-Gene-DNA Purification System (Biorad, EUA). Estos clones fueron 

secuenciados utilizando el servicio de secuenciación del Instituto de Biotecnología, 

INTA Castelar, utilizando los oligonucleótidos T7 y SP6. El análisis de las secuencias 

generadas se realizó utilizando el programa de comparación y alineación múltiple 

Bioedit (Hall, 1999). Se realizó el análisis de las secuencias obtenidas por comparación 

contra secuencias presentes en bases de datos públicas (Genbank) por medio de los 

programas: BLASTN y BLASTX (Altschul et al., 1990). Se seleccionaron 4 clones (Ha-

P2, Ha-P3, HaNTP3 y HaNTP6 de 1.200, 1.150. 250 y 270 pb respectivamente) para ser 

usados como sondas para hibridación in situ. 
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Tabla 2.5. Secuencia de los oligonucleótidos con similitud a genes de resistencia seleccionados para su 

utilización como sondas en hibridacion in situ. 

Nombre del 

oligonucleóti
do 

Subfamilia 

NBS-LRR 

Secuencia del 

oligonucleótido sentido 

Secuencia del 

oligonucleótido antisentido 

HaNTP3 non-TIR 5’ GAATATTGTATAACGATACACGAG 3’ 5’ TTCCAGTAGCCCTAGAATGAAATG 3’ 

HaNTP5 non-TIR 5’ GACATTTATATAACGACGCACAAG 3’ 5’ TTCCATGGGCACATGAACGAAATG 3’ 

HaNTP6 non-TIR 5’ GACTATTGTACAATGAAAAGCAAG 3’ 5’ TTCCAGGAGCACATGCATGAAATG 3’ 

Ha-P1 CC (coiled coils) 5’ GCCCAAAATTGAAAGAAAGGTGTG 3’ 5’ GGCGAAATTGGTTCCCGTGAGTCG 3’ 

Ha-P2 CC (coiled coils) 5’ AATCTTGAGTCATTACCCGAGC 3’ 5’ CAGCGTCTCTGGTAGATCGTTCACC 3’ 

Ha-P3 CC (coiled coils) 5’ TAGTTAACCATGGCTGAAACCGCTG 3’ 5’ TTTGAAAGATAAGTTCGCCTCTCG 3’ 

 

2.13.2.2 Preparación de sondas correspondientes a marcadores SSR de localización 

única en el genoma de girasol 

2.13.2.2.1 Diseño de sondas tipo overgo (overlapping oligonucleotide probes) 

Las sondas overgo están compuestas de dos oligonucleótidos sintéticos que contienen 

una región complementaria de 8 pb 

(http://tree.caltech.edu/protocols/picture/overgo.jpg). Los dos oligonucleótidos de 24 pb 

que representan al overgo se solapan en una región de 8 pb dejando dos regiones de 16 

pb libres a cada lado, las cuales son rellenadas con nucleótidos marcados usando la 

ADN polimerasa Klenow (Promega, EUA). Ambas cadenas de ADN son marcadas con 

[α-32P]-dCTP y [α-32P]-dATP (NEN, Perkin Elmer, EUA), de esta manera, se genera 

una sonda de 38-44 pb con alta actividad específica (Gardiner et al., 2004). 

Una consideración importante en el diseño de las sondas overgo es la eliminación de 

cualquier secuencia repetitiva. Las secuencias de tipo overgo fueron examinadas 

manualmente para eliminar cualquier posible resto de hairpins y para comprobar que 

contengan al menos diez sitios de marcado para [32P]-dATP y [32P]-dCTP. Si en las 8 pb 

de la región que se solapa se encontraban menos de tres G-C, la longitud del 

solapamiento se incrementó a 9 pb para permitir la asociación estable entre los dos 

oligonucleótidos durante los pasos de marcado in vitro. 
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Las sondas fueron diseñadas a partir de marcadores SSR, EST-SSR e InDels 

anclados al mapa genético de referencia, usando los programas Overgo 1.02i (Cai et al., 

1998, http://mouse-genome.bcm.tmc.edu/webovergo/OvergoInput.asp) y OligoSpawn 

(http://oligospawn.ucr.edu/). Se diseñaron treinta y dos sondas pertenecientes a los 

grupos de ligamiento 9, 10 y 16. 

 

2.13.2.2.2 Marcación de sondas  

Las sondas overgo fueron marcados con [α-32P]-dATP y [α-32P]-dCTP, siguiendo 

método descripto por J. D. McPherson (http://www.tree.caltech.edu), con pequeñas 

modificaciones. 

Para tal fin, se desnaturalizó la mezcla de oligonucleótidos conteniendo 10 pmol de 

cada uno a 80º C durante 5 minutos, inmediatamente se colocó la mezcla a 37º C 

durante 10 minutos y se almacenó en hielo. Se realizó una reacción para cada par de 

oligonucleótidos utilizados; el volumen final de la reacción fue de 10 µl, conteniendo: 

 

Componentes [final] 

Buffer OLB (Overgo Labelling Buffer) 5X 1X 

BSA (Albúmina de Suero Bovino) 0,1 mg/ml 

Oligonucleótidos 10 pmol c/u 

[α-32P]-dATP* 10 µCi/µl 

[α-32P]-dCTP* 10 µCi/µl 

Klenow fragment (Invitrogen, EUA) 2 UE 

H2O Hasta 10 µl 

 

A continuación, la reacción se incubó a 37º C durante 1 hora. La remoción de los 

nucleótidos no incorporados se realizó utilizando el kit comercial “QiAquick® 

Nucleotide Removal Kit” (Qiagen, Alemania).  

Las sondas se desnaturalizaron agregando 1 volumen de NaOH 0,4 N durante 10 

minutos a temperatura ambiente. 
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La incorporación de deoxinucleótidos presentó un rango de 10 a 80%, de esta 

manera la actividad específica de la sonda overgo fue entre 0,5-2,5x106 dpm/pmol. 

 

2.13.2.2.3 Hibridación, lavados y exposición de membranas 

Los filtros de BACs fueron individualmente prehibridados en 15 ml de Buffer PAES 

(Acido polianetolesulfónico: 0,1% (p/v), pirofosfato de sodio 0,01% (p/v), SDS 1% y 

SSPE 2,5X) (Sambrook et al., 1989) de 4 a 16 horas a 58º C en un horno de hibridación 

con rotación continua (Biometra, Alemania), en botellas de hibridación. 

Luego de la prehibridación, se realizó la hibridación utilizando 10 ml de solución 

PAES. Se adicionaron entre 10 y 12 sondas marcadas radioactivamente, previamente 

desnaturalizadas a 90º C durante 10 minutos, al centro de cada botella conteniendo cada 

una un filtro de alta densidad de clones de BAC. La hibridación se realizó a la misma 

temperatura que la prehibridación durante 16 horas. 

Posteriormente, los filtros se lavaron a la misma temperatura de hibridación con 20 

ml de solución 2X SSC /0,1% SDS durante 5 minutos en la misma botella. Luego 

fueron retirados de la botella y lavados en bandeja durante 15 minutos adicionales con 

200 ml de la misma solución. La radioactividad final en cada membrana fue entre 20 y 

50 cuentas/min, evaluadas con un contador Geiger. Cuando el nivel de radioactividad 

detectado en las membranas superaba a 200 cuentas/min se aplicaron lavados 

adicionales con solución 1X SSC /0,1X SDS durante 15 minutos a la misma 

temperatura de hibridación (Sambrook et al., 1989).  

A continuación, los filtros de BAC se expusieron durante tres días en una pantalla 

de captación de imagen (Fuji film, Japón) y los patrones de hibridación fueron 

obtenidos usando el escáner Typhoon trio (Amersham Biosciences, RU) mediante el 

programa ImagenQuant (Amersham Biosciences, RU). Luego, las membranas se 

expusieron a placas autoradiográficas de alta sensibilidad (Biomax MS, Kodak) de 7 a 

21 días según la actividad específica de las sondas y la intensidad de la señal esperada. 
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2.13.2.2.4 Identificación de clones positivos y confirmación por PCR 

La identificación de los clones BAC positivos se realizó utilizando un transiluminador y 

el escáner de imágenes Typhoon trio (Amersham Biosciences, RU), seleccionándose 

clones por duplicado y de distinta intensidad. Los clones de BACs seleccionados fueron 

purificados utilizando el kit comercial NucleoBond® Xtra Midi Plus (Machery-Nagel, 

Alemania). La confirmación de los clones positivos se realizó por PCR, usando los 

oligonucleótidos específicos para cada microsatélite y utilizando como templado cada 

clon de BAC seleccionado. 

 

2.13.2.2.5 BAC-Southern blot  

Para evaluar la presencia de secuencias repetitivas en los clones BAC seleccionados, se 

realizó la digestión de 10 µg de ADN de cada uno de los clones durante 5 horas con la 

enzima EcoRI, utilizando 2,5 UE enzima/µg de ADN. Los productos de la digestión 

fueron sometidos a una electroforesis en geles de agarosa 0,8 % (m/v, en Buffer TAE 

1X a 0,6 mA/cm) a un voltaje constante de 20 V por 17 hs. El ADN fue transferido 

durante 16 hs a una membrana Hybond N+ (Amersham Pharmacia Biotech, Inc.) 

siguiendo las instrucciones del proveedor. Luego se inmovilizó el ADN transferido a la 

membrana mediante tratamiento con luz UV (120.000 µjoules/cm2) y horneado a 80º C 

por 120 min. 

Las membranas fueron hibridadas con las siguientes sondas de ADN repetitivo: 

(descriptas en el apartado 2.13.1.2): 

a) La sonda SSR-Ha785, con similitud a una secuencia altamente repetitiva (AN 

AJ009965) b) la sonda Rep1, derivada de la secuencia AN AJ009967 de girasol, con 

similitud a retrotransposones de la familia copia-like (Santini et al., 2002) y c) la sonda 

Retro2, derivada de la secuencia AN DQ229838, con similitud a retrotransposones de la 

familia gypsy-like (Tang et al., 2006).  

Estos fragmentos de ADN fueron purificados con el kit comercial Quiaex II gel 

extraction kit (Qiagen, Alemania) y marcados con [α32P]-dCTP (actividad específica 

Ci/µg, New England Nuclear, EUA), utilizando el kit de marcación Prime-a Gene® 

Labeling System (Promega, EUA), el volumen final de la reacción fue de 50 µl 

conteniendo: 
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Componentes  [final] 

ADN 100 ng 

Buffer Klenow 5X 1X 

dNTPs (dATP, dGTP, dTTP) 0,03 mM 

[α-32P*]-dCTP 0,02 mCi 

BSA 1X 

Fragmento Klenow de la ADN Polimerasa 1 UE  

 

La reacción se incubó 1 h a 37º C y luego se detuvo por inactivación de la enzima 

durante 10 min con NaOH 0,4 N. Durante este paso también se desnaturalizó la sonda 

marcada para poder incorporarla al buffer de prehibridación e iniciar la etapa de 

hibridación. 

Las membranas se prehibridaron a 65º C durante 4 horas con una solución PAES y 

la hibridación se realizó durante 16 horas a 65º C, en un horno de hibridación con 

rotación continua, como se describiera en el apartado 2.13.2.2.3.  

Posteriormente, las membranas se lavaron y se expusieron en una pantalla de 

captación de imagen (Fuji film, Japón), los patrones de hibridación fueron obtenidos 

usando el escáner Typhoon trio (Amersham Biosciences). 

 

2.14 Preparados citológicos, hibridación mediante la técnica FISH y amplificación 

de regiones específicas por PRINS/C-PRINS 

2.14.1 Obtención de preparados citológicos 

2.14.1.1 Obtención y fijación del material vegetal 

Se germinaron semillas de girasol en placas de Petri conteniendo algodón humedecido y 

papel de filtro hasta que las raíces alcanzaron una longitud de entre 1 y 2 cm 

(aproximadamente de 3 a 5 días). A continuación, las raíces se trataron con colchicina 

0,05% con el fin de arrestar a los cromosomas en metafase mitótica, durante 2 hs a 

temperatura ambiente, y luego fueron fijadas en una solución 3:1 de alcohol absoluto: 

ácido acético glacial a 4º C durante un período de 48 hs. 
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Las raíces fijadas fueron lavadas con agua destilada durante 10 min y luego 

colocadas en buffer ácido cítrico-citrato de sodio 1X durante 10 min. A continuación 

fueron incubadas en solución enzimática (celulasa 2% (p/v) y pectinasa 20% (v/v) a 37º 

C durante 3 horas y colocadas en buffer ácido cítrico-citrato de sodio 1X durante 24 hs a 

4º C. 

 

2.14.1.2 Técnica de aplastado (squash) 

El ápice radical de 2 a 3 mm de longitud se colocó sobre un portaobjetos con una gota 

de ácido acético 45%, se disgregó suavemente el material con una pinza, se colocó un 

cubreobjetos y se observó al microscopio de contraste de fase. En caso de observarse 

restos de citoplasma en las células, el portaobjetos se expuso al calor cuidadosamente a 

fin de eliminarlos. Una vez libre de citoplasma se procedió a la separación de los 

cromosomas por aplastado o squash para obtener preparados con células dispuestas en 

un solo plano. Los preparados se colocaron en hielo seco durante 60 min, se eliminaron 

los cubreobjetos, se secaron a temperatura ambiente y se conservaron a -20º C hasta el 

momento de su utilización. 

 

2.14.2 Hibridación in situ (FISH) 

La técnica de FISH fue realizada según Cuadrado & Jouve (1994). Los preparados se 

incubaron en alcohol: ácido acético 3:1 durante 10 min y luego se realizaron dos 

lavados de 10 min cada uno en alcohol absoluto. 

 

2.14.2.1 Acondicionamiento de los preparados para FISH 

Los preparados citológicos fueron pretratados con el fin de reducir la hibridación 

inespecífica. Estos pasos también ayudan a que la sonda y los reactivos de la detección 

penetren hasta el ADN, manteniendo la estabilidad de las secuencias blanco frente a los 

distintos tratamientos. Para ello, a cada portaobjeto se lo trató con 200 μl de RNAsa 

[100 µg/ml], y se lo cubrió con un cubreobjeto de plástico. Los preparados fueron 

incubados 1 h a 37º C en cámara húmeda. 
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Los preparados se lavaron en una solución 2X SSC a temperatura ambiente 3 veces 

durante de 5 min en agitación. A continuación, se incubaron en una solución de 

paraformaldehído al 4% (p/v) a temperatura ambiente durante 10 min en agitación, y se 

lavaron en 2X SSC a temperatura ambiente 3 veces durante 5 min en agitación. 

Luego, se procedió a su deshidratación, para ello, los preparados se incubaron 

sucesivamente en distintas soluciones de alcohol (70%, 90% y 100%) durante 3 min 

cada uno a temperatura ambiente. Los preparados se dejaron secar a temperatura 

ambiente durante 2 hs. 

 

2.14.2.2 Marcado de sondas para FISH 

Las sondas se marcaron por la técnica de random priming o iniciación con 

oligonucleótidos al azar, con digoxigenina 11-dUTP o mediante nick translation o 

desplazamiento de mella con biotina 14-dUTP.  

 

2.14.2.3. Hibridación 

Las reacciones de hibridación se llevaron a cabo en un volumen final de 30 μl, 

conteniendo los siguientes componentes: 

 

Componentes  [final] 

Formamida 50 % 

Sulfato de dextrano 10 % 

SSC 20X 2 X 

Sonda 25-200 ng 

DNA salmón [10 mg/ml] 0,3 mg/ml 

DNA competidor (bloqueante) 2-100 X 

SDS al 10 % 0,33 mg/ml 

H2O Llevar a 30 µl 
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Todos los clones de BAC, conteniendo la secuencia de interés, fueron hibridados en 

primera instancia sin utilizar ADN competidor, a fin de estimar la cantidad de ADN 

competidor necesaria para bloquear las señales repetitivas, la cual varió de 10 a 80 

veces con respecto a la cantidad de sonda. Como ADN competidor se utilizaron sondas 

de ADN repetitivo de girasol sin marcar; a saber: SSR-Ha785 y/o Rep1 teniendo en 

cuenta el resultado de los ensayos de BAC-Southern blot. 

La desnaturalización de la mezcla de hibridación se realizó a 70º C durante 15 min. 

A continuación, la mezcla se incubó en hielo durante 5 min y se centrifugó durante 10 

seg. Se colocaron 30 µl de la mezcla de hibridación a cada preparado, los cuales habían 

sido previamente deshidratados y secados al aire. Luego, se colocó un cubreobjeto de 

plástico a cada preparado.  

Los preparados fueron colocados en un termociclador (Eppendorf, Mastercycler, 

Alemania) utilizando el siguiente programa: 75º C durante 7 min; 55º C durante 30 seg; 

45º C durante 1 min; 42º C durante 2 min; 40º C durante 5 min; 38º C durante 5 min y 

37º C por tiempo indefinido. A continuación las muestras fueron incubadas en cámaras 

húmedas a 37º C en estufa, durante 16 horas. 

 

2.14.2.4 Lavados post-hibridación 

Para la remoción de la sonda libre, o sonda hibridada de manera inespecífica, se 

realizaron los siguientes lavados de manera secuencial con agitación: 

1) 2X SSC, durante 10 min a 42º C 

2) Formamida al 20% (v/v) en 0,1X SSC, durante 10 min a 42º C 

3) 0,1X SSC, durante 5 min a 42º C 

4) 2X SSC, durante 5 min a 42º C 

5) 4X SSC /tween 0,2%, durante 5 min a 42º C 

6) 4X SSC /tween 0,2%, durante 5 min a temperatura ambiente, dos veces. 
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2.14.2.5 Detección visual de los sitios de hibridación  

Como bloqueante de los sitios donde se pueden unir los anticuerpos utilizados (anti-

biotina y/o anti-digoxigenina) se utilizó de BSA al 5% (p/v) en solución 4X SSC/ tween 

0,2%. Se añadieron 100 µl de esta solución por preparado y se cubrió con cubreobjetos 

de plástico. Los preparados fueron incubados durante 5 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se quitaron los cubreobjetos y se drenó la solución en exceso. 

Para la detección de sondas marcadas con digoxigenina y/o biotina se adicionaron 

50 µl anti-digoxigenina FITC (isotiocianato de fluoresceína) en BSA al 5% (p/v) (1:50) 

y/o estreptoavidina-cy3 (1:300), respectivamente, a cada preparación. A continuación se 

colocó un cubreobjeto de plástico a cada preparado, los cuales, fueron incubados a 37º 

C durante una hora en cámara húmeda. Luego, fueron lavados tres veces en 4X SSC/ 

tween 0,2% durante 10 min. 

A fin de realizar una contra tinción de los cromosomas se adicionaron 75 µl de 

DAPI (4´6- diamidino-2-phenylindole) [2 µg/µl], se colocó un cubreobjeto de plástico a 

cada preparado y se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente. A continuación, 

los preparados se lavaron en 4X SSC/ tween 0,2%, se agregaron 30 µl de medio de 

montaje (Vectashield, Vector laboratories, EUA) y se cubrieron con cubreobjetos de 

vidrio. Los preparados fueron conservados en oscuridad a 2º C hasta su observación. 

 

2.14.2.6 Obtención y análisis de imágenes 

Las células fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia (Leica DMLB, 

Alemania), las fotos fueron tomadas con una cámara Leica DFC 350 FX y las imágenes 

se analizaron con el programa Adobe Photoshop CS2. 

Los cariogramas fueron confeccionados utilizando el programa MicroMeasure 3.01 

(http://www.colostate.edu/Depts/Biology/Micromeasure).  

 

2.14.3 Primed in situ labelling (PRINS) 

La hibridación por la técnica PRINS fue realizada según Menke et al. (1998) y 

desarrollada como parte de la tesis de Licenciatura de la Lic. Carolina Díaz (Díaz 

Quijano, 2007), dirigido por el Dr. Eduardo Greizerstein y la Dra. Lidia Poggio en el 



 

 

2. MATERIALES Y MÉTODOS

101

Laboratorio de Citogenética y Evolución de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales 

de la Universidad Nacional de Buenos Aires, utilizando los oligonucleótidos diseñados 

y/o desarrollados en la presente tesis. 

 

2.14.4 Cycling-Primed in situ labelling (C-PRINS) 

La hibridación por la técnica C-PRINS fue realizada según Kubaláková et al. (2001) con 

modificaciones, según se detalla a continuación. 

 

2.14.4.1 Preparación de la mezcla de extensión  

La mezcla de extensión se preparó para un volumen final de 50 µl, conteniendo:  

 

Componentes  [final] 

Buffer de Taq Polimeras 10X 1X 

MgCl2 2,5 mM 

dATPs 100 µM 

dCTP 100 µM 

dGTP 100 µM 

dTTP 34 µM 

Digoxigenina-11-dUTP o biotina-

16-dUTP (Roche Applied Science) 

8 µM 

Oligonucleótidos  0,8 µM 

Taq Polimerasa (Invitrogen, EUA) 2 UE 

H2O bidestilada Llevar a 50 μl 

 

Los preparados se sellaron colocando un marco (Frame-sealTM Incubation 

Chambers, Bio-Rad, EUA). En la zona delimitada por el marco se agregaron 50 µl de la 

mezcla de reacción y se colocó un cubreobjeto de plástico. 

Los preparados se colocaron en un termociclador (Eppendorf Mastercycler, 

Alemania) siguiendo el programa detallado a continuación: 91º C durante 4 min, 35 
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ciclos de 91º C durante 45 seg, 55-60º C durante 45 seg y 72º C durante 45 seg y la 

extensión final a 72º C por 5 min. 

 

2.14.4.2. Método indirecto de detección de la reacción 

La reacción se detuvo adicionando 100 µl de Stop buffer (2,923 g de NaCl, 1,861 g de 

Na2EDTA en 100 ml de agua destilada, pH 8,0). Los preparados se incubaron en estufa 

durante 2 min a 70º C. Se retiraron los marcos y a cada preparado se le adicionaron 100 

µl de BSA y se colocó un cubreobjeto de plástico. Los preparados fueron incubados 

durante 30 min a 37º C en 50 µl de anti-Dig fluoresceína diluida en buffer de bloqueo 

(BSA); la solución que se utilizó fue 1/40 anti-dig en BSA al 5%. 

Finalmente, los preparados fueron lavados 3 veces en 4X SSC/tween 0,2% durante 5 

min a temperatura ambiente, y fueron contra teñidos con 75 µl de DAPI (4´6-diamino-

2-phenylondole) [2 µg/ml], se colocaron cubreobjetos de plástico y se incubaron a 

temperatura ambiente durante 15 min. Luego los preparados se lavaron brevemente en 

4X SSC/tween 0,2%, se agregaron 30 µl de medio de montaje (Vactashield, Vector 

Laboratories, EUA) y se les colocó un cubreobjetos de vidrio. Los preparados se 

conservaron en oscuridad a 2º C. 

