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Desarrollo de un mapa genético y fisico integrado
para girasol cultivado y su aplicacion en la caracterizacion de regiones

genomicas involucradas en la resistencia a enfermedades

Resumen

En el presente trabajo se describe la construccion de un mapa genético saturado de
referencia para girasol (Helianthus annuus) y la localizacion fisica de grupos de
ligamiento que incluyen genes y/o regiones gendémicas de interés agrondémico.

Se obtuvo un mapa genético a partir de una poblacion de lineas 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 incorporacion de
SSRs permiti6 relacionar el mapa con otros mapas publicos unificando la nomenclatura
para la denominacion de los GLs.

Se caracterizé el complemento cromosémico de H annuus mediante el mapeo
fisico de regiones repetitivas propias de la especie utilizando la técnica BAC-FISH. Se
localizaron fisicamente 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 asociacion con QTLs de resistencia a Sclerotinia
sclerotiorum y el GL 7 por su asociacion con QTLs de tolerancia a estrés hidrico.

La integracién de estrategias basadas en mapas genéticos saturados, mapas
fisicos y gendmica comparativa permite expandir los alcances de la investigacion hacia
el analisis de QTLs, el clonado posicional de genes, y el mapeo fisico de regiones de

interés agronémico.

Palabras clave: Helianthus annuus, SSR, EST-SSR, mapa genético, mapa fisico,
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. INTRODUCCION

1.1. Generalidades del girasol
1.1.1 Descripcion taxondmica

El girasol cultivado (Helianthus annuus L.) es una especie diploide, perteneciente a la
familia Asteraceac (Compositae), subfamilia Asteriodae, tribu Helianthae, subtribu

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

La familia Compositae es una de las familias mas 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 origind en América del Norte hace 30 a 100 millones de
afios (Raven & Axelrod, 1974) y sufrid una rapida y extensiva diversificacion

produciendo un gran espectro de taxones.

La mayoria de las especies de la familia Compositae analizadas hasta la fecha tienen
genomas mas grandes que 1,1 picogramos de ADN /1C (Kesseli & Michelmore, 1997)
con excepcion de algunas especies como Leontodon taraxacoi cuyo genoma es de 0.3

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

1.1.2 Importancia econémica

La familia Compositae contiene mas de cuarenta especies econdmicamente importantes
para la vida del hombre, entre ellas: lechuga (Lactuca sativa L.; alimentacion), girasol
(Helianthus annuus L.; alimentacion y ornamental), topinambur (Helianthus tuberosus
L., alimentacion, forrajero, prebiotico), cartamo (Carthamus tinctorius L., alimentacion,
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 acidos grasos saturados y alto contenido de acidos grasos mono y di
insaturados. Existen tres calidades de aceite de girasol, dependiendo de su composicion,

algunas de las cuales no necesitan hidrogenacion, caracteristica que los hace ideales
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1. INTRODUCCION

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 elaboracion.

El aceite de girasol es considerado de gran valor debido a su composicion de acidos
grasos insaturados (oleico y linoleico) y su bajo contenido en 4cido linolénico. Es usado
ademds, en jabones y detergentes en Europa del Este, como “transportador” en
agroquimicos, particularmente pesticidas hidrofobicos, surfactantes, adhesivos,
plasticos, suavizantes y lubricantes. Ademas el aceite de girasol es usado en masajes,

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

1.1.3 El girasol cultivado (Helianthus annuus L.)

El nombre cientifico 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), postulandose un niimero basico x = 17. Se propone que x = 17
seria un numero basico 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 esta compuesto por treinta y seis especies perennes y doce especies anuales,
estas especies son muy variables en cuanto a morfologia y adaptaciones ecoldgicas,
algunas especies silvestres de Helianthus han sido importantes fuentes de recursos
genéticos para la identificacion de genes de resistencia a enfermedades, tolerancia a
sequia, esterilidad citoplasmatica masculina (CMS) entre otras caracteristicas

agrondmicas importantes (Jan et al., 1998).

El girasol es naturalmente una especie aldégama y auto-incompatible, su
domesticacion ha permitido la autocompatibilidad y un aumento en el tamafio y en el
vigor de la semilla. El girasol cultivado puede ser cruzado sin dificultad, tiene una alta
produccion de semillas (aproximadamente 1.000 semillas/planta) y un tiempo
generacional corto de 70 a 100 dias. Esto hace que el girasol cultivado tenga varias
caracteristicas que facilitan su andlisis genético, a su vez el desarrollo de germoplasma
autopolinizable ha favorecido el avance de los programas de mejoramiento incluyendo

el desarrollo de hibridos.
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1. INTRODUCCION

El desarrollo del girasol cultivado por cruzamientos interespecificos (H. annuus x H.
petiolaris) con incorporacion 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 hibrida de girasol (Fick & Zimmer, 1976; Kinman, 1970; Leclerq, 1969). La
identificacion de nuevos genes restaurados de especies silvestres como Helianthus
maximiliani L, recientemente reportados, abre nuevas posibilidades de aplicacion 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
produccion 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 produccion de girasol ha venido recuperando protagonismo en los ultimos afios a
un ritmo de 6,2% anual acumulativo, hasta la campafa 2005/06. Durante la campafia
2006/07 se observo un incremento del 8%, pero la produccion fue afectada seriamente
por el clima. La produccién de girasol de la campaiia 2007/2008 fue de 4,51 millones de
toneladas, casi un millon de toneladas mas que en la anterior. En las 2,64 millones de
hectareas cosechadas (97,8% de las sembradas), el rinde promedio nacional se ubic6 en
17,1 quintales  por  hectarea  (Asociacion  Argentina de  Girasol,

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

La importancia del cultivo para la Argentina cobra mayor relevancia si se considera
la produccion a nivel internacional. De acuerdo a los datos del Departamento de
Agricultura de Estados Unidos (USDA), para la campana 2007/2008 (hemisferio norte)
la produccién mundial de girasol cayé de 29,8 millones a 27 millones de toneladas
(9,3%). Los tres grandes oferentes del hemisferio norte (Rusia, Unién 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 produccion para la campana 2008/2009, con una recuperacion importante
en la oferta de los tres principales competidores y un aumento de 6% en la produccion

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 economia del pais, es fundamental que la Argentina promueva este cultivo definiendo
una politica agricola robusta e independiente y desarrollando un importante paquete
tecnologico que favorezca la competitividad a nivel mundial. En este contexto
considerando los problemas tecnologicos y la escasez de herramientas disponibles para
los planes de mejoramiento asistido al momento del inicio de la presente tesis, se
considerd la construccion de un mapa genético de ligamiento integrando los mapas
existentes, incluyendo los marcadores disponibles para la especie asi como el desarrollo

de nuevos marcadores y su correlacion a un mapa fisico.

1.1.5 Estado de avance del conocimiento sobre la genémica de girasol

Pese a la importancia econdmica del girasol a escala mundial, el grado de avance de los
conocimientos publicos sobre el genoma de girasol es limitado cuando se lo compara
con cultivos como el arroz, el maiz, la soja, el tomate, el trigo, la papa y la cebada, entre
otros. Sin embargo, en los Ultimos diez afios, se ha producido un avance interesante en
relacion a los estudios gendmicos y post-gendmicos 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) (Fernandez et al., 2003;
Gentzbittel et al., 1999; htt//cgpdb.ucdavis.edu/), mapas genéticos de distinto nivel de
saturacion (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 gendémicas de clones de BACs
(Bacterial Artificial Chromosome) (Bouzidi et al., 2006; Feng et al., 2006; Gentzbittel
et al., 2002; Ozdemir et al., 2004) y microarreglos de ADN (Alignan et al., 2006;
Hewezi et al.,, 2006; Fernandez 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 genomico. 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, asi como el desarrollo de
mapas fisicos, permitiendo correlacionar grupos de ligamiento con regiones

cromosOmicas especificas a través de la utilizacion de las colecciones gendmicas en
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BACs y del desarrollo de técnicas de citogenética molecular no habian 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 gendmica aplicada. Un mapa de referencia saturado
permite orientar la busqueda de regiones candidatas para la localizaciéon de
polimorfismos asociados a caracteres agronomicos de interés, los cuales permiten
abordar estudios de asociacidon genotipo-fenotipo y conducir a la localizacién génica de
QTLs que gobiernan un determinado cardcter, con su consiguiente aplicacién en

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

1.2 Herramientas moleculares para el analisis genémico

En los ultimos veinte afios se ha desarrollado una serie de técnicas moleculares para
abordar el analisis gendémico, lo cual permite explorar la informacion genética que los
organismos poseen. El analisis gendmico para la identificacion de los genes implicados
en un proceso biologico es esencial para entender la biologia de una célula o de un
organismo en su conjunto. Este tipo de andlisis, que ha supuesto una auténtica
revolucién en el abordaje de los problemas biologicos, conlleva un cambio radical en las
aproximaciones experimentales y requiere el desarrollo de nuevas tecnologias de alta
eficiencia para el andlisis global de los genomas, asi como de herramientas
bioinformaticas que permitan el procesamiento de los datos, la generacion de
informacion y la extraccion del conocimiento. Entre estas herramientas, particularmente
los marcadores moleculares, funcionan como sefaladores 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 utilizacion 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 sefalar una

posiciéon determinada sobre el genoma, dado que ocupan posiciones gendmicas
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especificas 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 patdégeno, o bien de un caracter que solo se exprese en fase adulta o de

dificil o costosa identificacion.

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 replicacion de las

repeticiones en tandem del ADN.

Cuando un marcador polimoérfico 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 tamafio de los fragmentos o bandas visualizadas en un gel, mientras que
un marcador dominante solo 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 multiples alelos, en uno dominante s6lo existen dos alelos posibles.

Las caracteristicas deseables de un buen marcador son: la deteccion facil y rapida de
todas las clases genotipicas posibles, poseer alta reproducibilidad de deteccion, bajo
requerimiento de material biologico para su identificacion, distribucion homogénea a lo
largo del genoma (en el caso de utilizarlos para la construcciéon de mapas) y un alto

nivel de polimorfismos (Cubero, 2003).

En la actualidad, los marcadores mas utilizados son los marcadores moleculares
basados en PCR. Se los denomina marcadores de PCR porque se basan en la reaccion
en cadena de la polimerasa o PCR. Estos marcadores son los mas ampliamente

estudiados debido principalmente a su abundancia.

Los diferentes tipos de marcadores moleculares pueden ser clasificados en tres
categorias: a) marcadores de primera generacion, que incluyen a los Polimorfismos de

Longitud de Fragmentos de Restriccion 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 generacion, 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 generacion, que incluyen a los ESTs
(Expressed Sequence Tags) y los Polimorfismo de Nucleotido Simple o SNP (Single
Nucleotide Polymorphisms). Esta categoria fue propuesta por Gupta et al. (2001).

Los marcadores moleculares son usados en programas de mejoramiento vegetal
(desarrollo de mapas genéticos, identificacion de QTLs y estudios de mapeo
comparativo), en programas de seleccion asistida por marcadores (seleccion indirecta,
introgresion asistida por marcadores, desarrollo de lineas puras y mejora de caracteres
cuantitativos). Ademas, son usados en la conservacion y uso de recursos genéticos, en la
identificacion de variedades y en el desarrollo de plantas transgénicas (Nuez & Carrillo,

2002).

Para llevar adelante estudios de genomica aplicada y conducir programas de
mejoramiento moderno es fundamental la disponibilidad de distintos tipos de
marcadores moleculares para la especie en estudio, como asi también conocer su

localizacion en el genoma mediante su incorporacion en mapas genéticos.

1.2.1.1 Microsatélites

Los microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats) son repeticiones en tandem de 1 a
5 nucledtidos distribuidas a lo largo del genoma. Poseen una region repetitiva corta,
generalmente menor a 100 pb, y en su mayoria pueden ser amplificados por PCR
estandar. Los microsatélites ganan y pierden unidades de repeticion por deslizamiento
de la ADN polimerasa. Este mecanismo mutacional es complejo y especifico de
secuencias repetidas en tandem (Ellegren, 2000; Schlétterer, 2000). Los SSRs, son
altamente polimorficos, abundantes, codominantes y se encuentran distribuidos en las
regiones eucromaticas del genoma, por lo que no tienen efecto de presion de seleccion
y, por este motivo se consideran marcadores neutros. En la mayoria de los casos son
cromosomas especificos, multi-alélicos, altamente polimdrficos y poseen alta capacidad

de procesamiento durante la genotipificacion.
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Estas caracteristicas favorecen su utilizacion en la construccion de mapas de
ligamiento saturados y en la seleccion asistida por marcadores, en los estudios de
paternidad, en los andlisis forenses y en los estudios de genética de poblaciones

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

Las desventajas mas destacables estan 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. Ademas, problemas técnicos tales como artefactos de la PCR (stutter
bands) complican la automatizacion del analisis. Finalmente, a pesar de la gran cantidad
de microsatélites presentes en la mayoria de los genomas eucariotas, se ha reportado que
la densidad de loci informativos podria ser baja para algunas aplicaciones de mapeo

genético (Dieringer & Schlotterer, 2003; Toth 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 generd la coleccion
denominada HAx; Europa, a través del grupo Cartisol, generé la coleccion denominada
CRSx y Estados Unidos, a través de la Universidad de Oregon, la coleccion 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 ultimos afios se ha desarrollado una extensa variedad de marcadores moleculares
funcionales, considerados asi 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 generacion de un gran numero de secuencias que se expresan (ESTs) para
especies vegetales en bases de datos publicas. Las secuencias ESTs son generadas
tomando clones al azar de una colecciéon de ADNc y secuenciando las mismas en una
lectura con una extension promedio de 300-500 bases. Hasta el momento, se han
desarrollado colecciones de EST para mas de ciento cuarenta especies de plantas

econdmicamente 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, maiz,

tomate y soja alin reinen mas 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 Gendmico 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 unicas (liberadas el 17 de junio de 2006)
(Indice 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 investigacion franceses y argentinos, pertenecientes a
Genoplante y ENSAT (Francia) y al INTA (Argentina). El grupo del INTA llevé a cabo
la caracterizacion de una coleccion de ESTs drgano-especifico aislado de colecciones de
ADN copia usando la tecnologia de hibridacion sustractiva de secuencias (SSH-ESTs)
(Fernandez et al., 2003). Esta coleccion sustentd la busqueda e identificacion de genes
candidatos asociados a respuestas a estreses abioticos mediante la estrategia de analisis
concertado de expresion génica a través de la tecnologia de microarreglos de ADN
(Fernandez et al., 2008), como asi también la identificacion de marcadores funcionales

descripta en el desarrollo de esta tesis.

El analisis las secuencias de EST permite la identificacion de mutaciones puntuales

del tipo SNP, INDELSs y motivos de repeticion del tipo SSRs, denominados EST-SSR.

Los marcadores EST-SSR han sido desarrollados a partir de una gran variedad de
plantas, tales como Arabidopsis, maiz, soja, arroz, trigo y mas 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; Toth et al., 2000;
Varshney et al., 2002). Ellos han sido usados frecuentemente en mapeo genético, mapeo
comparativo y analisis de diversidad genética y funcional (Varshney et al., 2005b). Si
bien en varias especies se ha reportado que estos marcadores son menos polimorficos
que los SSR gendmicos (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 econdmico gracias a la disponibilidad de secuencias de
ESTs en base de datos publicas y la frecuencia estimada de SSR es mayor en las
regiones génicas, fundamentalmente intergénicas que en las regiones heterocromaticas
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 mas 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 identificacion de repeticiones
en tandem y el tamafio del conjunto de datos analizados. Los criterios de busqueda
utilizados, tales como repeticiones perfectas e imperfectas, nimero minimo de
repeticiones, longitud de los espacios para las repeticiones compuestas, etc., a menudo
llevan a diferencias significativas en el nimero 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 mas repeticiones tienden a ser mas polimorficos (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
dinucledtidos mutan mas frecuentemente que las de tri y tetra nucledtidos (Schug et al.,
1998). Sin embargo, en humanos, fueron observados porcentajes similares de mutacion
entre di-, tri- y tetranucle6tidos (Chakraborty et al., 1997). En este contexto es frecuente
que las busquedas de EST-SSR se limiten a motivos de repeticion que se expandan por
mas de dieciocho bases teniendo en cuenta que en muchas especies el nivel de

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

En general, los diferentes motivos de repeticion se presentan en frecuencias
similares en los ESTs de diferentes especies. Entre los motivos dinucleétidos, el motivo
GA/CT ha sido reportado como el mas abundante, y el GC/CG como el menos
abundante en trigo, cebada, maiz, sorgo y arroz (Kantety et al., 2002, Temnykh et al.,

2000). El motivo trinucle6tido mas abundante en cebada, maiz, sorgo y arroz fue
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GGC/CCQG, y en trigo fue AAC/GTT. Morgante et al. (2002) y Vershney et al. (2005)

demostraron que el motivo dinucle6tido mas frecuente en ESTs de plantas fue AG.

Kumpatla & Mukhopadhyay, (2005) analizaron EST-SSR en veinte dicotiledoneas
incluyendo el girasol. En dicho estudio, el criterio para la identificaciéon de SSR fue
poco astringente, e incluyeron motivos de mononucleétidos y dinucleétidos de mas de
cinco repeticiones. Los mononucledtidos fueron informados como los motivos mas
frecuentes, seguidos por los dinucledtidos y los trinucleétidos. El motivo dinucleétido
mas frecuente fue el AG/CT en todas las especies investigadas, el motivo trinucle6tido
mas frecuente fue el AAG/CTT en dieciséis de las veinte especies estudiadas (no
incluye al girasol). Estas caracteristicas representan una tendencia general en los EST-
SSR de dicotiledoneas, mientras que el motivo CCG/CGG es el mas frecuente en
monocotiledéneas (Temnykh et al., 2001). Segiun lo reportado por estos autores en

girasol el mas frecuente fue ACC/GGT.

Pashley et al. (2006) desarrollaron marcadores EST-SSR, los cuales fueron
utilizados para el analisis genético de especies poco frecuentes de girasol silvestre.
Estos autores seleccionaron di-, tri y tetranucleotidos con una repeticion minima de 5, 4
y 3 subunidades, respectivamente. El tipo de repeticion mas abundante fue el de
trinucleotidos, seguido por el de tetranucledtidos y luego el de dinucledtidos, siendo

ATG/TGA el motivo trinucledtido méas 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 lineas elite,
algunas de las cuales son parentales de poblaciones de mapeo. En el citado trabajo se
analizd una coleccion de 17.904 genes unicos obtenidos a partir del ensamblado de
89.225 ESTs provenientes de H. annuus, H. argophyllus y H. paradoxus en busqueda
de motivos de SSR. El criterio de bliisqueda utilizado se basd en un nimero minimo de
repeticiones (n) considerando los valores de n > 4 y n > 5. El niimero total de SSRs
encontrado fue de 16.643 y 4.755 SSR, respectivamente; en ambos casos, el motivo mas
frecuente en la coleccion fue el de dinucledtidos, seguido por el de trinucleétidos y por
ultimo el de tetranucledtidos. Se disefiaron oligonucleodtidos para una seleccion 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 analizé la capacidad de transferencia a nivel de
especie y de género mediante la genotipificacion en distintas accesiones de Helianthus
silvestres, Carthamus y Lactuca, observandose 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 interespecificos 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
polimérficos en poblaciones derivadas de cruzamientos entre lineas elite, mientras que
el 83,3% fueron polimoérficos en poblaciones derivadas de cruzamientos entre lineas
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 mas abundante en la mayoria de los organismos y tiene su origen en un
cambio de base o pequefias inserciones o deleciones en una posicion 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

genotipificacion de alto desempefio a un costo relativamente bajo.

La informacion sobre la frecuencia, naturaleza y distribucion de los SNPs en plantas
superiores estd 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
cronoldgica: la resecuenciacion de una regidon especifica del genoma a partir de un
pequetio grupo de individuos, el alineamiento multiple de las secuencias obtenidas, la
validacion en un conjunto mayor (por ejemplo, remover los falsos positivos debido a
errores de secuenciacion o debido a la presencia de secuencias homologas/paralogas) y

la genotipificacion en una poblacion de mayor tamafio (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), maiz (Batley et al., 2003; Ching et al.,
2002), arroz (Nasu et al., 2002), soja (Zhu et al., 2003), cafia de azucar (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 agronomica.

La frecuencia de los SNPs varia en diferentes regiones dentro de cada genoma,
siendo la distribucion de los sitios polimorficos generalmente no al azar. Las regiones
gendmicas con bajo porcentaje de recombinacion generalmente presentan reducido
nivel de polimorfismo (Rafalski & Morgante, 2004). Los SNPs pueden presentarse en
regiones codificantes y no codificantes sin embargo, en la mayoria 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 nucleotidica, de filogenia, de
evolucion, de mapeo genético, de mapeo fino, de clonado posicional, de mapeo por
asociacion a nivel poblacional, y de seleccion asistida a partir de la identificacion de
variantes alélicas causativas (QTNs: Quantitative Trait Nucleotides), de las cuales
deriva una estrategia de seleccion 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 silico
a partir del andlisis de secuencias de ESTs provenientes de los genotipos RHA280 y
RHAZSO01, validados y mapeados mediante el analisis de formacion 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 identificacion de SNPs mediante la técnica de resecuenciacion 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 seleccion asistida de genes de resistencia a
herbicidas en girasol. Recientemente, y con el propdsito 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 caracterizaciéon 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
ultimo trabajo se analizaron aproximadamente 14 kb utilizando programas publicos 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 nucleotidica y LD (Desequilibrio de Ligamiento)
estimados sobre el conjunto de lineas 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 agronémicos

basado en estudios de asociacion entre genotipos y fenotipos.

Los marcadores Anélogos de Genes de Resistencia 0 RGAs (Resistant Genes
Analogs) representan un gran nimero 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 amplificacion de ADN gendémico utilizando
oligonucledtidos degenerados diseniados 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 union a nucledtido 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 mayoria de los RGAs se
organiza en loci complejos o clusters asociados a genes R conocidos, secuencias

homologas repetidas en forma de tandem, pseudogenes y/o retrotransposones.

Las familias multigénicas mas abundantes son del tipo NBS-LRR. De los mas de
cuarenta genes R conocidos que confieren resistencia a bacteria, hongos, virus y
nematodos patdgenos de plantas, el 75% codifica para una proteina 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 fingicas y virales
econdmicamente 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 segtn la region del pais. Entre
las enfermedades que causan mayores pérdidas econdmicas en nuestro pais se
encuentran las de origen fingico: mildiu cuyo agente causal es Plasmopara halstedii, el
“Marchitamiento” por Verticillium dahliae y la “Podredumbre humeda del Capitulo”
(PHC) causada por Sclerotinia sclerotiorum, esta ultima causa pérdidas del 10% al 20%

sobre la produccion anual de este cultivo.

Como se menciond anteriormente, durante las ultimas dos décadas el uso de
marcadores moleculares de ADN ha sido utilizado exitosamente en el desarrollo de
mapas genéticos en girasol, permitiendo la deteccion de loci que controlan
caracteristicas cuantitativas, incluyendo la localizacion de QTLs asociados con
resistencia a mildiu (Radwan et al., 2003; 2004), fomopsis (Alfadil et al., 2007) y
podredumbre humeda del tallo y del capitulo (Gentzbittel et al., 1998; Micic et al.,
2004; 2005a y b).

La resitencia a Sclerotinia sclerotiorum en girasol ha sido caracterizada como un
caracter de base genética compleja y altamente dependiente de las condiciones
ambientales. Se han detectado varios loci de caracter cuantitativo (QTL) en distintos
genotipos, 6rganos 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 capitulo (Bert et al. 2002; 2004, Micic et al. 2004; 2005a y b). En Argentina
se han localizado QTLs para resistencia a la PHC en lineas 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). Pl, Pl; y Plg, encontrados en especies silvestres de
Helianthus, confieren resistencia a casi todas las razas de P. halstedii (Bert et al., 2001;
Bouzidi et al., 2002). Pls ha sido identificado en especies silvestres de H. annuus,
mientras que Pl; proviene de H. praecox y Pls de H. argophyllus. Vear et al. (1997)

mostraron que el locus Plg 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 Pls confiere resistencia a un amplio rango de razas de mildiu, pero
es susceptible a la raza 330, mientras que el locus Plg confiere resistencia a todas las

razas conocidas de P. halstedii.

Los genes Pl de resistencia estan agrupados en clusters sobre diferentes grupos de
ligamiento. Al momento del inicio de la presente tesis, se habian descrito al menos tres
clusters diferentes de genes Pl en girasol, considerando su localizacion y su estructura:
los loci PI1, PI2, P16 y P17, 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 PI5/PI8 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, ademas, 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 ultimo locus fue denominado Plag (Duble et al., 2004).
Recientemente, Radwan et al. (2008) identificaron 14 clusters de RGAs, cuatro de los
cuales habian 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 tnicas de tipo NBS-LRR, de las cuales han sido

mapeados 167 loci en los 17 grupos de ligamiento.

1.2.2 Métodos de genotipificacion 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 eleccion del método dependera de la envergadura del proyecto para
proyectos a pequefia escala, son utiles 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 deteccion (bromuro de etidio, marcacion
radiactiva del oligonucledtido con yP** y/o con oligonucledtidos fluorescentes). En
estudios genéticos a gran escala es recomendable aplicar métodos de genotipificacion de

alta procesividad, basados en el uso de analizadores automdticos de ADN y

34



1. INTRODUCCION

oligonucleotidos 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 precision en la adjudicacion de los alelos, la alta
procesividad, la posibilidad de automatizacion del proceso y programas de andlisis de

datos facilmente utilizables (Chen & Sullivan, 2003).

Al momento del inicio de este trabajo, se habian utilizado principalmente métodos
semiautomaticos para la genotipificacion 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 comunmente usadas para el andlisis de segregacion de los marcadores
SNP se basan en la deteccion de heteroduplex y son: SSCP (Single-Stranded
Conformational Polymorphism), DHPLC (Denaturing High-Performance Liquid
Chromatography), CAPs (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) y la técnica de
resecuenciacion 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 genotipificacion de marcadores SNP (Lai et al., 2005). La técnica de resecuenciacion
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 genotipificacion. Causas y consecuencias

El conjunto ideal de datos de marcadores moleculares para andlisis de ligamiento no
debe contener datos perdidos ni errores de genotipificacion, y los marcadores deben
segregar en la proporcion esperada, lo cual dependera del tipo de poblacion en estudio.
Sin embargo, en la practica, cada conjunto de datos obtenido por genotipificacion
contiene alglin tipo de error. Los errores de genotipificacion son definidos como las
diferencias observadas sobre un mismo genotipo caracterizado en dos o mas analisis
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 genotipificacion, para asi reducir su ocurrencia e interpretar sus efectos

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

posibles blancos de este tipo de errores, pero s6lo se haré referencia a los marcadores

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

Pompanon et al. (2005) clasificaron a los tipos de errores de Genotipificacion en

cuatro categorias:

Errores ligados a las variaciones en la secuencia de ADN: este tipo de errores
puede presentarse por fallas en la amplificacion de un alelo determinado debido
a sustituciones, inserciones o deleciones sobre la secuencia complementaria a
uno de los oligonucledtidos utilizados en la reaccion de PCR. Generalmente
corresponden a mutaciones cercanas al extremo 3" del oligonucleétido. En el
analisis de microsatélites el caso méas comun es el representado por los alelos

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

Por otro lado una insercion o delecion que esté cerca de un microsatélite puede
generar homoplasia de tamafio (alelos del mismo tamafo, pero que no
comparten un ancestro en comun), lo que llevaria a la anotacion 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 reaccion, debida al uso de soluciones muy
diluidas o degradadas, promueve errores de genotipificacion debido al fenomeno
llamado allelic dropuot (uno de los dos alelos no amplifica) y la amplificacion
de falsos alelos (Taberlet et al., 1996). También incrementa el riesgo de
contaminacion (Taberlet et al., 1996), ya que en condiciones en las cuales el
numero de moléculas de templado es bajo, es mayor la probabilidad de

amplificacion de las moléculas contaminantes presentes.

Errores debidos a artefactos bioquimicos: en la etapa final de la PCR, durante el
paso de elongacion, la Tag polimerasa tiene tendencia a adicionar un nucleétido,
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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e Errores debidos a factores humanos: segun los casos analizados en el trabajo de
Pompanoén et al. (2005), el error humano fue el més frecuente. Parte de los
errores de este tipo se deben a errores en la anotacion manual de geles o
autorradiografias, por ejemplo: al analizar autorradiografias leerlas en la
orientacion opuesta. Pueden presentarse errores en la anotacion con métodos
automaticos, ya que los microsatélites suelen ser dificiles de analizar debido a la
presencia de bandas en escalera o stutter bands (Ginot et al., 1996; Harker
2001), por ejemplo, puede producirse un patron ambiguo cuando dos alelos de
un heterocigoto difieren en tamafio por una sola unidad de repeticion, 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 andlisis e

interpretacion.

En los estudios de ligamiento y asociacion estos errores enmascaran la verdadera
segregacion 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 genotipificacion 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 asociacion, se ha observado que un porcentaje de error del 3% puede
impactar seriamente sobre los andlisis de desequilibrio de ligamiento (Akey et al.,
2001). En estos estudios, donde los eventos de recombinacion son menos frecuentes,
generalmente los errores afectan a los genotipos no-recombinantes, que son evaluados
errobneamente 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 analisis de QTL

(Pompanon et al., 2005).