La obtención y el análisis de las imágenes se realizaron como se describió en el 

apartado 2.14.2.6. 
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3. RESULTADOS 
 

3.1 Población de mapeo: caracterización y evaluación genotípica 

De las 123 RILs que componen la población, 94 se seleccionaron para llevar 

adelante el trabajo de genotipificación y mapeo, dado que presentaban un poder 

germinativo alto y la extracción de ácidos nucleicos posibilitó la obtención de ADN de 

buena cantidad y calidad (Figura 3.1). En la multiplicación de las líneas recombinantes 

endocriadas derivadas del cruzamiento de RHA266 x PAC2 se observó una fuerte 

depresión por endogamia. El índice de germinación observado fue del 79%. 

 

 

Figura 3.1 Multiplicación de las 124 líneas recombinantes endocriadas en las 

instalaciones del Instituto de Biotecnología CICVyA INTA Castelar. 

 

El ADN de girasol fue extraído y purificado por el método de CTAB. Dado el alto 

contenido de polisacáridos que coprecipitan con el ADN, fue necesario incluir algunas 

modificaciones al método, como el agregado de PVP (polivinilpilorridona) en una 

proporción de 100 μl por cada 0,1 g de tejido fresco al buffer de extracción, y un paso 

adicional de purificación utilizando una resina comercial (Nucleon PhytoPure Plant 
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DNA Extraction; Amersham Pharmacia Biotech, RU). Este protocolo permitió aislar 

ADN genómico en cantidad y calidad adecuada para llevar adelante el trabajo de mapeo 

genético. 

 

3.2 Desarrollo de marcadores funcionales  

El desarrollo de marcadores funcionales se realizó a partir de secuencias de unigenes 

disponibles en bases de datos públicas (Índice de Genes de Girasol, HAGI, 

http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/) a través de la identificación de repeticiones en 

tándem, microsatélites contenidos dentro de secuencias que se expresan (EST-SSR), 

polimorfismo de un sólo nucleótido (SNP) o por inserciones y deleciones de nucleótidos 

(InDels). A continuación se detallan los resultados obtenidos con las diferentes técnicas 

empleadas. 

 

3.2.1. Búsqueda y caracterización de SSR en bases de datos de unigenes y análisis en 

cuatro genotipos 

La búsqueda de motivos de microsatélites contenidos en secuencias de unigenes de H. 

annus descriptos en el Plant Gene Index, Dana-Farber Cancer Institute 

(http://www.dfci.harvard.edu/), utilizando el programa CUGI-SSR Server permitió 

detectar 1.134 motivos de repetición compuestos por di-, tri-, tetra y pentanucleótidos en 

las 36.741 secuencias analizadas, considerando sólo aquellos SSR con una longitud 

mínima de la repetición de 18 bases para di-y trinucleótido y de 20 bases para tetra- y 

pentanucleótidos. La Figura 3.2 muestra las frecuencias de SSRs agrupadas por el tipo 

de SSR (di-, tri-, tetra- y pentanucleótido). 
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Figura 3.2 Distribución de los diferentes tipos de repetición de EST-SSR 

presentes en unigenes de girasol. 

 

De los 1.134 EST-SSR detectados, el 51,65% presentó motivos de trinucleótidos, el 

30,28% de dinucleótidos, el 9,32% de tetranucleótidos y el 8,74% de pentanucleótidos 

(Tabla 3.1). 

Ciento cuarenta y seis unigenes contenían más de una repetición (12,9%). 

 

Tabla 3.1 Frecuencia de SSR en la base de datos de EST de 

girasol. 

Tipo de  

repetición 

Cantidad de 

SSRs 

Longitud total 

(bp) 

Dinucleótido 367=30,28% 265144=29,98% 

Trinucleótido 626=51,65% 462236=52,27% 

Tetranucleótido 113=9,32% 81340=9,2% 

Pentanucleótido 106=8,74% 75622=8,55% 

Total 1134=100% 884342=100% 

 

Como se explicó en Materiales y Métodos apartado 2.5.1 los motivos de los 

microsatélites están representados por 4 diferentes dinucleótidos, 10 diferentes 

trinucleótidos, 33 diferentes tetranucleótidos y 102 motivos diferentes de 
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pentanucleótidos. Al momento de estimar las frecuencias fueron consideradas todas las 

posibles combinaciones de los cuatro nucleótidos. 

En la base de datos de unigenes de girasol (HAGI) se identificaron 281 EST con 

el motivo GA/CT, este fue el motivo más abundante identificado en un 23,2% de las 

secuencias analizadas, seguido por el motivo trinucleótido AAG/CTT presente en 144 

secuencias (11,9%). La Figura 3.3 resume la distribución de frecuencias de SSR 

derivados de EST, basada en el tipo de motivo presente en la secuencia. 
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Figura 3.3 Distribución de la frecuencia de los motivos de los EST-

SSR presentes en unigenes de girasol. 

 

Un motivo dinucleótido puede representar múltiples codones dependiendo del marco 

de lectura, y traducirse en diferentes aminoácidos. Por ejemplo, el motivo GA/CT puede 

representar los codones GAG, AGA, UCU y CUC en el ARNm y traducirse en los 

aminoácidos Arg, Ala, Leu, respectivamente. Ala y Leu están presentes en alta 

frecuencia en proteínas, 8% y 10%, respectivamente (Lewin, 1994). Esta podría ser una 

de las razones por las cuales el motivo GA/CT está presente en alta frecuencia en las 

colecciones de EST. 

 

Con el fin de asignar una función molecular probable a los marcadores derivados de 

EST-SSR, las secuencias correspondientes fueron analizadas usando el programa 
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Blast2Go (http://www.blast2go.de/), el cual asigna una clasificación a las secuencias 

según Gene Ontology (GO) (Tabla 3.2). 

Tabla 3.2 Clasificación según Gene Ontology (GO) de los EST de girasol conteniendo microsatélites 

genotipificados en la población de mapeo. La tabla muestra además el tipo de repetición y la localización en 

el mapa genético de ligamiento desarrollado en el presente trabajo. 

Nombre EST  

(TIGR) 

Clasificación según 

Gene Ontology 

Tipo de  

repetición 
GL 

TC21354 GO: 0004601 peroxidase activity trinucleótido - 

TC20625 GO: 0005488 binding trinucleótido 4 

TC26869 GO: 0005198 structural molecule activity trinucleótido 16 

TC23078 GO: 0003824 catalytic activity trinucleótido - 

TC24992 GO: 0005198 structural molecule activity trinucleótido 8 

TC26323 Sin anotación GO dinucleótido 17 

TC23602 GO: 0003824 catalytic activity tetranucleótido 8 

TC21542 GO: 0003824 catalytic activity trinucleótido - 

TC24343 Sin anotación GO tetranucleótido 16 

TC18194 GO: 0003824 catalytic activity dinucleótido 3 

TC25054 GO: 0005215 transporter activity pentanucleótido 16 

TC21990 GO: 0003824 catalytic activit dinucleótido - 

TC21689 GO: 0005488 binding trinucleótido 4 

TC22997 Sin anotación GO trinucleótido - 

TC15366 GO: 0003824 catalytic activit InDel 10 

TC18146 GO: 0003677 DNA binding InDel 10 

TC23762 GO: 0003824 catalytic activit InDel 14 
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Para desarrollar marcadores a partir de los EST-SSR identificados en los unigenes de 

girasol se seleccionaron 127 secuencias, las cuales fueron amplificadas en los genotipos 

RHA266, PAC2, HA89 y RHA80, resueltos y visualizados mediante la técnica de geles 

de poliacrilamida y tinción con nitrato de plata. Los resultados obtenidos fueron los 

siguientes: 74 EST-SSR mostraron patrones de amplificación claros, 47 fallaron en la 

obtención de productos de amplificación o generaron productos de amplificación 

ambiguos, complejos o difíciles de resolver y 6 oligonucleótidos amplificaron alelos 

nulos (0/1 o 1/0) (Tabla 3.3). Dentro del conjunto de marcadores que resultaron 

funcionales, 17 fueron polimórficos entre los genotipos analizados y 57, monomórficos. 

 

Tabla 3.3 Resultados obtenidos de la evaluación de 127 EST- SSR en 

cuatro líneas de girasol RHA266, PAC2, HA89 y RHA801  

 Líneas analizadas  
RHA266,  PAC2, HA89 y RHA801 

Polimórficos 13% 
Monomórficos 45% 
Falló PCR 37% 
Alelos nulos 5% 

 

Un ejemplo de los fragmentos obtenidos mediante geles de poliacrilamida 6% 

teñidos con nitrato de plata se puede ver en la Figura 3.4, la cual muestra el patrón de 

amplificación obtenido para un conjunto de 7 marcadores sobre los 4 genotipos 

analizados. 
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Figura 3.4 Patrón de amplificación de 7 marcadores EST-SSR sobre distintos genotipos de girasol. Los 

fragmentos fueron resueltos en un gel de poliacrilamida 6% desnaturalizante. Para cada marcador la 

primera calle corresponde al genotipo RHA266, la segunda al genotipo parental PAC2, la tercera al 

genotipo parental HA89 y la cuarta al genotipo parental RHA801. Referencias: P: polimórfico, M: 

monomórfico y 0/1 o 1/0: alelo nulo. N/A: falló PCR. 

 

3.2.2 Análisis de marcadores funcionales mediante CAPS 

Para evaluar polimorfismos de tipo SNPs mediante la técnica de CAPS se seleccionaron 

25 secuencias de ESTs a partir de la colección local, las cuales presentaban similitud con 
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secuencias de genes de función conocida (Fernández et al., 2003) un ejemplo se muestra 

en la Tabla 3.4. 

Tabla 3.4 Ejemplos de regiones candidatas seleccionadas para el mapeo de EST 

EST ID pb Genbank 
AN 

Función putativa (BLASTX) Organismo e-valor 

Defensa/estrés 

EF562 690 BU671932 germin-like protein Oryza sativa 8,0 e-41

EF332 908 BU671904 Fructosil transferase Helianthus tuberosus 1,00 e-59

EF421 436 Z49063 Polygalacturonase inhibitor factor Actinidia deliciosa 3,00 e-42

EF502 346 BU671910 Lipid transfer protein Gossypium hirsutum 2,00 e-14

F201 243 BQ789917 Auxin-responsive protein Arabidopsis thaliana 2,00 e-25

F205 276 BU671946 leucine zipper protein Arabidopsis thaliana 3,00 e-40

Señalización 
F211 356 BU671951 serine/threonine protein 

phosphatase PP2A-3 catalytic 

subunit protein 

Oryza sativa subsp. 

Indica 

2,00 e-25

F241 287 AJ003197 adenine nucleotide translocator 

protein 

Lupinus albus 4,00 e-33

Proteasas e inhibidores de proteasas  
F232 544 BU671929 putative zinc protease protein Arabidopsis thaliana 9,00 e-62

Oxido-reducción 
F221 268 M25528 ferredoxin-NADP+ reductase 

protein 

Mesembryanthemum 

crystallinum 

8,00 e-26

Pared celular 
F226 308 U81049 actin protein. Pisum sativum 1,00 e-16

F228 538 BU671932 calreticulin protein Nicotiana 

plumbaginifolia 

1,00 e-21

 

Las secuencias seleccionadas fueron amplificadas en los genotipos RHA266 y PAC2 

y secuenciadas en ambos sentidos. Las secuencias obtenidas fueron editadas eliminando 

regiones de baja calidad y/o contaminantes, se les asignaron valores de calidad usando el 

algoritmo Phred y se confirmó la identidad del gen candidato comparando la secuencia 

en bases de datos públicas de proteínas, para lo cual se utilizó el programa BLASTX 
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(Altschul et al., 1990). De las 50 secuencias ensayadas, 46 fueron de buena calidad, con 

una lectura promedio de 550 bases, las secuencias fueron editadas utilizando el 

programa Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html). Para el 

reconocimiento de SNPs se utilizó el programa SNP2CAPS. El programa identificó in 

sílico 21 polimorfismos a partir de 23 secuencias confiables. La Figura 3.5a muestra un 

ejemplo de la utilización de dicho programa con el marcador EF421 (Genbank AN: 

Z49063). En este caso, el programa predijo que existen dos sitios de restricción para la 

enzima TaqI en el parental HA1 (RHA266), de 200 pb, a las 31 y 46 pb, con lo cual los 

fragmentos esperados son tres: 154, 15 y 31 pb y que existen tres sitios de restricción 

para la misma enzima con el parental HA2 (PAC2), de 210 pb. De esta manera, los 

fragmentos definidos son cuatro: 101, 63, 15 y 31 pb. 

Los polimorfismos identificados in sílico fueron evaluados experimentalmente 

utilizando las enzimas de restricción correspondientes. Sólo 2 de los 21 polimorfismos 

detectados en los parentales de la población de mapeo pudieron desarrollarse como 

marcadores CAPs (F205 y F234 cuyos números de acceso son GenBank AN BU671882 

y BU671930 Figura 3.5b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.5a Vista de la pantalla de resultados del programa SNP2CAPS para el alineamiento de 

las secuencias correspondientes al fragmento EF421. 
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Figura 3.5b Gel de poliacrilamida 6% desnaturalizante, teñido con SYBR® Gold (Molecular 

Probes, EUA) mostrando el polimorfismo entre los parentales de la población de mapeo 

RHA266 x PAC2 de los marcadores F205 y F234. 

 

3.3 Análisis de marcadores utilizando diferentes estrategias de genotipificación 

Durante el desarrollo de esta tesis se ensayaron diferentes técnicas de genotipificación 

con el fin de optimizar un procedimiento que fuera sencillo de implementar, 

reproducible y automatizable de acuerdo a las posibilidades disponibles en el 

laboratorio. Inicialmente se utilizó la técnica de amplificación por PCR con 

oligonucleótidos fríos, la resolución en geles de poliacrilamida y la visualización 

mediante tinción con nitrato de plata. Con la utilización de esta técnica los resultados 

fueron satisfactorios. Sin embargo, la técnica de visualización implementada fue muy 

demandante de tiempo y muy sensible a la calidad del agua y a los reactivos utilizados. 

Con el propósito de simplificar el paso de visualización, se reemplazó la tinción con 

AgNO3 por la tinción con SYBR® Gold (Molecular Probes, EUA), este método es más 

rápido y ágil, pero sólo fue eficiente en aquellos marcadores que presentaban una buena 

amplificación y bandas nítidas. 

Con el fin de aumentar la sensibilidad y la procesividad del sistema de detección, se 

ensayó el método de amplificación usando nucleótidos marcados con radiactivo y 

detección por autorradiografía como método alternativo para reducir el tiempo de cada 

ensayo. Los resultados obtenidos fueron satisfactorios, pero el tiempo empleado fue 

similar al empleado con la tinción con plata y, teniendo en cuenta los riesgos del 

operador, fue discontinuado. 

Finalmente, se desarrolló una técnica de genotipificación automática mediante 

electroforesis capilar usando un analizador automático de fragmentos (ABI3130XL 

Applied Biosystems, EUA) y oligonucleótidos fluorescentes. Para explorar al máximo 
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las posibilidades del sistema, ampliar la capacidad de procesamiento de muestras y 

hacerlo más económico, las muestras para la electroforesis fueron preparadas utilizando 

los tres flouróforos disponibles (HEX, 6-FAM y NED), combinando los colores con los 

diferentes tamaños en pb de los fragmentos amplificados, evitando la superposición de 

fragmentos del mismo tamaño y del mismo color. Se reunieron en cada panel un grupo 

de hasta seis marcadores compatibles. 

Antes de preparar los paneles de co-electroforesis, los fragmentos se evaluaron en 

geles de agarosa para ajustar las diluciones correspondientes, a fin de que la intensidad 

de la señal para los distintos fluorocromos se encuentre dentro del rango de 

fluorescencia adecuado, entre 200 a 4.000 RFU. En la mayoría de los marcadores, la 

intensidad de la señal de fluorescencia se encontró dentro del rango adecuado, y para 

aquellos fragmentos donde se identificaron intensidades fuera del rango esperado se 

realizó una nueva dilución de la muestra. 

Con esta técnica se lograron resultados consistentes a los obtenidos previamente 

usando métodos manuales, con la ventaja de un aumento en la calidad del genotipado y 

una reducción considerable del tiempo de análisis de cada marcador. 

Si bien el método de genotipificación automática utilizando oligonucleótidos 

fluorescentes resultó exitoso y se observó un aumento en la calidad del genotipado 

comparado con los métodos colorimétricos, tales como nitrato de plata, los costos de los 

oligonucleótidos marcados son altos y, por este motivo, se ensayó un método alternativo 

de marcado indirecto, el cual implicó el agregado de 19 nucleótidos de la secuencia 

universal M13 al extremo 5' del oligonucleótido sentido. De esta manera la reacción de 

amplificación se llevó adelante con tres oligonucleótidos; el sentido modificado, el 

antisentido y el universal M13 marcado con una modificación fluorescente en el extremo 

5'. Esta metodología se llevó a cabo con una selección de 139 microsatélites. Los 

resultados obtenidos no fueron satisfactorios, observándose baja efeciencia y baja 

reproducibilidad en la amplificación. Debido a esto, se resolvió proseguir con la técnica 

de marcado directo. 
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3.4 Análisis de marcadores moleculares 

3.4.1 Análisis de marcadores microsatélites genómicos  

Con el fin de referenciar los mapas existentes para girasol cultivado, se seleccionó un 

grupo de 404 marcadores microsatélites de un conjunto de 550 marcadores 

hipervariables (Paniego et al., 2002). Paralelamente, se incluyó un grupo de 256 

marcadores microsatélites públicos desarrollados en la Universidad de Oregon (ORSx) 

seleccionados de un conjunto de 657 marcadores mapeados por Tang et al. (2003) en 

tres poblaciones de mapeo (RHA280 x RHA281, RHA370 x RHA372 y PHA x PHB) y 

distribuidos en los 17 grupos de ligamiento del mapa público desarrollado por Tang et 

al. (2003). En total se analizaron 594 SSR (279 HAx y 315 ORSx) en los parentales de 

la población de mapeo RHA266 x PAC2, de los cuales resultaron informativos 224 SSR 

(101 HAx y 123 ORSx), 241 fueron monomórficos, 89 amplificaron alelos nulos (0/1 ó 

1/0) y 40 presentaron productos de amplificación inespecíficos, complejos, difíciles de 

resolver o no pudieron ser amplificados. Los porcentajes se resumen en la Tabla 3.5. 

 

Tabla 3.5 Resultado del análisis de 594 

marcadores SSR en los parentales 

RHA266 y PAC2. 

 

 

 

 
 

 
 

Los 224 marcadores polimórficos detectados en las líneas parentales fueron 

genotipificados en 94 RILs mediante los métodos descriptos en la sección 3.3. 

Con la utilización de geles de poliacrilamida y visualización mediante tinción con 

nitrato de plata se analizaron en total 135 SSR en los parentales de la población de 

mapeo de los cuales resultaron informativos 52 HAx y 44 ORSx. La Figura 3.6 muestra 

un ejemplo de análisis de los parentales de la población de mapeo mediante geles de 

 RHA266 x PAC2 

Polimórficos 37,7% 

Monomórficos 40,6% 

Falló PCR 6,7% 

Alelos nulos 15% 
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poliacrilamida teñidos con AgNO3. La Figura 3.7 muestra un ejemplo de 

genotipificación de la población de mapeo mediante geles de poliacrilamida teñidos con 

AgNO3. 

 

 

Figura 3.6 Identificación de polimorfismos de SSRs genómicos en los genotipos RHA266 y PAC2. 

Electroforesis de fragmentos de amplificación de microsatélites en girasol en gel de poliacrilamida 6% 

desnaturalizante provenientes de la amplificación de 25 marcadores microsatélites en los genotipos 

parentales, RHA266 y PAC2. En la primera calle se muestran el marcadores de peso molecular (PM) 

estándar de 25 pb (Invitrogen, EUA). Para cada marcador la primera calle corresponde al genotipo 

RHA266 y la segunda al genotipo parental PAC2. Referencias: P: polimórfico, M: monomórfico y 0/1 o 

1/0: alelo nulo. N/A: falló la PCR. 
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Figura 3.7 Fotografía de un gel de poliacrilamida 6% teñido con nitrato de plata 

mostrando la segregación de los alelos del marcador microsatélite ORS510 en los 

parentales (RHA266 y PAC2) y en 28 líneas recombinantes de la progenie. 

 

Con la utilización de nucleótidos marcados con radiactivo se analizaron en total 214 

SSR en los parentales de la población de mapeo, de los cuales resultaron informativos 26 

HAx y 32 ORSx (Figura 3.8). 
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Figura 3.8 Fotografía de un gel de poliacrilamida 6% mostrando la segregación del marcador 

microsatélites HA3204 utilizando métodos radiaoctivos (γ-P32) en los parentales de la población de 

mapeo (RHA266 y PAC2) y en 46 RILs. 

 

Mediante EC fueron genotipificados 70 marcadores (23 HAx y 47 ORSx). Además, 

la mayoría de los marcadores genotipificados de manera manual, fueron re-

genotipificados en forma automática con el propósito de completar los datos faltantes y 

corroborar el tamaño de los alelos. A fin de preparar las diluciones óptimas para la 

corrida por electroforesis capilar los fragmentos se evaluaron en geles de agarosa 1,5% 

teñidos con bromuro de etidio. En la Figura 3.9a se observa el producto de amplificación 

de los marcadores HA2605 y HA503, utilizando el oligonucleótido sentido marcado con 
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el flouróforo HEX (cuyo color emitido es el verde) y 6-FAM (cuyo color emitido es el 

azul) respectivamente. En la Figura 3.9b se observa el producto de amplificación de los 

marcadores HA3886, ORS432 y HA3319, utilizando el oligonucleótido sentido marcado 

con el flouróforo NED (cuyo color emitido es el amarillo). 

 

 

Figura 3.9 Fotografía de un gel de agarosa 1,5% mostrando el producto de amplificación de los 

marcadores microsatélites. 3.9a HA2605 y HA503 utilizando los fluoróforos HEX y 6-FAM. 

3.9b HA3886, ORS432 y HA3319 utilizando el fluoróforo NED. 