1.2.3 Mapeo Genético

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

construccion de mapas de ligamiento para diversos cultivos. Este tipo de mapas es muy
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util en el desarrollo de diferentes estrategias de mejoramiento, pudiendo seleccionar
marcadores de mejor calidad y contar con una mayor probabilidad de marcadores
polimdrficos en un importante intervalo cromosémico (Somers et al., 2004). De esta
manera, el mejoramiento molecular es mas efectivo si se cuenta con mapas saturados de

marcadores moleculares.

Los mapas de ligamiento son utilizados para la identificacion de regiones
cromosdmicas que contienen los genes controladores de caracteristicas 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, seria muy util contar con un mapa que unifique los mapas existentes para integrar
la informacion de la segregacion de los marcadores de diferentes cruzamientos, y asi
permitir un importante marco en la produccion e intercambio de informacion genética

entre miembros de la comunidad cientifica.

Uno de los factores importante en el desarrollo de un mapa genético es el contar con
una poblacion 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 caracteristicas que seran
estudiadas. Son generalmente utilizadas para identificar factores genéticos y para

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

Las caracteristicas a evaluar en una poblacién de mapeo necesitan ser polimorficas

entre las lineas parentales.

Para la construccion de una poblacién de mapeo hay que tener en cuenta el modo de
reproduccion de la planta a utilizar. En plantas autopolinizables, si es posible generar
lineas puras o estan disponibles, las poblaciones de mapeo posibles de ser utilizadas
son: F2, Lineas Recombinantes Endocriadas (RILs), poblaciones de retrocruzamientos
(backcross population), lineas introgresadas y lineas doble haploide. En plantas con
polinizacion cruzada, generalmente son utilizadas plantas de parentales heterocigotos,
tales como F1 y lineas retrocruzadas (backcross lines), con diferentes grados de

heterocigosidad.

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

una especie autopolinizable). Contar con una poblacién de lineas recombinates
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endocriadas facilita el andlisis, debido, entre otras razones que se detallan a

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

Las lineas recombinantes endocriadas o RILs (Recombinant Inbred lines) se
obtienen de sucesivos pasos de autofecundacion a partir de una F2 hasta la generacion
F8, donde la mayoria de sus loci estan en homocigosis (Figura 1.1). A lo largo de cada
cromosoma alternan bloques de alelos derivados de cada padre. Una vez establecida una
linea recombinante, no hay posibilidad de futuras segregaciones en la progenie de cada
linea, debido a que la recombinacion no puede cambiar la constitucion genética de las
RILs. Esta es una de sus principales ventajas, ya que estas lineas constituyen una fuente
permanente que puede ser indefinidamente replicada. La segunda ventaja es que las
lineas sufren varias rondas de meiosis antes de alcanzar la homocigosidad, de esta
manera, el grado de recombinacion es mayor comparado a las poblaciones F2 y asi los
mapas desarrollados con estas poblaciones presentan mayor resolucion que los mapas
desarrollados con poblaciones F2 (Burr & Burr, 1991), es decir, los mapas desarrollados
con estas poblaciones permiten determinar mejor la posicion de cada marcador en un

mapa de ligamiento.

Debido a los sucesivos eventos meioticos 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 genotipicas. Asi, las
poblaciones recombinantes endocriadas obtenidas por autofecundacion tienen un
numero aproximado del doble de recombinaciones entre marcadores ligados con
respecto a una poblaciéon obtenida con un solo evento meidtico (Haldane &
Waddington, 1931). De esta manera, la generacion F1 tiene un 100% de heterocigosis,
la F2 tiene un 50% de heterocigosis y asi sucesivamente hasta la F8, que presenta un

0,78% de heterocigosis.
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Niveles de
autofecundacion

de la poblacién

Porcentaje de
homocigosidad de
cada locus dentro

de las lineas

Porcentaje de
heterocigosidad de
cada locus dentro

de las lineas

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7

F8

0
50
75

87,5
93,75
96,87
98,43
99,21

100
50
25
12,5
6,25
3,12
1,56
0,78

Para las lineas RIL obtenidas por autofecundacion, la fraccion de recombinacion

observada (R) se correlaciona con la fraccion de recombinacion de un solo evento

meiodtico (r) por la ecuacion: r =

R ; desarrollada por Hadane y Waddington (1931).

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

cM en una poblacion RIL generada por autofecundacién seran calculadas con mayor

precision que en una F2 o en una retrocruza con el mismo nimero de individuos

(Taylor, 1978).

T

|
vV Vv VvV

Autofecundacion
(8 generaciones)

H H H H i i ! ! Lineas recombinantes endocriadas

Figura 1.1 Generacion de lineas recombinantes endocriadas (RILs).

(Schneider, 2005).
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Entre las poblaciones de mapeo mas relevantes utilizadas en girasol se pueden citar:

a) Poblaciones de lineas recombinantes

Las poblaciones de lineas recombinantes endocriadas publicas mas utilizadas para

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

las siguientes lineas publicas:

RHA280 x RHAS8O01: la linea RHA280 posee la caracteristica de ser confitero
(Fick et al., 1974) y RHA801 es una linea restauradora de la esterilidad
citoplasmatica (Roath et al., 1981) que posee la caracteristica de ser resistente a

mildiu.

PHA x PHB: ambas lineas son mantenedoras de la esterilidad citoplasmatica

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

RHA266 x PAC2: la linea RHA266 posee la caracteristica 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 linea PAC2 es resistente a S. sclerotiorum (Gentzbittel
et al.,, 1998) y fue desarrollada por el Instituto Nacional de Investigaciones
Agrondmicas de Francia, a partir del cruzamiento entre H. petiolaris x HA61
(linea USDA). La poblacion derivada de este cruzamiento, asi como la
generacion 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 mas utilizadas para desarrollar mapas genéticos derivan del

cruzamiento de las siguientes lineas publicas:

ZENBS8 x HA89: lineas no restauradora de la esterilidad citoplasmatica (Ledn et

al., 2000). Poseen la caracteristica de ser susceptiblse a mildiu.
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e HA370 x HA372: lineas publicas mantenedoras de la esterilidad citoplasmatica

masculina (Miller & Gulla, 1991)

1.2.3.1 Construccion 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
funcion de la frecuencia de recombinacion o intercambio de material genético entre
cromosomas homologos durante la meiosis. La recombinacién puede ocurrir por
segregacion independiente de loci no ligados o por crossing-over entre loci ligados,
generando nuevas combinaciones de genes. El porcentaje de recombinacién se calcula
en funcion de la cantidad de progenie recombinante y su valor se utiliza para estimar la

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

La construccion de un mapa genético genera informacion basica sobre la estructura
y la organizacion de un genoma. Existen tres etapas fundamentales en la construccion

de un mapa genético de ligamiento:

La primera etapa consiste en la obtencion de una poblacion de mapeo tal como se

describid en el punto anterior.

La segunda se basa en la identificacion 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 econdmica al momento de desarrollar la investigacion. Posteriormente a
la identificacion de los polimorfismos en los parentales se inicia el analisis en los
genotipos de la poblacion, proceso denominado genotipificacion. Un analisis de los

posibles errores durante este proceso se describi6 en la seccion 1.2.2.1.

La tercera etapa consiste en el andlisis de ligamiento entre los marcadores, el cual se
basa en la frecuencia de recombinacion. Para los genes situados muy cerca en el mismo
par cromosomico, el ligamiento fisico de las combinaciones de los alelos parentales
hace imposible la segregacion 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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cromatidas no hermanas dentro de la regién comprendida entre los genes y, por lo tanto,
mayor la proporcion de recombinantes que se obtienen. Asi, se puede obtener una
medida de la distancia entre los genes mediante la determinacion 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 recombinacion (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 recombinacion 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 pequefios

intervalos.

Para poder calcular las distancia de mapa, se necesita una funcion matematica, ya
que la frecuencia de ocurrencia de entrecruzamientos y la frecuencia de recombinacion
no se relacionan de manera lineal, a mayor distancia aumenta el nimero de quiasmas
producidos, y el porcentaje de recombinacion hasta un valor maximo de 50%. A
distancias menores a 10 cM los valores de recombinacion igualan a las distancias de
mapa, pero a distancias mayores a 10 cM esta relacion no puede aplicarse. En general,
se usan dos funciones de mapeo: la funcién de mapeo de Kosambi, que asume que la
ocurrencia de un evento de recombinacion influencia la ocurrencia de un evento
adyacente; y la funcion de mapeo de Haldane, la cual asume la ausencia de interferencia
entre eventos de recombinacion.

[IP%4)

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

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

d=-1/21n (1 — 2r) (Haldane)

d ="V In 1+2r/ 1-2r (Kosambi)

Un test estadistico muy usado basado en criterios de maxima 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 recombinacidén = r, igual a su estimador de
maxima verosimilitud, y aquellas esperadas si la recombinacion fuera = 0,5 (hipotesis
nula, los loci son independientes) (Van den Berg et al., 1997). El LOD score es el
logaritmo decimal de la razon entre la verosimilitud de la hipotesis de ligamiento versus

la hipdtesis de independencia:

eL(r)

LOD=1o
S0 eL(r),0

(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

segregacion independiente, ya que:

LOD= log; 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 numero final
de grupos de ligamiento que se encuentren correspondera al numero bdsico de
cromosomas de la especie (Jones et al., 1997). Una dificultad asociada con obtener igual
numero de grupos de ligamiento y de cromosomas es que los marcadores polimorficos
detectados no estdin homogeneamente distribuidos a lo largo del cromosoma, y por lo
tanto en algunas regiones se encuentran agrupados y en otras estan ausentes. Ademas,
en ciertas regiones del genoma denominadas puntos calientes (hot spots), los
entrecruzamientos ocurren con alta frecuencia, mientras que en los centromeors y los
telomeros existe baja frecuencia de recombinacion. Esta es la razén por la cual las
distancias genéticas obtenidas por mapeo genético no se corresponden exactamente con
las distancias fisicas existentes entre los loci de un cromosoma. La precision en la

estimacion de las distancias genéticas y en la determinacion del orden de los marcadores
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esta directamente relacionada al nimero de individuos evaluados en la poblacion 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 informacién sobre qué grupos de ligamiento
corresponden a cada cromosoma o como se relacionan los marcadores del grupo de
ligamiento con la estructura fisica del cromosoma, por lo tanto una vez obtenido un mpa
de ligamiento es interesante compararlo a través del anclado de marcadores de sitio

unico 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 habian sido publicados distintos mapas
de ligamiento genético para girasol, basados en polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion 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 faciles de producir, no requieren
conocimientos previos de las regiones que se analizan, etc., son mayormente
dominantes, a menudo no son especificos, 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

continuacion:

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 lineas 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 maés largo reportado
en la literatura e incluye 371 marcadores AFLPs y 38 SSR (30 seleccionados de la
coleccion CRSx y 8 de la coleccion ORSx), cubre una longitud de 2.915,9 ¢cM con una
densidad de marcadores de 7,9 cM. Sin embargo, el nimero de grupos de ligamiento
descripto fue de 21, mayor que el numero haploide de cromosomas de la especie
(n=17). La resolucion de este mapa mejord al incorporar microsatélites, ya que si bien
los AFLPs son considerados marcadores eficientes en la construccion de mapas
genéticos debido a su alto nivel de polimorfismo producido por reaccion de PCR, estos
marcadores necesitan ser complementados con marcadores anclados para generar un
mapa unificado entre diferentes mapas existentes. Asimismo, la utilizacion 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
RHAR801. 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 publico de SSR
construido con la poblacion 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 mas saturado descrito hasta el
presente, presenta gaps (regiones sin cubrir) mas 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 posicion en el mapa, el
nivel de heterocigosidad, el rango de la longitud de los alelos y la calidad en la
genotipificacion, desarrollaron una reaccion de PCR multiple 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 lineas endocriadas de girasol. Este estudio

permitié definir un conjunto de SSR utiles para la identificacion de variedades.

Estos mapas sirvieron de base para mapear loci de caracteristicas 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.,
2007ay b; 2008; Lawson et al., 1998; Ledn 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 RHAS801 y depositadas en bases de datos publicas. Los polimorfismos
fueron primero detectados in silico, y luego la genotipificacion se realizd mediante la
deteccion de heteroduplex utilizando la técnica de DHPLC. El mapa resultante cubre
una distancia de 1.349,3 ¢M e incluye ESTs con funciones candidatas para distintas
caracteristicas, tales como, desarrollo, transporte celular, metabolismo, defensa y

tolerancia a estreses bidticos y abidticos.

1.2.4 Mapeo fisico

Los marcadores moleculares combinados con la citogenética resultan de gran utilidad
para entender la organizacion cromosoémica y la distribucion fisica de las secuencias. El
gran potencial de las técnicas de hibridacion in situ resulta de combinar informacion
acerca de la morfologia nuclear o cromosdmica con la informacion molecular de la
estructura de las secuencias. En el caso de FISH (Fluorescent in Situ Hybridization),
una de sus aplicaciones es la obtenciéon de un mapa fisico, funcional y estructural del
genoma utilizando secuencias de distinto origen como sondas (Poggio & Naranjo,

2005).
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1.2.4.1 Caracteristicas 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 transcripcion del
ARN ribosomal (18S-5.8S-26S-28S y 5S), forman una estructura cromosdmica
conspicua, una constriccion secundaria que puede ser identificada por tincion con plata
y/o por hibridacion in situ, siendo la técnica de FISH (Fluorescenc In Situ

Hybridization) la mas utilizada debido a su mayor especificidad.

Los genes ribosomales son de copia miultiple, siendo el nimero 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 homoélogos, sin embargo, lo
mas 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 estan generalmente dispersos a lo largo de los cromosomas de las
plantas, pero muchos estdn asociados con una region particular. Su dispersion
cromosOmica sugiere que los elementos transponibles juegan un rol importante en la
evolucion, en la estructura gendmica y en la funcion de los genes. La habilidad relativa
de las especies de plantas durante la evolucion, 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 gendémica
completa. Debido a su dispersion y alto numero de copias en el genoma de las plantas,
los retrotransposones sirven como sitios de recombinaciones ectopicas o desiguales. Las
recombinaciones ectopicas entre retrotransposones de la misma familia que estan en
directa orientacion sobre el mismo cromosoma pueden causar duplicaciones y
deleciones reciprocas, mientras que las recombinaciones desiguales entre elementos
sobre el mismo cromosoma que estan en orientacion opuesta podrian causar inversiones

cromosOmicas de las secuencias entre los dos retrotransposones. Las recombinaciones
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ectopicas entre dos elementos sobre diferentes cromosomas pueden causar
translocaciones reciprocas. Los cambios tales como grandes inversiones o
translocaciones pueden contribuir al aislamiento reproductivo y a la subsecuente
especiacion. De esta manera, aunque la mayoria 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 Tyl/copia-
like y Ty3/gypsy-like en experimentos de hibridacion 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
retrotrasposon  Ty3/gypsy-like fueron localizadas preferencialmente en las regiones
centroméricas en la mayoria de las especies estudiadas, mientras que la secuencia
Tyl/copia-like fueron menos representadas o ausentes alrededor del centromero y mas
abundante en los extremos de los cromosomas en H. annuus. Estas investigaciones
sugieren que estas dos familias de secuencias juegan un rol en la evolucion 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
unica como sondas, podemos aproximarnos aun mas a entender la organizacion
cromosomica y la distribucion fisica de las regiones codificantes y no codificantes de

los genomas vegetales.

1.2.4.2 Los mapas fisicos

Los mapas fisicos representan el ordenamiento de los componentes genéticos sobre los
cromosomas en términos de distancias fisicas. Como se menciond anteriormente, la
frecuencia de recombinacion 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
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necesariamente refleja la distancia fisica, medida en pares de bases, entre los

marcadores.

Los mapas fisicos permiten determinar no solo la localizaciéon de los marcadores
sobre un cromosoma en relacion al centromero y al telomero, sino también detectar

fenomenos tales como inserciones, deleciones y translocaciones.

El advenimiento de técnicas de citogenética molecular, como la hibridacion in situ
(FISH: Fluorescent in Situ Hybridization, GISH: Genomic In Situ Hybridization) y mas
recientemente la incorporacion de otras técnicas como PRINS (Primed In Situ
Labelling) y C-PRINS (Cycling-Primed In Situ Labelling), brindan informacion
adicional a la citogenética clasica permitiendo la integracion de los analisis estructurales
de los genomas. Estas técnicas combinan informacién citologica de la morfologia
nuclear o cromosomica con informaciéon molecular de la estructura de las secuencias, y
son ampliamente usadas para estudiar la localizacion fisica de las secuencias de ADN
en el genoma para establecer la correlacion entre grupos de ligamiento (determinados
por un mapa genético) y cromosomas especificos y para entender la organizacion
gendémica y la distribucion espacial tridimensional de las secuencias de ADN en
interfase y en meiosis. Muchas de las respuestas obtenidas mediante el uso de estas
técnicas son dificiles de dilucidar usando otros métodos, por ejemplo, las secuencias
repetitivas muestran muchas bandas en geles de electroforesis, con patrones complejos,
dificiles de separar, interpretar y asignar a loci determinados. Ademas, los proyectos de
secuenciacion y analisis de contigs de grandes insertos no son capaces de interpretar la
extensa y relativamente homogénea distribucion de las secuencias repetitivas; y, como
se menciond anteriormente, los mapas de ligamiento nos brindan informacion sobre
donde ocurren las recombinaciones en el genoma, por lo tanto se obtiene informacion

limitada sobre la localizacion (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 nucledtidos complementarios dentro de la célula, permitiendo

verificar si la célula contiene esa secuencia y observar su exacta localizacion.
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Esta técnica utiliza fluorocromos conjugados a anticuerpos. En un solo preparado
pueden ser detectadas simultdneamente 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 deteccion de ruido de fondo producido debido a la unidén
inespecifica 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 sefial suele ser muy variable de célula a célula. Esta técnica esta

siendo utilizada para:
v' Facilitar el mapeo cromosdmico.
Integrar mapas genéticos y fisicos (Cheng et al., 2001).
Asociar bandas cromos6micas con datos de secuencias (Jiang & Gill, 1994).

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

SR N NN

Deteccion 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).

v" Deteccion de secuencias de bajo nimero de copias o de copia tnica (Lapitan

etal., 1997; Wang & Chen., 2005).

v' Deteccion de transgenes, este tipo de ensayo comenzo en plantas de petunia
(Hoopen et al., 1996) y luego se extendi6 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 cromosomicos, lo cual inhibe la
penetracion 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 articulos en los cuales se utilizan como sondas secuencias
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menores a 1kb; los resultados han sido inconsistentes para secuencias de bajo niimero
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 tamafio 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 gendémico clonado en Cromosomas Artificiales de Bacterias (BACs)
como sondas en experimentos de hibridacion in situ se denomina BAC-FISH. Como la
mayoria 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 fraccién Cot-1 y/o secuencias repetitivas propias de la especie en
estudio, no marcada en la mezcla de hibridacién. Sin embargo, no siempre se logra
bloquear completamente con Cot-1 u otras fracciones repetitivas, aunque si 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 librerias gendmicas de grandes insertos. Para realizar la busqueda en las
librerias genOomicas de manera mas eficiente es recomendable utilizar en cada
hibridacion un gran nimero de sondas (Chang et al., 2001; Tao et al., 2001). Las sondas
usadas pueden ser disefiadas, a partir de secuencias conocidas, como oligonucle6tidos
superpuestos u overgos (overlapping oligos) utilizando programas bioinformaticos.
Cada overgo consiste de un par de oligonucledtidos de 22 a 24 nucledtidos, los cuales se
complementan en ocho bases en el extremo 3°. Asi, la longitud total de cada par de
oligonucle6tidos abarca de 36 a 40 bases. El par de oligonucledtidos es marcado
radiactivamente por una reaccion 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 busqueda en libreria de clones de BACs. Este método tiene varias ventajas; en
primer lugar, el par de oligonucleodtidos es una secuencia de copia Unica del genoma, ya

que son disefados en base a la informacién 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 hibridacion especifica ya que son de copia inica y poseen caracteristicas para

una hibridacion perfecta.

Las hibridaciones con overgo muestran sefiales fuertes y bajo ruido de fondo, debido
a que las sondas son marcadas por una reaccion de llenado de extremos de ADN con
nucledtidos marcados radioactivamente utilizando el fragmento Klenow de la polimersa
I (Klenow fill-in). Finalmente, estas sondas cortas son lavadas facilmente de los filtros y
las membranas pueden ser rehusadas varias veces (Figura 1.2). Tradicionalmente, la
busqueda en librerias 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 hibridacion 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 busqueda de secuencias Unicas en
librerias de BACs es que las secuencias repetitivas presentes en un fragmento de ADN
usado como sonda puede ser excluidas para el disefio de overgo minimizando asi la
hibridacién cruzada. Ademas de esta ventaja, es posible utilizar un conjunto de hasta
cuarenta sondas overgos en cada hibridacion, lo que las hace el método elegido para
estudios a gran escala. En los ultimos afios se han publicado varios trabajos en los
cuales se ha utilizado esta técnica en la construccién de mapas fisicos 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 fisicamente secuencias
especificas de ADN e individualizar cromosomas, para identificar regiones
cromosdmicas con secuencias repetidas y para la identificacion citogenética de
marcadores moleculares (Zhang et al., 2004), tanto en plantas con genomas pequefios
como arroz (Jiang et al., 1995), algodon (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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Figura 1.2 Método para disefiar overgos.

En girasol es posible desarrollar la técnica de BAC-FISH debido a la disponibilidad
de librerias de cromosomas artificiales de bacterias que posibilitan el aislamiento de
genes y/o el estudio de caracteristicas agronomicas importantes. En total se han
descripto cinco librerias. La primera libreria de BACs de girasol fue construida
utilizando el vector pBeloBAC11 y la enzima HindlIIl, cubre de 4 a 5 veces el tamafio
del genoma; el tamafio promedio de los insertos es de 80 kb (Gentzbittel et al., 2002).
Una segunda libreria de BACs fue construida por Ozdemir et al. (2004) usando el
mismo vector y la misma enzima, con un tamafio promedio de insertos de 60 kb esta
libreria cubre 1,9 veces el genoma. Feng et al. (2006) construyeron dos librerias de
BACs y BIBACs complementarias. La libreria de BACs fue construida con el vector
pECBACI y la enzima BamH1, los clones tienen un tamafio promedio de inserto de 140
kb y cubre cinco veces el tamafio del genoma haploide. La libreria de BIBACs fue
construida con el vector pPCLDO4541 y la enzima HindIII, con un tamafo promedio de
insertos de 137 kb y equivale a 3,9 veces el tamafio del genoma. Estas dos librerias
combinadas cubren aproximadamente 8,9 veces el tamano 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 libreria de BACs utilizando la enzima HindIII y el vector
pBeloBAC11, con un tamafo promedio de insertos de 118 kb y equivalente a 5-6 veces

el tamafio del genoma haploide.

La quinta libreria de BAC de girasol fue desarrollada por la Universidad de
Clemson y construida con el vector pIndigoBac536 con un tamafio promedio de insertos

de 125 kb equivale a 8,3 veces el tamafio 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, s6lo que en
este caso la sonda consiste de ADN gendmico total de una especie. Esta técnica ha sido
usada exitosamente en diversas especies de plantas para evaluar la introgresion de
especies silvestres en plantas cultivadas (Benabdelmouna et al., 2003; Shigyo et al.,
2003; Wei et al., 2003) asi 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 oligonucleodtidos iniciadores no
marcados a secuencias complementarias en cromosomas desnaturalizados in Situ,
seguido de la elongacion debida a la incorporacion, mediante una ADN polimerasa, de
nucleodtidos por métodos directos o indirectos. Los métodos directos (PRINS directo) se
basan en el uso de nucledtidos marcados por fluorescencia, mientras que los indirectos
(PRINS indirecto) se basan en la incorporacion de nucledtidos marcados con haptenos
(biotina o digoxigenina) que serdn luego detectados mediante anticuerpos marcados con
fluorocromos (Kubalakova et al., 1997). Una variacion de esta técnica es el C-PRINS
(Cycling-PRINS), en la cual intervienen una serie de ciclos termales andlogos a la

reaccion en cadena de la polimerasa.

La técnica de PRINS tiene varias ventajas con respecto a la técnica de FISH
convencional, es facil de realizar, rapida, elimina el paso de marcacion de sonda y es
mas economica debido a que es posible el diseno y la sintesis de oligonucledtidos

iniciadores cortos con minima informacion sobre la secuencia a amplificar. Estos
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oligonucle6tidos hibridan mas rapida y facilmente con sus secuencias homologas en
cromatina densamente condensada que las sondas mas largas utilizadas para hibridacion
in situ. Ademas, los iniciadores pueden elongarse hasta secuencias repetidas
flanqueantes (en menos de 30 minutos) y, por lo tanto, intensifican la sefial del

oligonucleotido que hibridé previamente (Menke et al., 1998).

Debido a su rapidez y sensibilidad, la técnica de PRINS y sus variantes estan siendo

actualmente usadas en numerosas aplicaciones, entre las cuales se encuentran:

Mapeo fisico de secuencias de ADN repetitivo en cromosomas mitoticos.
Mapeo genético en cromosomas politénicos.

Individualizacion de cromosomas humanos.

Identificacion de marcadores cromosémicos.

Analisis de lineas celulares tumorales.

Deteccidn de células fetales.

D D N N N N NN

Estimacion del sexo.
v Deteccion de aneuploidias.

(Kubélakova et al., 2001).

1.2.4.6 Avances en citogenética molecular en girasol

A pesar de los enormes avances cientificos de la biologia estructural (incluyendo la
secuenciacion nucleotidica de los genomas de varias especies), el conocimiento de las
regiones cromosomicas en donde se localizan muchos caracteres de interés tedrico y
otros importantes para la produccion no ha sido suficientemente explorado, reduciendo
considerablemente su potencial aplicacion a los procesos de mejora genética, siendo uno
de los factores determinantes de ello la complejidad taxondémica del género Helianthus.
Entre los factores que contribuyen a esta complejidad se encuentran el alto nimero de
especies anuales y perennes, los hibridos interespecificos naturales o artificiales con

distintos grados de introgresion por parte de especies silvestres, la poliploidia en
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especies perennes y una amplia distribucion geografica que lleva a una gran variacion

fenotipica.

Las técnicas de hibridacion in situ, al ser tutiles para entender la organizacion
cromosOmica y la distribucion fisica 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 sequia,
androesterilidad citoplasmadtica, entre otros caracteres. Asimismo, el desarrollo de estas
técnicas tiene aplicacién en el mapeo fisico de caracteres de genes de interés para
girasol cultivado, especialmente en la localizacion 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 esta muy relacionada al girasol
cultivado, aunque una hibridacion diferencial entre cromosomas podria 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 cromosémico y la técnica de FISH usando
ADN ribosomal 45S como sonda permitieron la diferenciacion entre especies diploides,

tetraploides y hexaploides (Vanzela et al., 2002).

El girasol cultivado posee cromosomas muy semejantes en tamafo y practicamente
indistinguibles entre si dentro de cada clase morfoldgica. Si bien han sido reportados
varios trabajos en los cuales se intentd identificar y caracterizar a los pares
cromosdmicos 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 caracterizacion del complemento cromosémico de H. annuus
utilizando una secuencia repetida en tandem de 368 pb aislada del clon HAGO04N15.
En el citado trabajo los cromosomas fueron divididos en dos grupos, cuatro pares

acrocéntricos y trece pares meta y submentacéntricos. Ademas hay un debate acerca del
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numero 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 sefiales en 4 pares de cromosomas, pero solo 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 hidrico con el fin de

encontrar la localizacion cromosdmica de dichos caracteres de interés agronomico.

1.3 Hipdtesis de trabajo

La hipétesis que sustenta este trabajo es que es posible localizar genéticamente
cualquier secuencia nucleotidica que presente variacion genética, sea ésta un marcador
molecular anénimo o un gen conocido mediante el andlisis del patron de segregacion

diferencial con respecto a otro locus o conjunto de loci.

La disponibilidad de polimorfismos suficientemente distribuidos a nivel
cromosOmico constituye una herramienta eficaz para ser usada en proyectos de
mejoramiento genético, en la localizacion de caracteres complejos y en la

genotipificacion o caracterizacion varietal.

Es posible utilizar secuencias repetitivas de ADN contenidas en BACs para
caracterizar el complemento cromosoémico del girasol cultivado, y correlacionar grupos
de ligamiento de interés agrondmico, particularmente aquellos que contienen
marcadores asociados a loci o QTLs de resistencia a enfermedades con cromosomas

especificos 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 localizacion fisica de grupos de
ligamiento que incluyan genes y/o regiones gendmicas de interés agronomico a

través de herramientas de citogenética molecular.

1.4.2 Objetivos especificos

Integrar la informacion 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 poblacion de lineas
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 identificacion de SNPs (Single
Nucleotide Polimorphism) y microsatélites contenidos dentro de las secuencias
de EST conocidos como ESTs-SSR.

Contribuir mediante distintas sondas a la caracterizacion del complemento

cromosomico de H. annuus.

Iniciar el desarrollo de un mapa fisico que permita definir la correlacion
cromosomica de grupos de ligamiento de interés, con especial énfasis en
aquellos asociados a resistencia a patdgenos, 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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2.1 Material vegetal

Para el analisis y el mapeo genético de los marcadores moleculares se trabajé con una
poblacion de mapeo compuesta por 123 lineas recombinantes endocriadas (RILs)
derivada del cruzamiento de las lineas puras de girasol RHA266 y PAC2 cedidas por el
Dr. Gentzbittel, INP-ENSAT/INRA Centre Biotech. Veg. Francia, en el ambito de una
cooperacion académica entre este grupo y el grupo de genomica de girasol del Instituto

de Biotecnologia, INTA Castelar.

Para la identificacion y validacion de marcadores funcionales se incluyeron dos
lineas puras de girasol HA89 y RHA801 que son parentales de una poblacion de mapeo
en desarrollo en la EEA INTA, Balcarce para estudios de estrés biotico. La Tabla 2.1

describe las caracteristicas de las lineas parentales utilizadas.

Para la preparacion de las sondas y los preparados citologicos a ser utilizados en la
construccion y caracterizacion de un mapa fisico de girasol cultivado, se utilizo la linea

publica HA89 (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Origen de las lineas 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).

Lineas Origen Institucion
PAC2 H. petiolaris (restaurador de la fertilidad) x linea USDA (HA61) INRA
RHA266 H. annuus salvaje x Pederovik USDA
HA89 VNIIMK 8931 — CM303 USDA
RHA801 Derivada de restaurador compuesto USDA

Para la obtencion del material vegetal y la conservacion de la poblacion de mapeo
las semillas provenientes de 94 RILs, mas las lineas parentales, se cultivaron a campo,
bajo proteccion antipijaro en sombraculo en las instalaciones del Instituto de

Biotecnologia de INTA Castelar. Asimismo, una copia de la poblacién de mapeo se
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mantiene en la EEA INTA, Balcarce. El procedimiento de multiplicacion de materiales
consistid en la siembra de 10 semillas correspondientes a cada genotipo, los cuales se
sembraron en arena estéril para su germinacion. Las plantulas 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 extraccion de acidos nucleicos se
tomaron 4 hojas de plantas de 6 a 8 semanas. Las mismas fueron congeladas
inmediatamente en nitrogeno liquido y conservadas en ultrafreezer a -80° 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 abrasion con

bolitas de metal recubiertas de ceramica durante 2 minutos en VOrtex.

Para la multiplicacion de la poblacion los capitulos se autofecundaron en estadio RS
y se cubrieron con bolsas de papel para prevenir la fecundacion cruzada. Las semillas

cosechadas se guardaron secas a una temperatura de 4° C.

2.2 Extraccion 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. Extraccion por CTAB con el agregado de agentes para extraer polisacaridos

Para la extraccion de ADN se utiliz6 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 extraccion (Tabla

2.2) de 60 a 90 minutos a 65° C en agitacion.
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Tabla 2.2. La tabla detalla la concentracion final de los

componentes usados para la extraccion de acidos

nucleicos

Componentes [final]
Tris-HCI pH 7,5 100 mM
NaCl 700 mM
EDTA pH 8,0 10 mM
CTAB 1% miv
2-mercaptoetanol 140 mM
PVP (polivinilpilorridona) 1% miv

Luego de la incubacidon se realizaron extracciones con cloroformo:octanol en
proporcion 24:1 v/v, la emulsion se agité durante 10 min y se centrifugdé a 3.000 rpm
para facilitar la separacion de fases. Se recuper6 la fase acuosa y el ADN se precipitd
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
resuspendi6 en 1 a 4 ml de TE (Tris HC1 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,0) por 16 hs en
agitacion a temperatura ambiente. A continuacion, el ADN se tratdé con 50 ul de RNAsa
A (10 mg/ml, Sigma Chem. Co., EUA) por 30 min a 37° C. Finalmente, se adicion6 un
paso final de purificaciébn para eliminar contaminantes, principalmente polifenoles,
mediante el tratamiento con la resina comercial Nucleon PhytoPure Plant DNA
Extraccion, Kit (Amersham Pharmacia Biotech, RU), 100 ul de resina cada 0,1 g de
tejido fresco, por 10 min en agitacion y se centrifugd por 5 min a 3.000 rpm. La fase

acuosa se conservo en alicuotas de 2 ml a -20° C.

2.3 Cuantificacion del ADN de la poblacion RIL

La cuantificacion del ADN se realizd por medio de espectrofotometria ultravioleta
GeneQuant (Amersham Pharmacia Biotech, RU), asumiendo una equivalencia de DO
(260 nm) = 50 pg. Alternativamente, el ADN fue cuantificado utilizando el
espectofotometro Nanodrop® (Termo Scientific Nanodrop 1000). Paralelamente, se

realiz6 una verificacion de la integridad del ADN extraido y de posible contaminacién
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remanente de ARN mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% (m/v) y buffer
TAE 1X (Tris HCI [40 mM], NaAcO [5 mM], EDTA [0,77 mM]). Para la visualizacion

de los acidos nucleicos se utiliz6 tincion con bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989).

2.4 Seleccion de los marcadores microsatélites y analisis de polimorfismo en los

parentales

Para realizar los estudios de andlisis de ligamiento y poder referenciar los mapas
existentes, se selecciond un grupo de 404 marcadores microsatélites de un conjunto de
550 marcadores los cuales habian sido caracterizados como altamente polimoérficos en
16 lineas elite de girasol, desarrollados en el INTA Castelar (HAx) (Paniego et al.,
2002). Asimismo, se incluyé un grupo de 256 marcadores microsatélites publicos
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 publico desarrollado por los citados autores.

Los microsatélites seleccionados fueron amplificados por PCR wusando como
templado ADN gendmico correspondiente a los parentales de la poblacion de mapeo
(RHA266 y PAC2) con el fin de identificar los marcadores polimorficos, los cuales

luego fueron genotipificados en la progenie.

2.5 Utilizacién de programas bioinformaticos 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 proposito de identificar marcadores funcionales se realiz6 la busqueda de SSR
contenidos en las secuencias de EST de girasol. Para ello, se us6 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 unicas 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 identificacion de microsatélites con repeticiones de di, tri, tetra o
pentanucledtidos se utilizé el programa CUGI-SSR Server (Universidad de Clemson,
EUA). Los parametros de bisqueda establecidos fueron: longitud de la repeticion de 18

bases para los di y trinucledtido y de 20 bases para los tetra y pentanucleotidos.

En este analisis se consideraron las secuencias que contenian, microsatélites
perfectos, los cuales se caracterizan por tener un motivo de repeticion Unico y sin
interrupciones en la secuencia en tandem, y microsatélites compuestos, con mas de un
motivo de repeticion en la misma secuencia. Se descartaron los llamados microsatélites

imperfectos, cuando existen interrupciones de la repeticion.

Al momento de estimar las frecuencias fueron consideradas todas las posibles
combinaciones de los cuatro nucledtidos. Los motivos de los microsatélites estan
representados por 4 diferentes dinucleotidos (AT)n, (AG)n, (AC)n, (GC)n, 10 diferentes
trinucledtidos, 33 diferentes tetranucledtidos y 102 motivos diferentes de
pentanucledtidos. Asi, todos estos motivos pueden estar presentes de diversas formas a
partir del mismo conjunto basico o su reverso complementario (Jurka & Pethiyagoda,
1995; Katti et al., 2001). Los diferentes motivos de los di-y trinucledtidos estan

representados en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Posibles combinaciones de los di-y trinucledtidos

Motivos dinucleétidos Motivos trinucleoétidos
AT/TA AAT/ATAITAA/ATT/TTAITAT
AG/GAICTIT AAG/AGA/GAA/CTT/TTCITCT
AC/CA/TG/GT AAC/ACA/CAA/GTT/TTG/TGT
GC/CG ATG/TGA/GAT/CAT/ATC/TCA

AGT/GTA/ITAG/ACT/CTA/ITCA

AGG/GGA/GAG/CCT/CTC/TCC

AGC/GCA/CAG/GCT/CTGITGC

ACC/CCA/CAC/GGT/GTGITGG

ACC/CCA/CAC/GGT/GTGITGG

GGC/GCG/CGG/GCC/CCG/ICGC
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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
identificacion de polimorfismo de nucledtido simple (SNP), o por inserciones y
deleciones de nucleo6tidos (InDels) en las secuencias de EST depositadas en bases de
datos publicas. Para ello se ensayd una estrategia que permite la identificacion de sitios
de restriccion 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 funcién conocida, especialmente aquellos
categorizados como genes candidatos en respuestas a estrés bidtico y abidtico,
incluyendo factores de transcripcion, componentes del sistema de transduccion de
sefales, proteasas, proteinas de defensa, enzimas detoxificantes, etc., (Fernandez et al.,

2003).

Para el reconocimiento de SNPs se utiliz6 el programa SNP2CAPS (Thiel et al.,
2004), el cual utiliza un algoritmo simple para la deteccion de sitios de restriccion en
secuencias alineadas, usando como referencia el conjunto de enzimas de restriccion
comerciales en la base de datos REBASE

(www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/dbbrowser/protocol/rebasefrm.html).

2.6 Condiciones de amplificacion de fragmentos mediante la reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR)
2.6.1 Condiciones de amplificacion de los marcadores moleculares

La amplificacion de los microsatélites se realizo por medio de la técnica de reaccion 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 reaccion fue de 12 pl conteniendo:
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Componentes [final]

ADN 30 ng

Buffer de Taqg Polimerasa 10X 1X

MgCl, 1,5 mM
Oligonucleotidos 0,25 uM
dNTPs 0,2 mM

Taq Polimerasa 0,75 UE

H,0 bidestilada Llevara 12 pl

Para la amplificacion de los marcadores moleculares se utilizd el método de

disminucién progresiva de la temperatura de hibridacion o annealing, llamado

touchdown en un rango de temperaturas desde 63 a 50° C (Paniego et al., 2002). En los

termocicladores mencionados arriba se utilizaron los siguientes programas:

Paso Temperatura Tiempo

Volver

min:seg Alpaso #

Repetir

D[° CJ/dT

1 94° C 04:00
2 94° C 00:30
3 63°C 00:30
4 72°C 01:00
5 94° C 00:30
6 50°C 00:30
7 72°C 01:00
8 72°C 10:00
9 4°C 00:00

13

30

Las condiciones de amplificacion en los parentales de la poblacion de mapeo fueron

ajustadas para cada combinacion de oligonucledtidos iniciadores a probar, utilizando

gradientes de temperatura y distintas concentraciones de los productos de reaccion, para

luego utilizar la combinacion Optima.
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2.6.2 Reacciones de amplificacion para uso de sondas especificas

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador, Mastercycler
ep-gradient Eppendorf (Eppendorf, RU). El volumen final de cada reaccion fue de 25 6

50 pl, conteniendo los siguientes componentes:

Componentes [final]

ADN de 30 ng a 100 ng
Buffer de Taq Polimerasa 10X 1X

MgCl, de1,5mMa2mM
Oligonucleétidos de 0,25 yM a 0,4 uM
dNTPs de 0,1 mMa 0,2 mM
Taq Polimerasa de 0,4 UE a1,5UE
H,0O bidestilada Llevar a 25 0 50 pl

Todos los reactivos fueron de la firma Invitrogen (Invitrogen, EUA).

Las condiciones de amplificacion fueron ajustadas para cada combinacion de
oligonucleodtidos a probar, utilizando distintas concentraciones de los productos de

reaccion para luego utilizar la combinacion optima.

El termociclador se programé con una desnaturalizacion inicial de 3 min a 95° C y
35 ciclos cada uno, con una desnaturalizacion de 30 seg a 94° C, en donde la
temperatura de hibridacion se establecid de acuerdo a la composicion de bases de los
oligonucleotidos utilizados, aplicando la siguiente relacion para su calculo Tm =
2x(A+T)+4x(G+C)-5° C durante 30 seg, extension de 1 min 30 seg a 72° C y una

extension final de 10 min a 72° C.

2.7 Electroforesis y visualizacién de ADN en geles de agarosa

Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en geles de agarosa 1% (p/v),
empleandose buffer TAE (Tris-Acetato 20 mM, pH 8,5, EDTA 1 mM), tanto para la

preparacion del gel como para la solucion de corrida. La concentracion de bromuro de
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etidio utilizada fue de 0,3 pg/ml y se adicion6 1/10 vol de solucion de siembra (azul de
bromofenol 0,25% (p/v) y/o xilen-cianol 0,25% (p/v)). El gel se corri6 a voltaje
constante entre 1 y 5 V por cm de gel. Para la visualizacion del ADN en el gel se
empled 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 emple6 como marcador 1 Kb Ladder y/o 1 Kb Ladder Plus

(Invitrogen, EUA) seglin recomendaciones del fabricante.

2.8 Purificacion 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 visualizacion 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
IT gel extraction Kit (Qiagen, Alemania), y/o se purificaron directamente a partir de la
reaccion de PCR utilizando el kit comercial Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen,

Alemania).

2.9 Electroforesis y visualizacion 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 ul 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 tamafio del microsatélite. Se adicion6 a 5 pl 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 95° 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 marcacion con radioisétopos.
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La tincion con AgNOs; se realiz6 siguiendo las instrucciones del proveedor (Silver
Sequence™ DNA Sequencing System, Promega, EUA). El proceso de tincidn consistio
en la fijacion en acido acético 10% durante 15 min, para remover los restos de buffer de
electroforesis y la urea, y para evitar la difusion de los pequenos productos de
amplificacion. Luego, el gel se enjuagd con agua ultrapura para eliminar el acido
acético y la urea junto con el Tris/borato. A continuacion, el gel se tind durante 30 min
en una solucion de AgNO; 0,1% (m/v) y formaldehido 0,056% (m/v). Posteriormente,
se lavo durante 3 seg en agua fria para remover el exceso de plata e inmediatamente se
reveld con una solucién alcalina de carbonato de sodio 3% (m/v), formaldehido 0,056%
(m/v) y tiosulfato de sodio 0,2 mg/ml previamente refrigerada entre 4 -10° C. En estas
condiciones de pH, los iones de la plata depositados sobre los acidos nucleicos se
reducen a iones metalicos por accion del formaldehido. El tiempo de revelado de las
bandas de ADN se controlé visualmente hasta obtener el nivel de tincidon y contraste
adecuado para cada gel, lo cual aproximadamente se corresponde con un tiempo de 15
min. La reaccion de tincidn se detuvo por inmersion del gel en acido acético al 10%. La

lectura del gel se realizé usando un transiluminador de luz blanca.

Otra técnica de tincion manual evaluada fue la tincion con SYBR®™ Gold (Molecular
Probes, EUA) la cual se realizd siguiendo las instrucciones del proveedor. Para la
preparacion del reactivo se partié de una concentracion inicial de 10.000X y se diluyo
hasta una solucion 1X en buffer TBE (89 mM Tris base, 89 mM acido acético, 1 mM
EDTA, pH 8,0), los geles fueron incubados durante 30 min con 350 ml de solucién
diluida (1X) a temperatura ambiente, en oscuridad y con agitacion continua. La solucion
de tincion fue almacenada en oscuridad a 4° C y pudo ser rehusada de manera eficiente
hasta 4 veces en un periodo de tiempo maximo de 30 dias. La visualizacion y lectura de
las bandas de ADN se realiz6é en un transiluminador de luz UV (FotoDyne, EUA y/o
Biorad, EUA).

El tamafio de los alelos correspondiente a cada marcador se establecid en referencia

al marcador de tamafio molecular de 25 pb (Invitrogen, EUA).

Para la marcacion con métodos radioactivos se utilizo el radioisétopo y-P** (NEN,
PerkinElmer, EUA). El oligonucledtido sentido se marcod siguiendo el protocolo
descripto a continuacion para un volumen final de 1 pl por reaccion: 0,8 uCi de ATP v-

P¥; 1X buffer de Polynucleotide Kinase T4; 0,3 U de Polynucleotide Kinase T4 y 0,8
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pmoles de oligonucledtido sentido. La reaccion se realizd en un termociclador MJ-
Research Inc. PT100 (Waltham, EUA) durante 30 minutos a 37° C, seguido de un ciclo
de 5 minutos a 70° C con la finalidad de inactivar la enzima T4. Una vez finalizado el
marcado se mantuvo la sonda a -20° C hasta el momento de realizar la reacciéon 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
(Resinite™, EUA). Los mismos fueron secados en un secador de geles (Gel-Dryer-583
BioRad, EUA) a una temperatura de 80° C durante 30 minutos y en condiciones de
vacio. Una vez secos, los geles se colocaron en placas autorradiograficas de alta
sensibilidad CP-BU (AGFA, Argentina) a -80° C o a temperatura ambiente entre 72 y
120 horas, dependiendo de la intensidad de la sefial. Para el revelado de las peliculas se
utilizo 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
peliculas fueron secadas a temperatura ambiente para su posterior lectura. Las

autorradiografias fueron analizadas usando un transiluminador de luz blanca.

2.9.2 Métodos automaticos

Para la automatizacion del proceso de genotipificacion se establecieron técnicas basadas
en electroforesis capilar (EC) wusando oligonucledtidos marcados con grupos
fluorescentes. Los fragmentos se evaluaron por EC utilizando un analizador de ADN
(ABI 3130xl, Applied Biosystems, EUA). Los oligonucle6tidos sentido se marcaron con

los siguientes fluor6foros:

Nombre del Color Emisién de
fluoréforo emitido 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 estandar interno
de peso molecular el cual acompaia la corrida electroforética. Para los fragmentos de 50
a 500 pb, el estandar de peso molecular fue GeneScan ROXS500 (-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 analisis, ya que
migra anormalmente y distorsiona los resultados de la curva estdndar (Figura 2.1).
Cuando el tamafio del fragmento amplificado fue mayor o igual a 500 pb, el estandar de

peso molecular utilizado fue GeneScan ROX 2500.
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Figura 2.1 Fragmentos del estandar de peso molecular.

2.9.2.1 Marcacion directa

Para la marcacion directa los oligonucledtidos sentido se utilizaron los siguiente

fluoroforos 6-FAM, HEX y NED.

Para explotar al maximo las posibilidades del sistema, ampliar la capacidad de
procesamiento de muestras y hacerlo mas econdémico, se tuvieron en cuenta dos
aspectos importantes para definir la marcacion de los oligonucleodtidos y la preparacion
de las muestras para la electroforesis para una coleccion de microsatélites conocidos, de
manera tal de reunir en cada panel un grupo de hasta seis marcadores compatibles, para
aumentar la eficiencia de discriminaciéon entre alelos en una sola corrida. Las

consideraciones tomadas fueron:

a) Se usaron los tres colores de fluoréforos disponibles (HEX, 6-FAM, NED) para

el disefio de los oligonucledtidos a ensayar.
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b) Se combinaron los colores con los diferentes tamafios en pares de bases (pb) de
los fragmentos amplificados, evitando la superposicion de fragmentos del

mismo tamafio y del mismo color.

La compatibilidad de los paneles disefiados 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
sefial para los distintos fluorocromos se encuentre dentro del rango de fluorescencia
adecuado (entre 200 y 4.000 RFU) y que no haya superposiciones de tamafios de

fragmentos marcados con el mismo fluoréforo.

En este proceso se tuvieron en cuenta las distintas intensidades de emision que
presentan los fluor6foros utilizados. La sefial emitida por 6-FAM es mas alta que la

emitida por HEX, y ésta que la emitida por NED.

Para el protocolo de preparacion de las muestras para su resolucion por EC se
realizd una optimizacion de la corrida con pocas muestras en una primera etapa, y

luego, en una segunda etapa, se realizo el ensayo con el total de las muestras a analizar.

Los fragmentos resueltos por EC fueron analizados de manera automatica utilizando

el programa GeneMapper® 4.0 (Applied Biosystem, EUA).

2.9.2.2 Marcacion indirecta

Se evalu6 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
oligonucleotido sentido de hasta 19 nucle6tidos, generalmente correspondiente a la del
oligonucle6tido universal M13. La reaccion de amplificacion se llevo adelante con tres
oligonucleoétidos, el sentido modificado, el antisentido y el universal M13 marcado con
una modificacién fluorescente en el extremo 5' (Figura 2.2). La ventaja de esta
metodologia es que solamente se necesita disponer de distintas versiones de un sélo
oligonucle6tido marcado con los fluoréforos 6-FAM, HEX y NED, con lo cual se
abaratan los costos. Para llevar adelante estos ensayos se selecciond un grupo de 139
microsatélites con diferente calidad de amplificacion en reacciones de PCR, cuyos

oligonucleo6tidos sentido fueron modificados incorporando una secuencia de 19
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nucledtidos de M13. Las condiciones de reaccion fueron las estandares descriptas en el

apartado 2.6.1 excepto por el agregado en la mezcla de reaccion 0,02 uM de

oligonucle6tido M 13 marcado.
Una vez obtenidos los fragmentos fueron analizados siguiendo el mismo

procedimiento descripto para los fragmentos obtenidos por marca directa (ver apartado

29.2.1.

Reverse primer

5

Template DNA .

wn

W1 3-Tailed
Farward primer

i e
M113 labeled primar

M13-tailed primer sequence is
incorporated into the PCR
product

Rewerse primer

5

13 labeled primer

Labeled primer will take the place of
the forward primer (the M1 3-1ailed
primer) to create an amplified product
containing the flucrescance dye.

* Labeled PCR product
5 3

Figura 2.2 Ejemplificacion del método de marcado indirecto (Vallumen, 2006)
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2.10 Analisis de microsatélites usando el programa GeneMapper® 4.0 (Applied
Biosystem, EUA)

El primer paso en el andlisis de microsatélites usando el programa GeneMapper® 4.0
(Applied Biosystem, EUA) es la creacién 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 fluordforo y el tipo de motivo

de repeticion.

A continuacidn se seleccionan los parametros de analisis para el proyecto. Para esto,
inicialmente se define el método de andlisis y el estdindar de peso molecular. A partir de
alli, y trabajando sobre un “panel” determinado, se corrobora que la asignacion
automatica de tamanos a los picos del estindar 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 analisis. El programa brinda, a su vez,
indicadores de calidad de las secuencias (SQ), visibles como etiquetas de colores

asignadas a diferentes parametros, tal como lo indica la Figura 2.3.
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Figura 2.3 Parametros de analisis 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 parametros:

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 estandar de peso molecular.
OS (Offsacale): indica que la sefial 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” (region del espectro definida para registrar la sefial de un alelo) por alelo dentro
del proyecto creado inicialmente. Cada bin entonces representa un alelo del marcador
con dos atributos: el tamafio del fragmento en pb y el color del fluor6foro con el cual se
marco el oligonucleodtido sentido correspondiente al marcador analizado (Figura 2.4 a'y

2.4b).
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Figura 2.4a Alelos indicados con los bines y el rango en pb del

marcador seleccionado.
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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 funcion Genotype Plot del programa, la cual permite
visualizar los resultados de hasta ocho individuos simultineamente. En el ejemplo se

visualizan los graficos correspondientes a dos muestras (Figura 2.5).
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Figura 2.5 Visualizacién simultanea de dos genotipos en el Genotype
Plot. En la parte superior del grafico se observa una grilla horizontal
donde figuran los valores de calidad (QV) de los genotipos, ellos son:

OS (Offscale): un pico esta fuera de la escala del rango del marcador.

SHP (Sharp Peak): conjunto de picos mas largos y angostos que el conjunto de picos
analizados, so6lo se utiliza en dinucledtidos.

OBA (One Basepair Allele): solo se utiliza en humanos.
SPA (Single Peak Artifact): muestra un sélo pico debido a errores de la electroforesis.
SP (Split Peak): corrimiento del pico en menos de 0,25 pb sélo se utiliza en dinucleo6tidos.

BIN (Out of bin allele): aparece cuando el ancho del pico se encuentra fuera del rango
establecido. El rango mas utilizado es del 20%.

PHR (Peak Height Ratio): dos alelos estan presentes y la proporcion entre el alelo de
mayor tamafio con respecto al de menor tamafio es menor a cierto nivel. Generalmente es
50%.

LPH (Low Peak Height): se muestra cuando los alelos son de menor tamafio que el valor
especificado, los valores estandares 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 emision de otros colores del espectro.

AN (Allele Number): el nimero de alelos excede el maximo permitido para el organismo
0 no se encuentran alelos. El nimero de alelos se especifica en el método de analisis.

BD (Broad Peak): indica que el ancho del pico es mas ancho que el especificado en el
método de analisis.

DP (Double Peak): sélo se utiliza en el analisis de SNP por SNaPshot.
NB (Narrow Bin): indica que un pico esta 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): solo 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

analisis de los mismos. Las tablas se exportaron como archivos de texto en el formato

requerido para su posterior analisis con programas de mapeo.
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2.11 Caracterizaciéon de los marcadores funcionales
2.11.1 Andlisis de los marcadores EST-SSR

De los EST-SSR identificados, fueron seleccionados 127 para los cuales se sintetizaron
oligonucleotidos especificos y se amplificaron en 4 lineas puras de girasol (Tabla 2.1).
En primer lugar, fueron seleccionadas secuencias con repeticiones mayores o iguales a
20 pb, favoreciendo repeticiones dinucledtidos, seguidas por trinucleodtidos, tetra y
pentanucledtidos y que, ademas, presentaban distinto grado de similitud con secuencias
de genes de funcién conocida, tales como aquellas relacionadas al metabolismo y/o
estructura celular, transporte, proteinas de almacenamiento, mecanismos de respuesta a
estrés bidtico y abidtico, factores de transcripcion, componentes del sistema de
transduccion de senales, etc. En una segunda etapa, se ampli6 el rango de longitud de la

repeticion a mayor o igual a 12 bases nucleotidicas.

Los fragmentos obtenidos por PCR se resolvieron por tincidon con nitrato de plata
(ver apartado 2.9.1) y todos aquellos que mostraron polimorfismo entre las lineas
parentales RHA266 y PAC2, fueron genotipificados en 94 lineas recombinantes de la
progenie RIL mediante la técnica de genotipificacion automadtica descripta en el

apartado 2.9.2.1.

2.11.2 Anélisis 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 reaccion de PCR fue de 50
ul, conteniendo: 45 ng de ADN, 1X Buffer tag DNA polimerasa (Invitrogen, Argentina),
CL,Mg [1,5 mM], dNTPs [0,imM], taq DNA polimerasa 0,5 UE y oligonulcedtidos
[0,3 mM]. Los productos de PCR obtenidos se resolvieron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1%, tefiidos con bromuro de etidio. Aquellos que presentaban una
unica banda se purificaron con el sistema comercial Exosap-it® (USB, EUA), y los
productos que presentaban dos o mas bandas fueron purificados por medio de elusion 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 confirmé la identidad del gen candidato buscado por

comparaciones en bases de datos publicas. En total, se secuenciaron 25 secuencias de

ESTs en ambos padres de la poblacion de mapeo.

Para validar los polimorfismos reconocidos in silico, se usaron las enzimas de
restriccion correspondientes para digerir los productos de amplificacion obtenidos a
partir de las lineas parentales de la poblacion de mapeo. Los productos de digestion 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 describié anteriormente.

2.11.3 Identificacion de SNP e InDels mediante la técnica de resecuenciacién 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 Analisis estadistico de los datos obtenidos
2.12.1 Analisis de segregacion de los alelos en la poblacion estudiada

Doscientos veinticuatro marcadores informativos fueron genotipificados en las lineas

parentales y en 94 RILs de la poblacion RHA266 x PAC2.

Se construy6 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 deteccion de diferencias en los alelos por locus.

Independientemente del método de genotipificacion utilizado, los analisis fueron

realizados en forma independiente por dos operadores.

La segregacion de cada alelo del marcador en la progenie se evalud utilizando el
programa GQMOL (Schuster & Cruz, 2004) disponible en:
(www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm) mediante el test FDR (False Discovery Rate), el

cual propone controlar la razén de los falsos descubrimientos. Asi, FDR es la

proporcidon de hipdtesis nulas rechazadas Ho = “La segregacion de los marcadores se
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ajusta a la relaciéon 1:1”, que es la proporcion de falsos negativos (Benjamin &

Hocheberg, 1995) considerando un nivel de significancia global del 5%.

Los datos obtenidos del andlisis de la segregacion de los alelos entre los individuos
de la poblacion estudiada fueron incorporados a una matriz de datos de AFLP
disponible para la poblacién de trabajo (Gentzbittel et al., 1999) y cedida a nuestro

grupo en el marco de la colaboracién establecida.

Para una poblacion de lineas recombinantes endocriadas la segregacion esperada es
1:1. Debido a que el analisis del conjunto de marcadores implica una prueba multiple y
para el caso de SSR ligados, las pruebas no son independientes, se utilizo el
procedimiento FDR (Benjamin & Hdocheberg, 1995), este método propone controlar la
razon de los falsos descubrimientos, siendo FDR la proporcion de Ho verdaderas entre
las Ho rechazadas; que es la proporcion de falsos negativos (Q) (Benjamin & Yekutieli,
2005). Para determinar el punto de corte en test multiples, mediante el control de FDR,

son necesarios los siguientes pasos:

a) Obtener el valor de chi-cuadrado Ho para cada marcador, para una segregracion

1:1 y el valor de probabilidad (P) asociado a éste.

b) Ordenar los valores de P(;, 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 Pg / 1, donde N es el nimero de pruebas realizadas, Pg es la

probabilidad de test de chi-cuadrado e i es el nimero de hipotesis dado.

d) Determinar el mayor 1 para el cual (a) g* [] N x P / 1, siendo *q el valor de

significancia del experimento.

e) Las Ho con valor de P critico mayor a la Pi que corresponda a la expresion (a),

deben ser rechazadas.