 

Con el propósito de definir los alelos correspondientes de cada marcador se 

definió para cada alelo la región del espectro en la cual se registra su señal, llamada 

“bin”. Como ejemplo se puede observar las Figuras 3.10a y b, las cuales muestran 

los electroferogramas correspondientes al marcador microsatélite ORS297 en las 

líneas recombinantes C100 y C139 las cuales presentan un alelo de 226 pb y 222 pb 

respectivamente, (flouróforo utilizado HEX). El parental RHA266 presenta un alelo 

de 226 pb (indicado con el bin A) y el parental PAC2 un alelo de 222 pb (indicado 

con el bin B). 

a b 
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Figura 3.10 Electroferogramas del marcador microsatélite ORS297, obtenido sobre las 

líneas recombinantes C100 y C139 utilizando el secuenciador automático de capilares 

Applied Biosystems 3130XL. 3.10a El pico muestra un alelo de 226 pb derivado de la 

segregación del parental RHA266 (A). 3.10b El pico muestra un alelo de 222 pb derivado 

de la segregación del parental PAC2 (B). 
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En los casos donde fue posible, los paneles para la EC fueron preparados 

utilizando los tres flouróforos disponibles (HEX, 6-FAM y NED) combinando los 

colores con los diferentes tamaños en pb de los fragmentos amplificados, evitando la 

superposición de fragmentos del mismo tamaño y color. La tabla 3.6 muestra un 

ejemplo de co-electroforesis de seis marcadores compatibles. En la Figura 3.11a se 

observan los datos luego de la EC de seis marcadores que conforman un panel 

descriptos en la Tabla 3.6, a saber: ORS316 y ORS483 (6-FAM, azul), ORS297 y 

ORS1085 (HEX, verde), y ORS243 y ORS301 (NED, negro) sobre la línea 

recombinate C125. En la figura 3.11b se definieron los alelos correspondientes de 

cada marcador sobre la línea recombinante C125. 

En la Figura 3.12 se muestra la co-electroforesis de los marcadores descriptos en 

la Tabla 3.6 y la visualización simultánea de tres genotipos RILs (LR46, C121 y 

C138 en el Genotype Plot. 

 

Tabla 3.6 La tabla muestra los datos de la EC de seis 

marcadores que conforman un panel. 

Marcador Flouróforo Alelo A Alelo B

ORS316 6-FAM (azul) 182 pb 178 pb 

ORS483 6-FAM (azul) 267 pb 269 pb 

ORS297 HEX (verde) 226 pb 222 pb 

ORS1085 HEX (verde) 281 pb 277 pb 

ORS243 NED (negro) 173 pb 169 pb 

ORS301 NED (negro) 235 pb 237 pb 
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Figura 3.11a y b Co-electroforesis de seis marcadores microsatélites que conforman un panel 

descripto en la Tabla 3.6 sobre la línea recombinante C125 en el Genotype Plot. 
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Figura 3.12 Visualización simultánea de tres genotipos en el Genotype Plot. Se observa la co-

electroforesis de seis marcadores microsatélites ORS316 y ORS483 (6-FAM, azul), ORS297 y 

ORS1085 (HEX, verde), y ORS243 y ORS301 (NED, negro). En la parte superior, central e 

inferior de la pantalla se observa el análisis de los fragmentos utilizando las líneas LR46, C121 y 

C138 respectivamente. 

 

Independientemente del método de genotipificación empleado los alelos observados 

en las líneas parentales para los SSR desarrollados en el INTA (HAx) y en la 

Universidad de Oregon (ORSx) coincidieron en el 92% de los casos con los alelos 

definidos previamente en la línea de girasol HA89 (Paniego et al., 2002) y HA370 (Tang 

et al., 2002). Así, en la mayoría de las líneas analizadas se observaron los mismos alelos 

y en muy pocos caso fueron identificados alelos nuevos. (ver Tabla anexa). 

La información completa de todos los marcadores se puede consultar en la Tabla 

anexa. 

Del total de loci analizados, en un porcentaje cercano al 0,9 % de las 94 líneas 

analizadas fueron heterocigotas, el cual se aproxima valor de heterocigosidad esperado 

(0,78%). 
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3.4.2 Análisis de marcadores EST-SSR  

Los marcadores polimórficos entre los genotipos PAC2 y RHA266 fueron 

genotipificados en 94 RILS de la progenie mediante la técnica de electroforesis capilar 

usando oligonucleótidos fluorescentes. 

Previo al paso de genotipificación mediante EC, los fragmentos fueron evaluados en 

geles de agarosa 1,5% a fin de realizar las diluciones correspondientes. Un ejemplo se 

puede observar en la Figura 3.13 la cual muestra el producto de amplificación de los 

marcadores TC18194 (marcado con el fluoróforo 6-FAM) y TC22997 (marcado con el 

fluoróforo HEX) en los genotipos RHA266, PAC2, HA89 y RHA801. 

 

 

Figura 3.13 Fotografía de un gel de 

agarosa 1,5% mostrando el producto 

de amplificación de los marcadores 

TC18194 (6-FAM) y TC22997 

(HEX). Para cada marcador la primera 

calle corresponde al genotipo 

RHA266, la segunda al genotipo 

PAC2, la tercera al genotipo HA89 y 

la cuarta al genotipo RHA801. 

 

El análisis de los fragmentos correspondientes a los marcadores funcionales se 

realizó usando el programa GeneMapper® 4.0 (Applied Biosystem, EUA). En la Figura 

3.14 se puede observar simultáneamente la amplificación de las líneas C82, C115 y 

LR29 para el marcador TC11140 (actualmente incluido en el contig TC24992) en el 

Genotype Plot. 
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Figura 3.14 Visualización simultánea correspondiente a la amplificación de tres líneas para el 
marcador TC11140. El alelo parental RHA266 (A) tiene un tamaño de 184 pb y el alelo parental 
PAC2 (B) tiene un tamaño de 180 pb. En la parte superior, central e inferior se observa el producto 
de amplificación del marcador TC11140 en las líneas C82, C115 y LR29. 

 
 
3.5 Construcción del mapa genético de ligamiento 

Para evaluar la selección inicial de marcadores, el sistema de mapeo, el tamaño muestral, 

el tratamiento estadístico y la utilidad de los programas computacionales disponibles, los 

datos se incorporaron al mapa de referencia a distintos intervalos de tiempo, lo que 

permitió realizar ajustes de la selección de marcadores y de la metodología. 

El análisis de segregación de los 584 marcadores que componen la matriz de datos se 

realizó utilizando el programa GQMOL (Schuter & Cruz, 2004; 

WWW.ufv.br/dbg/gqmol/gqmol.htm) y el test estadístico FDR (False Discovery Rate) 

(Benajmin & Hocheberg, 1995), considerándose una significancia global del 

experimento del 5%. Sólo el marcador HA765 presentó segregación distorsionada y fue 

descartado de futuros análisis. 

Como se describió en Materiales y Métodos, para la confección del mapa genético de 

ligamiento se utilizó el programa Carthagene 0.999 (Schiex & Gaspin, 1997), 

estableciendo un porcentaje de recombinación máximo de 35% y un LOD mínimo de 4. 
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Los grupos de ligamiento obtenidos con este programa fueron analizados de manera 

independiente utilizando el programa Mapmaker 3.0 (Lander et al., 1987) con el fin de 

corroborar la posición de los marcadores dentro del grupo y de testear la inclusión de 

marcadores no ligados bajo los parámetros de mapeo establecidos inicialmente. Para este 

propósito, los nuevos marcadores se analizaron bajo el porcentaje de recombinación 

máximo de 35% y se disminuyó el valor de LOD hasta un mínimo de 3. De esta manera, 

el mapa genético quedó conformado por un total de 547 marcadores (231 SSR (81 

SSR/HAx, 113 SSR/ORSx y 34 SSR/cartisol), 9 EST-SSR, 3 InDels y 304 AFLPs) 

localizados en 17 grupos de ligamiento. De los 547 marcadores, 209 fueron incorporados 

al mapa a partir de este trabajo, de los cuales 172 fueron incluidos con LOD 4 y el resto 

con LOD 3. 

La longitud total estimada del mapa genético fue de 1.942,3 cM con una densidad 

media de 3,6 cM por locus. El grupo de ligamiento 10 fue el más denso (2,9 cM/locus), 

mientras que el grupo de ligamiento 17 fue el menos denso (4,9 cM/locus). La longitud 

de los grupos fluctúa de 71,9 (GL 7) a 203 cM (GL 10) y contienen de 20 (GL 13) hasta 

70 (GL 10) marcadores. La región de mayor longitud sin cubrir de marcadores (gaps) 

fue de 13,2 cM y se observó en el GL 17 (ver Tabla 3.7 y Figura 3.15). 

• El GL 1 incluyó 21 marcadores, 8 marcadores SSR (6 ORSx y 2 HAx) y 13 

marcadores AFLP, con una longitud promedio de 83,3 cM y una densidad de 3,9 

cM/locus. Los marcadores ORS53, ORS662, ORS803 y ORS509 se 

correlacionaron con el GL 1 del mapa compuesto de Yu et al. (2003) y el 

marcador ORS365 correlacionó con el mismo GL del mapa de Tang et al. 

(2003). 

• El GL 2 incluyó 29 marcadores, 15 SSR (11 ORSx y 4 HAx) y 14 AFLP, con 

una longitud de 112,5 cM y una densidad 3,8 cM/locus. Los marcadores 

ORS423, ORS1035, ORS1065, ORS1194, ORS1045, ORS925, ORS653, 

ORS229 y ORS342 se correlacionaron con el GL 2 del mapa de Yu et al. (2003). 

El marcador ORS342 fue incluido con LOD 3. 

• El GL 3 incluyó 30 marcadores, 13 SSR (3 ORSx, 3 SSx, 7 HAx) y 16 AFLP, 

con una longitud de 92,9 cM y una densidad media de 3 cM/locus. Los 

marcadores ORS718, ORS657 y ORS432 se correlacionaron con el GL 3 del 
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mapa de Yu et al. (2003). Se incorporó el marcador microsatélite SSL303, el cual 

estaba presente en la matriz y no había sido incluido al mapa genético 

previamente por no encontrarse ligado a los marcadores disponibles. Los 

marcadores HA920, HA3938 y SSL303 fueron incluidos con LOD 3. 

• El GL 4 incluyó 29 marcadores, 7 SSR (3 ORSx, 4 HAx), 2 EST-SSR y 20 

AFLP, con una longitud de 95,9 cM y una densidad media de 3,3 cM/locus. Los 

marcadores ORS620 y ORS1068 se correlacionaron con el GL 4 del mapa 

descripto por Yu et al. (2003). 

• El GL 5 incluyó 27 marcadores, 11 SSR (6 ORSx, 1 SSx y 4 HAx) y 16 AFLP, 

con una longitud de 103,5 cM y una densidad media de 3,8 cM/locus. Los 

marcadores ORS1024 y ORS433 se correlacionaron con el GL5 del mapa de Yu 

et al. (2003), el marcador y el ORS1159 correlacionaron con el GL 5 del mapa de 

Tang et al. (2003). Se incorporó el marcador microsatélite SSL231, el cual estaba 

presente en la matriz y no había sido incluido al mapa genético de ligamiento 

previamente. Los marcadores HA140 y SSL231 fueron incluidos con LOD 3. 

• El GL 6 incluyó 21 marcadores, 8 SSR (5 ORSx, 1 SSx y 2 HAx) y 13 AFLP, 

con una longitud de 83,6 cM y una densidad media de 3,9 cM/locus. Los 

marcadores ORS483, ORS381 y ORS1233 se correlacionaron con el GL 6 del 

mapa de Tang et al. (2003), el marcador ORS381 se correlacionó con el mapa de 

Yu et al. (2003). 

• El GL 7 incluyó 23 marcadores, 8 SSR (4 ORSx y 4 HAx) y 15 AFLP, con una 

longitud de 71,9 cM y una densidad media de 3,1 cM/locus El marcador ORS331 

se correlacionó con el mapa de Tang et al. (2002) y el marcador ORS1041 se 

correlacionó con el mapa de Yu et al. (2003). 

• El GL 8 incluyó 34 marcadores, 17 SSR (7 ORSx, 3 SSx y 7 HAx), 2 EST-SSR 

y 15 AFLP, con una longitud de 112 cM y una densidad media de 3,2 cM/locus. 

Los marcadores ORS1043, ORS243 y ORS894 se correlacionaron con el GL 8 

del mapa de Tang et al. (2002) y los marcadores ORS418 y ORS894 se 

correlacionaron con el mapa de Yu et al. (2003). Los marcadores HA3513, 

ORS1043, TC23602, TC24992, HA911, ORS243, ORS418_1, ORS329, 

HA3581, HA3278, HA362, HA3971, ORS894_2 fueron incluidos con LOD 3. 
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• El GL 9 incluyó 42 marcadores, 16 SSR (8 ORSx, 3 SSx y 5 HAx) y 26 AFLP 

con una longitud de 141,7 cM y una densidad media de 3,3 cM/locus. Los 

marcadores ORS805, ORS887, ORS510 y ORS1265 se correlacionaron con el 

GL9 del mapa de Tang et al. (2002) y los marcadores ORS1127 y ORS428 se 

correlacionaron con el mapa de Tang et al. (2003). Los marcadores ORS1009 y 

HA2564 fueron incluidos con LOD 3. 

• El GL 10 incluyó 70 marcadores, 23 SSR (9 ORSx, 6 SSx y 8 HAx), 2 EST-SSR 

y 45 AFLP, con una longitud de 203 cM y una densidad media de 2,9 cM/locus. 

Los marcadores ORS889, ORS878, ORS591 y ORS691 se correlacionaron con el 

GL 10 del mapa de Tang et al. (2002). Los marcadores ORS380, ORS437, 

ORS1144 y ORS691 se correlacionaron con el GL10 del mapa de Tang et al. 

(2003) y el marcador ORS78 se correlacionó con el mapa de Yu et al. (2003). 

• El GL 11 incluyó 21 marcadores, 7 SSR (4 ORSx, 1 SSx y 2 HAx) y 14 AFLP, 

con una longitud de 77,5 cM y una densidad media de 3,6 cM/locus. Los 

marcadores ORS733, ORS354, ORS1146 y ORS5 se correlacionaron con el GL 

11 del mapa de Yu et al. (2003). 

• El GL 12 incluyó 31 marcadores, 15 SSR (6 ORSx, 4 SSx y 5 HAx) y 16 AFLP, 

con una longitud de 109,1 cM y una densidad media de 3,5 cM/locus. Los 

marcadores ORS671, ORS679, ORS123 y ORS1085 se correlacionaron con el 

GL 12 del mapa descripto por Tang et al. (2002). 

• El GL 13 incluyó 20 marcadores, 10 SSR (3 ORSx, 1 SSx y 6 HAx) y 10 AFLP, 

con una longitud de 89,3 cM y una densidad media de 4,4 cM/locus. Los 

marcadores ORS630 y ORS511 se correlacionaron con el GL 13 del mapa 

descripto por Tang et al. (2002) y el marcador ORS316 se correlacionó con el 

GL 13 del mapa de Yu et al. (2003). Los marcadores ORS630, ORS511, 

ORS316 y HA4208 fueron incluidos con LOD 3. 

• El GL 14 incluyó 39 marcadores, 20 SSR (8 ORSx, 8 HAx, 4 SSx), 1 INDEL y 

18 AFLP, con una longitud de 153,4 cM y una densidad media de 3,9 cM/locus. 

Los marcadores ORS578, ORS391 y ORS1086 se correlacionaron con el GL 14 

del mapa descripto por Tang et al. (2002) y los marcadores ORS1152 y ORS301 
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se correlacionaron con el GL 14 del mapa de Yu et al. (2003). Los marcadores 

ORS1128 y ORS578 fueron incluidos con LOD 3. 

• El GL 15 incluyó 24 marcadores, 13 SSR (7 ORSx, 2 SSx y 4 HAx) y 11 AFLP, 

con una longitud de 89,2 cM y una densidad media de 3,7 cM/locus. Los 

marcadores ORS8 y ORS401 se correlacionaron con el GL 15 del mapa descripto 

por Tang et al. (2003), los marcadores ORS121 y ORS420 se correlacionan con 

el GL 15 del mapa descripto por Yu et al. (2003) y los marcadores ORS1242, 

ORS499 y ORS687 se correlacionaron con el mapa descripto por Tang et al. 

(2002). 

• El GL 16 incluyó 51 marcadores, 28 SSR (18 ORSx, 3SSx, 1 iuBx y 6 HAx), 3 

EST-SSR y 20 AFLP, con una longitud de 178,7 cM y una densidad media de 

3,5 cM/locus. Los marcadores ORS899, ORS303, ORS126, ORS656, ORS303, 

ORS788 y ORS485 se correlacionaron con el GL 16 del mapa descripto por 

Tang et al. (2002). Los marcadores ORS128 y ORS993 se correlacionaron con el 

GL 16 del mapa descripto por Yu et al. (2003) y los marcadores ORS455 y 

ORS407 se correlacionaron con el GL 16 del mapa descripto por Tang et al. 

(2003). Los marcadores ORS5_2, ORS126_2, ORS788, ORS993, ORS495_1, 

ORS470, HA360 y ORS495_2 fueron incluidos con LOD 3. 

• El GL 17 incluyó 35 marcadores, 12 SSR (8 ORSx, 1 SSx y 3 HAx), 1 EST-SSR 

y 22 AFLP, con una longitud de 173,4 cM y una densidad media de 4,9 

cM/locus. Los marcadores ORS169, ORS297, ORS677, ORS1097, ORS1247 se 

correlacionaron con el GL 17 del mapa descripto por Tang et al. (2002). Los 

marcadores ORS31_3, ORS297, TC26323 y HA3971 fueron incluidos con LOD 

3. 

Treinta y dos marcadores SSR (20 SSR/HAx y 12 SSR/ORSx) y 5 EST-SSR no 

pudieron ser incluidos en el mapa de ligamiento.  

La evaluación de los marcadores de distintas fuentes, los programas de mapeo y los 

parámetros estadísticos aplicados resultaron adecuados, ya que en general los 

marcadores se distribuyen de manera amplia y coherente para aquellos marcadores 

localizados previamente en otros mapas de ligamiento (Tang et al., 2002; 2003; Yu et 

al., 2003). 
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Tabla 3.7 Distribución y densidad de los marcadores en cada grupo de ligamiento. 

Grupo de 
ligamiento 

AFLP 
 

SSR 
 

EST-SSR InDels
 

Número 
de loci 

Longitud 
(cM) 

Densidad 
(cM/locus) 

1 13 8 - - 21 83,3 3,9 

2 14 15 - - 29 112,5 3,8 

3 16 13 1 - 30 92,9 3,0 

4 20 7 2 - 29 95,9 3,3 

5 16 11 - - 27 103,5 3,8 

6 13 8 - - 21 83,6 3,9 

7 15 8 - - 23 71,9 3,1 

8 15 17 2 - 34 112,0 3,2 

9 26 16 - - 42 141,7 3,3 

10 45 23 - 2 70 203,0 2,9 

11 14 7 - - 21 77,5 3,6 

12 16 15 - - 31 109,1 3,5 

13 10 10 - - 20 89,3 4,4 

14 18 20 - 1 39 153,4 3,9 

15 11 13 - - 24 89,2 3,7 

16 20 28 3 - 51 178,7 3,5 

17 22 12 1 - 35 173,4 4,9 

Total 304 231 9 3 547 1.942,3 3,6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

3. RESULTADOS

129

Mapa genético de ligamiento 

1 2 3 4 5
ORS8030.0
E35M61_311.6
E40M50_1818.0
E38M48_323.8
E37M47_1526.5
E33M48_229.2
E33M48_1630.5
E40M50_1532.9
E40M62_437.7
E32M61_1042.9
E33M62_1145.7
E33M60_348.0
E35M60_1150.9
ORS50955.8
ORS36561.8
HA409064.7
HA7769.1
ORS66271.9
ORS95976.7
ORS5380.8

E32M49_883.3

E32M47_90.0
E38M60_107.4
E38M50_39.2
E41M50_1211.5
E36M59_712.9
E41M62_2815.3
E37M61_918.7
E35M60_2324.8
ORS42332.0
HA332535.5
HA4112 ORS106538.6
ORS103541.0
HA323944.0
HA320846.3
ORS119449.4
ORS525_150.7
ORS92551.6
ORS20353.1
ORS65356.1
E41M50_260.6
E38M50_2665.0
E40M62_1769.5
E32M61_281.1
ORS22987.6
E33M48_494.6
E35M60_4101.5
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Figura 3.15 Mapa de ligamiento de SSRs, EST-SSR, EST-InDels y AFLPs sobre una población de líneas 

recombinantes del cruzamiento de RHA266 x PAC2. Los grupos de ligamiento descriptos fueron 

numerados en base a la nomenclatura del mapa de microsatélites descripto por Tang et al., (2003). Las 

distancias de mapa (en cM) entre los loci están indicadas sobre el lado izquierdo de cada grupo de 

ligamiento. En rojo: SSR desarrollados por el INTA (HAx), en verde: SSR desarrollados en la Universidad 

de Oregon (ORSx), en celeste: EST-SSR, en violeta: EST-InDels y en negro: AFLPs (ExMx) y SSR (iubx, 

SSLx y SSUx) desarrollados por el grupo Cartisol y genotipificados por Al-Chaarani et al. (2004). 
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 Figura 3.15 Continuación 

3.5.1 Distribución de los marcadores moleculares 

El test de rachas, utilizado para analizar la distribución de los marcadores SSR y AFLPs, 

no presentó evidencias para rechazar la Ho (“Los marcadores se distribuyen al azar en 

los grupos de ligamiento”) en los grupos de ligamiento 5, 6, 7 y 11, con un nivel de 

confianza de 95%, lo que indicaría que en los mencionados GL los marcadores se 

distribuirían al azar. Sin embargo, en los grupos de ligamiento restantes a saber: GL 1, 2, 

3, 4, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 16 y 17 se rechaza la Ho, lo que indicaría que en los 

mencionados GL los marcadores no se distribuirían al azar sino que se encontrarían 

agrupados en distintas regiones a lo largo del grupo de ligamiento, alternando 

agrupaciones de microsatélites con conglomerados de marcadores de tipo AFLPs. 
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3.6 Contribución mediante diversas sondas a la caracterización del complemento 

cromosómico de Helianthus annuus utilizando la técnica de FISH  

Con el fin de caracterizar el complemento cromosómico de H. annuus se diseñaron y/o 

amplificaron diversas sondas correspondientes a secuencias ribosomales y a secuencias 

repetitivas de diferente origen. Este trabajo fue realizado en colaboración con el 

Laboratorio de Citogenética de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBA, 

bajo la dirección de la Dra. Lidia Poggio y el Dr. Eduardo Greizerstein. Los resultados 

de esta sección están parcialmente documentados en la tesis de licenciatura de Díaz 

Quijano (2007). 