2.12.2 Utilizacién de herramientas bioinformaticas para el desarrollo del mapa genético

El uso de un gran nimero de marcadores en un mapa de ligamiento acarrea gran
complejidad en el andlisis de los datos observados. Esta tarea es facilitada con el uso de

programas informaticos. En este trabajo se utilizaron los programas MapMaker 3.0
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(Lander et al., 1987) y Carthagene 0.999 (Schiex & Gaspin, 1997). El programa
MapChart 2.1 (Voorrips, 2002) fue usado para la presentacion grafica de los grupos de

ligamiento y la posicion de los marcadores en el mapa.

En la construccion del mapa se utilizo el programa Carthagene 0.999 (Schiex y &
Gaspin., 1997) para definir la distribucién de los marcadores en los distintos grupos de
ligamiento y el orden de los loci dentro de cada grupo. La funcion de mapeo Kosambi
(Kosambi, 1944) fue usada para calcular las distancias de mapa en cM a partir de las
frecuencias de recombinacion. Las frecuencias de recombinaciones estimadas en las
poblaciones de mapeo RILs fueron corregidas por el factor que considera meiosis
multiples r = R/ (2-2R), donde R = n, / (n; + n,) es la frecuencia de recombinacién y n,y
n, son el nimero de genotipos recombinantes y no recombinantes, respectivamente
(Haldane & Waddington, 1931). Los loci fueron agrupados dentro de cada grupo
usando un valor minimo de LOD (likelihood odds) score de 4,0 y una frecuencia de
recombinacion méxima 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 utilizd 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 Distribucién de los marcadores moleculares en el mapa genético

La distribucién de los marcadores dentro de los grupos de ligamiento fue estimada
utilizando el método estadistico llamado test de rachas (runs test), el cual es una
herramienta util para determinar si una serie de items 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 aparicion de los marcadores.
Fueron consideradas dos categorias: n: niimero de observaciones; n;= nimero de
observaciones de SSRs y n,= numero 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 = nimero de rachas y valores criticos del test estadistico;

si r es inferior o igual al valor critico menor o mayor, o igual al valor critico mayor, se
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rechaza la Ho para un nivel de confianza de 0,05. Con valores de n; y n, mayores a 20
no se pueden usar las tablas desarrolladas por Swed & Eisenhart (1943) para probar la
hipotesis, sino que deben considerarse como una distribucion normal segun la siguiente

ecuacion:

r— {[(2n1n2 )/(n1 +h, )] + 1}
2”1”2(2n1n2 —n—n - nz)
(nl + nz)z(nl +n, = nl)

.=

Luego, se comparo6 el valor obtenido de z con el valor de z tabulado para un valor de

significancia de a = 0,05.

2.13 Preparacién de sondas de copia Unica y de ADN repetitivo para hibridacion in
situ

Se prepararon sondas de ADN repetitivo, ADN ribosomal 26S, y sondas especificas
disefiadas a partir de genes relacionados con mecanismos de defensa a patogenos de
importancia agronémica para girasol, como Sclerotinia sclerotiorum, de secuencias
correspondientes a Analogos de Genes de Resistencia a patogenos (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, asi como para la caracterizacion del complemento cromosémico. Las
sondas especificas fueron evaluadas para la localizacion fisica 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 integracion del mapa genético y

fisico de girasol.
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2.13.1 Preparacion de sondas de ADN repetitivo para ser utilizadas en hibridacion
in situ:
2.13.1.1 Preparacion de sondas con similitud a genes ribosomales

Se utilizod una secuencia con similitud a ADN ribosomal 26S de girasol identificada en
un trabajo previo (Fernandez 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 S5555555555555555>>> 3
481 CCCGCCGTTTACCCGCGCTTTGGTTGAATTTCTTCACTTTGACATTCAGAGCACTGGGCA
541 GAAATCACATTGCGTTAGCATCCGCAGGGACCATCGCAATGCTTTGTTTTAATTAAACAG
601 TCGGATTCCCCTTGTCCCGTACCTCGGCGCGACCACGCTATAGTAATATGGCATTAGCTG
Bleggggggg<
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 Preparacion de sondas con similitud a retrotransposones

Fueron caracterizadas las siguientes sondas de ADN repetitivo:

a) La sonda SSR-Ha785, de 239 pb fue disefiada 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

121

181

241

301

361

421

481

Figura 2.7 Secuencia completa Ha785. Resaltado en negrita se indica la secuencia
amplificada para ser utilizada como sonda en experimentos de FISH. La region subrayada
indica la region con similitud a la secuencia repetitiva HAN9965. Resaltado en rojo se indica

la secuencia complementaria a los oligonucleé6tidos especificos utilizados para amplificar la

GGAGTGTTTGGAGCCATTTCAACTCATCCCTTGGCACACCACCTCTCTCACACTTCACCC

ACCACCCACCACCACCATAACACCATCATCCACCACCATCATCCATTGTCCATCATAGAG

TGTGTGAGTCGTCTCGGGATCCAAGATTGATCGTAAGAGTTCTTGACAATCAAAGGCCAT

5' S55555555555555>55> 3

GTTTGCCTAAGTCTCTTACATCACTTGGTGAAGACAAGTGTTTAGTGTAATACTTTNTAT

TTTTAATCTTTTGCACTTTTTAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCNACCTCGAGG

GGGGGCCCGGTACCCAATTCGCCCTATANTGAGTCNTATTACAATTCCACTGGCCGTCGT

5 <<

TTTACAACCGTCGTGACTGGGGAAAACCCTGGCGTTTCCCAACTTAATCGCCTTGCACCA

<L L L L B

CNTCCCCCCTTTCGCCCAGCT

secuencia (Tabla 2.3).

b) Las sondas Retrol, Retro2, Retro3 y Retro4, de 865 pb, 847 pb, 538 pb y 969

pb de longitud respectivamente, fueron amplificadas con oligonucleo6tidos especificos

disefiados 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).

>g1]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 (Retrol sentido)
GAAGCTATTAAGATGACGGTGAACCAGGAATTAGAAGCTATGAGACATCAATTGAATCAGAGTTCTTCAAAAATGGAG
TCACAAATGGAATCTATCATCAGGAACTTACAAAGTCTTAACAACACCATTCCAAATAATCAGGGTCCTACTCAAGTA
GTTAATCGTGATCAGAGGAACAATAACGGAAGTTTTAACAGACTTACAAAGATTGAATTTCCAAAATTCAATGGAACA
AACATTGAAGGATGGTTATGCAGAGTTGAACATTTCTTTGCTATTGATTCAACTCCTGAGAATGAGAAAGTGAGGTAT
GCCATTATTCATCTTGAAGATATTGCTTTGTTATGGCATCAGGCATTTGTTAAGTCTAGAGGTGGATCAATAGAAGGG
TTAACATGGGTGGAATATAAGGGGTTCATATCTACAAGATTTGCTATGATAATGGATCAAAATGCTATGGCAGCATTA
GCTTCTATTAAACAAACAGGTTCACTGCAGGAAATGTGTCAAGAATTTGATCTTGCTTTGACTAGGGTTAACATTTGT
GAGGAATATGCTATTAGCCTATTCCTTAATGCCTTGAAACCAGAAATTGGGAACCCTTTGAAATTGATAAGACCTAGA
AATCTTCCTGAGGCTTATATGCTAGCAAGAACTCAAGATGATAATCTCAAATTCACAAATCCTACACCTTATAAGTCA
ACCTATAAACCTTCATACAAATCAGTTGATACCAACCACAATTCTTTTAAAACCATTCATAATCCAACACCATTATCT
TCAGCCAATATTCCACTGCTACCAGCTCCTTCGTTTAAACCTAGAAACACTACTACCAGGAGTTTGTCAACCAAAGA
5 <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<3 (Retrol antisentido)
AATAGCTGACAAGAGGGCAAGAGGTGAATGCTTTGGGTGTAATGAGAAGTTTTCACCAACTCATCAATGTAAAAACAA
ACAATTATTTTCAATAGAAATATGTGAAGATGAGGCAGAAGAGGAAGTTCAGAATTATGAAGTATTGGATCCACAAAT
TTCCTTAAATGCTATCTTGGGAGTCACTTCTTATTCCACTATGCGAGTCGTGGGATCCATTGGTACAAAGGTATTACA
CATTTTGATTGATTCGGGATCCACACATAACTTCATTGATGAAAAGTTAGCCTATAAAATGCATTGTCCTATTCATAC
TATGCCTGCTCTTAATATTACTGTTGCTGATGGAAATAAAATGAGCTGCACAAAGATGTGTGAGAAATTAAAGTGGCA
GATGCAGGGTAACTGGGTTTATGACAGATGTGTTTTTGATTCCCTTGAAGAGTTATGACATGGTATTAGGGATTCAAT
GGCTACAAGAGTTAGATGATATCACATGGAATTTTAAGGAACTAACCATGAAGTTTAAGAGTGATAATAGGAATATAG
AACTTAAAGGTTCTAAAACAAATGAGATGAGTTTATGTTCAAGTGAGAAAATGGAAGGATTACTGGGCAAACCTGTTC
AACTTGCTCAAATGTTTGGGTTGCAGCTGGTGACTAATGAAGAAATGCCAAGTTTACCCTCCATACAAGAACAAGTCA
ATAGTCCTGTCTTGGATGAATTACTGCAGAAATATGAAGATGTTTTCGCAGTCCCTACAACCTTACCTCCATCAAGAT
CTTGTGATCATAAGATAGTTCTTAAAGATGATTCCAAGGTGATTGCCCAAAAACCTTACAGGTACCCTGCTGCACAAA
AAGATATAATTGAAAAAATGACTCAAGAATTACTTGACATGGGTATCATTAGAGAAAGCACTAGCTCATTTGCAGCTC
5 >>>>>>>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
B >>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 3 (Retro4 sentido)
AATATATCACCGATTTTCCCGATATCAGTACATTTCTTCTTACTTCTAGCATTCTTCTTTCAACTATTAGTGTTTTAA
GTCTTAATTGTAACTTGTTAGCGTTAAATGATAGTGTGATAAGTCTTAATGAGTTCCTACTTGCTACAATTGTTAGTG
TTTTGCAAGTTGCAAAAGGTTAATTTGTTAATGGTAGGAGAGTATACTGAAATGTTAGTGTTAAGTTGCCATAATTAA
AATTCAGCATGATATTAAAATTACTGATATCCCACCGCGATTACCGATATCCGTTTTTTACCGCATTAACTGCTTAGG
TTTGGAAGTTATTTACTCCAAGATTTAGAGAAGAACTTAATGCTAGGAAATACGTGATATCCCGAAAGAATCATTTAT
GTCCCGAAAGATAAATTGTAGGCATGAATGTTTTGTTTCTAATTATACACGTACTTTGCATGCATGTATGTATTGTAT
GCCCCGAGAGGTATGCATTACAACCTCATAACACGTCTAGGCGTCTAGCCAAATTCCCCATATTCAAAAAAAAATAAA
AAAAATGCTATTTTAAATCATTTGGAAAAAAAGCAAATTAAAGTATAGGTGGCAATCTTGTCCCATTTGCTTACCAAA
TTAAGATTTATTTTTTTCTCTAATTTGTAGCAGCTAAAACAAATAGCTTAAAAGGAAATGGGACAAATGGGTCGGTTT
CATGATGATTTATTTTAATGCATAAAATCTTCTGTATTATATCGTTCAAAAGATTAAATTATTGTTGAAATATTATAA
CTATGCAATTGTATTTGACACATCAATTATATATAAACTCTATTGGACAAATAGTTGTTTCGGGTCAACCAAACTCTG
CCCGACCTGTAAAAAATGACCCGTTTGACCTGAACTGATTTGACCCGTTAAACTGCCCATTAATGTAGTTCAGTTATT
B <<<<<<<<<<c<<<<<<<<< 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 retrotransposon de girasol perteneciente a la familia gypsy-like,
GenBank AN DQ229838. Resaltado en negrita se indican los fragmentos amplificados para ser utilizados
como sondas (Retrol, Retro2, Retro3 y Retro4) en experimentos de FISH. Resaltado en rojo se indican
las secuencias complementarias a los oligonucleotidos especificos, utilizados para amplificar los cuatro

fragmentos (ver Tabla 2.3)

c) La sonda Repl, 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 oligonucledtidos especificos disenados 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 S5555555555555555>>> 3

121 TAAGACCATATGCCAATGAATGGTTCCCACCTGGTCTTCAGTCGATTAAGATTTATATCA

181 CCCTGCACACTTTAAAATGATTGTGAGCCTACCGATACATCTTATATAGAGCTGCTTATC

241 GTTTTTCATTTAAGGTTTAAAGAGGTTTGGATAGACCACTGATGTGCTATCATTTTCTCT

B <<

301 TTTGCTCGCCAGGAAACTCATTTTTGTTTTTCTATTGTTTTTGTGTTTTTGAAATTTTTC
<LK 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 retrotransposén 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 oligonucle6tidos utilizados para amplificar el fragmento (Tabla

2.3).

Tabla 2.4 Regiones amplificadas con similitud a retrotransposones. La tabla detalla el nombre, tamafio y

la secuencia de los oligonucleétidos seleccionados.

Nombre de la

Tamaiio de la Secuencia del

Secuencia del

Referencias

secuencia secuencia oligonucleétido sentido oligonucleétido

amplificada amplificada antisentido

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) 847pb 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 & Santini et al., (2002)

2.13.1.3. Utilizacion de secuencias clonadas en Cromosomas Artificiales de Bacterias
(BACs) conteniendo ADN repetitivo como sondas para la caracterizacion del

complemento cromosomico

Para la identificacion del complemento cromosémico se utilizd la técnica de BAC-
FISH. El clon de BAC utilizado como sonda en experimentos de hibridacion 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 utilizacion

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 tamafio del genoma.
Los clones estan distribuidos por duplicado en la genoteca, con un orden determinado

como se observa en la Figura 2.10.

Standard CUGI Filter Layouf
Serial No.

FOWMLE ) IHBFEDCEA PONMLEK. |HG FEDCB A POMNBLEK J IHG FEDCB A

SWEN IO

Sowmummawh

X
¥
g P g —y
EHRNEZZYEs a2 vevanewn = BEENNZZ SR RAN 22 vevomawn

FOWNRLEJIHGFEDCREA PONMLE) IHG FEDCHB A PONBKLE J IHG FED CH A

Duplication Pattern

Figura 2.10 Distribucion de los arreglos por duplicado del total

de los clones que componen la genoteca.
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2.13.2 Preparacion de sondas de copia Gnica
2.13.2.1 Preparacion de sondas a partir de RGAs

Se amplificaron seis sondas especificas, las cuales fueron disefiadas por Radwan et al.
(2003; 2004) a partir de los llamados genes PI, 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 oligonucle6tidos denominados HaNTP3, HaNTPS5, HaNTP6
fueron disefiados 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
amplificacion 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 oligonucledtido. Mediante el siguiente programa: 95° C 3
min de desnaturalizacion inicial, 35 ciclos a 94° C 10 seg, 58° C por 30 segy 72° C

durante 1 min 30 seg.

Los oligonucleotidos llamados Ha-P1, Ha-P2 y Ha-P3 fueron disefiados 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
amplificacion se llevaron a cabo con 50 ng de ADN, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 UE de
Taqg ADN polimerasa (Advantage 2, Clontech, EUA), 1X Buffer de Tag ADN
polimerasa y 0,4 mM de cada oligonucledtido. Mediante el siguiente programa: 95° C 3
min de desnaturalizacion inicial, 35 ciclos a 95° C 30 seg, 60° C por 30 segy 72° 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 reaccion de ligacion se realizdé en un volumen final de 10 pl
conteniendo: 2X buffer de “rapida ligacion”, vector pGemT (50 ng), producto de PCR
(en una relacidn 3:1 inserto: vector), T4 DNA ligasa 3 UE. La ligacion se realizé por un
periodo de 72 hs a 4° C. El producto de ligacion se utilizo para transformar células
competentes DHS5a por el método quimico (Sambrook et al., 1989), y los clones

recombinantes se seleccionaron por observacion de la actividad del producto del gen B-
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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
ul de glicerol 50% y con ampicilina (100 pg/ml) a -80° C para su correcta conservacion.
El analisis de los mismos se realizo a través de la observacion del patron de restriccion
generado después de electroforesis del ADN plasmidico previamente digerido con la
enzima de restriccion ECORI en un volumen final de reaccion de 20 pl conteniendo 10
unidades de enzima de restriccion ECORI (New England Biolabs, EUA) buffer 10X,
durante 2 horas a 37° C. Alternativamente, se realizo una PCR utilizando
oligonucleo6tidos complementarios a las secuencias promotoras T7 y SP6 presentes en el
plasmido, en un volumen final de la reaccion de 25 pl, conteniendo: de 50 a 200 ng de
ADN plasmidico, 1X buffer de Taq polimerasa 10X, 1 UE de Taq polimerasa (Life
Technologies, EUA), 2 mM de MgCl,, 0,1 mM de dNTPs, 0,4 uM de oligonucle6tido
T7 y 0,4 uM de oligonucledtido SP6. Los productos de digestion (o amplificacion) 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 secuenciacion del Instituto de Biotecnologia,
INTA Castelar, utilizando los oligonucleotidos T7 y SP6. El andlisis de las secuencias
generadas se realizo utilizando el programa de comparacion y alineacion multiple
Bioedit (Hall, 1999). Se realiz6 el analisis de las secuencias obtenidas por comparacioén
contra secuencias presentes en bases de datos publicas (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 hibridacion in situ.
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Tabla 2.5. Secuencia de los oligonucledtidos con similitud a genes de resistencia seleccionados para su

utilizacion como sondas en hibridacion in situ.

Nombre del Subfamilia Secuencia del Secuencia del

oligonucleéti NBS-LRR oligonucleétido sentido oligonucleétido antisentido

do

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 Preparacion de sondas correspondientes a marcadores SSR de localizacion

unica en el genoma de girasol
2.13.2.2.1 Disefio de sondas tipo overgo (overlapping oligonucleotide probes)

Las sondas overgo estan compuestas de dos oligonucleotidos sintéticos que contienen
una region complementaria de 8 pb

(http://tree.caltech.edu/protocols/picture/overgo.jpg). Los dos oligonucleotidos de 24 pb

que representan al overgo se solapan en una region de 8 pb dejando dos regiones de 16
pb libres a cada lado, las cuales son rellenadas con nucle6tidos marcados usando la
ADN polimerasa Klenow (Promega, EUA). Ambas cadenas de ADN son marcadas con
[a-**P]-dCTP y [a-*P]-dATP (NEN, Perkin Elmer, EUA), de esta manera, se genera
una sonda de 38-44 pb con alta actividad especifica (Gardiner et al., 2004).

Una consideracion importante en el disefio de las sondas overgo es la eliminacion 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 [**P]-dATP y [**P]-dCTP. Si en las 8 pb
de la region que se solapa se encontraban menos de tres G-C, la longitud del
solapamiento se incrementd a 9 pb para permitir la asociacion estable entre los dos

oligonucleotidos durante los pasos de marcado in vitro.

92



2. MATERIALES Y METODOS

Las sondas fueron disefiadas a partir de marcadores SSR, EST-SSR e InDels

anclados al mapa genético de referencia, usando los programas Overgo 1.021 (Cai et al.,

1998, http://mouse-genome.becm.tme.edu/webovergo/Overgolnput.asp) y OligoSpawn

(http://oligospawn.ucr.edu/). Se diseharon treinta y dos sondas pertenecientes a los

grupos de ligamiento 9, 10 y 16.

2.13.2.2.2 Marcacion de sondas

Las sondas overgo fueron marcados con [a->’P]-dATP y [a-**P]-dCTP, siguiendo

método descripto por J. D. McPherson (http://www.tree.caltech.edu), con pequeias

modificaciones.

Para tal fin, se desnaturaliz6 la mezcla de oligonucledtidos conteniendo 10 pmol de
cada uno a 80° C durante 5 minutos, inmediatamente se coloco la mezcla a 37° C
durante 10 minutos y se almacend en hielo. Se realizd una reaccidon para cada par de

oligonucleotidos utilizados; el volumen final de la reaccion fue de 10 pl, conteniendo:

Componentes [final]
Buffer OLB (Overgo Labelling Buffer) 5X 1X

BSA (Albumina de Suero Bovino) 0,1 mg/ml
Oligonucledtidos 10 pmol c/u
[a-**P]-dATP* 10 pCi/pl
[0-*P]-dCTP* 10 pCi/pl
Klenow fragment (Invitrogen, EUA) 2 UE

H,O Hasta 10 pl

A continuacion, la reaccion se incubd a 37° C durante 1 hora. La remocion de los
nucledtidos no incorporados se realizd 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.

93



2. MATERIALES Y METODOS

La incorporacion de deoxinucledtidos presentd un rango de 10 a 80%, de esta

manera la actividad especifica de la sonda overgo fue entre 0,5-2,5x10° dpm/pmol.

2.13.2.2.3 Hibridacion, lavados y exposicién de membranas

Los filtros de BACs fueron individualmente prehibridados en 15 ml de Buffer PAES
(Acido polianetolesulfonico: 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 58° C en un horno de hibridacion

con rotacion continua (Biometra, Alemania), en botellas de hibridacion.

Luego de la prehibridacion, se realizo la hibridacion utilizando 10 ml de solucion
PAES. Se adicionaron entre 10 y 12 sondas marcadas radioactivamente, previamente
desnaturalizadas a 90° C durante 10 minutos, al centro de cada botella conteniendo cada
una un filtro de alta densidad de clones de BAC. La hibridacion se realiz6 a la misma

temperatura que la prehibridacion durante 16 horas.

Posteriormente, los filtros se lavaron a la misma temperatura de hibridacion con 20
ml de soluciéon 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 solucion. 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 soluciéon 1X SSC /0,1X SDS durante 15 minutos a la misma

temperatura de hibridacién (Sambrook et al., 1989).

A continuacion, los filtros de BAC se expusieron durante tres dias en una pantalla
de captacion de imagen (Fuji film, Japén) y los patrones de hibridacién fueron
obtenidos usando el escaner Typhoon trio (Amersham Biosciences, RU) mediante el
programa ImagenQuant (Amersham Biosciences, RU). Luego, las membranas se
expusieron a placas autoradiograficas de alta sensibilidad (Biomax MS, Kodak) de 7 a

21 dias segun la actividad especifica de las sondas y la intensidad de la sefial esperada.
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2.13.2.2.4 Identificacion de clones positivos y confirmacion por PCR

La identificacion de los clones BAC positivos se realiz6 utilizando un transiluminador y
el escaner de imagenes Typhoon trio (Amersham Biosciences, RU), selecciondndose
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 confirmacién de los clones positivos se realizdo por PCR, usando los
oligonucleotidos especificos 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
realiz6 la digestion de 10 pg de ADN de cada uno de los clones durante 5 horas con la
enzima ECORI, utilizando 2,5 UE enzima/pg de ADN. Los productos de la digestion
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 inmovilizé el ADN transferido a la
membrana mediante tratamiento con luz UV (120.000 pjoules/cm?) y horneado a 80° 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 Repl, 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 [a’*P]-dCTP (actividad especifica
Ci/ng, New England Nuclear, EUA), utilizando el kit de marcacion Prime-a Gene®
Labeling System (Promega, EUA), el volumen final de la reaccion fue de 50 pl

conteniendo:
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Componentes [final]
ADN 100 ng
Buffer Klenow 5X 1X
dNTPs (dATP, dGTP, dTTP) 0,03 mM
[a-?P*]-dCTP 0,02 mCi
BSA 1X
Fragmento Klenow de la ADN Polimerasa 1 UE

La reaccién se incub6d 1 h a 37° C y luego se detuvo por inactivacion de la enzima
durante 10 min con NaOH 0,4 N. Durante este paso también se desnaturalizé la sonda
marcada para poder incorporarla al buffer de prehibridacion e iniciar la etapa de
hibridacion.

Las membranas se prehibridaron a 65° C durante 4 horas con una solucién PAES y
la hibridacion se realizdo durante 16 horas a 65° C, en un horno de hibridacién con

rotacidon continua, como se describiera en el apartado 2.13.2.2.3.

Posteriormente, las membranas se lavaron y se expusieron en una pantalla de
captacion de imagen (Fuji film, Japon), los patrones de hibridacion fueron obtenidos

usando el escaner Typhoon trio (Amersham Biosciences).

2.14 Preparados citoldgicos, hibridacion mediante la técnica FISH y amplificacion
de regiones especificas por PRINS/C-PRINS

2.14.1 Obtencion de preparados citoldgicos
2.14.1.1 Obtencion y fijacion del material vegetal

Se germinaron semillas de girasol en placas de Petri conteniendo algodén humedecido y
papel de filtro hasta que las raices alcanzaron una longitud de entre 1 y 2 cm
(aproximadamente de 3 a 5 dias). A continuacion, las raices se trataron con colchicina
0,05% con el fin de arrestar a los cromosomas en metafase mitotica, durante 2 hs a
temperatura ambiente, y luego fueron fijadas en una solucion 3:1 de alcohol absoluto:

acido acético glacial a 4° C durante un periodo de 48 hs.
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Las raices fijadas fueron lavadas con agua destilada durante 10 min y luego
colocadas en buffer acido citrico-citrato de sodio 1X durante 10 min. A continuacioén
fueron incubadas en solucién enzimatica (celulasa 2% (p/v) y pectinasa 20% (v/v) a 37°
C durante 3 horas y colocadas en buffer acido citrico-citrato de sodio 1X durante 24 hs a

4°C.

2.14.1.2 Técnica de aplastado (squash)

El 4pice radical de 2 a 3 mm de longitud se coloco sobre un portaobjetos con una gota
de acido acético 45%, se disgregd suavemente el material con una pinza, se colocé un
cubreobjetos y se observd 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 procedié a la separacion 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 -20° C hasta el

momento de su utilizacion.

2.14.2 Hibridacion in situ (FISH)

La técnica de FISH fue realizada segin Cuadrado & Jouve (1994). Los preparados se
incubaron en alcohol: 4cido 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 citologicos fueron pretratados con el fin de reducir la hibridacion
inespecifica. Estos pasos también ayudan a que la sonda y los reactivos de la deteccion
penetren hasta el ADN, manteniendo la estabilidad de las secuencias blanco frente a los
distintos tratamientos. Para ello, a cada portaobjeto se lo traté con 200 pl de RNAsa
[100 pg/ml], y se lo cubri6 con un cubreobjeto de plastico. Los preparados fueron

incubados 1 h a 37° C en camara hiimeda.
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Los preparados se lavaron en una solucion 2X SSC a temperatura ambiente 3 veces
durante de 5 min en agitaciéon. A continuacion, se incubaron en una solucion de
paraformaldehido al 4% (p/v) a temperatura ambiente durante 10 min en agitacion, y se

lavaron en 2X SSC a temperatura ambiente 3 veces durante 5 min en agitacion.

Luego, se procedié a su deshidratacion, 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 iniciacion con
oligonucleotidos al azar, con digoxigenina 11-dUTP o mediante nick translation o

desplazamiento de mella con biotina 14-dUTP.

2.14.2.3. Hibridacion

Las reacciones de hibridacion se llevaron a cabo en un volumen final de 30 pl,

conteniendo los siguientes componentes:

Componentes [final]
Formamida 50 %

Sulfato de dextrano 10 %

SSC 20X 2X

Sonda 25-200 ng
DNA salmoén [10 mg/mil] 0,3 mg/ml
DNA competidor (bloqueante) 2-100 X

SDS al 10 % 0,33 mg/ml
H,O Llevar a 30 pl
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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 senales repetitivas, la cual vari6 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 Repl teniendo en

cuenta el resultado de los ensayos de BAC-Southern blot.

La desnaturalizacion de la mezcla de hibridacion se realizé a 70° C durante 15 min.
A continuacion, la mezcla se incubd en hielo durante 5 min y se centrifugd durante 10
seg. Se colocaron 30 ul de la mezcla de hibridacion a cada preparado, los cuales habian
sido previamente deshidratados y secados al aire. Luego, se colocd un cubreobjeto de

plastico a cada preparado.

Los preparados fueron colocados en un termociclador (Eppendorf, Mastercycler,
Alemania) utilizando el siguiente programa: 75° C durante 7 min; 55° C durante 30 seg;
45° C durante 1 min; 42° C durante 2 min; 40° C durante 5 min; 38° C durante 5 min y
37° C por tiempo indefinido. A continuacion las muestras fueron incubadas en camaras

humedas a 37° C en estufa, durante 16 horas.

2.14.2.4 Lavados post-hibridacién

Para la remocion de la sonda libre, o sonda hibridada de manera inespecifica, se

realizaron los siguientes lavados de manera secuencial con agitacion:
1) 2X SSC, durante 10 min a 42° C
2) Formamida al 20% (v/v) en 0,1X SSC, durante 10 min a 42° C
3) 0,1X SSC, durante 5 min a 42° C
4) 2X SSC, durante 5 min a 42° C
5) 4X SSC /tween 0,2%, durante 5 min a 42° C

6) 4X SSC /tween 0,2%, durante 5 min a temperatura ambiente, dos veces.
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2.14.2 .5 Deteccion visual de los sitios de hibridacién

Como bloqueante de los sitios donde se pueden unir los anticuerpos utilizados (anti-
biotina y/o anti-digoxigenina) se utilizd de BSA al 5% (p/v) en solucion 4X SSC/ tween
0,2%. Se afiadieron 100 pl de esta solucidon por preparado y se cubridé con cubreobjetos
de plastico. Los preparados fueron incubados durante 5 min a temperatura ambiente.

Posteriormente, se quitaron los cubreobjetos y se drend la solucion en exceso.

Para la deteccion de sondas marcadas con digoxigenina y/o biotina se adicionaron
50 pl anti-digoxigenina FITC (isotiocianato de fluoresceina) en BSA al 5% (p/v) (1:50)
y/o estreptoavidina-cy3 (1:300), respectivamente, a cada preparacion. A continuacion se
colocd un cubreobjeto de plastico a cada preparado, los cuales, fueron incubados a 37°
C durante una hora en cdmara humeda. Luego, fueron lavados tres veces en 4X SSC/

tween 0,2% durante 10 min.

A fin de realizar una contra tincion de los cromosomas se adicionaron 75 ul de
DAPI (4°6- diamidino-2-phenylindole) [2 pg/ul], se colocd un cubreobjeto de plastico a
cada preparado y se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente. A continuacion,
los preparados se lavaron en 4X SSC/ tween 0,2%, se agregaron 30 pl de medio de
montaje (Vectashield, Vector laboratories, EUA) y se cubrieron con cubreobjetos de

vidrio. Los preparados fueron conservados en oscuridad a 2° C hasta su observacion.

2.14.2.6 Obtencion y andlisis de imagenes

Las células fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia (Leica DMLB,
Alemania), las fotos fueron tomadas con una camara Leica DFC 350 FX y las imagenes

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 hibridacion por la técnica PRINS fue realizada segin Menke et al. (1998) y
desarrollada como parte de la tesis de Licenciatura de la Lic. Carolina Diaz (Diaz

Quijano, 2007), dirigido por el Dr. Eduardo Greizerstein y la Dra. Lidia Poggio en el
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Laboratorio de Citogenética y Evolucion de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
de la Universidad Nacional de Buenos Aires, utilizando los oligonucleodtidos disefiados

y/o desarrollados en la presente tesis.

2.14.4 Cycling-Primed in situ labelling (C-PRINS)

La hibridacion por la técnica C-PRINS fue realizada segun Kubaldkova et al. (2001) con

modificaciones, segin se detalla a continuacion.

2.14.4.1 Preparacion de la mezcla de extension

La mezcla de extension se prepard para un volumen final de 50 pl, conteniendo:

Componentes [final]
Buffer de Taq Polimeras 10X 1X
MgCl, 2,5mM
dATPs 100 uM
dCTP 100 uM
dGTP 100 uM
dTTP 34 uM
Digoxigenina-11-dUTP o biotina- 8 uM

16-dUTP (Roche Applied Science)

Oligonucleoétidos 0,8 uM
Taq Polimerasa (Invitrogen, EUA) 2 UE
H,0 bidestilada Llevar a 50 pl

Los preparados se sellaron colocando un marco (Frame-seal™ Incubation
Chambers, Bio-Rad, EUA). En la zona delimitada por el marco se agregaron 50 pl de la

mezcla de reaccion y se colocd un cubreobjeto de plastico.

Los preparados se colocaron en un termociclador (Eppendorf Mastercycler,

Alemania) siguiendo el programa detallado a continuacion: 91° C durante 4 min, 35
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ciclos de 91° C durante 45 seg, 55-60° C durante 45 seg y 72° C durante 45 seg y la

extension final a 72° C por 5 min.

2.14.4.2. Método indirecto de deteccion de la reaccion

La reaccion se detuvo adicionando 100 pul de Stop buffer (2,923 g de NaCl, 1,861 g de
Na,EDTA en 100 ml de agua destilada, pH 8,0). Los preparados se incubaron en estufa
durante 2 min a 70° C. Se retiraron los marcos y a cada preparado se le adicionaron 100
ul de BSA y se colocod un cubreobjeto de plastico. Los preparados fueron incubados
durante 30 min a 37° C en 50 pl de anti-Dig fluoresceina diluida en buffer de bloqueo
(BSA); la solucion que se utilizé 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 tefiidos con 75 pl de DAPI (4’6-diamino-
2-phenylondole) [2 pg/ml], se colocaron cubreobjetos de plastico y se incubaron a
temperatura ambiente durante 15 min. Luego los preparados se lavaron brevemente en
4X SSC/tween 0,2%, se agregaron 30 ul de medio de montaje (Vactashield, Vector
Laboratories, EUA) y se les colocd un cubreobjetos de vidrio. Los preparados se

conservaron en oscuridad a 2° C.

La obtencion y el andlisis de las imagenes se realizaron como se describid en el

apartado 2.14.2.6.
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3.1 Poblacion de mapeo: caracterizacion y evaluacion genotipica

De las 123 RILs que componen la poblacion, 94 se seleccionaron para llevar
adelante el trabajo de genotipificacion y mapeo, dado que presentaban un poder
germinativo alto y la extraccion de acidos nucleicos posibilitd la obtencion de ADN de
buena cantidad y calidad (Figura 3.1). En la multiplicacién de las lineas recombinantes
endocriadas derivadas del cruzamiento de RHA266 x PAC2 se observo una fuerte

depresion por endogamia. El indice de germinacion observado fue del 79%.

Figura 3.1 Multiplicacion de las 124 lineas recombinantes endocriadas en las

instalaciones del Instituto de Biotecnologia CICVyA INTA Castelar.

El ADN de girasol fue extraido y purificado por el método de CTAB. Dado el alto
contenido de polisacaridos que coprecipitan con el ADN, fue necesario incluir algunas
modificaciones al método, como el agregado de PVP (polivinilpilorridona) en una
proporcion de 100 pl por cada 0,1 g de tejido fresco al buffer de extraccion, y un paso

adicional de purificacion utilizando una resina comercial (Nucleon PhytoPure Plant
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DNA Extraction; Amersham Pharmacia Biotech, RU). Este protocolo permitio aislar
ADN genomico 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 realizd a partir de secuencias de unigenes
disponibles en bases de datos publicas (Indice de Genes de Girasol, HAGI,

http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/) a través de la identificaciéon de repeticiones en

tandem, microsatélites contenidos dentro de secuencias que se expresan (EST-SSR),
polimorfismo de un sélo nucledtido (SNP) o por inserciones y deleciones de nucleotidos
(InDels). A continuacion se detallan los resultados obtenidos con las diferentes técnicas

empleadas.

3.2.1. Busqueda y caracterizacion de SSR en bases de datos de unigenes y analisis en

cuatro genotipos

La busqueda 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 permitio

detectar 1.134 motivos de repeticion compuestos por di-, tri-, tetra y pentanucledtidos en
las 36.741 secuencias analizadas, considerando sélo aquellos SSR con una longitud
minima de la repeticion de 18 bases para di-y trinucleétido y de 20 bases para tetra- y
pentanucleodtidos. La Figura 3.2 muestra las frecuencias de SSRs agrupadas por el tipo

de SSR (di-, tri-, tetra- y pentanucleotido).
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Figura 3.2 Distribucion de los diferentes tipos de repeticion de EST-SSR

presentes en unigenes de girasol.

De los 1.134 EST-SSR detectados, el 51,65% presentd motivos de trinucledtidos, el
30,28% de dinucleotidos, el 9,32% de tetranucledtidos y el 8,74% de pentanucleétidos
(Tabla 3.1).

Ciento cuarenta y seis unigenes contenian mas de una repeticion (12,9%).

Tabla 3.1 Frecuencia de SSR en la base de datos de EST de

girasol.

Tipo de Cantidad de  Longitud total
repeticion SSRs (bp)
Dinucleétido 367=30,28%  265144=29,98%

Trinucleétido 626=51,65% 462236=52,27%
Tetranucleétido 113=9,32% 81340=9,2%
Pentanucleétido 106=8,74% 75622=8,55%

Total 1134=100%  884342=100%

Como se explico en Materiales y M¢étodos apartado 2.5.1 los motivos de los
microsatélites estdn representados por 4 diferentes dinucledtidos, 10 diferentes

trinucledtidos, 33 diferentes tetranucledtidos y 102 motivos diferentes de
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pentanucledtidos. Al momento de estimar las frecuencias fueron consideradas todas las

posibles combinaciones de los cuatro nucleotidos.

En la base de datos de unigenes de girasol (HAGI) se identificaron 281 EST con
el motivo GA/CT, este fue el motivo mas abundante identificado en un 23,2% de las
secuencias analizadas, seguido por el motivo trinucle6tido AAG/CTT presente en 144
secuencias (11,9%). La Figura 3.3 resume la distribucion de frecuencias de SSR

derivados de EST, basada en el tipo de motivo presente en la secuencia.

Frecuencia (%)

Figura 3.3 Distribucion de la frecuencia de los motivos de los EST-

SSR presentes en unigenes de girasol.

Un motivo dinucleo6tido puede representar multiples codones dependiendo del marco
de lectura, y traducirse en diferentes aminoécidos. Por ejemplo, el motivo GA/CT puede
representar los codones GAG, AGA, UCU y CUC en el ARNm y traducirse en los
aminodcidos Arg, Ala, Leu, respectivamente. Ala y Leu estan presentes en alta
frecuencia en proteinas, 8% y 10%, respectivamente (Lewin, 1994). Esta podria ser una

de las razones por las cuales el motivo GA/CT esta presente en alta frecuencia en las

colecciones de EST.

Con el fin de asignar una funcion 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 clasificacion a las secuencias

segiin Gene Ontology (GO) (Tabla 3.2).

Tabla 3.2 Clasificacion segiin Gene Ontology (GO) de los EST de girasol conteniendo microsatélites

genotipificados en la poblacion de mapeo. La tabla muestra ademas el tipo de repeticion y la localizacion en

el mapa genético de ligamiento desarrollado en el presente trabajo.

Nombre EST Clasificacion segun Tipo de

(TIGR) Gene Ontology repeticion et
TC21354 GO: 0004601 peroxidase activity trinucledtido -
TC20625 GO: 0005488 binding trinucledtido 4
TC26869 GO: 0005198 structural molecule activity trinucleétido 16
TC23078 GO: 0003824 catalytic activity trinucledtido -
TC24992 GO: 0005198 structural molecule activity trinucledtido 8
TC26323 Sin anotacién GO dinucledtido 17
TC23602 GO: 0003824 catalytic activity tetranucleétido 8
TC21542 GO: 0003824 catalytic activity trinucledtido -
TC24343 Sin anotacién GO tetranucleétido 16
TC18194 GO: 0003824 catalytic activity dinucledtido 3
TC25054 GO: 0005215 transporter activity pentanucleétido 16
TC21990 GO: 0003824 catalytic activit dinucledtido -
TC21689 GO: 0005488 binding trinucledtido 4
TC22997 Sin anotacién GO trinucledtido -
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 RHASO, resueltos y visualizados mediante la técnica de geles
de poliacrilamida y tincidon con nitrato de plata. Los resultados obtenidos fueron los
siguientes: 74 EST-SSR mostraron patrones de amplificacion claros, 47 fallaron en la
obtencion de productos de amplificacion o generaron productos de amplificacion
ambiguos, complejos o dificiles de resolver y 6 oligonucleotidos amplificaron alelos
nulos (0/1 o 1/0) (Tabla 3.3). Dentro del conjunto de marcadores que resultaron

funcionales, 17 fueron polimorficos entre los genotipos analizados y 57, monomorficos.

Tabla 3.3 Resultados obtenidos de la evaluacion de 127 EST- SSR en
cuatro lineas de girasol RHA266, PAC2, HA89 y RHAS01

Lineas analizadas
RHA266, PAC2, HA89 y RHA801

Polimorficos 13%
Monomorficos 45%
Fallo PCR 37%
Alelos nulos 5%

Un ejemplo de los fragmentos obtenidos mediante geles de poliacrilamida 6%
tefiidos con nitrato de plata se puede ver en la Figura 3.4, la cual muestra el patron de
amplificacion obtenido para un conjunto de 7 marcadores sobre los 4 genotipos

analizados.
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Figura 3.4 Patrén de amplificacion 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: polimoérfico, M:

monomorfico y 0/1 o 1/0: alelo nulo. N/A: fallé6 PCR.

3.2.2 Andlisis 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 coleccion local, las cuales presentaban similitud con
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secuencias de genes de funcion conocida (Fernandez 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

ESTID | pb | Genbank Funcion putativa (BLASTX) Organismo e-valor
AN

Defensalestrés

EF562 |690 | BU671932 | germin-like protein Oryza sativa 8,0e™

EF332 | 908 | BU671904 | Fructosil transferase Helianthus tuberosus | 1,00 ™

EF421 [436|Z49063 | Polygalacturonase inhibitor factor | Actinidia deliciosa 3,00

EF502 |346|BU671910 | Lipid transfer protein Gossypium hirsutum | 2,00 e
F201 [243|BQ789917 | Auxin-responsive protein Arabidopsis thaliana | 2,00 e®
F205 |276|BU671946 |leucine zipper protein Arabidopsis thaliana | 3,00 e™

Senalizacién
F211 [356|BU671951 | serine/threonine protein Oryza sativa subsp. | 2,00 e
phosphatase PP2A-3 catalytic Indica

subunit protein

F241 |287|AJ003197 |adenine nucleotide translocator Lupinus albus 4,00 ™

protein

Proteasas e inhibidores de proteasas

F232 |544 |BU671929 | putative zinc protease protein Arabidopsis thaliana | 9,00 e

Oxido-reduccion

F221 |268 | M25528 ferredoxin-NADP+ reductase Mesembryanthemum| 8,00 e™°
protein crystallinum

Pared celular

F226 [308|U81049 |actin protein. Pisum sativum 1,00 e

F228 |538|BU671932 | calreticulin protein Nicotiana 1,00 ™'
plumbaginifolia

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 confirmo la identidad del gen candidato comparando la secuencia

en bases de datos publicas de proteinas, para lo cual se utilizo el programa BLASTX

110




3. RESULTADOS

(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 utilizo el programa SNP2CAPS. El programa identific in
silico 21 polimorfismos a partir de 23 secuencias confiables. La Figura 3.5a muestra un
ejemplo de la utilizacién de dicho programa con el marcador EF421 (Genbank AN:
7Z49063). En este caso, el programa predijo que existen dos sitios de restriccion para la
enzima Tagl 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 restriccion
para la misma enzima con el parental HA2 (PAC2), de 210 pb. De esta manera, los

fragmentos definidos son cuatro: 101, 63, 15y 31 pb.

Los polimorfismos identificados in silico fueron evaluados experimentalmente
utilizando las enzimas de restriccion correspondientes. S6lo 2 de los 21 polimorfismos
detectados en los parentales de la poblaciéon de mapeo pudieron desarrollarse como
marcadores CAPs (F205 y F234 cuyos numeros de acceso son GenBank AN BU671882
y BU671930 Figura 3.5b).

ST aps EEE
Fil=  Analyse

Selected enzymes
All enzymes [Click. far more detailz)

Al il il -
sl Select | Jan j
Lyatl Al

Aatll Desslect | st

AcclEl Avvall 4-base cutters [ B-basze cutters
Acc6l Delete all | fpp.

o)

Without izoschizomers

Include izozchizomers [not recommended)

q 7

only commercially available enzymes

<l

2AcchS| i Beol W B5-base cutters [T recognition sites >6
AccBll i Ecesl

SocBTl e Bfal 4dd Fun analysis |
AccBSI ﬂ BzeMIl ﬂ

Show resultzs of: Dizplay:
v CAPS candidates [ false positives + predicted cutting sites & fragment lengths Fefresh
™ CAPS candidates containing M I not converted SMP markers " sequences of recognition sites

boEF421_Hal

CAGGAATGEGECCCGCET TAAT TCATTCCGGTCGAGET GAAGECT TTCGAGAT TTGEAASTGT AGCGAGC TCTGECGEGEATGEAGC
»EF421_HAZ

CAGGAATGEECCCGCET TAAT TCATTCCGGTCGAGET GAAGECT TTCGAGAT TTGEAASTGT AGCGAGC TCTGECGEGEATGEAGC

Predicted Caps candidates

EF421 TagI 200 31,46 154,311,145 HAL
EF421 Tagl 210 31,466,109 101,63,31,15 HAZ

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, tefiido con SYBR™ Gold (Molecular
Probes, EUA) mostrando el polimorfismo entre los parentales de la poblacion de mapeo

RHA266 x PAC2 de los marcadores F205 y F234.

3.3 Analisis de marcadores utilizando diferentes estrategias de genotipificacion

Durante el desarrollo de esta tesis se ensayaron diferentes técnicas de genotipificacion
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 utilizd la técnica de amplificacion por PCR con
oligonucleotidos frios, la resolucion en geles de poliacrilamida y la visualizacion
mediante tincion con nitrato de plata. Con la utilizacion de esta técnica los resultados
fueron satisfactorios. Sin embargo, la técnica de visualizacion implementada fue muy
demandante de tiempo y muy sensible a la calidad del agua y a los reactivos utilizados.
Con el proposito de simplificar el paso de visualizacion, se reemplazé la tincién con
AgNO; por la tincion con SYBR® Gold (Molecular Probes, EUA), este método es mas
rapido y agil, pero so6lo fue eficiente en aquellos marcadores que presentaban una buena

amplificacion y bandas nitidas.

Con el fin de aumentar la sensibilidad y la procesividad del sistema de deteccion, se
ensay6 el método de amplificacion usando nucle6tidos marcados con radiactivo y
deteccion por autorradiografia 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 tincidon con plata y, teniendo en cuenta los riesgos del

operador, fue discontinuado.

Finalmente, se desarrolld6 una técnica de genotipificacion automatica mediante
electroforesis capilar usando un analizador automatico de fragmentos (ABI3130XL

Applied Biosystems, EUA) y oligonucledtidos fluorescentes. Para explorar al maximo
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las posibilidades del sistema, ampliar la capacidad de procesamiento de muestras y
hacerlo mas econdmico, las muestras para la electroforesis fueron preparadas utilizando
los tres flourdforos disponibles (HEX, 6-FAM y NED), combinando los colores con los
diferentes tamanos en pb de los fragmentos amplificados, evitando la superposicion de
fragmentos del mismo tamafno 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 sefial para los distintos fluorocromos se encuentre dentro del rango de
fluorescencia adecuado, entre 200 a 4.000 RFU. En la mayoria de los marcadores, la
intensidad de la sefial de fluorescencia se encontrd dentro del rango adecuado, y para
aquellos fragmentos donde se identificaron intensidades fuera del rango esperado se

realizo una nueva dilucion 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 reduccion considerable del tiempo de anélisis de cada marcador.

Si bien el método de genotipificacion automatica utilizando oligonucleo6tidos
fluorescentes resultd exitoso y se observo un aumento en la calidad del genotipado
comparado con los métodos colorimétricos, tales como nitrato de plata, los costos de los
oligonucleo6tidos marcados son altos y, por este motivo, se ensayd un método alternativo
de marcado indirecto, el cual implicéd el agregado de 19 nucleodtidos de la secuencia
universal M13 al extremo 5' del oligonucleo6tido sentido. De esta manera la reaccion de
amplificacion se llevo adelante con tres oligonucledtidos; el sentido modificado, el
antisentido y el universal M13 marcado con una modificacion fluorescente en el extremo
5'. Esta metodologia se llevd a cabo con una seleccion de 139 microsatélites. Los
resultados obtenidos no fueron satisfactorios, observdndose baja efeciencia y baja
reproducibilidad en la amplificacion. Debido a esto, se resolvid proseguir con la técnica

de marcado directo.
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3.4 Andlisis de marcadores moleculares
3.4.1 Andlisis de marcadores microsatélites gendmicos

Con el fin de referenciar los mapas existentes para girasol cultivado, se selecciond un
grupo de 404 marcadores microsatélites de un conjunto de 550 marcadores
hipervariables (Paniego et al., 2002). Paralelamente, se incluyé6 un grupo de 256
marcadores microsatélites publicos 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 publico desarrollado por Tang et
al. (2003). En total se analizaron 594 SSR (279 HAx y 315 ORSx) en los parentales de
la poblacion de mapeo RHA266 x PAC2, de los cuales resultaron informativos 224 SSR
(101 HAx y 123 ORSx), 241 fueron monomorficos, 89 amplificaron alelos nulos (0/1 6
1/0) y 40 presentaron productos de amplificacion inespecificos, complejos, dificiles de

resolver o no pudieron ser amplificados. Los porcentajes se resumen en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5 Resultado del analisis de 594

marcadores SSR en los parentales

RHA266 y PAC2.
RHA266 x PAC2
Polimérficos 37, 7%
Monomérficos 40,6%
Fall6 PCR 6,7%
Alelos nulos 15%

Los 224 marcadores polimorficos detectados en las lineas parentales fueron

genotipificados en 94 RILs mediante los métodos descriptos en la seccion 3.3.

Con la utilizacion de geles de poliacrilamida y visualizacion mediante tincion con
nitrato de plata se analizaron en total 135 SSR en los parentales de la poblacion de
mapeo de los cuales resultaron informativos 52 HAx y 44 ORSx. La Figura 3.6 muestra

un ejemplo de andlisis de los parentales de la poblacion de mapeo mediante geles de
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poliacrilamida tefiidos

con

AgNO3.

La Figura 3.7 muestra un ejemplo de

genotipificacion de la poblacién de mapeo mediante geles de poliacrilamida tefiidos con

AgNO;.
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Figura 3.6 Identificacion de polimorfismos de SSRs gendmicos en los genotipos RHA266 y PAC2.
Electroforesis de fragmentos de amplificacién de microsatélites en girasol en gel de poliacrilamida 6%
desnaturalizante provenientes de la amplificacion de 25 marcadores microsatélites en los genotipos
parentales, RHA266 y PAC2. En la primera calle se muestran el marcadores de peso molecular (PM)
estandar de 25 pb (Invitrogen, EUA). Para cada marcador la primera calle corresponde al genotipo
RHAZ266 y la segunda al genotipo parental PAC2. Referencias: P: polimorfico, M: monomorfico y 0/1 o
1/0: alelo nulo. N/A: fall6 la PCR.
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Figura 3.7 Fotografia de un gel de poliacrilamida 6% tefiido con nitrato de plata

mostrando la segregacion de los alelos del marcador microsatélite ORS510 en los

parentales (RHA266 y PAC2) y en 28 lineas recombinantes de la progenie.

Con la utilizacion de nucledtidos marcados con radiactivo se analizaron en total 214

SSR en los parentales de la poblacion de mapeo, de los cuales resultaron informativos 26

HAx y 32 ORSx (Figura 3.8).

C39 (B)

' RHA266 (A)
PAC2 (B)

c121 (A)
123 (A)

Figura 3.8 Fotografia de un gel de poliacrilamida 6% mostrando la segregacion del marcador

microsatélites HA3204 utilizando métodos radiaoctivos (y-P*?) en los parentales de la poblacion de

mapeo (RHA266 y PAC2) y en 46 RILs.

Mediante EC fueron genotipificados 70 marcadores (23 HAx y 47 ORSx). Ademas,

la mayoria de los marcadores genotipificados de manera manual, fueron re-

genotipificados en forma automatica con el propdsito de completar los datos faltantes y

corroborar el tamafio de los alelos. A fin de preparar las diluciones Optimas para la

corrida por electroforesis capilar los fragmentos se evaluaron en geles de agarosa 1,5%

tefitddos con bromuro de etidio. En la Figura 3.9a se observa el producto de amplificacion

de los marcadores HA2605 y HA503, utilizando el oligonucleétido sentido marcado con
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el flour6foro 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 amplificacién de los
marcadores HA3886, ORS432 y HA3319, utilizando el oligonucleodtido sentido marcado

con el flour6foro NED (cuyo color emitido es el amarillo).

HA2605 HAS503

(HEX) (6-FAM) HA3886 ORS432 HA3319
(NED) (NED) (NED)

RHA266 PAC2 RHA266 PACZ RHA266 PAC2

Figura 3.9 Fotografia de un gel de agarosa 1,5% mostrando el producto de amplificacion de los
marcadores microsatélites. 3.9a HA2605 y HAS503 utilizando los fluoréforos HEX y 6-FAM.
3.9b HA3886, ORS432 y HA3319 utilizando el fluoréforo NED.

Con el proposito de definir los alelos correspondientes de cada marcador se
defini6 para cada alelo la region del espectro en la cual se registra su sefial, 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
lineas recombinantes C100 y C139 las cuales presentan un alelo de 226 pb y 222 pb
respectivamente, (flour6foro 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).
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Figura 3.10 Electroferogramas del marcador microsatélite ORS297, obtenido sobre las
lineas recombinantes C100 y C139 utilizando el secuenciador automatico de capilares
Applied Biosystems 3130XL. 3.10a El pico muestra un alelo de 226 pb derivado de la
segregacion del parental RHA266 (A). 3.10b El pico muestra un alelo de 222 pb derivado
de la segregacion del parental PAC2 (B).
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En los casos donde fue posible, los paneles para la EC fueron preparados

utilizando los tres flouréforos disponibles (HEX, 6-FAM y NED) combinando los

colores con los diferentes tamafios en pb de los fragmentos amplificados, evitando la

superposicion de fragmentos del mismo tamafo 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 linea

recombinate C125. En la figura 3.11b se definieron los alelos correspondientes de

cada marcador sobre la linea recombinante C125.

En la Figura 3.12 se muestra la co-electroforesis de los marcadores descriptos en

la Tabla 3.6 y la visualizacion simultdnea 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 Flouréforo  Alelo A Alelo B
ORS316 6-FAM (azul) 182pb 178 pb
ORS483 6-FAM (azul) 267 pb 269 pb
ORS297 HEX (verde) 226pb 222 pb
ORS1085 HEX (verde) 281pb 277 pb
ORS243 NED (negro) 173 pb 169 pb
ORS301 NED (negro) 235pb 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 linea recombinante C125 en el Genotype Plot.
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Figura 3.12 Visualizacion simultanea 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 analisis de los fragmentos utilizando las lineas LR46, C121 y

C138 respectivamente.

Independientemente del método de genotipificacion empleado los alelos observados

en las lineas 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 linea de girasol HA89 (Paniego et al., 2002) y HA370 (Tang

et al., 2002). Asi, en la mayoria de las lineas analizadas se observaron los mismos alelos

y en muy pocos caso fueron identificados alelos nuevos. (ver Tabla anexa).

La informacion completa de todos los marcadores se puede consultar en la Tabla

ancxa.

Del total de loci analizados, en un porcentaje cercano al 0,9 % de las 94 lineas

analizadas fueron heterocigotas, el cual se aproxima valor de heterocigosidad esperado

(0,78%)
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3.4.2 Andlisis de marcadores EST-SSR

Los marcadores polimorficos entre los genotipos PAC2 y RHA266 fueron
genotipificados en 94 RILS de la progenie mediante la técnica de electroforesis capilar

usando oligonucle6tidos fluorescentes.

Previo al paso de genotipificacion 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 amplificacion de los
marcadores TC18194 (marcado con el fluoréforo 6-FAM) y TC22997 (marcado con el
fluoréforo HEX) en los genotipos RHA266, PAC2, HA89 y RHASOI.

TC18194 TC22997
(FAM) (HEX)

RHA PAC HA RHA:RHA PAC HA RHA |
266 2 89  BO1 266 2 89 801

Figura 3.13 Fotografia de un gel de
agarosa 1,5% mostrando el producto
de amplificacion 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 RHASOI.

El andlisis de los fragmentos correspondientes a los marcadores funcionales se
realizd usando el programa GeneMapper® 4.0 (Applied Biosystem, EUA). En la Figura
3.14 se puede observar simultdineamente la amplificacion de las lineas 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 Visualizacion simultanea correspondiente a la amplificacion de tres lineas para el
marcador TC11140. El alelo parental RHA266 (A) tiene un tamafio de 184 pb y el alelo parental
PAC2 (B) tiene un tamafio de 180 pb. En la parte superior, central e inferior se observa el producto
de amplificacion del marcador TC11140 en las lineas C82, C115 y LR29.

3.5 Construccion del mapa genético de ligamiento

Para evaluar la seleccion inicial de marcadores, el sistema de mapeo, el tamafio muestral,
el tratamiento estadistico y la utilidad de los programas computacionales disponibles, los
datos se incorporaron al mapa de referencia a distintos intervalos de tiempo, lo que

permitio realizar ajustes de la seleccion de marcadores y de la metodologia.