 

3.6.1 Sondas derivadas de la región ribosomal 26S 

Se amplificó un fragmento de 232 pb con similitud a ADN ribosomal 26S, denominado 

EF235 (GenBank, AN: BU671882) obtenido a partir de la colección local de ESTs 

(Fernández et al., 2003) (ver Materiales y Métodos, Figura 2.13.1). 

En los ensayos de hibridación mediante la técnica FISH, se observó que la sonda 

EF235 hibridó en tres pares cromosómicos revelando la presencia de 6 zonas de genes 

ribosomales. Como se observa en las Figuras 3.16a y b las señales de hibridación 

coinciden con los satélites. Se observan además, diferencias en el tamaño de las señales, 

lo que podría deberse a polimorfismos en el número de copias de dichas secuencias en 

cada uno de los cromosomas. Esta sonda permitió identificar tres de los diecisiete pares 

cromosómicos y, asimismo, ha permitido la identificación de regiones ribosomales en 

otras especies H. resinosus, amaranthus y allium cepa, con mejor definición que la 

sonda de ADN ribosomal pTa71 de trigo, de 9 Kb, (Gerlach & Bedbrook, 1979) 

utilizada generalmente y reportada previamente para girasol (Greizerstein, comunicación 

personal). 

 

 



 

 

3. RESULTADOS

134

 

Figura 3.16a Metafases mitóticas hibridadas con sonda EF235 correspondiente a la región 

ribosomal 26S. Se observan seis señales de hibridación detectadas con Cy3 (roja). 3.16b Misma 

célula contratinción con DAPI. La barra indica 10 µm. 

 

3.6.2 Sonda derivada de una secuencia altamente repetitiva de girasol 

La sonda denominada SSR-Ha785 tiene un tamaño de 239 pb y presenta similitud en 

bases de datos públicas de nucleótidos con una región altamente repetitiva de girasol 

denominada HAN9965 (Genbank AN: AJ009965) (ver Materiales y Métodos Tabla 2.3 

y Figura 2.7). En los ensayos de hibridación mediante FISH mostró una señal de 

hibridación dispersa sobre todos los cromosomas (Díaz Quijano, 2007), pudiéndose 

identificar sólo algunos pares de cromosomas. 

 

3.6.3 Utilización de un clon de BAC con alto contenido de ADN repetitivo como sonda 

en experimentos de FISH 

El clon de BAC denominado BAC772, conteniendo secuencias repetitivas con similitud 

a la secuencia SSR-Ha785 (ver sección Materiales y Métodos, Figura 2.13.1.3) fue 

aislado de una genoteca de BACs para girasol (Clemson, CUGI HA_HBa) y utilizado 

como sonda en ensayos de hibridación in situ. Las hibridaciones BAC-FISH revelaron 

un patrón de hibridación menos disperso al observado mediante FISH utilizando la 

misma sonda (SSR-Ha785) aislada y marcada individualmente.  
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Las bandas-FISH observadas al hibridar con el clon BAC772 conjuntamente con el 

análisis de la morfología y tamaño de los cromosomas permitió identificar los 17 

cromosomas presentes en girasol en base al análisis sobre varias células (Figura 3.17 y 

3.18). Se confeccionó un cariograma (Figura 3.19a y b) y su correspondiente idiograma 

ilustrado en la figura 3.19c. Se identificaron 11 pares metacéntricos, 2 pares 

submetacéntricos y 4 pares subtelocéntricos. Las bandas-FISH permitieron discriminar 

entre pares de cromosomas de igual morfología y tamaño. 
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Figura 3.17a-c Metafase mitótica: hibridación utilizando el clon 

BAC772. 3.17a Tinción con DAPI. 3.17b Hibridación detectada con 

estreptoavidina-Cy3. Los números indican los miembros de cada par 

cromosómico. 3.17c Doble exposición de la misma célula. La barra 

indica 10 µm. 
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Figura 3.18a-d Metafases mitóticas de la línea HA89 de girasol. 3.18 b y d Hibridación utilizando como 

sonda el clon BAC772 detectado con estreptoavidina-Cy3. 3.18 a y c Contratinción con DAPI. La barra 

indica 10 µm. 



 

 

3. RESULTADOS

138

Tomado de Díaz Quijano (2007), con modificaciones 

Figuras 3.19a y b Cariograma de girasol realizado a partir de la célula de la figura 3.17.3.19c Idiograma 

correspondiente al cariograma. m= cromosomas metacéntricos, sm= cromosomas submetacéntricos, st= 

cromosomas subtelocéntricos. La barra indica 10 µm.  

 

A fin de caracterizar el contenido de las secuencias repetitivas presentes en el clon de 

BAC usado como sonda, se secuenciaron los extremos del mismo y se realizaron 

ensayos de BAC-Southern-blot. El análisis comparativo de las secuencias de los 

extremos del BAC repetitivo con bases de datos públicas mediante el programa 

BLASTX reveló similitud a un retrotransposón de arroz de la familia Ty1-copia-like. 

Los ensayos de BAC-Southern-blot se llevaron a cabo utilizando las siguientes sondas: 

SSR- Ha785 (Paniego et al., 2002) con similitud a secuencias altamente repetitivas de 

girasol (GenBank AN: AJ009965); Rep1 con similitud a retrotransposones de la familia 

copia-like (GenBank AN: AJ009967) (Santini et al., 2002); y Retro3 con similitud a 

retrotransposones de la familia gypsy-like (GenBank AN: DQ229838) (Tang et al., 
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2006). Las tres sondas revelaron señales de hibridación, siendo la sonda SSR-Ha785 la 

que presentó señales de mayor intensidad, lo que posiblemente indica un número de 

copias mayor de estas secuencias (ver Figura 3.20). 

 

 

Figura 3.20 BAC- Southern blot del clon repetitivo BAC772 utilizando como 
sondas tres secuencias repetitivas de girasol. 3.20a La secuencia SSR- Ha785 
(Paniego et al., 2002) con similitud a secuencias altamente repetitivas de girasol. 
3.29b La secuencia Rep1 con similitud a retrotransposones de la familia copia-
like (Santini et al., 2002). 3.20c La secuencia Retro3 con similitud a 
retrotransposones de la familia gypsy-like (Tang et al., 2006). 

 

3.6.4 Contribución mediante diversas sondas repetitivas a la caracterización del 

complemento cromosómico de H. annuus utilizando la técnica de PRINS  

En forma simultánea al desarrollo de técnicas FISH para caracterizar el complemento 

cromosómico de girasol, se evaluó la aplicabilidad de la técnica de PRINS. En primer 

lugar se amplificaron regiones correspondientes a la secuencia Retro2 utilizando 

oligonucleótidos específicos, (ver Materiales y Métodos, apartado 2.13.1.2b). Los 
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oligonucleótidos Retro2 amplifican un fragmento de 844 pb del retrotransposon Ty3 

gypsy-like (Tang et al., 2006). En la Figura 3.21 se evidencian señales de amplificación 

de esta secuencia en distintos cromosomas. En este ensayo se utilizó Biotina-16-dUTP 

como nucleótido marcado y se reveló con estreptoavidina-Cy3 (rojo). Aunque se 

observaron señales de hibridación discretas en algunos cromosomas, esta sonda no 

permitió identificar el complemento cromosómico completo. 

 

 

Figura 3.21 Metafase mitótica de hibridación mediante PRINS 

utilizando el oligonucleótido Retro2. Las flechas señalan bandas que 

corresponden a la extensión del oligonucleótido. Fluorocromo 

utilizado para la detección: Cy3. La barra indica 10 µm. 
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3.7 Localización de secuencias de copia única mediante BAC-FISH, PRINS y C-

PRINS 

3.7.1 Utilización de clones de BAC conteniendo microsatélites como sonda en 

experimentos de hibridación in situ 

Con el fin de relacionar los grupos de ligamiento con los cromosomas correspondientes, 

se realizaron ensayos aplicando la técnica de BAC-FISH, usando como sondas clones de 

BAC seleccionados a partir de microsatélites de localización única en el mapa de girasol, 

asociados a QTLs de interés.  

Para esta etapa se seleccionó un conjunto de 32 marcadores microsatélites 

distribuidos en los grupos de ligamiento 9, 10 y 16. Esta selección se basó en resultados 

de un trabajo paralelo a esta tesis, en el cual se identificaron distintos QTLs de 

resistencia al patógeno de girasol S. sclerotiorum en el GL 10 (Maringolo, 2007) y QTLs 

que están siendo confirmados en los GL 9 y 16 (Maringolo, comunicación personal). 

Los marcadores seleccionados fueron usados como sondas, en grupos de entre diez y 

doce, para analizar una genoteca de BAC de girasol representada en once filtros de alta 

densidad de clones de BACs (BAC: HA_HBa, www.genome.clemson.edu). Las sondas 

fueron diseñadas como overgo utilizando los programas bioinformáticos Overgo 1.02i 

(Cai et al., 1998, http://mouse-genome.bcm.tmc.edu/webovergo/OvergoInput.asp) y/u 

OligoSpawn (http://oligospawn.ucr.edu/) y marcadas radioactivamente como se describe 

en Materiales y Métodos, produciendo un fragmento doble cadena de 36 a 40 pb. 

Cada grupo de sondas overgo, conteniendo entre 10 y 12 sondas, fue hibridado en 

una primera etapa en dos filtros de BACs. Como resultado de las hibridaciones se 

obtuvieron más de 70 clones positivos de variada intensidad (ver Figura 3.22) y se 

seleccionaron al azar 35 clones de distinta intensidad de la señal. Con el fin de 

identificar qué marcador estaba incluido en cada clon de BAC, se realizaron reacciones 

de PCR de cada clon con cada uno de los oligonucleótidos específicos para cada 

fragmento. Se obtuvieron seis clones positivos, dos de los cuales pertenecían al mismo 

microsatélite, distribuidos en los tres grupos de ligamiento seleccionados inicialmente. 

Los clones positivos fueron denominados BAC1, BAC2, BAC3, BAC4, BAC5, BAC6 y 

fueron identificados con las sondas de los fragmentos HA928, HA928, HA4222, 

HA2063, ORS805 y HA2600 respectivamente (ver Tabla 3.8). 
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Figura 3.22 Autorradiografía de un filtro de BAC de alta densidad (Clemson, 

CUGI, HA_HBa), hibridado con un grupo de diez sondas overgo. Las flechas 

indican ejemplos de clones positivos con señales duplicadas. 

 

Tabla 3.8 Nombre, tipo y motivo de la repetición del marcador microsatélite incluido 

en el clon de BAC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nombre 
clon de 

BAC 

Marcador 
microsatélite

Tipo de 
repetición 

Motivo de la 
repetición 

GL 

BAC1 HA928 Compuesto      
(di –trinucleótido) 

GT-ATT 10 

BAC2 HA928 Compuesto      
(di –trinucleótido) 

GT-ATT 10 

BAC3 HA4222 Trinucleótido ATT 16 
BAC4 HA2063 Compuesto     

(di-dinucleótido) 
GA-GT 9 

BAC5 ORS805 Dinucleótido GA 9 
BAC6 HA2600 Dinucleótido GA 10 
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A fin de realizar las hibridaciones mediante la técnica de BAC-FISH los seis clones 

de BACs fueron marcados por la técnica de nick translation con biotina-14-dUTP y 

revelados con estreptoavidina-Cy3 y/o por la técnica de random priming con 

digoxigenina 11-dUTP y revelados con FITC. 

En los ensayos de hibridación in situ utilizando como sonda los seis clones de BACs 

se observaron en todas las células señales de hibridación dispersa. Sin embargo, se 

observó un patrón de dispersión distinto para cada uno. Un ejemplo de estos ensayos 

puede verse en la Figura 3.23, al utilizar como sonda el clon de BAC3 marcado con 

digoxigenina 11-dUTP en cromosomas prometafásicos, se observan señales de 

hibridación de manera dispersa sobre la mayoría de los cromosomas existiendo 

diferencias entre cromosomas con respecto a la intensidad y distribución. Los resultados 

de la hibridación utilizando como sonda los clones de BACs sugerirían que los mismos 

podrían contener además de las secuencias de localización única en el genoma, 

correspondientes a los SSR, secuencias repetitivas. La presencia de estas regiones 

repetitivas podrían explicar los patrones de hibridación dispersos obtenidos. 

 

 

Figura 3.23 Prometafase mitótica: se observan 

señales de localización dispersa en ensayo de 

BAC-FISH utilizando como sonda el clon de 

BAC3 marcado con digoxigenina 11-dUTP y 

detectado con FITC. Contratinción con DAPI. La 

barra indica 10 µm. 
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Con el fin de evaluar la presencia de secuencias repetitivas presentes en los clones de 

BACs seleccionados para FISH, se realizaron ensayos de BACs-Southern blot utilizando 

como sondas las tres secuencias de ADN repetitivo descriptas en el apartado 3.6.3. Estos 

ensayos permitieron confirmar la presencia de elementos repetitivos en todos los BACs 

seleccionados, los cuales mayoritariamente hibridaron positivamente con la sonda 

derivada del fragmento SSR-Ha785 siendo los clones de BACs 2 y 5 los que presentaron 

mayor número de copias de elementos repetitivos (Figura 3.24a). La sonda derivada de 

Rep1, con similitud a retrotransposones de la familia copia-like GenBank AN: 

AJ009967 (Santini et al., 2002), reveló señales de hibridación en los clones 1 y 6 (Figura 

3.24b). No se observaron señales de hibridación al utilizar como sondas los fragmentos 

denominados Retro2 y Retro3 con similitud a retrotransposones de la familia gypsy-like 

GenBank AN: DQ229838 (Tang et al., 2006).  

 

Figura 3.24 BAC- Southern blot de los 6 clones BAC seleccionados. 3.24a Señales de 

hibridación observada en todos los clones de BACs al utilizar como sonda el fragmento 

SSR-Ha785 (Paniego et al., 2002) con similitud a secuencias altamente repetitivas de 

girasol. 3.24b Señales de hibridación observada en los clones de BACs 1 y 6 al utilizar 

como sonda el fragmento Rep1, con similitud a retrotransposones de la familia copia-like 

AN AJ009967 (Santini et al., 2002). 
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La información derivada de estas hibridaciones fue importante para el diseño de los 

experimentos de bloqueo de preparados cromosómicos para la detección de secuencias 

únicas por la técnica BAC-FISH. Como se mencionó anteriormente, esta técnica puede 

resultar limitada por la presencia de señales inespecíficas debidas a hibridaciones de 

secuencias altamente repetitivas contenidas en la sonda. 

Teniendo en cuenta los resultados del ensayo de BAC-Southern blot, los clones de 

BACs fueron hibridados utilizando como ADN bloqueante secuencias repetitivas 

descriptas para girasol sin marcar. Para ello, se ajustaron las concentraciones de ADN 

bloqueante para cada BAC en particular y se realizaron varios ensayos utilizando de 10 a 

80 veces de ADN bloqueardor con respecto a la cantidad de ADN usado como sonda. En 

la Figura 3.25 pueden observarse los resultados obtenidos utilizando 20 veces de ADN 

bloqueador SSR-HA785 con respecto a la concentración de sonda BAC3, el cual 

contiene al microsatélite HA4222 anclado en el GL 16. En estas condiciones se 

visualizan dos señales de hibridación intensa, correspondientes a la localización única de 

este fragmento en un par de cromosomas supuestamente homólogos. Este resultado fue 

reproducible en siete células distribuidas en dos preparados. 

En la Figura 3.26 se observan los resultados obtenidos utilizando 15 veces de ADN 

bloqueante SSR-HA785 con respecto a la concentración de sonda, y 10 veces de ADN 

bloqueante Rep1 en un ensayo de FISH utilizando como sonda el BAC6, el cual 

contiene al microsatélite HA2600, anclado en el GL 10. Si bien este resultado necesita 

ser confirmado se observan dos señales teloméricas en un par de cromosomas 

metacéntricos de tamaño similar. Este resultado fue reproducible en distintas células de 

un preparado. 
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Figura 3.25 Metafase mitótica: las flechas indican señales de 

hibridación en cromosomas homólogos en un ensayo de BAC-FISH 

utilizando como sonda el clon de BAC3 conteniendo al microsatélite 

HA4222 (GL 16). La contratinción fue realizada con DAPI. Relación 

ADN marcado: ADN bloqueante 1:20. La barra indica 10 µm. 

 

 

Figura 3.26 Metafase mitótica: las flechas indican dos señales 

teloméricas en cromosomas homólogos en un ensayo de BAC-FISH 

utilizando como sonda el clon de BAC6 conteniendo al microsatélite 

HA2600 (GL 10). La contratinción fue realizada con DAPI. Relación 

ADN marcado: ADN bloqueante (SSR-Ha785) 1:15 y relación ADN 

marcado: ADN bloqueante (Rep1) 1:10. La barra indica 10 µm.  
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3.7.2 Localización de secuencias de bajo número de copias o de copia única mediante 

PRINS y C-PRINS (Cycling-Primed in situ labelling) 

3.7.2.1 Localización de secuencias microsatélites 

En paralelo, y como ensayo complementario a la técnica de BAC-FISH, se probaron las 

técnicas de PRINS y C-PRINS. Para ello, se seleccionaron seis microsatélites incluidos 

en el mapa genético descripto en el apartado 3.5. En esta selección se tuvo en cuenta que 

el marcador hubiera presentado al menos una de las siguientes condiciones: muy buena 

lectura en el electroferograma al realizarse la genotipificación (picos bien definidos), que 

amplifique un solo alelo, que estén preasociados a QTLs de interés y/o tamaño de la 

región amplificada (ver Tabla 3.9). 

 

Tabla 3.9 La tabla muestra tamaño, tipo de repetición, asociación a QTLs y el grupo de ligamiento al cual 

están anclados los microsatélites seleccionados para poner a punto las técnicas de PRINS y C-PRINS. 

Nombre 
del SSR 

Tamaño Motivo Función asociada   GL Referencias 

HA3102 229pb GA QTL de resistencia a Phoma 15 Afadil et al. 
(2007) 

HA3103 184pb GA QTL de resistencia a estrés 
hídrico 

7 Kiani et al. 
(2007) 

ORS297 226pb TG QTL de resistencia a estrés 
hídrico 

17 Kiani et al. 
(2007) 

ORS805 279pb CCA/AG QTL de resistencia a Phoma 9 Afadil et al. 
(2007) 

ORS1085 281pb CT QTL de resistencia a estrés 
hídrico 

12 Kiani et al. 
(2007) 

ORS1247 339pb CT QTL de resitencia a S. 
sclerotiorum 

17 Maringolo, 
comuicación 

personal 

 

Mediante la técnica de PRINS, utilizando los oligonucleótidos correspondientes a la 

región flanqueante de los microsatélites seleccionados se detectaron para todos los casos 

señales de hibridación inespecíficas y baja eficiencia en la reproducibilidad. Debido a la 

dificultad en la puesta a punto de la técnica y a la baja sensibilidad de la misma para 

detectar secuencias de copia única y con el propósito de disponer de una técnica de 

citogenética molecular altamente sensible y específica para la detección de secuencias de 
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bajo número de copia o de copia única, se optimizó la técnica C-PRINS (ver Materiales 

y Métodos, sección 2.14.1). 

En una primera etapa se utilizaron los oligonucleótidos correspondientes a la región 

flanqueante de los marcadores microsatélites ORS1247, anclado en el GL 17, de 339pb, 

el cual presenta asociación a QTLs de resistencia a S. sclerotiorum (Maringolo, 

comunicación personal) y el microsatélite HA3103, anclado en el GL 7, el cual presenta 

asociación a QTLs de resistencia a estrés hídrico (Kiani et al., 2007). 

La Figura 3.27 muestra la extensión mediante C-PRINS utilizando oligonucleótidos 

que amplifican al microsatélite ORS1247. Se observaron dos señales de hibridación 

localizadas en los satélites de un par de cromosomas homólogos. Estos resultados fueron 

reproducibles en distintas células de un preparado. 

 

 

 

Figura 3.27 Metafase mitótica: las flechas indican la localización del 

microsatélite ORS1247 usando C-PRINS. La barra indica 10 µm. 

 

La Figura 3.28a muestra la extensión mediante C-PRINS, utilizando 

oligonucleótidos que amplifican al microsatélite HA3103 en cromosomas metafásicos; 

se observa una señal de hibridación localizada en la región media de un cromosoma. La 

Figura 3.28b muestra la extensión del mismo marcador en un núcleo interfásico. Esto 
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indicaría que en la línea HA89 existiría una mutación en el sitio de hibridación del 

oligonucleótido en el cromosoma homólogo. Estos resultados fueron reproducibles en 10 

células distribuidas en dos preparados. 

 

 

Figura 3.28 a: Metafase mitótica b: núcleo interfásico. Las flechas 

señalan la localización del microsatélite HA3103 mediante C-PRINS. 

La barra indica 10 µm. 
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3.7.2.2 Localización de secuencias de RGAs (Análogos de genes de resistencia) 

Se amplificaron y se clonaron cuatro fragmentos que presentaban similitud a RGAs en 

base de datos públicas de girasol, denominados HaNTP3 de 250 pb y HaNTP6 de 270 

pb, pertenecientes a la familia de los genes R de tipo non-TIR-NBS-LRR, caracterizados 

y mapeados por Radwan et al. (2003) en el GL 13 del mapa de Yu et al. (2003) y los 

fragmentos denominados HaP2 de 1.200 pb, HaP3 de 1.150 pb, pertenecientes a la 

familia de los genes R de tipo CC-NBS-LRR caracterizados y mapeados por Radwan et 

al. (2004) en el GL13 del mapa de Yu et al. (2003). 

Se realizaron varios ensayos de hibridación mediante FISH, utilizando como sonda 

el producto de amplificación de los fragmentos HaP2 de 1.200 pb y HaP3 de 1.150 pb y  

mediante la técnica de PRINS, utilizando el oligonucleótido HaP2. En ningún caso se 

observó señal de hibridación con dichas sondas. Si se considera que se trata de 

secuencias de bajo número de copias, y atendiendo al resultado positivo obtenido con la 

técnica C-PRINS para la localización de marcadores únicos en el genoma, la 

optimización de la técnica C-PRINS para la detección de RGAs en girasol puede 

considerarse como una alternativa a explorar. 
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4. DISCUSIÓN 
 

 

Este trabajo se focaliza en el desarrollo de un mapa genético saturado de referencia y la 

localización de secuencias de interés en un mapa físico. Contar con un mapa de estas 

características que integre la información de los mapas existentes para girasol, el 

desarrollo de marcadores moleculares y la localización cromosómica de secuencias de 

interés mediante la elaboración de un mapa físico, constituyen herramientas genómicas 

valiosas tanto para profundizar el análisis genómico de regiones agronómicamente 

importantes y el análisis comparativo de genomas de especies relacionadas, como para 

su aplicación en programas de selección asistida con marcadores moleculares y/o el 

clonado molecular de genes de interés. 