El analisis de segregacion de los 584 marcadores que componen la matriz de datos se
realizo  utilizando el programa GQMOL  (Schuter &  Cruz, 2004;
WWW.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm) y el test estadistico FDR (False Discovery Rate)

(Benajmin & Hocheberg, 1995), considerandose una significancia global del
experimento del 5%. So6lo el marcador HA765 presentd segregacion distorsionada y fue

descartado de futuros analisis.

Como se describio en Materiales y Métodos, para la confeccion del mapa genético de
ligamiento se utilizd el programa Carthagene 0.999 (Schiex & Gaspin, 1997),

estableciendo un porcentaje de recombinacion maximo de 35% y un LOD minimo 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 posicion de los marcadores dentro del grupo y de testear la inclusion de
marcadores no ligados bajo los pardmetros de mapeo establecidos inicialmente. Para este
proposito, los nuevos marcadores se analizaron bajo el porcentaje de recombinacion
maximo de 35% y se disminuyo el valor de LOD hasta un minimo de 3. De esta manera,
el mapa genético quedd 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 mas 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 fluctia de 71,9 (GL 7) a 203 ¢cM (GL 10) y contienen de 20 (GL 13) hasta
70 (GL 10) marcadores. La region de mayor longitud sin cubrir de marcadores (gaps)

fue de 13,2 cM y se observo en el GL 17 (ver Tabla 3.7 y Figura 3.15).

e EI GL 1 incluy6 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 correlacioné con el mismo GL del mapa de Tang et al.

(2003).

e EI GL 2 incluy6 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, ORSI1035, 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.

e EI GL 3 incluy6 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 incorpord el marcador microsatélite SSL303, el cual
estaba presente en la matriz y no habia 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 incluy6 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 incluy6 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 incorpor6 el marcador microsatélite SSL231, el cual estaba
presente en la matriz y no habia sido incluido al mapa genético de ligamiento

previamente. Los marcadores HA140 y SSL231 fueron incluidos con LOD 3.

El GL 6 incluy6 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 correlacion6 con el mapa de

Yu et al. (2003).

El GL 7 incluy6 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 correlacion6 con el mapa de Tang et al. (2002) y el marcador ORS1041 se

correlacion6 con el mapa de Yu et al. (2003).

El GL 8 incluy6 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 incluy6 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 incluy6 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 correlaciono6 con el mapa de Yu et al. (2003).

El GL 11 incluy6 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 ORSS5 se correlacionaron con el GL
11 del mapa de Yu et al. (2003).

El GL 12 incluy6 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 incluy6 20 marcadores, 10 SSR (3 ORSx, 1 SSxy 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 correlacion6 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 incluy6 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 incluy6 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 incluy6 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 incluy6 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 evaluacion de los marcadores de distintas fuentes, los programas de mapeo y los

pardmetros estadisticos 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 Distribucion y densidad de los marcadores en cada grupo de ligamiento.

Grupode AFLP SSR EST-SSR InDels Numero Longitud Densidad
ligamiento de loci (cM) (cM/locus)
1 13 8 - 21 83,3 3,9
2 14 15 - 29 112,5 338
3 16 13 - 30 92,9 3,0
4 20 7 - 29 95,9 33
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 - 34 112,0 32
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 35
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 - 51 178,7 35
17 22 12 - 35 173,4 4,9
Total 304 231 3 547 1.942,3 3,6
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Mapa genético de ligamiento
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Figura 3.15 Mapa de ligamiento de SSRs, EST-SSR, EST-InDels y AFLPs sobre una poblacion de lineas
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
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ligamiento. En rojo: SSR desarrollados por el INTA (HAXx), en verde: SSR desarrollados en la Universidad
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SSLx y SSUx) desarrollados por el grupo Cartisol y genotipificados por Al-Chaarani et al. (2004).
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Figura 3.15 Continuacioén

3.5.1 Distribucién de los marcadores moleculares

El test de rachas, utilizado para analizar la distribucion de los marcadores SSR y AFLPs,
no presento 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 indicaria que en los mencionados GL los marcadores se
distribuirian 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 indicaria que en los
mencionados GL los marcadores no se distribuirian al azar sino que se encontrarian
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 Contribucion mediante diversas sondas a la caracterizacion del complemento

cromosdmico de Helianthus annuus utilizando la técnica de FISH

Con el fin de caracterizar el complemento cromosdmico de H. annuus se disefiaron y/o
amplificaron diversas sondas correspondientes a secuencias ribosomales y a secuencias
repetitivas de diferente origen. Este trabajo fue realizado en colaboracion con el
Laboratorio de Citogenética de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBA,
bajo la direccion de la Dra. Lidia Poggio y el Dr. Eduardo Greizerstein. Los resultados
de esta seccion estdn parcialmente documentados en la tesis de licenciatura de Diaz

Quijano (2007).

3.6.1 Sondas derivadas de la regién ribosomal 26S

Se amplifico un fragmento de 232 pb con similitud a ADN ribosomal 26S, denominado
EF235 (GenBank, AN: BU671882) obtenido a partir de la coleccion local de ESTs
(Fernandez et al., 2003) (ver Materiales y Métodos, Figura 2.13.1).

En los ensayos de hibridacion mediante la técnica FISH, se observé que la sonda
EF235 hibrid6 en tres pares cromosomicos revelando la presencia de 6 zonas de genes
ribosomales. Como se observa en las Figuras 3.16a y b las sefiales de hibridacion
coinciden con los satélites. Se observan ademas, diferencias en el tamano de las sefnales,
lo que podria deberse a polimorfismos en el nimero de copias de dichas secuencias en
cada uno de los cromosomas. Esta sonda permitio identificar tres de los diecisiete pares
cromosdmicos y, asimismo, ha permitido la identificacién de regiones ribosomales en
otras especies H. resinosus, amaranthus y allium cepa, con mejor definicién que la
sonda de ADN ribosomal pTa71 de trigo, de 9 Kb, (Gerlach & Bedbrook, 1979)
utilizada generalmente y reportada previamente para girasol (Greizerstein, comunicacion

personal).
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Figura 3.16a Metafases mitoticas hibridadas con sonda EF235 correspondiente a la region

ribosomal 26S. Se observan seis sefiales de hibridacion detectadas con Cy3 (roja). 3.16b Misma

célula contratincion con DAPI. La barra indica 10 pm.

3.6.2 Sonda derivada de una secuencia altamente repetitiva de girasol

La sonda denominada SSR-Ha785 tiene un tamafio de 239 pb y presenta similitud en
bases de datos publicas de nucleotidos con una region altamente repetitiva de girasol
denominada HAN9965 (Genbank AN: AJ009965) (ver Materiales y Métodos Tabla 2.3
y Figura 2.7). En los ensayos de hibridacion mediante FISH mostré una sefial de
hibridacién dispersa sobre todos los cromosomas (Diaz Quijano, 2007), pudiéndose

identificar s6lo algunos pares de cromosomas.

3.6.3 Utilizacion 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 seccion 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 hibridacion in situ. Las hibridaciones BAC-FISH revelaron
un patréon de hibridacion 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
analisis de la morfologia y tamafio de los cromosomas permitio identificar los 17
cromosomas presentes en girasol en base al analisis sobre varias células (Figura 3.17 y
3.18). Se confecciond 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 morfologia y tamafio.
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Figura 3.17a-c Metafase mitdtica: hibridacion utilizando el clon
BAC772. 3.17a Tincién con DAPI. 3.17b Hibridacién detectada con

estreptoavidina-Cy3. Los nimeros indican los miembros de cada par
cromosomico. 3.17¢ Doble exposicion de la misma célula. La barra

indica 10 pm.
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Figura 3.18a-d Metafases mitoticas de la linea HA89 de girasol. 3.18 b y d Hibridacion utilizando como
sonda el clon BAC772 detectado con estreptoavidina-Cy3. 3.18 a y ¢ Contratinciéon con DAPI. La barra

indica 10 pm.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17
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Tomado de Diaz Quijano (2007), con modificaciones

Figuras 3.19ay 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 pm.

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 analisis comparativo de las secuencias de los
extremos del BAC repetitivo con bases de datos publicas mediante el programa
BLASTX revelo similitud a un retrotransposon de arroz de la familia Tyl-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); Repl 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 sefiales de hibridacion, siendo la sonda SSR-Ha785 la
que presentd sefiales de mayor intensidad, lo que posiblemente indica un numero de

copias mayor de estas secuencias (ver Figura 3.20).

Sonda Sonda Sonda
SSR-Ha785 Repl Retro3

a

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 Repl 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 Contribucion mediante diversas sondas repetitivas a la caracterizacién del

complemento cromosémico de H. annuus utilizando la técnica de PRINS

En forma simultanea al desarrollo de técnicas FISH para caracterizar el complemento
cromosémico de girasol, se evaluo la aplicabilidad de la técnica de PRINS. En primer
lugar se amplificaron regiones correspondientes a la secuencia Retro2 utilizando

oligonucleotidos especificos, (ver Materiales y Métodos, apartado 2.13.1.2b). Los
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oligonucle6tidos Retro2 amplifican un fragmento de 844 pb del retrotransposon Ty3
gypsy-like (Tang et al., 2006). En la Figura 3.21 se evidencian sefiales de amplificacion
de esta secuencia en distintos cromosomas. En este ensayo se utilizo Biotina-16-dUTP
como nucledtido marcado y se reveld con estreptoavidina-Cy3 (rojo). Aunque se
observaron sefiales de hibridacion discretas en algunos cromosomas, esta sonda no

permiti6 identificar el complemento cromosdémico completo.

Figura 3.21 Metafase mitdtica de hibridacion mediante PRINS

utilizando el oligonucledtido Retro2. Las flechas sefialan bandas que
corresponden a la extension del oligonucledtido. Fluorocromo

utilizado para la deteccion: Cy3. La barra indica 10 pm.
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3.7 Localizacion de secuencias de copia Unica mediante BAC-FISH, PRINS y C-
PRINS

3.7.1 Utilizacién de clones de BAC conteniendo microsatélites como sonda en

experimentos de hibridacion 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 localizacion tnica en el mapa de girasol,

asociados a QTLs de interés.

Para esta etapa se selecciond6 un conjunto de 32 marcadores microsatélites
distribuidos en los grupos de ligamiento 9, 10 y 16. Esta seleccion se baso en resultados
de un trabajo paralelo a esta tesis, en el cual se identificaron distintos QTLs de
resistencia al patégeno de girasol S. sclerotiorum en el GL 10 (Maringolo, 2007) y QTLs

que estan siendo confirmados en los GL 9 y 16 (Maringolo, comunicacion 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 disenadas como overgo utilizando los programas bioinformaticos Overgo 1.02i

(Cai et al., 1998, http://mouse-genome.bem.tmc.edu/webovergo/Overgolnput.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 mas de 70 clones positivos de variada intensidad (ver Figura 3.22) y se
seleccionaron al azar 35 clones de distinta intensidad de la sefial. 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 oligonucleotidos especificos para cada
fragmento. Se obtuvieron seis clones positivos, dos de los cuales pertenecian al mismo
microsatélite, distribuidos en los tres grupos de ligamiento seleccionados inicialmente.
Los clones positivos fueron denominados BAC1, BAC2, BAC3, BAC4, BACS5, 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 Autorradiografia 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 sefiales duplicadas.

Tabla 3.8 Nombre, tipo y motivo de la repeticion del marcador microsatélite incluido

en el clon de BAC.

Nombre Marcador Tipo de Motivo de la GL
clon de microsatélite repeticion repeticion
BAC
BAC1 HA928 Compuesto GT-ATT 10
(di —trinucledtido)
BAC2 HA928 Compuesto GT-ATT 10
(di —trinucledtido)
BAC3 HA4222 Trinucleétido ATT 16
BAC4 HA2063 Compuesto GA-GT 9
(di-dinucleotido)
BAC5 ORS805 Dinucleétido GA 9
BAC6 HA2600 Dinucledtido 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 hibridacion in situ utilizando como sonda los seis clones de BACs
se observaron en todas las células sefiales de hibridacion dispersa. Sin embargo, se
observo un patroén de dispersion 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 prometafasicos, se observan sefiales de
hibridaciéon de manera dispersa sobre la mayoria de los cromosomas existiendo
diferencias entre cromosomas con respecto a la intensidad y distribucion. Los resultados
de la hibridacion utilizando como sonda los clones de BACs sugeririan que los mismos
podrian contener ademas de las secuencias de localizacion unica en el genoma,
correspondientes a los SSR, secuencias repetitivas. La presencia de estas regiones

repetitivas podrian explicar los patrones de hibridacion dispersos obtenidos.

Figura 3.23 Prometafase mitdtica: se observan

sefiales de localizacion dispersa en ensayo de
BAC-FISH utilizando como sonda el clon de
BAC3 marcado con digoxigenina 11-dUTP vy
detectado con FITC. Contratincién con DAPL. La

barra indica 10 um.
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Con el fin de evaluar la presencia de secuencias repetitivas presentes en los clones de
BAC:s 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 nimero de copias de elementos repetitivos (Figura 3.24a). La sonda derivada de
Repl, con similitud a retrotransposones de la familia copia-like GenBank AN:
AJ009967 (Santini et al., 2002), revel6 sefiales de hibridacion en los clones 1y 6 (Figura
3.24b). No se observaron sefiales de hibridacion 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).

BAC BAC BAC BAC BAC BAC BACBAC BACBACBACBAC
il 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Figura 3.24 BAC- Southern blot de los 6 clones BAC seleccionados. 3.24a Sefiales de
hibridacion 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 Senales de hibridacion observada en los clones de BACs 1 y 6 al utilizar
como sonda el fragmento Repl, con similitud a retrotransposones de la familia copia-like
AN AJ009967 (Santini et al., 2002).
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La informacion derivada de estas hibridaciones fue importante para el disefio de los
experimentos de bloqueo de preparados cromosémicos para la deteccion de secuencias
unicas por la técnica BAC-FISH. Como se mencion6 anteriormente, esta técnica puede
resultar limitada por la presencia de sefiales inespecificas 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 concentracion de sonda BAC3, el cual
contiene al microsatélite HA4222 anclado en el GL 16. En estas condiciones se
visualizan dos sefiales de hibridacion intensa, correspondientes a la localizacion Unica de
este fragmento en un par de cromosomas supuestamente homoélogos. 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 concentracion de sonda, y 10 veces de ADN
bloqueante Repl 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 senales teloméricas en un par de cromosomas
metacéntricos de tamafo similar. Este resultado fue reproducible en distintas células de

un preparado.
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Figura 3.25 Metafase mitotica: las flechas indican sefiales de
hibridacién en cromosomas homologos en un ensayo de BAC-FISH
utilizando como sonda el clon de BAC3 conteniendo al microsatélite
HAA4222 (GL 16). La contratincion fue realizada con DAPI. Relacion
ADN marcado: ADN bloqueante 1:20. La barra indica 10 um.

Figura 3.26 Metafase mitdtica: las flechas indican dos sefiales

teloméricas en cromosomas homoélogos en un ensayo de BAC-FISH
utilizando como sonda el clon de BAC6 conteniendo al microsatélite
HA2600 (GL 10). La contratincion fue realizada con DAPI. Relacion
ADN marcado: ADN bloqueante (SSR-Ha785) 1:15 y relacion ADN
marcado: ADN bloqueante (Rep1) 1:10. La barra indica 10 pm.
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3.7.2 Localizacion de secuencias de bajo nimero de copias o de copia Unica mediante
PRINS y C-PRINS (Cycling-Primed in situ labelling)

3.7.2.1 Localizacién 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 seleccion 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 genotipificacion (picos bien definidos), que
amplifique un solo alelo, que estén preasociados a QTLs de interés y/o tamafio de la

region amplificada (ver Tabla 3.9).

Tabla 3.9 La tabla muestra tamafio, tipo de repeticion, asociacion a QTLs y el grupo de ligamiento al cual

estan anclados los microsatélites seleccionados para poner a punto las técnicas de PRINS y C-PRINS.

Nombre Tamaino Motivo Funcion asociada GL Referencias
del SSR
HA3102 229pb GA QTL de resistencia a Phoma 15 Afadil et al.
(2007)
HA3103 184pb GA QTL de resistencia a estrés 7 Kiani et al.
hidrico (2007)
ORS297 226pb TG QTL de resistencia a estrés 17 Kiani et al.
hidrico (2007)
ORS805 279pb CCA/AG QTL de resistencia a Phoma 9 Afadil et al.
(2007)
ORS1085 281pb CT QTL de resistencia a estrés 12 Kiani et al.
hidrico (2007)
ORS1247 339pb CT QTL de resitencia a S. 17 Maringolo,
sclerotiorum comuicacion
personal

Mediante la técnica de PRINS, utilizando los oligonucledtidos correspondientes a la
region flanqueante de los microsatélites seleccionados se detectaron para todos los casos
sefales de hibridacion inespecificas 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 Unica y con el propdsito de disponer de una técnica de

citogenética molecular altamente sensible y especifica para la deteccion de secuencias de
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bajo nimero de copia o de copia Unica, se optimizo la técnica C-PRINS (ver Materiales

y Métodos, seccion 2.14.1).

En una primera etapa se utilizaron los oligonucleo6tidos correspondientes a la region
flanqueante de los marcadores microsatélites ORS1247, anclado en el GL 17, de 339pb,
el cual presenta asociacion a QTLs de resistencia a S. sclerotiorum (Maringolo,
comunicacion personal) y el microsatélite HA3103, anclado en el GL 7, el cual presenta

asociacion a QTLs de resistencia a estrés hidrico (Kiani et al., 2007).

La Figura 3.27 muestra la extensiéon mediante C-PRINS utilizando oligonucleo6tidos
que amplifican al microsatélite ORS1247. Se observaron dos sefales de hibridacion
localizadas en los satélites de un par de cromosomas homologos. Estos resultados fueron

reproducibles en distintas células de un preparado.

Figura 3.27 Metafase mitdtica: las flechas indican la localizacion del

microsatélite ORS1247 usando C-PRINS. La barra indica 10 pm.

La Figura 3.28a muestra la extension mediante C-PRINS, utilizando
oligonucle6tidos que amplifican al microsatélite HA3103 en cromosomas metafasicos;
se observa una sefal de hibridacion localizada en la region media de un cromosoma. La

Figura 3.28b muestra la extension del mismo marcador en un nucleo interfasico. Esto
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indicaria que en la linea HA89 existiria una mutacion en el sitio de hibridacion del
oligonucleétido en el cromosoma homologo. Estos resultados fueron reproducibles en 10

células distribuidas en dos preparados.

Figura 3.28 a: Metafase mitdtica b: ntcleo interfasico. Las flechas
sefialan la localizacion del microsatélite HA3103 mediante C-PRINS.

La barra indica 10 pm.
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3.7.2.2 Localizacion de secuencias de RGAs (Analogos de genes de resistencia)

Se amplificaron y se clonaron cuatro fragmentos que presentaban similitud a RGAs en
base de datos publicas 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 hibridacion mediante FISH, utilizando como sonda
el producto de amplificacion de los fragmentos HaP2 de 1.200 pb y HaP3 de 1.150 pb y
mediante la técnica de PRINS, utilizando el oligonucle6tido HaP2. En ninglin caso se
observd sefial de hibridacion con dichas sondas. Si se considera que se trata de
secuencias de bajo numero de copias, y atendiendo al resultado positivo obtenido con la
técnica C-PRINS para la localizacion de marcadores tUnicos en el genoma, la
optimizacion de la técnica C-PRINS para la deteccion de RGAs en girasol puede

considerarse como una alternativa a explorar.
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Este trabajo se focaliza en el desarrollo de un mapa genético saturado de referencia y la
localizacion de secuencias de interés en un mapa fisico. Contar con un mapa de estas
caracteristicas que integre la informacion de los mapas existentes para girasol, el
desarrollo de marcadores moleculares y la localizacion cromosémica de secuencias de
interés mediante la elaboracion de un mapa fisico, constituyen herramientas gendmicas
valiosas tanto para profundizar el andlisis gendmico de regiones agrondomicamente
importantes y el andlisis comparativo de genomas de especies relacionadas, como para
su aplicacion en programas de seleccion asistida con marcadores moleculares y/o el

clonado molecular de genes de interés.

4.1 Poblacion de mapeo

En el desarrollo de esta tesis se utilizO una poblaciéon de lineas recombinantes
endocriadas provenientes del cruzamiento de las lineas puras de girasol RHA266
(resistente a mildiu) y PAC2 (resistente a S. sclerotioum). Esta poblacion 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 utilizacion de RILs para el desarrollo de mapas
genéticos y la deteccion de QTLs (Austin & Lee, 1996), debido a que las RILS son
genotipos homocigotas y pueden ser propagadas sin futuras segregaciones. Ademas,
sufren meiosis multiples antes de alcanzar la homocigosidad, por lo tanto, los genes
ligados tienen gran probabilidad de recombinar y, de esta manera, los efectos
pleiotropicos pueden ser detectados (Burr & Burr, 1991). Estos efectos incrementan el
poder de evaluar diferencias entre clases genotipicas. Asi, los mapas desarrollados con
estas poblaciones presentan mayor resolucion que los mapas desarrollados con

poblaciones F2.

El grado de precision en la medicion de las distancias genéticas y la determinacion
del orden de los marcadores estan directamente relacionados al nimero de individuos

estudiados en la poblacion de mapeo. Idealmente, una poblacion de mapeo para la

151



4. DISCUSION

construccion de mapas de ligamiento debe contener como minimo 50 individuos
(Collard et al., 2005). La poblacion utilizada en este trabajo consiste de 123 lineas
recombinantes, por lo que puede ser considerada dentro de los pardmetros admisibles

para la obtencion de un mapa confiable.

4.2 Desarrollo de marcadores moleculares funcionales en girasol

El desarrollo de marcadores funcionales se realizd a partir de 36.741 secuencias de
unigenes disponibles en bases de datos publicas (Indice de Genes de Girasol,

http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/), a través de la identificacion de microsatélites

contenidos dentro de secuencias que se expresan (EST-SSR), polimorfismos de un solo

nucleotido (SNP) o por inserciones y deleciones de nucledtidos (InDels).

En la busqueda de los marcadores funciones de tipo EST-SSR fueron consideradas
las secuencias que presentaron mas de un motivo microsatélite, llamados microsatélites
compuestos, pero no aquellas donde la repeticion esta interrumpida, llamadas
microsatélites imperfectos, ya que esto hubiese dificultado la interpretacion de los
resultados. Ademas, seglin 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 identificacion de microsatélites en secuencias de unigenes disponibles
en bases de datos publicas se inicia con la definicion de los criterios de identificacion de
los tipos de repeticion, los cuales se ajustan en gran medida al proposito final del
estudio. En este caso, como el proposito fue identificar marcadores informativos, se
utilizaron criterios restrictivos fundamentalmente en relacion 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 minima de 18 bases para los di- y trinucledtidos, y de 20 bases para los
tetra- y pentanucleotidos, identificandose 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 amplio el rango de longitud de la repeticion a un valor mayor o igual a
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12 nucledtidos, con el proposito de incluir mayor cantidad de secuencias candidatas
relacionadas con caracteristicas de interés agronomico, identificindose en este caso
4.002 secuencias. Este considerable aumento en la identificacion de EST-SSR coincide
con lo observado por otros autores al utilizar como criterio de busqueda longitudes de

repeticion entre 10 y 12 nucle6tidos.

Como resultado de la blusqueda de motivos de microsatélites contenidos en
secuencias de unigenes de H. annuus, fueron identificados SSR en mas del 3% de las
secuencias analizadas, bajo el criterio de 18 bases para los di- y trinucleotidos, y de 20
bases para los tetra- y pentanucleotidos. 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, maiz, 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 dicotileddneas incluyendo al girasol
y describieron porcentajes que varian 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 identificacion de SSR fue menos astringente que el
utilizado en este trabajo, incluyendo entre los motivos de repeticion a los
mononucledtidos y tomando el valor de 10 nucleétidos como el largo minimo de la
repeticion. Dichos autores concluyen que los mononucledtidos fueron los mas
frecuentes, seguidos por los dinucleétidos y los trinucleétidos. 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 seleccién de una

repeticion minima de 10 unidades para los dinucledtidos y 12 para los tri- y
tetranucleotidos. En esta coleccion, el tipo de repeticion mas abundante fue el de
trinucledtidos, seguido por el de tetranucleodtidos y luego el de dinucleodtidos, siendo
ATG/CAT el motivo trinucle6tido méas abundante. Una seleccion de 188 secuencias
fueron utilizadas para disefiar oligonucleétidos y amplificarlos en 12 especies silvestres
de H. annuus, con el proposito de analizar la transferibilidad de los mismos. Como
resultado de este estudio se identifico un conjunto 48 EST-SSR funcionales.

Recientemente, Heesacker et al. (2008) desarrollaron EST-SSR a partir de una
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coleccion 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 contenian SSRs, adoptando como criterio que la longitud de la
repeticion fuera mayor o igual de 10 pb para dinucleétidos (n > 5). El tipo de repeticion
mas frecuente fue el de dinucledtidos, seguido por el de trinucleo6tidos y, por ultimo el
de tetranucledtidos. Para este andlisis el criterio de busqueda utilizado se basé en un

nimero minimo de repeticiones (n) considerando los valores den>4yn>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 busquedas
(ESTs y/o unigenes provenientes de distintos procesos de ensamblado), y a las
herramientas y criterios de seleccion utilizados en la busqueda. En particular, las
diferencias observadas en este estudio respecto a las observaciones de otros autores
pueden explicarse en que sélo se consideraron microsatélites perfectos con una longitud

mayor o igual a 20 pb y no se incluyeron mononucleétidos.

En la base de datos de unigenes de girasol (HAGI) segin los procedimientos
aplicados en este trabajo, los trinucleotidos fueron el tipo de repeticion mas abundante,
representada por el 51,7% de las secuencias, seguido por los dinucleotidos (30,3%),
luego por los tetranucleotidos (9,3%) y, por ltimo, por los pentanucledtidos con 8,7%.
Estos resultados podrian estar reflejando el hecho de que el nlimero de repeticiones de
los trinucledtidos puede cambiar sin alterar el marco de lectura del ARNm, y que el
numero de posibles combinaciones de los trinucledtidos es mayor a la de los
dinucledtidos. Esta dominancia de SSR trinucledtidos puede ser explicada, ademas,
sobre la base de la supresion de SSRs no trinucledtidos 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 dinucledtido més abundante encontrado en la base de datos analizada fue
GA/CT, presente en el 23,2% de las secuencias. Un dinucleétido puede representar
multiples codones, dependiendo del marco de lectura, y ser traducido en diferentes
aminoacidos. Por ejemplo, el motivo GA/CT puede representar los codones GAG,
AGA, UCU y CUC en una poblacion de ARNm, y traducirse en los aminoacidos Arg,

Glu, Ala y Leu, respectivamente. Ala y Leu estan presentes con alta frecuencia en las
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proteinas, 8% y 10% respectivamente (Lewin 1994). Esta podria ser una de las razones
por las que el motivo GA/CT esta presente en alta frecuencia en las colecciones de
ESTs. Investigaciones previas demostraron que el motivo AG fue el motivo
dinucleétido mas 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 trinucle6tido mas 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%).
Segun el estudio desarrollado por Kumpatla & Mukhopadhyay (2005), el motivo
AAG/CTT es el motivo mas abundante en dicotiledéneas. Sin embargo, estos autores

reportaron que para el girasol el motivo trinucle6tido mas frecuente fue GGT/ACC.

4.3 Evaluacion de diferentes estrategias de genotipificacion

Con las diferentes técnicas de genotipificacion utilizadas durante el desarrollo de este
trabajo se obtuvieron resultados confiables y reproducibles. Sin embargo, la utilizacion
de las técnicas de genotipificacidon manuales, mediante geles de poliacrilamida y la
visualizacion con nitrato de plata, con SYBR®Gold o con nucledtidos marcados con
radiactivo y deteccion por autorradiografia fueron muy demandantes de tiempo. La
genotipificacion de los marcadores moleculares alcanzd un alto nivel de procesividad
con el desarrollo de la técnica de electroforesis capilar utilizando tres fluoréforos (6-
FAM, HEX y NED) en el disefio de los oligonucledtidos. Esa estrategia permitio reunir
en cada panel de 2 a 6 marcadores compatibles, combinado los colores con los
diferentes tamafios en pb de los fragmentos amplificados, de manera de prevenir la
superposicion de fragmentos del mismo tamafio y del mismo color. Con esta
metodologia se obtuvo una matriz de datos para mapeo con una minima cantidad de

datos perdidos.

A fin de disminuir los errores derivados del proceso de genotipificacion se
emplearon distintas estrategias: a) para errores humanos: todos los analisis, tanto
manuales como automaticos, fueron leidos 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 amplificacion de los

fragmentos. Ademas, a fin de preparar las diluciones Optimas 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 s6lo un marcador
presentd segregacion distorsionada, los resultados de la genotipificacion manual se
reprodujeron en la genotipificacion automadtica y, finalmente, en la obtencion de un
mapa genético robusto en el cual la co-localizacion de marcadores respecto de otros
mapas publicos permiti6 referenciar los grupos de ligamiento, unificando Ia

nomenclatura con los mapas disponibles.

Con el método de marcado indirecto se observo baja eficiencia en la amplificacion y
en la reproducibilidad del mismo en girasol, dificultando su aplicacién en el mapeo de
microsatélites. Estos resultados posiblemente se relacionan con la complejidad que
introduce en la reaccion de PCR, el agregado de tres oligonucleotidos, lo cual exige que
las temperaturas de hibridacion de los oligonucledtidos sean lo mdas similares posibles y
que se ajusten a las relaciones entre los oligonucledtidos no marcados respecto al
oligonucleotidos 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 unica ventaja de este método es el costo de produccion del dato, y en esta
experiencia el procedimiento fue exitoso solo para la amplificacion de un nimero bajo
de loci, rindiendo en la mayoria de los casos ensayados un porcentaje alto de datos

faltantes, se opt6 por el método de marcado directo.

Independientemente del método de genotipificacion empleado los alelos observados
en las lineas 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. Asi, en la mayoria de las lineas analizadas se observaron los
mismos alelos y en muy pocos caso fueron identificados alelos nuevos, lo cual puede
ser atribuido a errores en la estimacion del tamafio molecular durante la genotipificacion
por métodos manuales, en algunos casos podria estar asociada a la inestabilidad propia
de este tipo de marcadores y/o diferentes procesos de recombinacion o mutacion entre
los distintos genotipos; que conducen a la aparicion de nuevos alelos; no obstante no se

realizaron estudios tendientes a confirmar esta ultima causa.
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4.4 Anédlisis de polimorfismo de marcadores neutros y funcionales

En el anélisis de los marcadores gendmicos en los parentales de la poblacion de mapeo
(RHA266 x PAC2) se observo un 37,7% de marcadores polimoérficos, un 40,6% de
monomorficos, un 15% de alelos nulos y en un 6,7% fall6 la reaccion de amplificacion
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
RHAS8O0I. Para la construccion 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 analisis de segregacion 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 coleccion de SSR publicos de girasol permiten prever el
nimero de marcadores SSR que deberan analizarse al inicio de un trabajo de mapeo en
girasol cultivado. El porcentaje de alelos nulos en el analisis de los SSR gendémicos fue
del 15%, coincidiendo este resultado con un estudio reportado por Tang et al. (2002), en

el cual se observo un porcentaje de 13,7% en uno o mas de los loci analizados.

La validacion de los SSR génicos en cuatro genotipos de girasol (RHA266, PAC2,
HA89 y RHAS801) resultdé en la amplificacion de 74 secuencias de un total de 127
analizadas. El 13% de los loci amplificados fueron polimorficos, el 45%,
monomorficos, el 5% alelos nulos y en el 37% restante no se observd producto de
amplificacion o se generaron productos de amplificacion inespecificos, complejos o
dificiles 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 amplificacion incluyen: a) uno o
ambos oligonucleodtidos se extienden a través de un sitio de procesamiento de ARN o
splicing; b) presencia de intrones, InDels o sustituciones en secuencias de ADN
gendmico; y c) desarrollo de los oligonucledtidos a partir de secuencias con alto nimero
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, edicion y

ensamblado aplicados a estas secuencias en la creacion de bases de datos secundarias,
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como la de unigenes, son muy importantes para el disefio de marcadores moleculares

(Varshney et al., 2005b).

La ocurrencia de alelos nulos puede producirse por pequeiias diferencias en las
regiones flanqueantes debidas a mutaciones puntuales (InDels o sustituciones) en el
sitio de pegado de los oligonucledtidos (Lehman et al., 1996), que pueden conducir a un
débil pegado de los oligonucleotidos, especialmente en la region 3' y/o a deleciones del
microsatélite en un locus especifico (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 agrondémica.
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 gendmicos (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 genomicos.

En general, se han observado porcentajes de amplificacion tanto para SSR
gendmicos 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 identificacion de polimorfismos de nucledtido
simple por digestion con endonucleasas de restriccion de productos de PCR especificos,
resultd exitoso para la deteccion virtual de SNP. Sin embargo, no fue posible confirmar
experimentalmente la mayoria de esos polimorfismos entre los parentales de la
poblacion de lineas recombinantes. Cabe aclarar que el programa SNP2CAPS no evalua
la utilidad técnica del patréon de restriccion sugerido, por lo que se realizd una
inspeccion visual de los resultados a fin de confirmar que el sitio de restriccion sugerido
no se encontrara en el extremo de los fragmentos de PCR, o muy cercano a un segundo
sitio de restriccion como para permitir la resolucion de los fragmentos en un gel de
agarosa. Ademas, se realizaron optimizaciones de las condiciones de la reaccion de
PCR, incluyendo ajustes del nimero de ciclos, de la temperatura de hibridacion y de la
concentracion de oligonucledtidos, y de la reaccion de digestion probando distintas
concentraciones de los productos de PCR y de la enzima (en todos los casos se

utilizaron controles para las condiciones enzimaticas usadas). No obstante estos
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recaudos, solo pudieron ser evaluadas experimentalmente dos secuencias polimorficas,

las cuales, a su vez, diferian del tamafo esperado e inferido por el programa.

4.5 Mapa genético de ligamiento

Con el proposito de referenciar los mapas de ligamiento existentes para girasol, se
seleccion6 un grupo de 256 marcadores microsatélites publicos 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 analisis de polimorfismo entre las lineas parentales fueron analizados 594
SSR gendémicos (278 HAx y 315 ORSx) y 127 EST-SSR, de los cuales resultaron
polimorficos 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 seleccion de los
marcadores microsatélites para referenciar los mapas de ligamiento existentes para
girasol resultd 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, sélo el marcador HA765
presentd distorsion en la segregacion de los alelos al ser analizado con la prueba
estadistica FDR. Debido a que este tipo de datos influye negativamente en la
construccion del mapa genético (Zhang et al., 2002) y en la deteccion de QTLs,
ocasionando asociaciones espurias, se elimin6 este marcador de la matriz de datos. Este
tipo de distorsiones han sido reportadas previamente en este y en otros cultivos (Leon et
al., 2000; Mutengwa et al., 2005; Vogl & Xu, 2000; Winter et al., 2000) y pueden
deberse a errores en la genotipificacion de los marcadores, a artefactos de la PCR o a

algun tipo de seleccion que haya ocurrido durante el desarrollo de las poblaciones (Ledn

et al., 2000).

De los 224 marcadores microsatélites genotipificados, 37 (32 SSR y 5 EST-SSR) no

fueron incluidos en ningiin grupo de ligamiento por falta de asociacion a otros
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marcadores. Esta falta de ligamiento podria 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 deteccion de ligamiento (Hu 2006).
Algunos de los marcadores que no fueron incluidos en este mapa posiblemente podran

ser incluidos cuando se adicionen mas marcadores al analisis.

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 region de mayor
longitud sin cubrir por marcadores (gaps) fue de 13,2 ¢cM, y se observo en el GL 17. La
longitud de los GL vari6 entre 71,9 ¢cM en el GL 7 y 203 ¢cM en el GL 10. El mapa
presentado en este trabajo representa una version 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 mas de 35 cM y
un numero total de 21 GL, mayor al numero haploide de cromosomas de la especie
(n=17). La saturaciéon y la integracion 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 nimero de GL a 17, disminuyendo

notablemente la extesion 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
RHAR801. 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 c¢cM (Tang et al., 2003). Sin
embargo, a pesar de la densidad del mismo, este mapa presenta en varios GL intervalos

o gaps de mas de 30 cM sin cubrir. Las diferencias en la longitud del mapa y en el
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tamafio 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 distribucion de los marcadores SSR en los 17
GL, coincidiendo con el nimero 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 fendmeno de formacion de clusters fue
minimo, ya que no obstaculizd el desarrollo del mapa genético. Esta observacion
coincide con lo reportado por Flores Berrios et al. (2000) utilizando la misma poblacion
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. Ademas, el
presente mapa y/o los marcadores utilizados en este trabajo han sido utilizados para
realizar diferentes estudios de caracterizacion de QTLs para caracteristicas de
importancia agronomica 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; Ledn 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 fenomeno de formacion de agrupamientos o clusters ha sido atribuido a la frecuente
asociacion 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
recombinacion en las regiones centroméricas (Areshechenkova & Ganal, 1999;
Cuadrado & Schwarzacher, 1998; Kiinzel et al., 2000; Ramsay et al., 1999; 2000). Este
fenomeno se ha observado en varias especies, tales como algunas coniferas 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 hibridacion in situ, usando
como sondas secuencias repetidas derivadas de retroelementos de H. annuus,
permitieron la deteccion de secuencias de las familias de retroelementos Tyl/copia-like
y Ty3/gypsy-like dispersas a lo largo de todos los cromosomas en todas las especies
estudiadas. Sin embargo, las secuencias del retrotrasposon Ty3/gypsy-like fueron

localizadas preferencialmente en las regiones centroméricas en la mayoria de las
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especies estudiadas, mientras que las secuencias Tyl/copia-like fueron menos
representadas o ausentes alrededor del centromero y mas abundantes en los extremos de

los cromosomas en H. annuus.

La evaluacion de los marcadores de distintas fuentes, los programas de mapeo y los
parametros estadisticos 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 deteccion de factores que
controlan la expresion de caracteristicas de importancia agronémica. La identificacion
de marcadores o genes ligados a QTLs que controlan caracteristicas de importancia
agrondmica, permite su utilizacion en programas de mejoramiento asistido por
marcadores, facilitando la seleccion de genotipos superiores en forma eficiente,
reduciendo el tiempo y el espacio necesarios. En este contexto la informacion generada
por el mapa de ligamiento presentado en este trabajo, podria ser util para la
identificacion y validacion de diversos QTLs. De esta manera este mapa sirve como
punto de partida a futuros trabajos del grupo de investigacion, tendientes a la
identificacion de regiones que controlan caracteristicas de importancia agronémica y el

analisis comparativo de genomas de especies relacionadas.

4.6 Caracterizacion del complemento cromosémico de H. annuus

En el presente trabajo se presenta la caracterizacion del complemento cromosémico de
H. annuus mediante la utilizacion de diversas sondas, tanto ribosomales como
repetitivas, de diferente origen. Se identificaron 11 pares metacéntricos, 2 pares
submetacéntricos y 4 pares subtelocéntricos. La utilizacion de la sonda SSR-HA785 con
similitud a secuencias repetitivas de girasol en ensayos de hibridacion in situ mediante
FISH permiti6 identificar algunos pares de cromosomas pero no todo el complemento.
Por otra parte, la aplicacion de la técnica de PRINS utilizando oligonucleotidos
especificos que amplifican secuencias repetitivas de girasol con similitud al
retrotransposon Ty3-gypsy-like, permitié observar sefiales de hibridacion en varios
cromosomas pero tampoco permitié identificar el complemento cromosdmico completo.

De las estrategias ensayadas la que permitio 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 sefiales de hibridaciéon consideradas para la
confeccion del cariograma para algunos cromosomas fueron nitidas, permitiendo la
identificacion de los 17 pares cromosdmicos que conforman el complemento.
Recientemente, Ceccarelli et al. (2007) realizaron la caracterizacion del complemento
cromosomico de H. annuus utilizando una secuencia repetida en tdindem de 368 pb; los
cromosmas fueron subdivididos en dos grupos, 13 pares meta y submetacéntricos y 4
pares subtelocéntricos. Ademds mostraron un idiograma en el cual representaron la
ubicacion 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
utilizacion de una inica sonda permitio la identificacion del complemento cromosdémico
total para la especie, siendo la sonda reportada en el presente trabajo el primer reporte
de utilizacion de una sonda BAC para esta finalidad, con alta reproducibilidad y
disponibilidad local para una futura identificacion fisica de regiones de interés

agrondmico.

La utilizacion de la secuencia EF235 (AN BU671882), con similitud a un ADN
ribosomal 26S, obtenida a partir de la coleccion local de ESTs de girasol (Fernandez et
al., 2003), ha permitido observar la presencia de seis sefiales de hibridacién de distinta
intensidad y tamafio en satélites de 3 pares cromosomicos; lo que sugeriria variacion del
nimero de copias de la regiéon 26S. De acuerdo a Appels & Honeticutt (1986) y
Pedersen & Linde-Laursen (1994), los clusters de genes de ADNr repetidos en tandem
pueden aparecer en mas de un cromosoma, el nimero de los sitios y copias de las
repeticiones pueden incluso variar dentro de cada complemento cromosdmico haploide.
Los sitios de ADNr adicionales pueden ser originados por la delecion 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 sefiales de hibridacion consistentes con las
regiones organizadoras nucleolares que portaban los satélites. Por su parte, Cuellar et al.
(1996; 1999) informaron la presencia de seis sefales de ADNr en H. annuus variedad
macrocarpus, mientras que Schrader et al. (1997) reportaron ocho sefiales en el mismo

material. Ceccarelli et al. (2007), utilizando la misma sonda, observaron ocho sefiales de
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hibridacion, de las cuales so6lo detectan sefiales de hibridacion intensa en satélites de 3
pares cromosdmicos. En todos los casos, los autores informan que no todas las sefiales
presentan la misma intensidad. Con la sonda EF235 utilizada en este trabajo se
obtuvieron excelentes sefiales tanto en girasol (H. annuus y H. resinosus) como en otras
especies, entre ellas amaranto y cebolla (Greizerstein, comunicacion personal). Esta
sonda presenta ventajas respecto a la sonda pTa7l de 9Kb de trigo, generalmente
utilizada para detectar este tipo de secuencias, que derivan de su menor tamafio y
posibilidad de amplificacion por PCR, lo que la sefala como una buena opcion para la

deteccion de regiones de ADNr en distintos materiales.

4.7 Localizacion de secuencias repetitivas, de bajo nimero de copias y de copia
Gnica mediante las técnicas de BAC-FISH, PRINS o C-PINS

Con el fin de establecer la correlacion del mapa genético con el mapa fisico de girasol,
se selecciond inicialmente un conjunto de marcadores microsatélites de localizacién
unica 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 patdogeno fingico S.
sclerotiorum, agente causal de la Podredumbre Humeda del Capitulo (PHC) de girasol
(Maringolo 2007). Asimismo, se incluyeron marcadores SSR localizados en los GL 9,
16 y 17 que contienen QTLs adicionales para este caracter, recientemente detectados
(Maringolo, comunicacion personal). Por otra parte se seleccionaron SSR de los GL 7,
12 y 17 asociados a QTLs para el caracter estrés hidrico (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 busqueda de clones de BACs conteniendo marcadores en GL de
interés, utilizando sondas de tipo overgo, permitid el relevamiento de filtros de alta
densidad en forma procesiva, aumentando la eficiencia en la deteccion de clones
positivos respecto de estrategias de hibridacion con sondas especificas individuales
disefiadas para cada secuencia blanco. Esta estrategia ha sido usada exitosamente en
varias especies de plantas, tales como maiz, arroz, mani e incluso girasol (Chen et al.,
2002; Feng et al., 2006; Gardiner et al., 2004; Yiiksel & Paterson 2005). En el presente
trabajo aplicando esta estrategia se identificaron 6 clones BAC positivos, que contienen

5 marcadores de localizacién tnica 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 implementacion
de la técnica de BAC-FISH utilizando estos clones de BACs como sondas en
hibridacion in situ reveld un patréon de hibridacion 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, observandose un patrén de distribucion diferente
para cada clon de BAC, asi como también diferencias en intensidad de la sefial 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 estarian
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 mostréo que la técnica de BAC-FISH permitié la identificacion de
marcadores microsatélites anclados en GLs, en los cuales se han reportado QTLs
asociados con resistencia a S. sclerotiorum en cromosomas metafasicos, 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
identificacion citogenética de marcadores moleculares de localizacion unica en plantas
con genomas grandes tales como girasol. La técnica de BAC-FISH ha sido utilizada
para localizar fisicamente secuencias especificas de ADN e individualizar cromosomas,
y para la identificacion citogenética de marcadores moleculares en otras especies tales
como sorgo, maiz, arroz, algodon, 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 localizacion de determinados

marcadores, en la mayoria es necesario el bloqueo en algunos clones de BACs.
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Debido a la necesidad de encontrar un método mas simple para marcar con
fluorescencia secuencias de ADN en cromosomas mitoticos, se ensayaron los métodos
de PRINS y de C-PRINS. No hay reportes previos de utilizacion de la técnica de PRINS
en estudios de citogenética molecular en girasol. La técnica de PRINS se ensayd tanto
para la localizacion de secuencias de copia unica, microsatélites incluidos en el mapa
genético de ligamiento y secuencias de bajo numero de copias con similitud a RGAS,
como para la caracterizacion del complemento cromosdémico, utilizando
oligonucleotidos que amplifican secuencias repetitivas. Mediante la técnica de PRINS
se amplifico una regidon correspondiente a una secuencia con similitud a
retrotransposones de la familia gypsy-like de girasol, denominada Retro2, utilizando
oligonucleotidos especificos, y se obtuvieron sefiales de amplificacién en distintos
cromosomas. Estos resultados muestran que la técnica de PRINS permite la localizacion
de secuencias repetitivas, en menor tiempo de trabajo, comparada con la técnica de
FISH. Sin embargo, la utilizacion de esta técnica, por el momento, no ha permitido la
ubicacion de secuencias de copia Unica, tales como SSR o de bajo nimero de copias
como los RGAs, posiblemente debido a la dificultad en la puesta a punto de la técnica, a
la dificultad de obtener preparados citologicos libres de citoplasma, a la baja
sensibilidad de la técnica y/o al riesgo de que la alta sefial 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 deteccion de secuencias de bajo numero de copias. Una alternativa
interesante es la puesta a punto del método de PRINS directo; el uso de este método de
marcado eliminaria las sefiales de fondo, pero posiblemente también debilitaria la
intensidad de la sefial (Kubaldkova et al., 2001).

En este trabajo se utilizo la técnica de C-PRINS indirecto como alternativa a la de
PRINS, con el fin de detectar secuencias de copia unica en girasol, microsatélites de
localizacion génica conocida en los GL de girasol. Por el momento se han detectado
sefiales de hibridacion con la utilizaciéon de oligonucledtidos que amplifican a los
marcadores microsatélites HA3103, anclado en el GL 7, el cual presenta asociacion a
QTLs de resistencia a estrés hidrico (Kiani et al., 2007) y el microsatélite ORS1247,
anclado en el GL 17, de 339 pb, el cual presenta asociacion a QTLs de resistencia a S.

sclerotiorum. Con la utilizacion de la técnica de C-PRINS en lugar de la de PRINS se
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observaron senales de mayor intensidad, posiblemente debido a que al aumentar el
numero de ciclos de la PCR hay mayor concentracion de moléculas marcadas
amplificadas en esa localizacion. En este trabajo se ha demostrado que el método de C-
PRINS indirecto es un método util para detectar secuencias de copia Unica en girasol.
Estos resultados coinciden con lo reportado por Kubaldkova et al. (2001), los cuales
encontraron que la técnica de C-PRINS es una variante mas sensible que la técnica de

PRINS y mas util para la deteccion de secuencias de bajo niimero de copias.

Las técnicas de FISH y de PRINS, utilizando como sonda secuencias de RGAs, no
permitieron hasta el momento la localizacién de las mismas. Para poner a punto ambas
técnicas se amplificaron y clonaron cuatro fragmentos que presentaban similitud a
RGAs en base de datos publicas 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 hibridacion
mediante la técnica de FISH utilizando dichos RGAs, y mediante la técnica de PRINS
utilizando el oligonucledtido Ha-P2. Dado que en ningln caso se observé sefial de
hibridacion, se propone la utilizacion del método de C-PRINS, validado para secuencias
unicas en este trabajo, para detectar este tipo de secuencias en el genoma de girasol, asi
como también la utilizacion de tiramida para la amplificacion de la sefial. El método
Tyramide-FISH amplifica la sefial mediante el depdsito de tiramida conjugada a un
fluoréforo; esta técnica ha sido adaptada a plantas para detectar secuencias en

cromosomas mitoticos de Allium cepa (Khrustaleva & Kik, 2001).

En este trabajo se comprobd que la técnica de C-PRINS es una estrategia alternativa
y/o complementaria a la técnica de BAC-FISH para la localizacion de secuencias de
copia Unica en el genoma de girasol. La técnica de C-PRINS tiene la ventaja de ser facil
de aplicar, mas rapida, mas econémica y mas especifica (evita la deteccion de ADN
repetitivo) que la técnica de BAC-FISH. Asimismo, si bien la técnica de BAC-FISH es
mas 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

167



4. DISCUSION

grandes cantidades de elementos repetitivos en determinados clones de BACs
imposibilita la localizacion de secuencias unicas presentes en dichos clones (Kim et al.,
2002; Guerra, comunicacion personal) y requiere la optimizacion del bloqueo de esas

secuencias.
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Este trabajo implico la busqueda y el desarrollo de marcadores moleculares, el
establecimiento y la evaluacion de distintas técnicas de genotipificacion para su
adaptacion a procesos de mediano desempefio para el analisis masivo de
marcadores moleculares, el mapeo genético, la caracterizacion del complemento
cromosomico y la localizacion fisica de regiones gendmicas de interés

agrondmico.

El desarrollo de marcadores moleculares funcionales se condujo a partir de la
identificacion in silico de EST-SSR, SNPs e InDels presentes en colecciones de

transcriptos o EST, y la evaluacion experimental de subconjuntos seleccionados.

La buasqueda de EST-SSRs se realizd sobre una coleccion de 36.741 unigenes.
El 3% de las secuencias analizadas presentaron uno o mas motivos de repeticion.
El tipo de repeticidon mas abundante fueron los trinucleotidos, representada por
el 51,7%, seguida por los dinucleétidos con el 30,3%, luego los tetranucleotidos
con el 9,3% vy, por ultimo, los pentanucledtidos con el 8,7%. El tipo de motivo
mas abundante fue el GA/CT, encontrado en el 23,2% de las secuencias, seguido
por el motivo AAG/CTT (11,9%). La validacion se realizo en cuatro genotipos
de girasol, de un total de 127 secuencias seleccionadas el 55% de los loci
pudieron ser amplificados, el 13% resultaron polimorficos, el 45%
monomorficos, el 5% alelos nulos y el 37% restante falld6 la PCR. En la
poblacion 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 busqueda de SNPs e InDels se realizd6 mediante la técnica de CAPS. Para
ello, se seleccionaron 25 secuencias de ESTs a partir de la coleccion local, las
cuales se amplificaron y secuenciaron en los parentales de la poblacion de

mapeo, resultando en 23 secuencias de buena calidad. En el analisis in silico se
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detectaron 21 polimorfismos, los cuales fueron evaluados experimentalmente
utilizando las enzimas de restriccion correspondientes. Solo 2 de los 21
polimorfismos detectados en los parentales de la poblacion de mapeo pudieron
desarrollarse como marcadores CAPS. De esta manera, el método de CAPS
resultd exitoso para la deteccion virtual de SNP, sin embargo, no fue posible

confirmar experimentalmente la mayoria de esos polimorfismos.

Las diferentes técnicas de genotipificacion utilizadas durante el desarrollo de
este trabajo resultaron confiables y reproducibles. Sin embargo, la utilizacion de
las técnicas de genotipificacion manuales, mediante geles de poliacrilamida y la
visualizacién con nitrato de plata, SYBR®Gold o con nucleétidos marcados con
radiactivo y deteccidon por autorradiografia, fueron muy demandantes de tiempo.
Con la utilizacion del método de marcado indirecto de los fragmentos utilizando
el oligonucleotido universal M13, se observo baja eficiencia en la amplificacion
y baja reproducibilidad, dificultando su aplicacion en el mapeo de microsatélites.
Finalmente, se opt6 por la utilizacién de la técnica de marcado directo para la
genotipificacion de los fragmentos, debido a que se observo 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 poblacion de mapeo, de los cuales 241 (224 SSR,
14 EST-SSR y 3 SNPs-InDels) fueron polimorficos 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 generé 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 region 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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publicos de girasol (Tang et al., 2002, 2003; Yu et al., 2004), lo que permitio
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 busqueda de
regiones candidatas para la localizacion de polimorfismos asociados a caracteres
agronomicos de interés y conducir estudios de asociacion genotipo-fenotipo, los
cuales pueden servir de base para conducir estudios de caracterizacion de QTLs
y el desarrollo de nuevas lineas e hibridos mediante seleccion asistida por
marcadores (MAS). Ademas, el desarrollo de este tipo de mapas contribuye a la
investigacion y a la actualizacion de la informacion de dominio publico. Los
futuros trabjos del grupo de investigacion deben basarse en las posibilidades que
brinda el mapa genético generado.

En este trabajo se optimizaron distintas técnicas de citogenética molecular, tanto
para la caracterizacion del complemento cromosémico de H. annuus como para
la localizacion de secuencias repetitivas de copia Unica.

La utilizacion de una secuencia con similitud a un ADN ribosomal 26S, obtenida
a partir de la coleccion local de ESTs de girasol (Ferndndez et al., 2003), ha
permitido observar la presencia de 6 sefiales de hibridacion de distinta intensidad
y tamafio.

La técnica de BAC-FISH permitio la caracterizacion del complemento
cromosomico mediante la utilizacidon de un clon de BAC, conteniendo
secuencias repetitivas, como sonda y la localizacion fisica en cromosomas
metafasicos 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 identificacion
citogenética de marcadores moleculares de localizacién tUnica en girasol,
revelando ser una herramienta Util y complementaria de los procesos de
mejoramiento molecular en girasol.

Los resultados de este trabajo muestran que la técnica de PRINS permite la

localizacion de secuencias repetitivas permitiendo ahorrar tiempo de trabajo,

171



5. CONCLUSIONES

pero por el momento no ha permitido la ubicacidon de secuencias de copia unica,

tales como SSR o secuencias con similitud a RGAs.

e Mediante el método de C-PRINS se han detectado senales de hibridacion en
cromosomas metafasicos con la utilizacion de oligonucleétidos que amplifican a
los marcadores microsatélites HA3103, anclado en el GL 7, el cual presenta
asociacion a QTLs de resistencia a estrés hidrico (Kiani y et al., 2007) y el
microsatélite ORS1247, anclado en el GL 17, el cual presenta asociacion a
QTLs de resistencia a S. sclerotiorum. En este trabajo se ha demostrado que el
método de C-PRINS indirecto es un método tutil para detectar secuencias de

copia unica en girasol.
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TABLA ANEXA

Informacion completa de los marcadores SSR, EST-SSR e EST-InDeL incluidos en la matriz de datos. Se presenta el nombre del marcador, el nimero de acceso en el GenBank, el tipo de
repeticiones, el motivo y el numero de repeticion, el flourdforo, el tamafio del alelo presente en el parental RHA266 en pb, el tamafio del alelo presente en el parental PAC2 en pb, el tamafio de
alelo esperado en pb, la secuencia del oligonucledtido sentido, la secuencia del oligonucleotido antisentido y la localizacion en los grupos de ligamiento en el mapa genético.