 

4.1 Población de mapeo 

En el desarrollo de esta tesis se utilizó una población de líneas recombinantes 

endocriadas provenientes del cruzamiento de las líneas puras de girasol RHA266 

(resistente a mildiu) y PAC2 (resistente a S. sclerotioum). Esta población ha sido 

utilizada en numerosos trabajos de mapeo genético y mapeo de QTLs (Al-Chaarani et 

al., 2002; 2004; Alfadil et al., 2007; Ebrahimi et al., 2008; Flores Berrios et al., 1999a; 

2000; Herve et al., 2001; Hu et al., 2006; Kiani et al., 2007a y b; Kiani; 2008). Algunos 

estudios sostienen la ventaja de la utilización de RILs para el desarrollo de mapas 

genéticos y la detección de QTLs (Austin & Lee, 1996), debido a que las RILS son 

genotipos homocigotas y pueden ser propagadas sin futuras segregaciones. Además, 

sufren meiosis múltiples antes de alcanzar la homocigosidad, por lo tanto, los genes 

ligados tienen gran probabilidad de recombinar y, de esta manera, los efectos 

pleiotrópicos pueden ser detectados (Burr & Burr, 1991). Estos efectos incrementan el 

poder de evaluar diferencias entre clases genotípicas. Así, los mapas desarrollados con 

estas poblaciones presentan mayor resolución que los mapas desarrollados con 

poblaciones F2. 

El grado de precisión en la medición de las distancias genéticas y la determinación 

del orden de los marcadores están directamente relacionados al número de individuos 

estudiados en la población de mapeo. Idealmente, una población de mapeo para la 
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construcción de mapas de ligamiento debe contener como mínimo 50 individuos 

(Collard et al., 2005). La población utilizada en este trabajo consiste de 123 líneas 

recombinantes, por lo que puede ser considerada dentro de los parámetros admisibles 

para la obtención de un mapa confiable. 

 

4.2 Desarrollo de marcadores moleculares funcionales en girasol 

El desarrollo de marcadores funcionales se realizó a partir de 36.741 secuencias de 

unigenes disponibles en bases de datos públicas (Índice de Genes de Girasol, 

http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/), a través de la identificación de microsatélites 

contenidos dentro de secuencias que se expresan (EST-SSR), polimorfismos de un solo 

nucleótido (SNP) o por inserciones y deleciones de nucleótidos (InDels). 

En la búsqueda de los marcadores funciones de tipo EST-SSR fueron consideradas 

las secuencias que presentaron más de un motivo microsatélite, llamados microsatélites 

compuestos, pero no aquellas donde la repetición está interrumpida, llamadas 

microsatélites imperfectos, ya que esto hubiese dificultado la interpretación de los 

resultados. Además, según lo reportado en otras especies, este tipo de SSR genera bajo 

nivel de polimorfismo, presumiblemente debido a que el estadio mutacional inicial 

genera menos posibilidades para el deslizamiento de la polimerasa (Smulders et al., 

1997). 

El proceso de identificación de microsatélites en secuencias de unigenes disponibles 

en bases de datos públicas se inicia con la definición de los criterios de identificación de 

los tipos de repetición, los cuales se ajustan en gran medida al propósito final del 

estudio. En este caso, como el propósito fue identificar marcadores informativos, se 

utilizaron criterios restrictivos fundamentalmente en relación al largo total de las 

repeticiones, considerando que en estudios previos la probabilidad de encontrar 

polimorfismos aumenta de manera proporcional a la longitud del SSRs (Cho et al., 

2000; La Rota et al., 2005; Temnykh et al., 2001). Los criterios utilizados incluyeron 

una longitud mínima de 18 bases para los di- y trinucleótidos, y de 20 bases para los 

tetra- y pentanucleótidos, identificándose un total de 1.134 secuencias. Niveles similares 

de astringencia fueron reportados por Kantety et al. (2002) y Gao et al. (2003). En una 

segunda etapa, se amplió el rango de longitud de la repetición a un valor mayor o igual a 
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12 nucleótidos, con el propósito de incluir mayor cantidad de secuencias candidatas 

relacionadas con características de interés agronómico, identificándose en este caso 

4.002 secuencias. Este considerable aumento en la identificación de EST-SSR coincide 

con lo observado por otros autores al utilizar como criterio de búsqueda longitudes de 

repetición entre 10 y 12 nucleótidos. 

Como resultado de la búsqueda de motivos de microsatélites contenidos en 

secuencias de unigenes de H. annuus, fueron identificados SSR en más del 3% de las 

secuencias analizadas, bajo el criterio de 18 bases para los di- y trinucleótidos, y de 20 

bases para los tetra- y pentanucleótidos. Este resultado es consistente con lo encontrado 

por otros autores, los cuales describen porcentajes de EST-SSR entre 1,5% y 4,7% de 

las secuencias analizadas en cebada, maíz, arroz, sorgo y trigo (Gao et al., 2003; 

Kantety et al., 2002). Sin embargo, en especies como el trigo y la pimienta, han sido 

detectadas frecuencias mayores al 11% (Nicot et al., 2004; Yi et al., 2006). Kumpatla & 

Mukhopadhyay (2005) analizaron EST-SSR en 49 dicotiledóneas incluyendo al girasol 

y describieron porcentajes que varían entre 2,65% y 16,82%. Para girasol en particular, 

analizaron 60.007 secuencias de ESTs depositadas en el GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y encontraron una frecuencia de ESTs-SSRs de 6,18%. 

En dicho estudio, el criterio para la identificación de SSR fue menos astringente que el 

utilizado en este trabajo, incluyendo entre los motivos de repetición a los 

mononucleótidos y tomando el valor de 10 nucleótidos como el largo mínimo de la 

repetición. Dichos autores concluyen que los mononucleótidos fueron los más 

frecuentes, seguidos por los dinucleótidos y los trinucleótidos. Por otro lado, Pashley et 

al. (2006) buscaron EST-SSR a partir de secuencias de EST de girasol depositadas en la 

base de datos CGPDB (http://cgpdb.ucdavis.edu), con un criterio de selección de una 

repetición mínima de 10 unidades para los dinucleótidos y 12 para los tri- y 

tetranucleótidos. En esta colección, el tipo de repetición más abundante fue el de 

trinucleótidos, seguido por el de tetranucleótidos y luego el de dinucleótidos, siendo 

ATG/CAT el motivo trinucleótido más abundante. Una selección de 188 secuencias 

fueron utilizadas para diseñar oligonucleótidos y amplificarlos en 12 especies silvestres 

de H. annuus, con el propósito de analizar la transferibilidad de los mismos. Como 

resultado de este estudio se identificó un conjunto 48 EST-SSR funcionales. 

Recientemente, Heesacker et al. (2008) desarrollaron EST-SSR a partir de una 
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colección de 17.904 unigenes obtenidos a partir del ensamblado de 89.225 ESTs 

depositados en el GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/) provenientes de H. 

annuus, H. argophyllus y H. paradoxus. Encontraron que el 10,9% de los 17.904 

unigenes de H. annuus contenían SSRs, adoptando como criterio que la longitud de la 

repetición fuera mayor o igual de 10 pb para dinucleótidos (n ≥ 5). El tipo de repetición 

más frecuente fue el de dinucleótidos, seguido por el de trinucleótidos y, por último el 

de tetranucleótidos. Para este análisis el criterio de búsqueda utilizado se basó en un 

número mínimo de repeticiones (n) considerando los valores de n ≥ 4 y n ≥ 5. 

Las diferencias en los resultados obtenidos entre estos trabajos en general pueden 

ser debidas a los diferentes conjuntos de datos utilizados para conducir las búsquedas 

(ESTs y/o unigenes provenientes de distintos procesos de ensamblado), y a las 

herramientas y criterios de selección utilizados en la búsqueda. En particular, las 

diferencias observadas en este estudio respecto a las observaciones de otros autores 

pueden explicarse en que sólo se consideraron microsatélites perfectos con una longitud 

mayor o igual a 20 pb y no se incluyeron mononucleótidos.  

En la base de datos de unigenes de girasol (HAGI) según los procedimientos 

aplicados en este trabajo, los trinucleótidos fueron el tipo de repetición más abundante, 

representada por el 51,7% de las secuencias, seguido por los dinucleótidos (30,3%), 

luego por los tetranucleótidos (9,3%) y, por último, por los pentanucleótidos con 8,7%. 

Estos resultados podrían estar reflejando el hecho de que el número de repeticiones de 

los trinucleótidos puede cambiar sin alterar el marco de lectura del ARNm, y que el 

número de posibles combinaciones de los trinucleótidos es mayor a la de los 

dinucleótidos. Esta dominancia de SSR trinucleótidos puede ser explicada, además, 

sobre la base de la supresión de SSRs no trinucleótidos en regiones codificantes, debido 

al riesgo de mutaciones en el marco de lectura que puede ocurrir cuando aquellos 

microsatélites cambian en una unidad (Rungis et al., 2004).  

El motivo dinucleótido más abundante encontrado en la base de datos analizada fue 

GA/CT, presente en el 23,2% de las secuencias. Un dinucleótido puede representar 

múltiples codones, dependiendo del marco de lectura, y ser traducido en diferentes 

aminoácidos. Por ejemplo, el motivo GA/CT puede representar los codones GAG, 

AGA, UCU y CUC en una población de ARNm, y traducirse en los aminoácidos Arg, 

Glu, Ala y Leu, respectivamente. Ala y Leu están presentes con alta frecuencia en las 
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proteínas, 8% y 10% respectivamente (Lewin 1994). Esta podría ser una de las razones 

por las que el motivo GA/CT está presente en alta frecuencia en las colecciones de 

ESTs. Investigaciones previas demostraron que el motivo AG fue el motivo 

dinucleótido más frecuente en ESTs de plantas (Kumpatla & Mukhopadhyay, 2005; 

Morgante et al., 2002; Parida et al., 2006; Varshney et al., 2002, Yi et al., 2006). El 

motivo trinucleótido más frecuente en girasol encontrado en este trabajo fue el 

AAG/CTT (11,9%), seguido por el ACC/GGT (9,2%) y por el AAT/ATT (7,8%). 

Según el estudio desarrollado por Kumpatla & Mukhopadhyay (2005), el motivo 

AAG/CTT es el motivo más abundante en dicotiledóneas. Sin embargo, estos autores 

reportaron que para el girasol el motivo trinucleótido más frecuente fue GGT/ACC. 

 

4.3 Evaluación de diferentes estrategias de genotipificación  

Con las diferentes técnicas de genotipificación utilizadas durante el desarrollo de este 

trabajo se obtuvieron resultados confiables y reproducibles. Sin embargo, la utilización 

de las técnicas de genotipificación manuales, mediante geles de poliacrilamida y la 

visualización con nitrato de plata, con SYBR®Gold o con nucleótidos marcados con 

radiactivo y detección por autorradiografía fueron muy demandantes de tiempo. La 

genotipificación de los marcadores moleculares alcanzó un alto nivel de procesividad 

con el desarrollo de la técnica de electroforesis capilar utilizando tres fluoróforos (6-

FAM, HEX y NED) en el diseño de los oligonucleótidos. Esa estrategia permitió reunir 

en cada panel de 2 a 6 marcadores compatibles, combinado los colores con los 

diferentes tamaños en pb de los fragmentos amplificados, de manera de prevenir la 

superposición de fragmentos del mismo tamaño y del mismo color. Con esta 

metodología se obtuvo una matriz de datos para mapeo con una mínima cantidad de 

datos perdidos. 

A fin de disminuir los errores derivados del proceso de genotipificación se 

emplearon distintas estrategias: a) para errores humanos: todos los análisis, tanto 

manuales como automáticos, fueron leídos por dos operadores; b) para disminuir los 

errores debidos a la baja cantidad y calidad del ADN se prepararon diluciones de las 

muestras y fueron chequeadas por agarosa 1% antes de la amplificación de los 

fragmentos. Además, a fin de preparar las diluciones óptimas para la corrida por EC, los 
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fragmentos se evaluaron en geles de agarosa 1,5%. Los resultados de este trabajo 

indican que estas medidas fueron eficaces en el sentido de que sólo un marcador 

presentó segregación distorsionada, los resultados de la genotipificación manual se 

reprodujeron en la genotipificación automática y, finalmente, en la obtención de un 

mapa genético robusto en el cual la co-localización de marcadores respecto de otros 

mapas públicos permitió referenciar los grupos de ligamiento, unificando la 

nomenclatura con los mapas disponibles. 

Con el método de marcado indirecto se observó baja eficiencia en la amplificación y 

en la reproducibilidad del mismo en girasol, dificultando su aplicación en el mapeo de 

microsatélites. Estos resultados posiblemente se relacionan con la complejidad que 

introduce en la reacción de PCR, el agregado de tres oligonucleótidos, lo cual exige que 

las temperaturas de hibridación de los oligonucleótidos sean lo más similares posibles y 

que se ajusten a las relaciones entre los oligonucleótidos no marcados respecto al 

oligonucleótidos universal M13 marcado y el ciclado de la PCR. Estas demandas del 

sistema hacen que no todos los estudios referidos a la técnica coincidan en la 

aplicabilidad de la misma (Missiaggia & Grattapaglia, 2006; Zhou et al., 2002). Dado 

que la única ventaja de este método es el costo de producción del dato, y en esta 

experiencia el procedimiento fue exitoso sólo para la amplificación de un número bajo 

de loci, rindiendo en la mayoría de los casos ensayados un porcentaje alto de datos 

faltantes, se optó por el método de marcado directo. 

Independientemente del método de genotipificación empleado los alelos observados 

en las líneas parentales para los SSR desarrollados en el INTA (HAx) y en la 

Universidad de Oregon (ORSx) coincidieron en el 92% de los casos con los alelos 

definidos previamente. Así, en la mayoría de las líneas analizadas se observaron los 

mismos alelos y en muy pocos caso fueron identificados alelos nuevos, lo cual puede 

ser atribuido a errores en la estimación del tamaño molecular durante la genotipificación 

por métodos manuales, en algunos casos podría estar asociada a la inestabilidad propia 

de este tipo de marcadores y/o diferentes procesos de recombinación o mutación entre 

los distintos genotipos; que conducen a la aparición de nuevos alelos; no obstante no se 

realizaron estudios tendientes a confirmar esta última causa. 
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4.4 Análisis de polimorfismo de marcadores neutros y funcionales 

En el análisis de los marcadores genómicos en los parentales de la población de mapeo 

(RHA266 x PAC2) se observó un 37,7% de marcadores polimórficos, un 40,6% de 

monomórficos, un 15% de alelos nulos y en un 6,7% falló la reacción de amplificación 

para ambos alelos. Estos resultados coinciden con lo reportado por Tang et al. (2002), 

quienes encuentran un nivel de polimorfismo del 41,2%, entre los genotipos RHA280 x 

RHA801. Para la construcción de un mapa genético es fundamental que existan 

polimorfismos entre los genotipo parentales. Este factor no puede ser subestimado 

porque la ausencia de polimorfismos hace imposible el análisis de segregación y el 

mapeo de ligamiento (Young et al., 1994). Los resultados descriptos respecto del nivel 

de polimorfismo observado entre parentales de distintas poblaciones de mapeo para un 

conjunto representativo de la colección de SSR públicos de girasol permiten prever el 

número de marcadores SSR que deberán analizarse al inicio de un trabajo de mapeo en 

girasol cultivado. El porcentaje de alelos nulos en el análisis de los SSR genómicos fue 

del 15%, coincidiendo este resultado con un estudio reportado por Tang et al. (2002), en 

el cual se observó un porcentaje de 13,7% en uno o más de los loci analizados. 

La validación de los SSR génicos en cuatro genotipos de girasol (RHA266, PAC2, 

HA89 y RHA801) resultó en la amplificación de 74 secuencias de un total de 127 

analizadas. El 13% de los loci amplificados fueron polimórficos, el 45%, 

monomórficos, el 5% alelos nulos y en el 37% restante no se observó producto de 

amplificación o se generaron productos de amplificación inespecíficos, complejos o 

difíciles de resolver. El porcentaje de polimorfismo observado coincide con el reportado 

por Heesacker et al. (2008), los cuales aseguran que menos del 10% de los loci que se 

transcriben pueden ser mapeados genéticamente usando SSR en girasol y con lo 

reportado en otras especies (Eujayl et al., 2004; Fraser et al., 2004; Varshney et al., 

2005b). Las posibles explicaciones de las fallas en la amplificación incluyen: a) uno o 

ambos oligonucleótidos se extienden a través de un sitio de procesamiento de ARN o 

splicing; b) presencia de intrones, InDels o sustituciones en secuencias de ADN 

genómico; y c) desarrollo de los oligonucleótidos a partir de secuencias con alto número 

de indeterminaciones o errores de ensamblado. De esta manera, la calidad de las 

secuencias de EST depositadas en bases de datos, y los procesos de curado, edición y 

ensamblado aplicados a estas secuencias en la creación de bases de datos secundarias, 
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como la de unigenes, son muy importantes para el diseño de marcadores moleculares 

(Varshney et al., 2005b). 

La ocurrencia de alelos nulos puede producirse por pequeñas diferencias en las 

regiones flanqueantes debidas a mutaciones puntuales (InDels o sustituciones) en el 

sitio de pegado de los oligonucleótidos (Lehman et al., 1996), que pueden conducir a un 

débil pegado de los oligonucleótidos, especialmente en la región 3' y/o a deleciones del 

microsatélite en un locus específico (Callen et al., 1993). Fueron observados alelos 

nulos en EST-SSR en arroz (Cho et al., 2000), en kiwi (Fraser et al., 2004) y en trigo 

(Eujayl et al., 2001; Gupta et al., 2003), entre otras especies de importancia agronómica. 

En algunas especies, tales como trigo y Picea, se ha encontrado una menor frecuencia 

de alelos nulos en los marcadores EST-SSR con respecto a los SSR genómicos (Leigh 

et al., 2003; Rungis et al., 2004). Los resultado del presente trabajo en girasol son 

congruentes con los reportados por estos autores, habiéndose detectado una frecuencia 

de 5-7% en EST-SSR y de 15% en SSR genómicos.  

En general, se han observado porcentajes de amplificación tanto para SSR 

genómicos como para SSR génicos similares a los encontrados en diferentes estudios 

(Cordeiro et al., 2001; Gupta et al., 2003; Kota et al., 2001; Saha et al., 2004; Thiel et 

al., 2003, Yu et al., 2004). 

El método de CAPS, basado en la identificación de polimorfismos de nucleótido 

simple por digestión con endonucleasas de restricción de productos de PCR específicos, 

resultó exitoso para la detección virtual de SNP. Sin embargo, no fue posible confirmar 

experimentalmente la mayoría de esos polimorfismos entre los parentales de la 

población de líneas recombinantes. Cabe aclarar que el programa SNP2CAPS no evalúa 

la utilidad técnica del patrón de restricción sugerido, por lo que se realizó una 

inspección visual de los resultados a fin de confirmar que el sitio de restricción sugerido 

no se encontrara en el extremo de los fragmentos de PCR, o muy cercano a un segundo 

sitio de restricción como para permitir la resolución de los fragmentos en un gel de 

agarosa. Además, se realizaron optimizaciones de las condiciones de la reacción de 

PCR, incluyendo ajustes del número de ciclos, de la temperatura de hibridación y de la 

concentración de oligonucleótidos, y de la reacción de digestión probando distintas 

concentraciones de los productos de PCR y de la enzima (en todos los casos se 

utilizaron controles para las condiciones enzimáticas usadas). No obstante estos 
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recaudos, sólo pudieron ser evaluadas experimentalmente dos secuencias polimórficas, 

las cuales, a su vez, diferían del tamaño esperado e inferido por el programa. 

 

4.5 Mapa genético de ligamiento 

Con el propósito de referenciar los mapas de ligamiento existentes para girasol, se 

seleccionó un grupo de 256 marcadores microsatélites públicos desarrollados en la 

Universidad de Oregon de un conjunto de 657 marcadores mapeados en tres 

poblaciones de mapeo por Tang et al. (2002; 2003), distribuidos en los 17 grupos de 

ligamiento. Asimismo, se incluyeron 404 marcadores microsatélites desarrollados en el 

INTA. Para el análisis de polimorfismo entre las líneas parentales fueron analizados 594 

SSR genómicos (278 HAx y 315 ORSx) y 127 EST-SSR, de los cuales resultaron 

polimórficos y fueron genotipificados en la progenie de RILs 224 SSR (101 HAx y 123 

ORSx) y 14 EST-SSR. Ochenta y siete marcadores SSR (ORSx) correlacionaron con 

los GL de mapas publicados (36 con el mapa de Yu et al. (2003); 34 con el mapa de 

Tang et al. (2002) y 17 con el mapa de Tang et al. (2003). La selección de los 

marcadores microsatélites para referenciar los mapas de ligamiento existentes para 

girasol resultó adecuada, ya que los grupos de ligamiento y el orden de los marcadores 

en cada GL se correlacionaron con aquellos marcadores localizados previamente en tres 

mapas de ligamiento (Paniego et al., 2006; Tang et al., 2002; 2003; Yu et al., 2003). 

De los 584 marcadores que componen la matriz de datos, sólo el marcador HA765 

presentó distorsión en la segregación de los alelos al ser analizado con la prueba 

estadística FDR. Debido a que este tipo de datos influye negativamente en la 

construcción del mapa genético (Zhang et al., 2002) y en la detección de QTLs, 

ocasionando asociaciones espurias, se eliminó este marcador de la matriz de datos. Este 

tipo de distorsiones han sido reportadas previamente en este y en otros cultivos (León et 

al., 2000; Mutengwa et al., 2005; Vogl & Xu, 2000; Winter et al., 2000) y pueden 

deberse a errores en la genotipificación de los marcadores, a artefactos de la PCR o a 

algún tipo de selección que haya ocurrido durante el desarrollo de las poblaciones (León 

et al., 2000).  

De los 224 marcadores microsatélites genotipificados, 37 (32 SSR y 5 EST-SSR) no 

fueron incluidos en ningún grupo de ligamiento por falta de asociación a otros 
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marcadores. Esta falta de ligamiento podría ser debida a que algunos de los marcadores 

se encuentran en posiciones teloméricas, y la baja densidad de marcadores en esta zona 

ocasiona distancias muy grandes que no permiten la detección de ligamiento (Hu 2006). 

Algunos de los marcadores que no fueron incluidos en este mapa posiblemente podrán 

ser incluidos cuando se adicionen más marcadores al análisis. 

El mapa desarrollado en el presente trabajo a partir de una matriz de datos que 

incluye 304 marcadores AFLP, 231 SSR, 9 EST-SSR y 3 InDels, cubre una longitud 

total de 1.942,3 cM y una distancia media entre marcadores de 3,6 cM. Fue construido 

con 123 RILs provenientes del cruzamiento entre RHA266 y PAC2. La región de mayor 

longitud sin cubrir por marcadores (gaps) fue de 13,2 cM, y se observó en el GL 17. La 

longitud de los GL varió entre 71,9 cM en el GL 7 y 203 cM en el GL 10. El mapa 

presentado en este trabajo representa una versión avanzada del mapa previo publicado 

por Al- Chaarani et al. (2004), dicho mapa incluye 371 marcadores AFLP y 38 SSR, 

cubre una longitud de 2.915,9 cM a una densidad media entre marcadores de 7,9 cM. 

Este mapa presenta regiones de baja cobertura o gaps de marcadores de más de 35 cM y 

un número total de 21 GL, mayor al número haploide de cromosomas de la especie 

(n=17). La saturación y la integración de marcadores de distinta naturaleza, 

fundamentalmente AFLPs y SSR, realizada en este trabajo de tesis sobre el mapa 

desarrollado por Al-Chaarani ha permitido reducir el número de GL a 17, disminuyendo 

notablemente la extesión de las regiones de baja cobertura existentes.  

Por su parte, Tang et al. (2002) desarrollaron un mapa genético utilizando 459 

marcadores SSR. Este mapa cubre una longitud de 1.368,3 cM con una densidad media 

de 3,1 cM, y fue construido con 94 RILs provenientes del cruzamiento entre RHA280 y 

RHA801. Los marcadores se encuentran distribuidos en 17 GL. Estos autores 

referenciaron tres mapas construidos a partir de tres poblaciones derivadas del 

cruzamiento entre germoplasmas contrastantes (RHA280 x RHA281, PHA x PHB y 

HA370 x HA372), utilizando 701 SSR y 89 RFLPs o InDels (Yu et al., 2003). 

Finalmente, publicaron un mapa compuesto que integra 657 loci SSR con una densidad 

media de 2,2 cM por locus y una longitud de 1.423 cM (Tang et al., 2003). Sin 

embargo, a pesar de la densidad del mismo, este mapa presenta en varios GL intervalos 

o gaps de más de 30 cM sin cubrir. Las diferencias en la longitud del mapa y en el 
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tamaño de los gaps de este mapa con respecto al desarrollado en el presente trabajo 

pueden ser atribuidas a los distintos tipos de marcadores moleculares utilizados. 

En este trabajo se observa una amplia distribución de los marcadores SSR en los 17 

GL, coincidiendo con el número haploide de la especie. Si bien los marcadores 

mapeados (AFLP y SSR) se observan homogéneamente distribuidos en algunas 

regiones del genoma y agrupados en otras, el fenómeno de formación de clusters fue 

mínimo, ya que no obstaculizó el desarrollo del mapa genético. Esta observación 

coincide con lo reportado por Flores Berrios et al. (2000) utilizando la misma población 

que en este trabajo y los mismos marcadores AFLPs, y con lo descripto en el mapa 

genético de girasol desarrollado por Tang et al. (2002). Estos autores reportaron que los 

marcadores microsatélites se encontraron distribuidos formando un denso cluster en los 

GL 4, 10 y 17 y un moderado agrupamiento en los GL 2, 3, 5, 13 y 15. Además, el 

presente mapa y/o los marcadores utilizados en este trabajo han sido utilizados para  

realizar diferentes estudios de caracterización de QTLs para características de 

importancia agronómica en girasol (Al-Chaarani et al., 2002; Alfadil et al., 2007; Bert et 

al., 2001; Darvishzadeh et al., 2007; Ebrahimi et al., 2008; Flores Berrios et al., 1999a y 

Flores Berrios et al., 1999b; Hervé et al., 2001; Kiani et al., 2007a; 2007b; 2008; 

Lawson et al., 1998; León et al., 1995; 1996; 2000; 2001; 2003; Lu et al., 1999; 

Maringolo, 2007; Mestries et al., 1998; Mokrani et al., 2002; Pérez-Vich et al., 2004). 

El fenómeno de formación de agrupamientos o clusters ha sido atribuido a la frecuente 

asociación de los SSR con retrotransposones y con otros elementos de ADN repetitivo, 

a la alta densidad de dichos elementos en regiones centroméricas y a la reducida 

recombinación en las regiones centroméricas (Areshechenkova & Ganal, 1999; 

Cuadrado & Schwarzacher, 1998; Künzel et al., 2000; Ramsay et al., 1999; 2000). Este 

fenómeno se ha observado en varias especies, tales como algunas coníferas y cebada 

(Paglia et al., 1998; Ramsay et al., 2000), pero no en otras como soja y arroz (Cregan et 

al., 1999b; Temnykh et al., 2000). En girasol, estudios de hibridación in situ, usando 

como sondas secuencias repetidas derivadas de retroelementos de H. annuus, 

permitieron la detección de secuencias de las familias de retroelementos Ty1/copia-like 

y Ty3/gypsy-like dispersas a lo largo de todos los cromosomas en todas las especies 

estudiadas. Sin embargo, las secuencias del retrotrasposón Ty3/gypsy-like fueron 

localizadas preferencialmente en las regiones centroméricas en la mayoría de las 
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especies estudiadas, mientras que las secuencias Ty1/copia-like fueron menos 

representadas o ausentes alrededor del centrómero y más abundantes en los extremos de 

los cromosomas en H. annuus. 

La evaluación de los marcadores de distintas fuentes, los programas de mapeo y los 

parámetros estadísticos aplicados resultaron adecuados, ya que en general los 

marcadores se distribuyen de manera amplia y coherente para aquellos marcadores 

localizados previamente en otros mapas de ligamiento. 

El desarrollo de mapas genéticos es el primer paso hacia la detección de factores que 

controlan la expresión de características de importancia agronómica. La identificación 

de marcadores o genes ligados a QTLs que controlan características de importancia 

agronómica, permite su utilización en programas de mejoramiento asistido por 

marcadores, facilitando la selección de genotipos superiores en forma eficiente, 

reduciendo el tiempo y el espacio necesarios. En este contexto la información generada 

por el mapa de ligamiento presentado en este trabajo, podría ser útil para la 

identificación y validación de diversos QTLs. De esta manera este mapa sirve como 

punto de partida a futuros trabajos del grupo de investigación, tendientes a la 

identificación de regiones que controlan características de importancia agronómica y el 

análisis comparativo de genomas de especies relacionadas. 

 

4.6 Caracterización del complemento cromosómico de H. annuus 

En el presente trabajo se presenta la caracterización del complemento cromosómico de 

H. annuus mediante la utilización de diversas sondas, tanto ribosomales como 

repetitivas, de diferente origen. Se identificaron 11 pares metacéntricos, 2 pares 

submetacéntricos y 4 pares subtelocéntricos. La utilización de la sonda SSR-HA785 con 

similitud a secuencias repetitivas de girasol en ensayos de hibridación in situ mediante 

FISH permitió identificar algunos pares de cromosomas pero no todo el complemento. 

Por otra parte, la aplicación de la técnica de PRINS utilizando oligonucleótidos 

específicos que amplifican secuencias repetitivas de girasol con similitud al 

retrotransposon Ty3-gypsy-like, permitió observar señales de hibridación en varios 

cromosomas pero tampoco permitió identificar el complemento cromosómico completo. 

De las estrategias ensayadas la que permitió obtener un cariograma y su correspondiente 
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idiograma fue la técnica de BAC-FISH, utilizando como sonda un clon de BAC con alto 

contenido de secuencias repetitivas. Las señales de hibridación consideradas para la 

confección del cariograma para algunos cromosomas fueron nítidas, permitiendo la 

identificación de los 17 pares cromosómicos que conforman el complemento. 

Recientemente, Ceccarelli et al. (2007) realizaron la caracterización del complemento 

cromosómico de H. annuus utilizando una secuencia repetida en tándem de 368 pb; los 

cromosmas fueron subdivididos en dos grupos, 13 pares meta y submetacéntricos y 4 

pares subtelocéntricos. Además mostraron un idiograma en el cual representaron la 

ubicación de dichas secuencias en cada uno de los 17 pares de cromosomas del girasol 

cultivado. Tanto en el trabajo de Cecarellli et al. (2007) como en este trabajo, la 

utilización de una única sonda permitió la identificación del complemento cromosómico 

total para la especie, siendo la sonda reportada en el presente trabajo el primer reporte 

de utilización de una sonda BAC para esta finalidad, con alta reproducibilidad y 

disponibilidad local para una futura identificación física de regiones de interés 

agronómico. 

La utilización de la secuencia EF235 (AN BU671882), con similitud a un ADN 

ribosomal 26S, obtenida a partir de la colección local de ESTs de girasol (Fernández et 

al., 2003), ha permitido observar la presencia de seis señales de hibridación de distinta 

intensidad y tamaño en satélites de 3 pares cromosómicos; lo que sugeriría variación del 

número de copias de la región 26S. De acuerdo a Appels & Honeticutt (1986) y 

Pedersen & Linde-Laursen (1994), los clusters de genes de ADNr repetidos en tándem 

pueden aparecer en más de un cromosoma, el número de los sitios y copias de las 

repeticiones pueden incluso variar dentro de cada complemento cromosómico haploide. 

Los sitios de ADNr adicionales pueden ser originados por la deleción parcial o total de 

dichos loci.  

Vanzela et al. (2002), utilizando la sonda pTa71 de 9 kb conteniendo las secuencias 

ribosomales 18S, 5.8S y 26S de Triticum estivum (Gerlach & Bedbrook, 1979), en 

Helianthus obtuvieron como resultado seis señales de hibridación consistentes con las 

regiones organizadoras nucleolares que portaban los satélites. Por su parte, Cuellar et al. 

(1996; 1999) informaron la presencia de seis señales de ADNr en H. annuus variedad 

macrocarpus, mientras que Schrader et al. (1997) reportaron ocho señales en el mismo 

material. Ceccarelli et al. (2007), utilizando la misma sonda, observaron ocho señales de 
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hibridación, de las cuales sólo detectan señales de hibridación intensa en satélites de 3 

pares cromosómicos. En todos los casos, los autores informan que no todas las señales 

presentan la misma intensidad. Con la sonda EF235 utilizada en este trabajo se 

obtuvieron excelentes señales tanto en girasol (H. annuus y H. resinosus) como en otras 

especies, entre ellas amaranto y cebolla (Greizerstein, comunicación personal). Esta 

sonda presenta ventajas respecto a la sonda pTa71 de 9Kb de trigo, generalmente 

utilizada para detectar este tipo de secuencias, que derivan de su menor tamaño y 

posibilidad de amplificación por PCR, lo que la señala como una buena opción para la 

detección de regiones de ADNr en distintos materiales. 

 

4.7 Localización de secuencias repetitivas, de bajo número de copias y de copia 

única mediante las técnicas de BAC-FISH, PRINS o C-PINS 

Con el fin de establecer la correlación del mapa genético con el mapa físico de girasol, 

se seleccionó inicialmente un conjunto de marcadores microsatélites de localización 

única en el mapa de girasol y representativo de los grupos de ligamiento de interés 9, 

10, 16 y 17. En el GL10 se han localizado QTLs para resistencia al patógeno fúngico S. 

sclerotiorum, agente causal de la Podredumbre Húmeda del Capítulo (PHC) de girasol 

(Maringolo 2007). Asimismo, se incluyeron marcadores SSR localizados en los GL 9, 

16 y 17 que contienen QTLs adicionales para este carácter, recientemente detectados 

(Maringolo, comunicación personal). Por otra parte se seleccionaron SSR de los GL 7, 

12 y 17 asociados a QTLs para el carácter estrés hídrico (Kiani et al., 2007a) y 

marcadores localizados en el GL 15, en el cual Alfadil et al. (2007) encontraron QTLs 

asociados con resistencia a fomosis.  

La estrategia de búsqueda de clones de BACs conteniendo marcadores en GL de 

interés, utilizando sondas de tipo overgo, permitió el relevamiento de filtros de alta 

densidad en forma procesiva, aumentando la eficiencia en la detección de clones 

positivos respecto de estrategias de hibridación con sondas específicas individuales 

diseñadas para cada secuencia blanco. Esta estrategia ha sido usada exitosamente en 

varias especies de plantas, tales como maíz, arroz, maní e incluso girasol (Chen et al., 

2002; Feng et al., 2006; Gardiner et al., 2004; Yüksel & Paterson 2005). En el presente 

trabajo aplicando esta estrategia se identificaron 6 clones BAC positivos, que contienen 

5 marcadores de localización única que mapean en 3 de los GL de interés: GL 10 
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(HA928, HA2600), GL 16 (HA4222) y GL 9 (HA2063; ORS8059). La implementación 

de la técnica de BAC-FISH utilizando estos clones de BACs como sondas en 

hibridación in situ reveló un patrón de hibridación disperso indicando la posible 

presencia de elementos repetitivos en estos clones de BACs. Los resultados del ensayo 

de BAC- Southern blot permitieron confirmar la presencia de elementos repetitivos en 

todos los clones de BACs utilizados, observándose un patrón de distribución diferente 

para cada clon de BAC, así como también diferencias en intensidad de la señal para 

distintas secuencias repetitivas evaluadas (secuencias repetitivas reportadas previamente 

en girasol y secuencias con similitud a retrotransposones de tipo copia-like y gypsy-

like). Este resultado confirma lo reportado previamente por diferentes autores, los cuales 

coinciden en que secuencias repetidas con similitud a retrotransposones estarían 

altamente distribuidas en el genoma de girasol (Natali et al., 2006; Tang et al., 2006). 

Teniendo en cuenta los resultados del ensayo de BAC- Southern blot, los clones de 

BACs fueron hibridados utilizando como ADN bloqueante secuencias de ADN 

repetitivo de girasol sin marcar y fueron ajustadas las concentraciones de ADN 

bloqueante para cada BAC en particular. En un primera etapa se seleccionaron los 

BACs con bajo contenido de secuencias repetitivas, debido a que la sensibilidad de la 

técnica de FISH es mayor cuando no se usa ADN bloqueante (Kim et al., 2002). 

Nuestro estudio mostró que la técnica de BAC-FISH permitió la identificación de 

marcadores microsatélites anclados en GLs, en los cuales se han reportado QTLs 

asociados con resistencia a S. sclerotiorum en cromosomas metafásicos, el microsatélite 

HA4222 anclado en el GL 16 y el microsatélite HA2600 anclado en el GL 10. Estos 

resultados confirman que la técnica de BAC-FISH es una poderosa técnica para la 

identificación citogenética de marcadores moleculares de localización única en plantas 

con genomas grandes tales como girasol. La técnica de BAC-FISH ha sido utilizada 

para localizar físicamente secuencias específicas de ADN e individualizar cromosomas, 

y para la identificación citogenética de marcadores moleculares en otras especies tales 

como sorgo, maíz, arroz, algodón, Arabidopsis y papa (Dong et al., 2000; Fransz et al., 

2000; Gomez et al., 1997; Hanson et al., 1995; Islam-Faridi et al., 2002; Kim et al., 

2002). Si bien en algunas especies, tales como sorgo (Kim et al., 2002) no es necesario 

el bloqueo de las secuencias repetitivas para la localización de determinados 

marcadores, en la mayoría es necesario el bloqueo en algunos clones de BACs.  
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Debido a la necesidad de encontrar un método más simple para marcar con 

fluorescencia secuencias de ADN en cromosomas mitóticos, se ensayaron los métodos 

de PRINS y de C-PRINS. No hay reportes previos de utilización de la técnica de PRINS 

en estudios de citogenética molecular en girasol. La técnica de PRINS se ensayó tanto 

para la localización de secuencias de copia única, microsatélites incluidos en el mapa 

genético de ligamiento y secuencias de bajo número de copias con similitud a RGAS, 

como para la caracterización del complemento cromosómico, utilizando 

oligonucleótidos que amplifican secuencias repetitivas. Mediante la técnica de PRINS 

se amplificó una región correspondiente a una secuencia con similitud a 

retrotransposones de la familia gypsy-like de girasol, denominada Retro2, utilizando 

oligonucleótidos específicos, y se obtuvieron señales de amplificación en distintos 

cromosomas. Estos resultados muestran que la técnica de PRINS permite la localización 

de secuencias repetitivas, en menor tiempo de trabajo, comparada con la técnica de 

FISH. Sin embargo, la utilización de esta técnica, por el momento, no ha permitido la 

ubicación de secuencias de copia única, tales como SSR o de bajo número de copias 

como los RGAs, posiblemente debido a la dificultad en la puesta a punto de la técnica, a 

la dificultad de obtener preparados citológicos libres de citoplasma, a la baja 

sensibilidad de la técnica y/o al riesgo de que la alta señal de ruido de fondo enmascare 

el resultado. Este resultado coincide con lo reportado por Menke et al. (1998), quienes 

informaron que la técnica de PRINS es menos sensible que la de FISH y no es 

conveniente para la detección de secuencias de bajo número de copias. Una alternativa 

interesante es la puesta a punto del método de PRINS directo; el uso de este método de 

marcado eliminaría las señales de fondo, pero posiblemente también debilitaría la 

intensidad de la señal (Kubalákova et al., 2001). 

En este trabajo se utilizó la técnica de C-PRINS indirecto como alternativa a la de 

PRINS, con el fin de detectar secuencias de copia única en girasol, microsatélites de 

localización génica conocida en los GL de girasol. Por el momento se han detectado 

señales de hibridación con la utilización de oligonucleótidos que amplifican a los 

marcadores microsatélites HA3103, anclado en el GL 7, el cual presenta asociación a 

QTLs de resistencia a estrés hídrico (Kiani et al., 2007) y el microsatélite ORS1247, 

anclado en el GL 17, de 339 pb, el cual presenta asociación a QTLs de resistencia a S. 

sclerotiorum. Con la utilización de la técnica de C-PRINS en lugar de la de PRINS se 
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observaron señales de mayor intensidad, posiblemente debido a que al aumentar el 

número de ciclos de la PCR hay mayor concentración de moléculas marcadas 

amplificadas en esa localización. En este trabajo se ha demostrado que el método de C-

PRINS indirecto es un método útil para detectar secuencias de copia única en girasol. 

Estos resultados coinciden con lo reportado por Kubalákova et al. (2001), los cuales 

encontraron que la técnica de C-PRINS es una variante más sensible que la técnica de 

PRINS y más útil para la detección de secuencias de bajo número de copias. 

Las técnicas de FISH y de PRINS, utilizando como sonda secuencias de RGAs, no 

permitieron hasta el momento la localización de las mismas. Para poner a punto ambas 

técnicas se amplificaron y clonaron cuatro fragmentos que presentaban similitud a 

RGAs en base de datos públicas de girasol, denominados HaNTP3 y HaNTP6, 

pertenecientes a la familia de los genes R de tipo non-TIR-NBS-LRR, caracterizados a 

partir de los llamados genes Pl que controlan la resistencia a P. halstedii, agente causal 

de mildiu en girasol y mapeados en el GL 13 del mapa de Yu et al. (2003) por Radwan 

et al. (2003) y los fragmentos denominados HaP2, HaP3, pertenecientes a la familia de 

los genes R de tipo CC-NBS-LRR, caracterizados y mapeados por Radwan et al. (2004) 

en el GL 13 del mapa de Yu et al. (2003). Se realizaron varios ensayos de hibridación 

mediante la técnica de FISH utilizando dichos RGAs, y mediante la técnica de PRINS 

utilizando el oligonucleótido Ha-P2. Dado que en ningún caso se observó señal de 

hibridación, se propone la utilización del método de C-PRINS, validado para secuencias 

únicas en este trabajo, para detectar este tipo de secuencias en el genoma de girasol, así 

como también la utilización de tiramida para la amplificación de la señal. El método 

Tyramide-FISH amplifica la señal mediante el depósito de tiramida conjugada a un 

fluoróforo; esta técnica ha sido adaptada a plantas para detectar secuencias en 

cromosomas mitóticos de Allium cepa (Khrustaleva & Kik, 2001).  

En este trabajo se comprobó que la técnica de C-PRINS es una estrategia alternativa 

y/o complementaria a la técnica de BAC-FISH para la localización de secuencias de 

copia única en el genoma de girasol. La técnica de C-PRINS tiene la ventaja de ser fácil 

de aplicar, más rápida, más económica y más específica (evita la detección de ADN 

repetitivo) que la técnica de BAC-FISH. Asimismo, si bien la técnica de BAC-FISH es 

más utilizada y difundida que la de C-PRINS (Cheng et al., 2001; Islam-Faridi et al., 

2002; Kim et al., 2002; Kulikova et al., 2001; Wang et al., 2006) la presencia de 
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grandes cantidades de elementos repetitivos en determinados clones de BACs 

imposibilita la localización de secuencias únicas presentes en dichos clones (Kim et al., 

2002; Guerra, comunicación personal) y requiere la optimización del bloqueo de esas 

secuencias. 
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5. CONCLUSIONES 
 

 

• Este trabajo implicó la búsqueda y el desarrollo de marcadores moleculares, el 

establecimiento y la evaluación de distintas técnicas de genotipificación para su 

adaptación a procesos de mediano desempeño para el análisis masivo de 

marcadores moleculares, el mapeo genético, la caracterización del complemento 

cromosómico y la localización física de regiones genómicas de interés 

agronómico. 

• El desarrollo de marcadores moleculares funcionales se condujo a partir de la 

identificación in sílico de EST-SSR, SNPs e InDels presentes en colecciones de 

transcriptos o EST, y la evaluación experimental de subconjuntos seleccionados. 

• La búsqueda de EST-SSRs se realizó sobre una colección de 36.741 unigenes. 

El 3% de las secuencias analizadas presentaron uno o más motivos de repetición. 

El tipo de repetición más abundante fueron los trinucleótidos, representada por 

el 51,7%, seguida por los dinucleótidos con el 30,3%, luego los tetranucleótidos 

con el 9,3% y, por último, los pentanucleótidos con el 8,7%. El tipo de motivo 

más abundante fue el GA/CT, encontrado en el 23,2% de las secuencias, seguido 

por el motivo AAG/CTT (11,9%). La validación se realizó en cuatro genotipos 

de girasol, de un total de 127 secuencias seleccionadas el 55% de los loci 

pudieron ser amplificados, el 13% resultaron polimórficos, el 45% 

monomórficos, el 5% alelos nulos y el 37% restante falló la PCR. En la 

población de mapeo fueron genotipificados 14 EST-SSR, de los cuales 9 

pudieron anclarse al mapa genético de ligamiento. Por lo tanto, la base de datos 

de EST de girasol puede ser considerada una valiosa fuente de marcadores 

microsatélites para el desarrollo de mapas genéticos. 

• La búsqueda de SNPs e InDels se realizó mediante la técnica de CAPS. Para 

ello, se seleccionaron 25 secuencias de ESTs a partir de la colección local, las 

cuales se amplificaron y secuenciaron en los parentales de la población de 

mapeo, resultando en 23 secuencias de buena calidad. En el análisis in sílico se 
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detectaron 21 polimorfismos, los cuales fueron evaluados experimentalmente 

utilizando las enzimas de restricción correspondientes. Sólo 2 de los 21 

polimorfismos detectados en los parentales de la población de mapeo pudieron 

desarrollarse como marcadores CAPS. De esta manera, el método de CAPS 

resultó exitoso para la detección virtual de SNP, sin embargo, no fue posible 

confirmar experimentalmente la mayoría de esos polimorfismos. 

• Las diferentes técnicas de genotipificación utilizadas durante el desarrollo de 

este trabajo resultaron confiables y reproducibles. Sin embargo, la utilización de 

las técnicas de genotipificación manuales, mediante geles de poliacrilamida y la 

visualización con nitrato de plata, SYBR®Gold o con nucleótidos marcados con 

radiactivo y detección por autorradiografía, fueron muy demandantes de tiempo. 

Con la utilización del método de marcado indirecto de los fragmentos utilizando 

el oligonucleótido universal M13, se observó baja eficiencia en la amplificación 

y baja reproducibilidad, dificultando su aplicación en el mapeo de microsatélites. 

Finalmente, se optó por la utilización de la técnica de marcado directo para la 

genotipificación de los fragmentos, debido a que se observó un alto nivel de 

procesividad con el desarrollo de la misma. 

• Se analizaron 746 marcadores moleculares (594 SSR, 127 EST-SSR y 25 SNPs-

InDels) en los parentales de la población de mapeo, de los cuales 241 (224 SSR, 

14 EST-SSR y 3 SNPs-InDels) fueron polimórficos y se genotipificaron en las 

94 RILs utilizadas en este estudio.  

• Doscientos cuarenta y un marcadores de tipo SSR, EST-SSR y SNPs-InDels se 

incorporaron en una matriz de datos de mapeo conteniendo 343 AFLPs y 38 

SSR, de los cuales 197 SSR, 14 EST-SSR y 3 InDels pudieron anclarse al mapa 

genético de ligamiento. 

• Se generó un mapa genético de ligamiento de referencia que incluye 304 

marcadores AFLP, 231 SSR, 9 EST-SSR y 3 InDels, en 123 RILs con una 

longitud total de 1.942,3 cM, una distancia media entre marcadores de 3,6 cM y 

una región de mayor longitud sin cubrir por marcadores (gaps) de 13,2 cM. 

Ochenta y siete marcadores SSR correlacionaron con los GLs de tres mapas 
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públicos de girasol (Tang et al., 2002, 2003; Yu et al., 2004), lo que permitió 

referenciar los grupos de ligamiento unificando los mapas disponibles. 

• Este mapa genético de referencia saturado ofrece un marco en donde seguir 

ubicando nuevos marcadores disponibles, permite orientar la búsqueda de 

regiones candidatas para la localización de polimorfismos asociados a caracteres 

agronómicos de interés y conducir estudios de asociación genotipo-fenotipo, los 

cuales pueden servir de base para conducir estudios de caracterización de QTLs 

y el desarrollo de nuevas líneas e híbridos mediante selección asistida por 

marcadores (MAS). Además, el desarrollo de este tipo de mapas contribuye a la 

investigación y a la actualización de la información de dominio público. Los 

futuros trabjos del grupo de investigación deben basarse en las posibilidades que 

brinda el mapa genético generado. 

• En este trabajo se optimizaron distintas técnicas de citogenética molecular, tanto 

para la caracterización del complemento cromosómico de H. annuus como para 

la localización de secuencias repetitivas de copia única. 

• La utilización de una secuencia con similitud a un ADN ribosomal 26S, obtenida 

a partir de la colección local de ESTs de girasol (Fernández et al., 2003), ha 

permitido observar la presencia de 6 señales de hibridación de distinta intensidad 

y tamaño. 

• La técnica de BAC-FISH permitió la caracterización del complemento 

cromosómico mediante la utilización de un clon de BAC, conteniendo 

secuencias repetitivas, como sonda y la localización física en cromosomas 

metafásicos de dos marcadores microsatélites anclados en los GL asociados a 

QTLs para resistencia a S. sclerotiorum (microsatélites HA2600 y HA4222 

localizados en el GL 10 y 16 respectivamente). Estos resultados confirman que 

la técnica de BAC-FISH es una poderosa técnica para la identificación 

citogenética de marcadores moleculares de localización única en girasol, 

revelando ser una herramienta útil y complementaria de los procesos de 

mejoramiento molecular en girasol. 

• Los resultados de este trabajo muestran que la técnica de PRINS permite la 

localización de secuencias repetitivas permitiendo ahorrar tiempo de trabajo, 
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pero por el momento no ha permitido la ubicación de secuencias de copia única, 

tales como SSR o secuencias con similitud a RGAs. 

 

• Mediante el método de C-PRINS se han detectado señales de hibridación en 

cromosomas metafásicos con la utilización de oligonucleótidos que amplifican a 

los marcadores microsatélites HA3103, anclado en el GL 7, el cual presenta 

asociación a QTLs de resistencia a estrés hídrico (Kiani y et al., 2007) y el 

microsatélite ORS1247, anclado en el GL 17, el cual presenta asociación a 

QTLs de resistencia a S. sclerotiorum. En este trabajo se ha demostrado que el 

método de C-PRINS indirecto es un método útil para detectar secuencias de 

copia única en girasol. 
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TABLA ANEXA 

Información completa de los marcadores SSR, EST-SSR e EST-InDeL incluidos en la matriz de datos. Se presenta el nombre del marcador, el número de acceso en el GenBank, el tipo de 
repeticiones, el motivo y el número de repetición, el flouróforo, el tamaño del alelo presente en el parental RHA266 en pb, el tamaño del alelo presente en el parental PAC2 en pb, el tamaño de 
alelo esperado en pb, la secuencia del oligonucleótido sentido, la secuencia del oligonucleótido antisentido y la localización en los grupos de ligamiento en el mapa genético. 

Nombre 
del 

marcador 

Nº de ac-
ceso en el 
Genebank 

tipo de motivo SSR Motivo Flouróforo alelo 
RHA266

alelo 
PAC2 

Tamaño de alelo 
esperado Oligonucleótido sentido Oligonucleótido antisentido GL 

HA102 BV727861 dinucleótido GA FAM 159 149 160 CCTCAAAACACATCTCCCTCTC GAAGAGGGGTGAGGGTGAAGAGG -  
HA1108 BV727970 trinucleótido ATT HEX 186 144 185 GGACCTTCTATTTAGGAGGG GGGAACATGGAATAAGGG 10 
HA1155 BV727896 dinucleótido GA-GT HEX 106 90 110 CAATCAAAACATGTGTATGTG GGATTCTGCTGAAAGGAGACAAC 12 
HA1258 BV727912 dinucleótido GT HEX 153 151 151 TCCTCCCTTCCTCATCAGTG CGGTTGTGATGATTGGGTTT 4 
HA140 G67517 dinucleótido GA FAM 158 143 147 CTAGCAACCAACCTCATTG GTCTCCTTCTCTTTCTCGGC 5 
HA1402 BV727899 trinucleótido ATT FAM 168 153 204 GTGTGAATGTGAGTGTGAATCC GTCACAGTTGCATATCCATCC 17 
HA1590 BV727994 dinucleótido GT FAM 68 66 71 GTGGGAGAGAAGATAGGAG GGGGATTATGCAACCTTGCC -  
HA1626 G67417 trinucleótido ATT HEX 148 170 170 GATGTTACACGTTAGCAACG GAACTCAGCCTAAAAGTC 13 
HA1752 BV728001 trinucleótido ATC FAM 139 143 147 CCTTCTTCCTCAAATCCCG CGTCATTGTCATTGAGAAGATCG  - 
HA1770 BV727917 dinucleótido GA HEX 179 181 186 GCCGGTCACCCATTCCCCCCTTAC GGCGGAAGCCAGGCGTTGTAGCG 3 
HA1837 BV728003 trinucleótido ATT FAM 196 187 154 GTTATAAGCGCCAAATGGG CACACACGTGCACTTTAAC 15 
HA1848 BV728005 dinucleótido GT HEX 233 245 196 CATCCCCTTCTGAATAGAAA TAGGCTCGTTAAACTTACGG 7 
HA196 G67518 di-mononucleótido GA G HEX 180 176 176 GGTGTTAGAGTAAAGTATGCC GAGGGGTTTCCTTTCAG  - 
HA2053 BV728111 trinucleótido ATT FAM 130 133 186 CACCATCACCCACCTGCACAAG CATCAAAGCCCATTCTCAGCCC 9 
HA2063 BV728113 dinucleótido GA-GT FAM 181 172 173 CACCGCAGATGGCCAATTCAAC GGTTCTGCTAACCTGCAATGCG 9 
HA2077 BV727907 dinucleótido GA HEX 116 132 130 GATAAGGTTTTCTCTCTCCC GAGAAAAATGAGCTGATACCG 14 
HA2147 BV728115 dinucleótido GA FAM 84 86 90 CCCCATAAACATTTCACACCC CCTGAGAAATCGGTAGATAGTG  - 
HA2190 BV728130 dinucleótido GA HEX 188 192 189 CAAACCCTAATCGCCCAATTGC GGAAGCTTGTGAATCTTGGAGGG 3 
HA2191 BV728131 dinucleótido GA FAM 204 200 211 GGCAACTCAATATCCACACCCC GGGTTCTTCAAGGAGAATGTGAC 16 
HA2193 BV727902 dinucleótido GA FAM 127 137 132 CAATACACGCAAACCCCCGAAC GCACTGCCAAAACAGTTGAC 16 
HA2564 BV728053 dinucleótido GT FAM 180 178 162 CTTGGGTTCTTCATAACTC CATGTAATCACCTTTCAAG 9 
HA2579 BV728051 dinucleótido GT FAM 187 189 190 CGGATTTATGATTTGATTCACCCG GGATAACACTACCTTTGATGTTG 10 
HA2598 BV728185 dinucleótido GA-GT HEX 137 141 242 ATGTCTCCAAGGAATATGC CAAAACAGGTGTTGCCTGAATC 13 
HA2600 BV728055 dinucleótido  GA FAM 162 160 171 GCCGAATTTGATGATTAGTGG GAAAGTGAAGTTGGATGTGGCGG 10 
HA2604 BV728057 dinucleótido GT γ-P32 160-180 160-180 162 CTTGGGTTCTTCATAACTC CATGTAATCACCTTTCAAG -  
HA2605 BV728347 dinucleótido GA HEX 76 89 151 GCAGATTACAATATGCACAC GTGTTGAAAGTAGTTGGTTGC 8 
HA2714 BV728147 di-mononucleótido GA-G FAM 227 224 223 CCCTAGTGTATAGCAACCTTTC GTAGTGTGTATGAGGGAGATGG 14 
HA2920 BV728085 trinucleótido ATG FAM 170 175 178 AACGTGTTCATTCGGATGC GAAGATTGGTATGATGGGGC 3 
HA293 G67519 dinucleótido GA HEX 113 122 122 GGGGACATCTCCCGTCCACC CCTCATCCATCTCCATCCAATC 14 
HA2940 BV728088 dinucleótido GT NED 115 98 116 CAGTGAAGCGTTGCATACTCG CCAATCCTTGAGCAAATCAG  - 
HA2989 BV728090 hexa-trinucleótido ATCCTC-ATC HEX 127 142 145 GCCTGTGTCCTCCTCAGAGTC GTTATGTGGGCTGGCTGCACC 14 
HA3039 BV728158 dinucleótido GA FAM 184 174 186 GGTTGATTAAGTGTGGGTC CCTGTGTATGACTCGTTATC 10 
HA3059 BV728163 dinucleótido GA NED 237 255 256 GAGTGAGAGTAATCAATG CTCCCTGTCATCACAATCAC 12 
HA3073 BV728166 dinucleótido GA NED 252 255 261 GAGTCAATTGCTTGTATG GCACTGAAACATTAGCATC 12 
HA3102 BV728366 dinucleótido GA NED 226 229 225 CATGATGAAGTACCACCTCCA TC CCTCTCTCATCATGTAAGCC 15 
HA3103 BV728174 dinucleótido GA NED 184 174 186 CCT TAAAAGGCAAACGAT TCTCC GTTACAGTACGGCGAGAATGTAGG 7 
HA3204 BV728181 trinucleótido ATC NED 116 119 121 GCCCTTCAATCCTACCATTAA C GGATATTGAGTTGGTTGTTGGG 10 
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HA3208 BV728183 trinucleótido ATG NED 157 160 157 CCCTATCTCTAATCTTCCTC GTTCTTGAAGATCTGATGTG 2 
HA3239 BV728208 trinucleótido ATG NED 133 143 149 CTTAATTCCGACATAAGCAGG CTTTCATTATTCACAACCCCC 2 
HA3272 BV728357 dinucleótido TA GA FAM 124 128 123 TGTTCTCACACTTTTCACCA  TAGGCCCTTAAATTCAGATG  7 
HA3278 BV728212 dinucleótido GA TA FAM 160 158 163 TAGCCAACTTTCTCTTTCCA CTTTCCCCTGCACCCATA 8 
HA3288 BV728101 dinucleótido GA FAM 194 208 176 GCATTAGTGAAGGTGGAAAG  AGGTCTTCAAACATGCAAAC   - 
HA3312 BV728075 dinucleótido GA FAM 110 100 115 TAACTGCAACAGACATGGAA  ATAACGATTGCACAACACAA  6 
HA3319 BV728105 dinucleótido GA NED 170 168 170 GTGCGAAATGCTAGATTGCTCC CTTCATCACCAGATACCAGCC  - 
HA3325 BV728106 dinucelótido  GA NED y FAM 247 242/250 222 GTCATTGCTTGAGTGTGAGA  CGACGCTGAACATATACTTG  2 
HA3330 BV728245 dinucleótido GA NED 148 119 182 GGCTGAGTAAATGCCAAATACGG GGTTGTTGATTACAAGCTCTCC 13 
HA3373 BV728080 dinucleótido GT NED 182 180 184 GCGGCGAAGAAGAAATTGAGG GGAAAGGGTTCCTGTTCTCC  - 
HA3396 BV728228 di-trinucleótido  GT ATT FAM 176 189 253 CACTGGAACACCTGAAAGAT  ATTCTTTGTTGCCTTTTGAG  12 
HA3417 BV728230 dinucleótido GA FAM 126 124 122 TAATTGATTGGGGGTAAATG  TATGATTTGGTGTGCTCAGA  13 
HA3448 BV728225 dinucleótido TA GT FAM 262 266 266 TCAAGATAGAACCTGATGTCG  TTTATTAAGTTTCCGGGTTC  11 
HA3513 BV728249 trinucleótido ATT/CAT γ-P32 120-170 120-170 179 CCACATGACCCATTCAACTTC TCATGGTTCCTGATGAG 8 
HA3555 BV728375 trinucleótido CAT FAM 102 104 110 GATATCTCTCATAAGTGCCG GGTCTTGTGATGACGAAGC 12 
HA3581 BV728253 trinucleótido ATG NED 140 144 147 GTAGAGGAGTATCGCCAATAGC GTTCCAATGGCCAACGATTGTG 8 
HA3582 BV728254 trinucleótido ATG NED 121 118 121 TGACCTTAATCCTTGGAGAG CCTCTAATTCCGAAAACCTAAC 16 
HA360 G67406 dinucleótido (GA)15 FAM 225 236 194 CTCACCCTTCATCTCCTTC CAACAAGGAACCGATAACTG 16 
HA3621 BV728258 trinucleótido ATG NED 138 145 159 CTGGTGGCAACTTTCTCAGTG GTAACTTACTCGCTCCACCTC  - 
HA3627 BV728237 dinucleótido GT HEX 182 200 179 GATGAAATGCCTCACAGACT  CATTGAAGATTGATGGATGA  5 
HA3640 BV728259 dinucleótido GA NED 186 180 184 GCCATATCAATAACCAATCCC CAAAGCATGTGAGGACCAGAATG 11 
HA3652 BV728274 dinucleótido TA GA HEX 213 215 151 TCAGGCTCCATCACTACTCT  CACGATAAGGTGGTCTTGTA   - 
HA3683 BV728278 dinucleótido GA GT FAM 186 182 189 TGCCCTTATTCTCCTAATTG GTGGATCTTGGACAGTGTTT  16 
HA3700 BV728302 dinucleótido GA FAM 178 176 168 GAAAAGATTGGGAGAGACCT  TTCTTCTTCCACCCACCTAT  5 
HA3703 - dinucleótido GA HEX 215 213 217 CAAATGCTGATTCCACACTA ATGGTTTCCTGTTTGAATTG 4 
HA3847 BV728286 dinucleótido GT NED 148 143 145 CATCACTTCAACATGCCTCC CCTAGCTCCTTTATGTAACCTC 10 
HA3878 BV728314 trinucleótido ATC ATT FAM 199 196 262 TTTGTTTAGCATCATCATCATC  GAGACCCTAACCATAACATGA  7 
HA3886 BV728315 trinucleótido ATT NED 186 188 188 GCTTATGTGGAAGCATGTCG CAGGTTTCTACTTACGGGTCG 14 
HA3938 BV728186 trinucleótido ATT NED 241 232 225 GTCAGTAAAAAGTTACCATGTTGC GCTTGAAGATATAAAGTTGTTGC 3 
HA3950 BV728296 dinucleótido C GA NED 129 137 145 CATTCCTCACCAACATAACA CCCTTGAGTATGCTTCAAAC 14 
HA3971 BV728318 dinucleótido GA HEX 183 178 179 GGATCTCTCCTGGTCCTAGT  GATCAATATCTTCCATGTTAT  17 
HA4011 BV728360 dinucleótido GA FAM 115 125 126 ACTTCTACCCTCCCCTTCTT CTGTACACGTGCTGCTTTAG 13 
HA4021 BV728320 dinucleótido GA HEX 194 185 188 GTCTGTCTGTACAGAATTCTC GAAGCAGAAGGTTAGGGCTATG  - 
HA4023 BV728189 dinucleótido GA NED 203 197 254 CGTCGTCTATCTCCAGTAACC GAATCTTGGGACCTGAGTCACC 9 
HA4031 BV728329 di-trinucleótido ATC-GA FAM 186 167 245 TCAAAAACAAACAAACACCA AGCTGTGAATGTGATGATGA   - 
HA4057 BV728333 dinucleótido GT HEX 206 201 172 AAACCCTTCCGACTTATCTC TAAAGAGAGAGCCCAACAAG 3 
HA4058 BV728334 dinucelótido  AT NED 163 161 156 GATTATGATTCCATGAGCCAAG CATCCTGTAATCCTGTCAATGTC 14 
HA4074 BV728323 dinucleótido GT NED 178 174 179 CCTTCACACCATACTTATCACC CAACTTCTACAAGCTCCTAGC  - 
HA4090 BV728336 dinucleótido GT NED 181 174 184 GCCATGATTGGCTAAGGTTCG TGCGTTACCGACAACACAAGG  - 
HA4094 BV728192 dinucleótido GA-GT HEX 172 174 178 GGGACAAAAATGGGAAATAC ATTTGAGACCCGAATACTCC  - 
HA4103 BV728338 dinucleótido GA FAM 141 150 192 TCACTTATCACCAATCTCATCCA CTGTCTCAAATCGGGTGGTT 6 
HA4105 BV728354 dinucleótido GA NED 113 119 118 GGGACTAGTTTGTAATATCTCTC GTTTGAGAGTGGTGATAGGTTATG 3 
HA4112 BV728340 dinucleótido GA HEX 213 215 183 TTGACTCTCCTTCTCGTCTC GCTCTCAAGAAATCGGTTAG 2 
HA4129 - dinucleótido GA NED 83 85 79 CCCCTCGATTGAGCAGAAATG CCTTCCGCTTCTGTCTTCAAC  - 
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HA4149 BV728355 dinucleótido GA HEX 188 198 111 TCAATTCATCGTGCATATCG CCAAAGTCCACCAAATCTTCC 17 
HA4208 BV728198 trinucleótido ATT NED 306 303 290 CCCGCAATTGAATACGCGACATC CATCTCGTTGCCCGTTAACTATC 13 
HA4222 BV728199 trinucleótido ATT HEX 254 272 219 TCAATAATATGAGGCACCAA CCCCCTATAAAAACATCACA 16 
HA4239 BV728202 trinucleótido ATT FAM 113 109 116 GAATGATAGTGAATTGAGACAGG CTGGCATCTATATCCATGGATAG 15 
HA4264 BV728346 dinucleótido GT HEX 181 179 169 TCCCAAACCTACACCTCTAA AAACAAACTATGGATTAACAAGG 14 
HA432 G67407 dinucleótido GT HEX 166 170 168 GGGTTTAGTGGCCAGTAGTTGTC CTTTATCCCCCACCCCCTCC 4 
HA477 BV727933 dinucleótido GT AgNO3 220-240 220-240 233 CGAGCGAGTGCTAGTTGTGTAAG GGATCCACACATATTACTGAC 9 
HA503 BV727935 dinucleótido GA-TA FAM 116 114 100 GTAGATCTTTCCCCTGCACCC GATGCGTTAGAGATAACCTG 8 
HA541 BV727938 dinucleótido GT HEX 213 229 220 CAACACACGCTTTGTTGGGTG CGATAAGGAGGGAGGGGAAGATAG 3 
HA77 BV727857 dinucleótido GA HEX 247 259 249 TGTAATCTGTATCACTTCCACC GTTGTTCTGTTAGGTCGTTCCG 1 
HA806 G67410 dinucleótido GA-GT HEX 192 186 191 GATGTTCCTTCCTGCAC GGTTGGATAATGGGGCAGC  - 
HA817 BV727885 dinucleótido GA FAM 110 100 114 GTCTCCTAATATACACACCC GTGTAGAGAGAGAAAGCTTG  - 
HA876 BV727953 trinucleótido TGG HEX 140 131 146 CGTTATTTATAAGACCCACCCC CAACTTGGATGTGGCCGGAG 15 
HA911 BV727888 dinucleótido GA FAM 186 179 179 CAAAGTTCACCTCGTTTTTC AAGTGGGAAGGTCTACGAGT 8 
HA920 BV727955 trinucleótido ATC FAM 177 185 171 CCCCATGTAATCGCTTTAG GTGGGGATATAGTGTTCGGC 10 
HA928 BV728013 di-trinucleótido GT-ATT HEX 217 221 222 CCTTTGTAGTCCCTTACTGG GGTCGATCATGTATGCGTGTTG 10 
HA95 G67405 dinucleótido GA HEX 145 159 162-166 ACGCTTGATAGACAAATGCT TAGGCAGCAGGTTTTACTCT 5 
HA969 BV727890 trinucleótido TGG FAM 160 162 168 CAGTTCTCACTTGTGA CATCAATAAGTGGAAGACGGG  - 
HA991 G67520 dinucleótido GA FAM 137 139 148 GCCCCCTTGATGCCCTTTTC GAATCGCCATTTGAATCGCCAG 4 
ORS1009 BV006395 dinucleótido CT AgNO3 340-360 340-360 344 CCATTTACCCTTTACACGGATCT TATGTATGGTCGCCAATTTACCA 9 
ORS1024_1 BV006408 dinucleótido AG FAM 214 231 224 GGGAAGTGGGCTTGTCTATGTAT AACACACCGAAATCACCTATGAA 5 
ORS1035 BV006417 dinucleótido CT NED 326 328 321 CAACCCAACTTCTCCTCATAACC AGGGCTGATATTCACTTCACACA 2 
ORS1040 BV006422 dinucleótido AG AgNO3 165-185 165-185 176 CTGCTGATCGTTTCTTGGATAGA TGCTAATCCTTCTAATCAACTTCCAC 17 
ORS1041 BV006423 dinucleótido CT FAM 281 183 279 AAACAAACCTTAATGGGGTCGTA ATATTGGCTGGTTGATGCTGAT 7 
ORS1043 BV006425 dinucleótido CT γ-P32 200-210 200-210 204 CCAAACCGTCATGTTCTATGTTC AGTGTGATTGCGAATTGTAGTGC 8 
ORS1045 BV006427 dinucleótido AG AgNO3 145-165 145-165 155 GGTGACAAGAGGGGTGTTCAG GGACAAATGAGTGTTGGGAGTTT  - 
ORS1065 BV006445 dinucleótido CT NED 297 276 295 ACCGCTGTCAACACCTTAAACTC GGCTGGGAATCAACTGCTACTAC 2 
ORS1068 BV006448 dinucleótido AG HEX 346 348 348 AATTTGTCGACGGTGACGATAG TTTTGTCATTTCATTACCCAAGG 4 
ORS1085_1 BV006463 dinucleótido CT HEX 281 277 280 GACCTCAAGGCATGCTAACACTC ACTAAGTGTGTGGACGGGGAAA 12 
ORS1086_1 BV006464 dinucleótido CT FAM 145 127 140 TTGTTTGTCGCACACTCAAGATT ATTATCGGCACATCTTTGGATTT 14 
ORS1097 BV006475 dinucleótido CT FAM 164 160 161 GACCAAGTGGACTGACACGAG CGGTGGTGGCTTAGATTGTATAGT 17 
ORS1120 BV006490 dinucleótido GT-GA γ-P32 320-340 320-340 321 TAACGTGTGCAGGTCTGTCTAAA TGCAAATAATAAGATAATGACCGATT  - 
ORS1127 BV006496 dinucleótido CT AgNO3 400 420 424  AAACTGAAACCGTACGAAAGAC CCTTTTATTTGAGTGTGTATAATCAG 9 
ORS1128 BV006497 dinucleótido CT NED 257 259 260 TCTGTGCCATACCACTTTATTCG GGCGATAATAGATGCGACACTC 14 
ORS1144 BV006509 dinucleótido CT-CA AgNO3 125-145 125-145 130 TTAATGTTGTTGCAGCCGTCTC GCCCGTAAGGTGATCTGTTAGTAGT 10 
ORS1146 BV006511 dinucleótido AG FAM 344 378 379 GGCTCATCACTTGCATCTATTGT TGAAGACACCATCTCCAATGC 11 
ORS1152_1 BV006515 dinucleótido AG HEX 269 264 275 CCCAAGCTCCCTCTTCATCTTA TGTTCATAGCCTCATTCATGTTG 14 
ORS1159 BV006522 dinucleótido CT NED 212 210 261 TTTCGTGATGGTGATTGATGATT CAGCAACTCTGACCGTTTCATTA 5 
ORS1194 BV006553 dinucleótido CT FAM 102 108 107 CCTGATCCTGATTCTGATTGTTC GGAGTAGGAGAGAAGATGGGTGA 2 
ORS121 - dinucleótido CA AgNO3 240-260 240-260 241 CAATCTCTGATTTCCCGGAA  CAAAAATAGCCGGTGAAGGA 15 
ORS1219 BV006576 dinucleótido CT AgNO3 420-440 420-440 442 CAAACTCTTGCATGTTATGTCCTTT GATCTATCTCAACCACCACTGATCT 12 
ORS123_1 BV005815 dinucleótido CT NED 147 145 147 TATGACCACGCCACTGACAC ACATCCATCACAGTCCATTTTG 14 
ORS1233 BV006589 trinucleótido AAG FAM 439 437 448 ACAGAAAGCTGTTAGCTCAGAACA CAGTCTACATCACCATTGGCTTT 6 
ORS1242 BV006598 dinucleótido CT HEX 265 255 269 GCAATCGTTTCACTCTTCCATTC TGGTCGTAGAATTGTCGGTCAT 15 
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ORS1247 BV006602 dinucleótido CT FAM 339 337 339 GTCTCGACTTGGGATCTGCTG AGTGTGAGGGTGTGTAGGATTGA 17 
ORS1259 BV006612 dinucleótido CT AgNO3 210-230 210-230 227 ACCCATGTTGATAGCCAACCTT TAGATTCCGAGGTGTGAGGGTAT -  
ORS126_1 - -   - - - -   CACTGTCCCTTCTGGTAGTTCC  TTCCCACGCAAACTTCAATTCC  16 
ORS1262 BV006615 dinucleótido AG HEX 336 38 336 CTCCACCATCAACATTAGACCAC GCTTAAACCATTACTTGCCACAT  - 
ORS1265 BV006617 dinucleótido CT HEX 229 227 222 GGGTTTAGCAAATAATAGGCACA ACCCTTGGAGTTTAGGGATCA 9 
ORS128 BV005818 dinucleótido CA AgNO3 365 385 378 GACCGTCCACGTGTCAGC CAAAATAGCGTTGACGAGCA 16 
ORS1287_1 - dinucleótido CT - - - 139     6 
ORS166 BV012434 dinucleótido CA FAM 339 327 344 CAGCCACATGCCCTCTGAC TGTTAAGAACCGCGACAACTGC  - 
ORS169 - dinucleótido CA - - -  - TGGAACTGTAAATGGACCCAAG  GCACTGCACCATTTATGAGAAG  17 
ORS176 BV005824 dinucleótido GT AgNO3 430-450 430-450 462 CCCTAACTGGTTTTCTGACCC AACTTTTGTTTGTTTGTCCAGG  - 
ORS203 BV012457 dinucleótido CA AgNO3 240-260 240-260 264 GCCCAAGATGTGAAGCGAATG GTCAGAACAGGACCGAACCACT 2 
ORS229 BV012471 trinucleótido AAC NED 172 175 176 TCCGACCCGAATCTTATGAACC GACCCGAATGAGACCCAAACTG 2 
ORS243 BV012478 dinucleótido GT NED 173 169 170 GGGATGACGTGCGTTTGG ACCACCATTTCTACCGTTTCTC 8 
ORS297 BV006634 dinucleótido GT HEX 226 222 225 GTGTCTGCACGAACTGTGGT TGCAAAGCTCACACTAACCTG 17 
ORS301 BV005905 dinucleótido GT NED 235 237 235 CGTGACCTGTGAAACACCAA CGATAACCGTGTGAATCGTG 14 
ORS303_1 BV005906 dinucleótido CT FAM 283 290 289 CGAGAGGACAAGAAATCTGTGA AGAACGACGGATGAAGATCG 16 
ORS31_1 BV006879 trinucleótido GAA HEX 280 292 286 AATTCATGCCCCAAGAGATG CACAATTCATGCATTTCTCTGG 5 
ORS316 BV005917 dinucleótido AC FAM 182 179 189 TGGCGTCTTCATAGCATCAG GAGATTTGAGCTTCGTGTTGC 13 
ORS323 BV006639 dinucleótido GT AgNO3 380-400 380-400 405 GCCGGAGGATTAGAGGAGTT CGGGAAACTAGGATCAGAGG  - 
ORS329 BV006840 dinucleótido GT AgNO3 220-240 220-240 236 CATCCTCCTCACCAACCAGA GGGAAATCTTCTAAACGGTATGG 8 
ORS331_1 BV005927 dinucleótido CT-AC FAM 283 290 177 TGAAGAAGGGTTGTTGATTACAAG GCATTGGGTTCACCATTTCT 7 
ORS333 BV006841 dinucleótido GT HEX 451 453 467 CGGTTAAGATGGTTCAGTTGG ATATTAAGTTTTGGTTTTAGCCAGAA 16 
ORS337 BV006640 dinucleótido AC AgNO3 180-200 180-200 184  GGGTTGGTGGTTAATTCGTC TTGGTTCATTCATCCTTGGTC  - 
ORS342 BV005933 dinucleótido GT HEX 340 330 342 TGTTCATCAGGTTTGTCTCCA CACCAGCATAGCCATTCAAA 2 
ORS354 BV006644 dinucleótido AT-GT HEX 162 173 161 TTATCAACCATGACCGCATC AAATTTTCTTCTCAAATGAACCTC 11 
ORS364 BV005947 dinucleótido AC NED 223 364 228 ACGGAAAGCTCTTGAAAGCA GCGGGCATTCCAACTAGTAA  - 
ORS365 BV005948 dinucleótido CT-CA NED 246 242 509 CGAGGCAAAGGGTGTCTAAA GAAGCGAAGGAATGGTGGTT 1 
ORS418 BV005975 dinucleótido GT - - - 397 TCGTTCTCAACATCACCTTCC CACGGTATCACTTCCATTCTAACA 16 
ORS455 BV005995 dinucleótido GT FAM 167 165 167 CTTGATCCACAACGCACAAC AATCTTCCTCCTCCTCATCAGA 16 
ORS457 BV005997 dinucleótido AC-CT FAM 226 230 230 TGCATACCCAATCTACCAGCTA AAGACGAAGGTGCAACCAGT -  
ORS460 BV005998 dinucleótido GA FAM 302 300 302 ACTCGGCTACCACCTCACAC GCCCTTTGACCCTAACCAAG 7 
ORS483 BV006013 dinucleótido GT FAM 267 269 271 CCGAACAACAATCTCCACAA GGTTTAGGTGTCGCATCACA 6 
ORS485 BV006015 dinucleótido CA AgNO3 300-320 300-320 297 ATAAGAGCCGCCCCTGAATA GCTAAAAGTGAACATGCTGGAA  - 
ORS491 BV006678 trinucleótido CAT AgNO3 375-395 375-395 388 ACCCACACACCATAAGTTCG CGAAGTGTTGAGGATGAACG  - 
ORS495_1 BV006020 dinucleótido GT AgNO3 140-160 140-160 152 CCAGGATTAGGTAGCTTAGTTCG GCGATCTGAGGTTGACTCGT 16 
ORS499 BV006022 dinucleótido AC-AT NED 221 213 226 CACGGTTGGTCAATCACATC TTTAGGCTGCACATTATGGACT 15 
ORS5_1 BV006871 trinucleótido GGA AgNO3 290-310 290-310 311 ATGTGGAGCAGCAAATTCAG CTGCTGCCCACCATACTG 11 
ORS509 BV006029 dinucleótido GT AgNO3 200-220 200-220 198 CAACGAAAAGACAGAATCGAAA CCGGGAATTTTACAAGGTGA 1 
ORS510 BV006030 dinucleótido GT HEX 258 249 255 CATCGCGTCCCTCTCTCTAA CCAACCATCACAGCAATCAG 9 
ORS511 BV006031 dinucleótido AT-GT AgNO3 140-160 140-160 156 TGGCTCAGATTAAGTTCACACAG CGGGTTGCGAGTAACAGGTA 13 
ORS523_1 BV006683 dinucleótido AC HEX 166 164 167 TCGAGAAAGAAAGAGAGAGTGTGA GGATGAAAGATATGACCTGGATG 5 
ORS525_1 BV006038 dinucleótido AC AgNO3 275-295 275-295 288 TGCAAGGAGAAGAGGGTTTG GGACCAAGGTGAAAGAAGGA 2 
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ORS53 - mononucleótido T    -  -  - - GCTGGCAATTTCTGATACACGAT  CATCTAGACAACGACAGAAGATG   1 
ORS533 BV006044 dinucleótido CT FAM 162 160 157 TGGTGGAGGTCACTATTGGA AGGAAAGAAGGAAGCCGAGA 5 
ORS578 BV006071 dinucleótido CT NED 242 246 238 CTCTCAATCCCTAAAGTCCCCT TGGTGGATGTGGTTGTTGAT 14 
ORS591 BV006699 dinucleótido CT NO3Ag 115-135 115-135 127 GTTGCAGGAAAGGTCGAAAG TTTTATTCTACGCAGACAAGACG 10 
ORS613 BV006091 dinucleótido AG HEX 226 230 228 GTAAACCCTAGGTCAATTTGCAG ATCTCCGGAAAACATTCTCG -  
ORS620 BV006854 dinucleótido AG FAM 244 246 246 TCATGGCGGTTAGAGACGAT CACTTCTTTCATCAACCCCTCT 4 
ORS621 BV006097 dinucleótido CT γ-P32 230-250 230-250 249 CGCCTTATGCTGAGAGGAAA CCTGAAGCGAAGAAGAATCG  - 
ORS624 BV006855 dinucleótido CT AgNO3 100-120 100-120 116 CACGACCTGACACAAAGTTAATG ATCAGAAGCTCCACCACGAC 8 
ORS630 BV006710 dinucleótido CT AgNO3 330-350 330-350 347 GCACGACCCGGATATGTAAC TGTGCTGAGGATGATATGCAG 13 
ORS653 BV006115 dinucleótido CT HEX 288 317 312 CACCCACCAAGAACCCTAGA CCGATACATACCATAGCCGATT 2 
ORS656 BV006715 dinucleótido CT NED 202 206 196 TCGTGGTAAGGGAAGACAACA ACGGACGTAGAGTGGTGGAG 16 
ORS657 BV006118 dinucleótido CT NED 140 156 254 AGCCGTCGTCCTCTTTGAT ACACATTATGGTAGACGCCAGA 3 
ORS662 BV006121 dinucleótido AG NED 313 317 314 CGGGTTGGATATGGAGTCAA CCTTTACAAACGAAGCACAATTC 1 
ORS665 BV006123 dinucleótido AG HEX 290 288 286 GCACATGAGGTATGGATCTCCT TGCAAATACAACTCGGGAAA 16 
ORS671_1 BV006127 dinucleótido AG NED 182 184 182 CGAGTGGTAGGAATGCTTGG GGGTGTCAGATTTCTCATCTCA 4 
ORS677 BV006132 dinucleótido CT AgNO3 380-400 380-400 383 TCCTTCCTTCATTCTCTGCATT CTCCATACCGTTGCCATCAT 17 
ORS679 BV006133 dinucleótido GA HEX 225 223 240 CCCTCCTCCCTCTTCACTTT CTCATCGGACAACCAGAACC 12 
ORS682 BV006134 dinucleótido AG AgNO3 250-270 250-270 268 CCACAACTCAAACCGAAACC CACCGCCAATCTTCAGTCTT 14 
ORS687 BV006138 dinucleótido CT HEX 166 164 168 ACCGTTACACTTATTGGTTATTTCATT GGGGTTTGTTGTTCTGTTTTG 15 
ORS691 BV006140 dinucleótido CT FAM 465 461 447 GCATCTGAGCAACTGCGTTA ACCGTCCTTAGCTCTTGTGAG 10 
ORS718 BV006158 dinucleótido CT HEX 272 274 278 CACTTTACGCACACCAAACC ATGCAACACCCGAATCAAAG 3 
ORS727 BV006163 dinucleótido AG HEX 154 196 192 GGTGGCAAGTGGTGGTTAGA AAAGCTGGTCATCTCAAGGGTA 17 
ORS733 BV006733 dinucleótido AG AgNO3 190-210 190-210 194 GGACTCCAACGAGAGAATCAGT TATGAGTTGGCAAGGGCTTC 11 
ORS774 BV006192 dinucleótido AG HEX 307 303 309 CCGATTTCTGCAACATTGTAAA GAACCTTCCAATGGTTTGGA -  
ORS78 BV006898 trinucleótido GAA AgNO3 180-200 180-200 161 GTTCGTCGAGTACATGTTCTGC TTTCCCTCTGGAAAGTTGTCA 10 
ORS788 BV006202 dinucleótido GA FAM 264 262 263 CTGGATAAAGATGGGATAAAGAGAG GGACCCACCAAGATTTGTTTT 16 
ORS8 BV012512 dinucleótido CT AgNO3 180-200 180-200 195 TTGGATCGATTGATGATTGTTG GAATCCGTCATGTATAAAACGA 15 
ORS803 BV006214 dinucleótido CT HEX 167 165 165 TTCCCACCCATCTTCATCTC ACCGCCGCATATAAAGGAGT 1 
ORS805 BV006216 dinucleótido AG NED 271 279 276 CATGGATTATAAGAACGGGTGTT AATCCCAGGGGTAAAATTGC 9 
ORS806 - dinucleótido CT FAM 232 236 239 CGGTTGTTGTTGATGTGGTG ACGCCACGTTATTTCAGGTT  - 
ORS807 BV006217 dinucleótido AG FAM 256 267 226 CCGATATTTTGACCGATATTTTGC TCTCACCCTTCATCTCCTTCC 10 
ORS844 BV006252 dinucleótido AC FAM 304 302 307 ACGATGCAAAGAATATACTGCAC CATGTTTAATAGGTTTTAATTCTAGGG  - 
ORS878 BV006281 dinucleótido AC FAM 191 200 203 TGCAAGGTATCCATATTCCACAA TATACGCACCGGAAAGAAAGTC 10 
ORS887 BV006290 dinucleótido AC FAM 247 250 252 TCGAAAACGACTAATCCAACTTTC GAGCATGAACAAGAATTGACACA 9 
ORS889 BV006292 dinucleótido GT NED 111 140 138 ATCAACTACGTCACGATACTCC GTTCTCATGGATTCTCACAACTC 10 
ORS894_1 BV006297 dinucleótido GT NED 247 250 252 TTTCCTCATGATCCCGATTCTAT TGCATTACCTAATTTCTAGTGGGTTT 8 
ORS899 BV006302 dinucleótido AC HEX 310 338 323 GCCACGTATAACTGACTATGACCA CGAATACAGACTCGATAAACGACA 16 
ORS925 BV006327 dinucleótido AC γ-P32 200-220 200-220 201 ATGATTCTAAGTTGCGGTAGTGC GTTGGGTTTAAGTTGTTGCTTCC 1 
ORS934 BV006334 dinucleótido AG NED 255 253 252 CGTTCCGATCTACAAGGTAAAGG AACATACACAAATCCACGCAGAG 6 
ORS959 BV006356 dinucleótido GT HEX 247 236 240 CCGCTAAGTATAAACCGCCTATT CGTCCTCTTCGCATCAATCTTAT 1 
ORS993 BV006383 dinucleótido AG FAM 334 330 327 GTGTTACAATCCTTGCGTCGATA CAAACCACAGGGACCAAAATG 16 
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TC12357 TC12357 trinucleótido ATG HEX 300 302 279 AGTATTCAGTGGAAGCGATG CCAACCAAACTACAGCAACT -  
TC15366 TC15366 InDel GGTTA FAM 284 290 282 ATGAATTGAAGCATGCAGTAG ATGAGTTCTTTATCAGCCAGTAT 10 
TC18146 TC18146 InDel CCAAATCT HEX 504 513 447 ATGAATTTTGGCTTGAAGAAGG TGCCGGGTATGTATATGGGAAT 10 
TC18194 TC18194 dinucleótido TG HEX 306 308 305 AGAGGGAAGACACAAACTGAC AATCAACTCATCATCAATCCA 3 
TC20625 TC20625 trinucleótido GAG FAM 209 206 209 GGTGGTTCACAAACATAAGG CTTCTTCTCCATTTCCAATCT 4 
TC21542 TC21542 trinucleótido ATA FAM 240 242 237 AGTGAGGAGCACAAGCAA TGAACATCAACATCAAATCAA  - 
TC21689 TC21689 trinucleótido GTG HEX 362 356 357 GTTACGGAGGTGGTGGTC CCAATAAACACAGAATCCAAA 4 
TC21990 TC21990 dinucleótido AT FAM 126 120 136 CCATAAGTGTTGCTCCCTTT TGATTCTCAGTTCCATTCCA  - 
TC22997 TC22997 trinucleótido ATG HEX 240 246 232 GGTGTAAGGATGATTGGAAA AACATACGAAGAAAGCAGTAAAG  - 
TC23078 TC23078 trinucleótido AGG FAM 194 200 198 GTCACGGAGGAAATACTG GCACAATAATAAGCACACCC  - 
TC23602 TC23602 tetranucleótido GTTT FAM 198 201 200 TTCCAACACAAGGCATCA AAACAACAGTCACAATACATCAA 8 
TC23762 TC23762 InDel GTAGAAATTCTTTCTGAGGTA HEX 787 744 779 AAACTTCACGCAATGAGACT CAAGCTTCCCTACAAAGAAA 14 
TC24343 TC24343 tetranucleótido TTGT FAM 218 210 220 TAAGGCAAAGAACCAGGGAC ATGAAGCACAACTAAAGGCA 16 
TC24992 TC24992 trinucleótido AAT FAM 181 184 180 ACATTCACTTCTTCTCCATCA AGCCATACTGTCCTCCATACT 8 
TC25054 TC25054 pentanucleótido TTTAC HEX 313 307 318 TACCTTGACGATGACCAGA ACCTTACATTCCACCAAACA 16 
TC26323 TC26323 dinucleótido AT HEX 303 301 303 ATCACAAACCTCCTGACAAC CAACTCTTGGGTGGCTAA 17 
TC26869 TC26869 trinucleótido GAT HEX 277 280 288 AGAGGAGGAGTTTGTTGATGT CCAATAAACACAGAATCCAAA 16 
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