Nombre N° de ac- =

del ceso en el | tipo de motivo SSR Motivo Flouréforo R;I,Le\IZ%G ;E(I; Tamafio de alelo Oligonucleétido sentido Oligonucleoétido antisentido GL
marcador | Genebank esperado
HA102 BV727861 dinucledtido GA FAM 159 149 160 CCTCAAAACACATCTCCCTCTC GAAGAGGGGTGAGGGTGAAGAGG -
HA1108 BV727970 trinucledtido ATT HEX 186 144 185 GGACCTTCTATTTAGGAGGG GGGAACATGGAATAAGGG 10
HA1155 BV727896 dinucledtido GA-GT HEX 106 90 110 CAATCAAAACATGTGTATGTG GGATTCTGCTGAAAGGAGACAAC 12
HA1258 BV727912 dinucledtido GT HEX 153 151 151 TCCTCCCTTCCTCATCAGTG CGGTTGTGATGATTGGGTTT 4
HA140 G67517 dinucledtido GA FAM 158 143 147 CTAGCAACCAACCTCATTG GTCTCCTTCTCTTTCTCGGC 5
HA1402 BV727899 trinucledtido ATT FAM 168 153 204 GTGTGAATGTGAGTGTGAATCC GTCACAGTTGCATATCCATCC 17
HA1590 BV727994 dinucledtido GT FAM 68 66 71 GTGGGAGAGAAGATAGGAG GGGGATTATGCAACCTTGCC -
HA1626 G67417 trinucledtido ATT HEX 148 170 170 GATGTTACACGTTAGCAACG GAACTCAGCCTAAAAGTC 13
HA1752 BV728001 trinucledtido ATC FAM 139 143 147 CCTTCTTCCTCAAATCCCG CGTCATTGTCATTGAGAAGATCG -
HA1770 BV727917 dinucledtido GA HEX 179 181 186 GCCGGTCACCCATTCCCCCCTTAC | GGCGGAAGCCAGGCGTTGTAGCG 3
HA1837 BV728003 trinucledtido ATT FAM 196 187 154 GTTATAAGCGCCAAATGGG CACACACGTGCACTTTAAC 15
HA1848 BV728005 dinucledtido GT HEX 233 245 196 CATCCCCTTCTGAATAGAAA TAGGCTCGTTAAACTTACGG 7
HA196 G67518 di-mononucledétido GAG HEX 180 176 176 GGTGTTAGAGTAAAGTATGCC GAGGGGTTTCCTTTCAG -
HA2053 BV728111 trinucledtido ATT FAM 130 133 186 CACCATCACCCACCTGCACAAG CATCAAAGCCCATTCTCAGCCC 9
HA2063 BV728113 dinucledtido GA-GT FAM 181 172 173 CACCGCAGATGGCCAATTCAAC GGTTCTGCTAACCTGCAATGCG 9
HA2077 BV727907 dinucledtido GA HEX 116 132 130 GATAAGGTTTTCTCTCTCCC GAGAAAAATGAGCTGATACCG 14
HA2147 BV728115 dinucledtido GA FAM 84 86 90 CCCCATAAACATTTCACACCC CCTGAGAAATCGGTAGATAGTG -
HA2190 BV728130 dinucledtido GA HEX 188 192 189 CAAACCCTAATCGCCCAATTGC GGAAGCTTGTGAATCTTGGAGGG 3
HA2191 BV728131 dinucledtido GA FAM 204 200 211 GGCAACTCAATATCCACACCCC GGGTTCTTCAAGGAGAATGTGAC 16
HA2193 BV727902 dinucledtido GA FAM 127 137 132 CAATACACGCAAACCCCCGAAC GCACTGCCAAAACAGTTGAC 16
HA2564 BV728053 dinucledtido GT FAM 180 178 162 CTTGGGTTCTTCATAACTC CATGTAATCACCTTTCAAG 9
HA2579 BV728051 dinucledtido GT FAM 187 189 190 CGGATTTATGATTTGATTCACCCG GGATAACACTACCTTTGATGTTG 10
HA2598 BV728185 dinucledtido GA-GT HEX 137 141 242 ATGTCTCCAAGGAATATGC CAAAACAGGTGTTGCCTGAATC 13
HA2600 BV728055 dinucleétido GA FAM 162 160 171 GCCGAATTTGATGATTAGTGG GAAAGTGAAGTTGGATGTGGCGG 10
HA2604 BV728057 dinucledtido GT y-P* 160-180 | 160-180 162 CTTGGGTTCTTCATAACTC CATGTAATCACCTTTCAAG -
HA2605 BV728347 dinucledtido GA HEX 76 89 151 GCAGATTACAATATGCACAC GTGTTGAAAGTAGTTGGTTGC 8
HA2714 BV728147 | di-mononucleétido GA-G FAM 227 224 223 CCCTAGTGTATAGCAACCTTTC GTAGTGTGTATGAGGGAGATGG 14
HA2920 BV728085 trinucledtido ATG FAM 170 175 178 AACGTGTTCATTCGGATGC GAAGATTGGTATGATGGGGC 3
HA293 G67519 dinucledtido GA HEX 113 122 122 GGGGACATCTCCCGTCCACC CCTCATCCATCTCCATCCAATC 14
HA2940 BV728088 dinucledtido GT NED 115 98 116 CAGTGAAGCGTTGCATACTCG CCAATCCTTGAGCAAATCAG -
HA2989 BV728090 hexa-trinucleétido ATCCTC-ATC HEX 127 142 145 GCCTGTGTCCTCCTCAGAGTC GTTATGTGGGCTGGCTGCACC 14
HA3039 BV728158 dinucledtido GA FAM 184 174 186 GGTTGATTAAGTGTGGGTC CCTGTGTATGACTCGTTATC 10
HA3059 BV728163 dinucledtido GA NED 237 255 256 GAGTGAGAGTAATCAATG CTCCCTGTCATCACAATCAC 12
HA3073 BV728166 dinucledtido GA NED 252 255 261 GAGTCAATTGCTTGTATG GCACTGAAACATTAGCATC 12
HA3102 BV728366 dinucledtido GA NED 226 229 225 CATGATGAAGTACCACCTCCA TC CCTCTCTCATCATGTAAGCC 15
HA3103 BV728174 dinucledtido GA NED 184 174 186 CCT TAAAAGGCAAACGAT TCTCC GTTACAGTACGGCGAGAATGTAGG 7
HA3204 BV728181 trinucledtido ATC NED 116 119 121 GCCCTTCAATCCTACCATTAAC GGATATTGAGTTGGTTGTTGGG 10
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HA3208 BV728183 trinucledtido ATG NED 157 160 157 CCCTATCTCTAATCTTCCTC GTTCTTGAAGATCTGATGTG 2
HA3239 BV728208 trinucledtido ATG NED 133 143 149 CTTAATTCCGACATAAGCAGG CTTTCATTATTCACAACCCCC 2
HA3272 BV728357 dinucledtido TA GA FAM 124 128 123 TGTTCTCACACTTTTCACCA TAGGCCCTTAAATTCAGATG 7
HA3278 BV728212 dinucleotido GATA FAM 160 158 163 TAGCCAACTTTCTCTTTCCA CTTTCCCCTGCACCCATA 8
HA3288 BV728101 dinucleotido GA FAM 194 208 176 GCATTAGTGAAGGTGGAAAG AGGTCTTCAAACATGCAAAC -
HA3312 BV728075 dinucledtido GA FAM 110 100 115 TAACTGCAACAGACATGGAA ATAACGATTGCACAACACAA 6
HA3319 BV728105 dinucledtido GA NED 170 168 170 GTGCGAAATGCTAGATTGCTCC CTTCATCACCAGATACCAGCC

HA3325 BV728106 dinucelétido GA NED y FAM 247 242/250 222 GTCATTGCTTGAGTGTGAGA CGACGCTGAACATATACTTG 2
HA3330 BV728245 dinucleodtido GA NED 148 119 182 GGCTGAGTAAATGCCAAATACGG GGTTGTTGATTACAAGCTCTCC 13
HA3373 BV728080 dinucleotido GT NED 182 180 184 GCGGCGAAGAAGAAATTGAGG GGAAAGGGTTCCTGTTCTCC -
HA3396 BV728228 di-trinucledtido GTATT FAM 176 189 253 CACTGGAACACCTGAAAGAT ATTCTTTGTTGCCTTTTGAG 12
HA3417 BV728230 dinucledtido GA FAM 126 124 122 TAATTGATTGGGGGTAAATG TATGATTTGGTGTGCTCAGA 13
HA3448 BV728225 dinucledtido TAGT FAM 262 266 266 TCAAGATAGAACCTGATGTCG TTTATTAAGTTTCCGGGTTC 11
HA3513 BV728249 trinucledtido ATT/CAT y-P32 120-170 | 120-170 179 CCACATGACCCATTCAACTTC TCATGGTTCCTGATGAG 8
HA3555 BV728375 trinucledtido CAT FAM 102 104 110 GATATCTCTCATAAGTGCCG GGTCTTGTGATGACGAAGC 12
HA3581 BV728253 trinucledtido ATG NED 140 144 147 GTAGAGGAGTATCGCCAATAGC GTTCCAATGGCCAACGATTGTG 8
HA3582 BV728254 trinucledtido ATG NED 121 118 121 TGACCTTAATCCTTGGAGAG CCTCTAATTCCGAAAACCTAAC 16
HA360 G67406 dinucledtido (GA)15 FAM 225 236 194 CTCACCCTTCATCTCCTTC CAACAAGGAACCGATAACTG 16
HA3621 BV728258 trinucledtido ATG NED 138 145 159 CTGGTGGCAACTTTCTCAGTG GTAACTTACTCGCTCCACCTC -
HA3627 BV728237 dinucleodtido GT HEX 182 200 179 GATGAAATGCCTCACAGACT CATTGAAGATTGATGGATGA 5
HA3640 BV728259 dinucledtido GA NED 186 180 184 GCCATATCAATAACCAATCCC CAAAGCATGTGAGGACCAGAATG 11
HA3652 BV728274 dinucledtido TA GA HEX 213 215 151 TCAGGCTCCATCACTACTCT CACGATAAGGTGGTCTTGTA -
HA3683 BV728278 dinucledtido GA GT FAM 186 182 189 TGCCCTTATTCTCCTAATTG GTGGATCTTGGACAGTGTTT 16
HA3700 BV728302 dinucleotido GA FAM 178 176 168 GAAAAGATTGGGAGAGACCT TTCTTCTTCCACCCACCTAT 5
HA3703 - dinucledtido GA HEX 215 213 217 CAAATGCTGATTCCACACTA ATGGTTTCCTGTTTGAATTG 4
HA3847 BV728286 dinucledtido GT NED 148 143 145 CATCACTTCAACATGCCTCC CCTAGCTCCTTTATGTAACCTC 10
HA3878 BV728314 trinucledtido ATC ATT FAM 199 196 262 TTTGTTTAGCATCATCATCATC GAGACCCTAACCATAACATGA 7
HA3886 BV728315 trinucledtido ATT NED 186 188 188 GCTTATGTGGAAGCATGTCG CAGGTTTCTACTTACGGGTCG 14
HA3938 BV728186 trinucledtido ATT NED 241 232 225 GTCAGTAAAAAGTTACCATGTTGC GCTTGAAGATATAAAGTTGTTGC 3
HA3950 BV728296 dinucleodtido C GA NED 129 137 145 CATTCCTCACCAACATAACA CCCTTGAGTATGCTTCAAAC 14
HA3971 BV728318 dinucledtido GA HEX 183 178 179 GGATCTCTCCTGGTCCTAGT GATCAATATCTTCCATGTTAT 17
HA4011 BV728360 dinucledtido GA FAM 115 125 126 ACTTCTACCCTCCCCTTCTT CTGTACACGTGCTGCTTTAG 13
HA4021 BV728320 dinucleotido GA HEX 194 185 188 GTCTGTCTGTACAGAATTCTC GAAGCAGAAGGTTAGGGCTATG -
HA4023 BV728189 dinucleotido GA NED 203 197 254 CGTCGTCTATCTCCAGTAACC GAATCTTGGGACCTGAGTCACC 9
HA4031 BV728329 di-trinucledtido ATC-GA FAM 186 167 245 TCAAAAACAAACAAACACCA AGCTGTGAATGTGATGATGA -
HA4057 BV728333 dinucledtido GT HEX 206 201 172 AAACCCTTCCGACTTATCTC TAAAGAGAGAGCCCAACAAG 3
HA4058 BV728334 dinucelétido AT NED 163 161 156 GATTATGATTCCATGAGCCAAG CATCCTGTAATCCTGTCAATGTC 14
HA4074 BV728323 dinucleotido GT NED 178 174 179 CCTTCACACCATACTTATCACC CAACTTCTACAAGCTCCTAGC -
HA4090 BV728336 dinucleodtido GT NED 181 174 184 GCCATGATTGGCTAAGGTTCG TGCGTTACCGACAACACAAGG -
HA4094 BV728192 dinucleodtido GA-GT HEX 172 174 178 GGGACAAAAATGGGAAATAC ATTTGAGACCCGAATACTCC -
HA4103 BV728338 dinucleétido GA FAM 141 150 192 TCACTTATCACCAATCTCATCCA CTGTCTCAAATCGGGTGGTT 6
HA4105 BV728354 dinucledtido GA NED 113 119 118 GGGACTAGTTTGTAATATCTCTC GTTTGAGAGTGGTGATAGGTTATG 3
HA4112 BV728340 dinucleotido GA HEX 213 215 183 TTGACTCTCCTTCTCGTCTC GCTCTCAAGAAATCGGTTAG 2
HA4129 - dinucleodtido GA NED 83 85 79 CCCCTCGATTGAGCAGAAATG CCTTCCGCTTCTGTCTTCAAC -

194



N° de ac-

errar:.?:;zg:el geesr;sgnekl tipo dsesrlgotlvo Motivo Flouréforo R::II:IZ%G :E(I:oz Tan::sr;)c;:jazzlelo Oligonucleétido sentido Oligonucleétido antisentido GL
HA4149 BV728355 dinucleétido GA HEX 188 198 111 TCAATTCATCGTGCATATCG CCAAAGTCCACCAAATCTTCC 17
HA4208 BV728198 trinucleotido ATT NED 306 303 290 CCCGCAATTGAATACGCGACATC CATCTCGTTGCCCGTTAACTATC 13
HA4222 BV728199 trinucleotido ATT HEX 254 272 219 TCAATAATATGAGGCACCAA CCCCCTATAAAAACATCACA 16
HA4239 BV728202 trinucledtido ATT FAM 113 109 116 GAATGATAGTGAATTGAGACAGG CTGGCATCTATATCCATGGATAG 15
HA4264 BV728346 dinucleétido GT HEX 181 179 169 TCCCAAACCTACACCTCTAA AAACAAACTATGGATTAACAAGG 14
HA432 G67407 dinucleétido GT HEX 166 170 168 GGGTTTAGTGGCCAGTAGTTGTC CTTTATCCCCCACCCCCTCC 4
HA477 BV727933 dinucleétido GT AgNO3 220-240 | 220-240 233 CGAGCGAGTGCTAGTTGTGTAAG GGATCCACACATATTACTGAC 9
HA503 BV727935 dinucledtido GA-TA FAM 116 114 100 GTAGATCTTTCCCCTGCACCC GATGCGTTAGAGATAACCTG 8
HA541 BV727938 dinucleétido GT HEX 213 229 220 CAACACACGCTTTGTTGGGTG CGATAAGGAGGGAGGGGAAGATAG 3
HA77 BV727857 dinucleétido GA HEX 247 259 249 TGTAATCTGTATCACTTCCACC GTTGTTCTGTTAGGTCGTTCCG 1
HA806 G67410 dinucleétido GA-GT HEX 192 186 191 GATGTTCCTTCCTGCAC GGTTGGATAATGGGGCAGC -
HA817 BV727885 dinucleétido GA FAM 110 100 114 GTCTCCTAATATACACACCC GTGTAGAGAGAGAAAGCTTG -
HA876 BV727953 trinucleotido TGG HEX 140 131 146 CGTTATTTATAAGACCCACCCC CAACTTGGATGTGGCCGGAG 15
HA911 BV727888 dinucleétido GA FAM 186 179 179 CAAAGTTCACCTCGTTTTTC AAGTGGGAAGGTCTACGAGT 8
HA920 BV727955 trinucledtido ATC FAM 177 185 171 CCCCATGTAATCGCTTTAG GTGGGGATATAGTGTTCGGC 10
HA928 BV728013 di-trinucleétido GT-ATT HEX 217 221 222 CCTTTGTAGTCCCTTACTGG GGTCGATCATGTATGCGTGTTG 10
HA95 G67405 dinucleétido GA HEX 145 159 162-166 ACGCTTGATAGACAAATGCT TAGGCAGCAGGTTTTACTCT 5
HA969 BV727890 trinucleotido TGG FAM 160 162 168 CAGTTCTCACTTGTGA CATCAATAAGTGGAAGACGGG -
HA991 G67520 dinucleétido GA FAM 137 139 148 GCCCCCTTGATGCCCTTTTC GAATCGCCATTTGAATCGCCAG 4
ORS1009 BV006395 dinucleétido CT AgNO3 340-360 | 340-360 344 CCATTTACCCTTTACACGGATCT TATGTATGGTCGCCAATTTACCA 9
ORS1024_1 | BV006408 dinucleétido AG FAM 214 231 224 GGGAAGTGGGCTTGTCTATGTAT AACACACCGAAATCACCTATGAA 5
ORS1035 BV006417 dinucledtido CT NED 326 328 321 CAACCCAACTTCTCCTCATAACC AGGGCTGATATTCACTTCACACA 2
ORS1040 BV006422 dinucleétido AG AgNO3 165-185 | 165-185 176 CTGCTGATCGTTTCTTGGATAGA TGCTAATCCTTCTAATCAACTTCCAC | 17
ORS1041 BV006423 dinucleétido CT FAM 281 183 279 AAACAAACCTTAATGGGGTCGTA ATATTGGCTGGTTGATGCTGAT 7
ORS1043 BV006425 dinucleétido CT y-P32 200-210 | 200-210 204 CCAAACCGTCATGTTCTATGTTC AGTGTGATTGCGAATTGTAGTGC 8
ORS1045 BV006427 dinucleétido AG AgNO3 145-165 | 145-165 155 GGTGACAAGAGGGGTGTTCAG GGACAAATGAGTGTTGGGAGTTT -
ORS1065 BV006445 dinucledtido CT NED 297 276 295 ACCGCTGTCAACACCTTAAACTC GGCTGGGAATCAACTGCTACTAC 2
ORS1068 BV006448 dinucleétido AG HEX 346 348 348 AATTTGTCGACGGTGACGATAG TTTTGTCATTTCATTACCCAAGG 4
ORS1085_1 | BV006463 dinucleétido CT HEX 281 277 280 GACCTCAAGGCATGCTAACACTC ACTAAGTGTGTGGACGGGGAAA 12
ORS1086_1 | BV006464 dinucleétido CT FAM 145 127 140 TTGTTTGTCGCACACTCAAGATT ATTATCGGCACATCTTTGGATTT 14
ORS1097 BV006475 dinucleétido CT FAM 164 160 161 GACCAAGTGGACTGACACGAG CGGTGGTGGCTTAGATTGTATAGT 17
ORS1120 BV006490 dinucledtido GT-GA y-P32 320-340 | 320-340 321 TAACGTGTGCAGGTCTGTCTAAA TGCAAATAATAAGATAATGACCGATT | -
ORS1127 BV006496 dinucleétido CT AgNO3 400 420 424 AAACTGAAACCGTACGAAAGAC CCTTTTATTTGAGTGTGTATAATCAG | 9
ORS1128 BV006497 dinucleétido CT NED 257 259 260 TCTGTGCCATACCACTTTATTCG GGCGATAATAGATGCGACACTC 14
ORS1144 BV006509 dinucleétido CT-CA AgNO3 125-145 | 125-145 130 TTAATGTTGTTGCAGCCGTCTC GCCCGTAAGGTGATCTGTTAGTAGT | 10
ORS1146 BV006511 dinucleétido AG FAM 344 378 379 GGCTCATCACTTGCATCTATTGT TGAAGACACCATCTCCAATGC 11
ORS1152_1 | BV006515 dinucledtido AG HEX 269 264 275 CCCAAGCTCCCTCTTCATCTTA TGTTCATAGCCTCATTCATGTTG 14
ORS1159 BV006522 dinucleétido CT NED 212 210 261 TTTCGTGATGGTGATTGATGATT CAGCAACTCTGACCGTTTCATTA 5
ORS1194 BV006553 dinucleétido CT FAM 102 108 107 CCTGATCCTGATTCTGATTGTTC GGAGTAGGAGAGAAGATGGGTGA 2
ORS121 - dinucleétido CA AgNO3 240-260 | 240-260 241 CAATCTCTGATTTCCCGGAA CAAAAATAGCCGGTGAAGGA 15
ORS1219 BV006576 dinucleétido CT AgNO3 420-440 | 420-440 442 CAAACTCTTGCATGTTATGTCCTTT | GATCTATCTCAACCACCACTGATCT 12
ORS123_1 | BV005815 dinucledtido CT NED 147 145 147 TATGACCACGCCACTGACAC ACATCCATCACAGTCCATTTTG 14
ORS1233 BV006589 trinucledtido AAG FAM 439 437 448 ACAGAAAGCTGTTAGCTCAGAACA | CAGTCTACATCACCATTGGCTTT 6
ORS1242 BV006598 dinucleétido CT HEX 265 255 269 GCAATCGTTTCACTCTTCCATTC TGGTCGTAGAATTGTCGGTCAT 15
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ORS1247 BV006602 dinucledtido CT FAM 339 337 339 GTCTCGACTTGGGATCTGCTG AGTGTGAGGGTGTGTAGGATTGA 17
ORS1259 BV006612 dinucledtido CT AgNO; 210-230 | 210-230 227 ACCCATGTTGATAGCCAACCTT TAGATTCCGAGGTGTGAGGGTAT -
ORS126_1 - - - - - - CACTGTCCCTTCTGGTAGTTCC TTCCCACGCAAACTTCAATTCC 16
ORS1262 BV006615 dinucledtido AG HEX 336 38 336 CTCCACCATCAACATTAGACCAC GCTTAAACCATTACTTGCCACAT -
ORS1265 BV006617 dinucledtido CT HEX 229 227 222 GGGTTTAGCAAATAATAGGCACA ACCCTTGGAGTTTAGGGATCA 9
ORS128 BV005818 dinucleétido CA AgNO; 365 385 378 GACCGTCCACGTGTCAGC CAAAATAGCGTTGACGAGCA 16
ORS1287_1 - dinucleétido CT - - - 139 6
ORS166 BV012434 dinucleétido CA FAM 339 327 344 CAGCCACATGCCCTCTGAC TGTTAAGAACCGCGACAACTGC -
ORS169 - dinucleétido CA - - - - TGGAACTGTAAATGGACCCAAG GCACTGCACCATTTATGAGAAG 17
ORS176 BV005824 dinucledtido GT AgNO; 430-450 | 430-450 462 CCCTAACTGGTTTTCTGACCC AACTTTTGTTTGTTTGTCCAGG -
ORS203 BV012457 dinucledtido CA AgNO; 240-260 | 240-260 264 GCCCAAGATGTGAAGCGAATG GTCAGAACAGGACCGAACCACT 2
ORS229 BV012471 trinucledtido AAC NED 172 175 176 TCCGACCCGAATCTTATGAACC GACCCGAATGAGACCCAAACTG 2
ORS243 BV012478 dinucledtido GT NED 173 169 170 GGGATGACGTGCGTTTGG ACCACCATTTCTACCGTTTCTC 8
ORS297 BV006634 dinucledtido GT HEX 226 222 225 GTGTCTGCACGAACTGTGGT TGCAAAGCTCACACTAACCTG 17
ORS301 BV005905 dinucleétido GT NED 235 237 235 CGTGACCTGTGAAACACCAA CGATAACCGTGTGAATCGTG 14
ORS303_1 | BV005906 dinucleétido CT FAM 283 290 289 CGAGAGGACAAGAAATCTGTGA AGAACGACGGATGAAGATCG 16
ORS31_1 BV006879 trinucledtido GAA HEX 280 292 286 AATTCATGCCCCAAGAGATG CACAATTCATGCATTTCTCTGG 5
ORS316 BV005917 dinucleétido AC FAM 182 179 189 TGGCGTCTTCATAGCATCAG GAGATTTGAGCTTCGTGTTGC 13
ORS323 BV006639 dinucleétido GT AgNO, 380-400 | 380-400 405 GCCGGAGGATTAGAGGAGTT CGGGAAACTAGGATCAGAGG -
ORS329 BV006840 dinucleétido GT AgNO; 220-240 | 220-240 236 CATCCTCCTCACCAACCAGA GGGAAATCTTCTAAACGGTATGG 8
ORS331_1 | BV005927 dinucledtido CT-AC FAM 283 290 177 TGAAGAAGGGTTGTTGATTACAAG GCATTGGGTTCACCATTTCT 7
ORS333 BV006841 dinucledtido GT HEX 451 453 467 CGGTTAAGATGGTTCAGTTGG ATATTAAGTTTTGGTTTTAGCCAGAA 16
ORS337 BV006640 dinucledtido AC AgNO; 180-200 | 180-200 184 GGGTTGGTGGTTAATTCGTC TTGGTTCATTCATCCTTGGTC -
ORS342 BV005933 dinucledtido GT HEX 340 330 342 TGTTCATCAGGTTTGTCTCCA CACCAGCATAGCCATTCAAA 2
ORS354 BV006644 dinucledtido AT-GT HEX 162 173 161 TTATCAACCATGACCGCATC AAATTTTCTTCTCAAATGAACCTC 11
ORS364 BV005947 dinucledtido AC NED 223 364 228 ACGGAAAGCTCTTGAAAGCA GCGGGCATTCCAACTAGTAA -
ORS365 BV005948 dinucledtido CT-CA NED 246 242 509 CGAGGCAAAGGGTGTCTAAA GAAGCGAAGGAATGGTGGTT 1
ORS418 BV005975 dinucleétido GT - - - 397 TCGTTCTCAACATCACCTTCC CACGGTATCACTTCCATTCTAACA 16
ORS455 BV005995 dinucleétido GT FAM 167 165 167 CTTGATCCACAACGCACAAC AATCTTCCTCCTCCTCATCAGA 16
ORS457 BV005997 dinucleétido AC-CT FAM 226 230 230 TGCATACCCAATCTACCAGCTA AAGACGAAGGTGCAACCAGT -
ORS460 BV005998 dinucledtido GA FAM 302 300 302 ACTCGGCTACCACCTCACAC GCCCTTTGACCCTAACCAAG 7
ORS483 BV006013 dinucleétido GT FAM 267 269 271 CCGAACAACAATCTCCACAA GGTTTAGGTGTCGCATCACA 6
ORS485 BV006015 dinucledtido CA AgNO; 300-320 | 300-320 297 ATAAGAGCCGCCCCTGAATA GCTAAAAGTGAACATGCTGGAA -
ORS491 BV006678 trinucledtido CAT AgNO; 375-395 | 375-395 388 ACCCACACACCATAAGTTCG CGAAGTGTTGAGGATGAACG -
ORS495_1 | BV006020 dinucledtido GT AgNO; 140-160 | 140-160 152 CCAGGATTAGGTAGCTTAGTTCG GCGATCTGAGGTTGACTCGT 16
ORS499 BV006022 dinucledtido AC-AT NED 221 213 226 CACGGTTGGTCAATCACATC TTTAGGCTGCACATTATGGACT 15
ORS5_1 BV006871 trinucledtido GGA AgNO; 290-310 | 290-310 311 ATGTGGAGCAGCAAATTCAG CTGCTGCCCACCATACTG 11
ORS509 BV006029 dinucledtido GT AgNO; 200-220 | 200-220 198 CAACGAAAAGACAGAATCGAAA CCGGGAATTTTACAAGGTGA 1
ORS510 BV006030 dinucledtido GT HEX 258 249 255 CATCGCGTCCCTCTCTCTAA CCAACCATCACAGCAATCAG 9
ORS511 BV006031 dinucledtido AT-GT AgNO; 140-160 | 140-160 156 TGGCTCAGATTAAGTTCACACAG CGGGTTGCGAGTAACAGGTA 13
ORS523_1 | BV006683 dinucleétido AC HEX 166 164 167 TCGAGAAAGAAAGAGAGAGTGTGA | GGATGAAAGATATGACCTGGATG 5
ORS525_1 | BV006038 dinucleétido AC AgNO; 275-295 | 275-295 288 TGCAAGGAGAAGAGGGTTTG GGACCAAGGTGAAAGAAGGA 2
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ORS53 - mononucleétido T - - - - GCTGGCAATTTCTGATACACGAT CATCTAGACAACGACAGAAGATG 1
ORS533 BV006044 dinucledtido CT FAM 162 160 157 TGGTGGAGGTCACTATTGGA AGGAAAGAAGGAAGCCGAGA 5
ORS578 BV006071 dinucledtido CT NED 242 246 238 CTCTCAATCCCTAAAGTCCCCT TGGTGGATGTGGTTGTTGAT 14
ORS591 BV006699 dinucleétido CT NO3Ag 115-135 | 115-135 127 GTTGCAGGAAAGGTCGAAAG TTTTATTCTACGCAGACAAGACG 10
ORS613 BV006091 dinucledtido AG HEX 226 230 228 GTAAACCCTAGGTCAATTTGCAG ATCTCCGGAAAACATTCTCG -
ORS620 BV006854 dinucleétido AG FAM 244 246 246 TCATGGCGGTTAGAGACGAT CACTTCTTTCATCAACCCCTCT 4
ORS621 BV006097 dinucleétido CT y-P32 230-250 | 230-250 249 CGCCTTATGCTGAGAGGAAA CCTGAAGCGAAGAAGAATCG -
ORS624 BV006855 dinucleétido CT AgNO3 100-120 | 100-120 116 CACGACCTGACACAAAGTTAATG ATCAGAAGCTCCACCACGAC 8
ORS630 BV006710 dinucleétido CT AgNO3 330-350 | 330-350 347 GCACGACCCGGATATGTAAC TGTGCTGAGGATGATATGCAG 13
ORS653 BV006115 dinucleétido CT HEX 288 317 312 CACCCACCAAGAACCCTAGA CCGATACATACCATAGCCGATT 2
ORS656 BV006715 dinucleétido CT NED 202 206 196 TCGTGGTAAGGGAAGACAACA ACGGACGTAGAGTGGTGGAG 16
ORS657 BV006118 dinucleétido CT NED 140 156 254 AGCCGTCGTCCTCTTTGAT ACACATTATGGTAGACGCCAGA 3
ORS662 BV006121 dinucleétido AG NED 313 317 314 CGGGTTGGATATGGAGTCAA CCTTTACAAACGAAGCACAATTC 1
ORS665 BV006123 dinucleétido AG HEX 290 288 286 GCACATGAGGTATGGATCTCCT TGCAAATACAACTCGGGAAA 16
ORS671_1 | BV006127 dinucleétido AG NED 182 184 182 CGAGTGGTAGGAATGCTTGG GGGTGTCAGATTTCTCATCTCA 4
ORS677 BV006132 dinucleétido CT AgNO3 380-400 | 380-400 383 TCCTTCCTTCATTCTCTGCATT CTCCATACCGTTGCCATCAT 17
ORS679 BV006133 dinucleétido GA HEX 225 223 240 CCCTCCTCCCTCTTCACTTT CTCATCGGACAACCAGAACC 12
ORS682 BV006134 dinucleétido AG AgNO3 250-270 | 250-270 268 CCACAACTCAAACCGAAACC CACCGCCAATCTTCAGTCTT 14
ORS687 BV006138 dinucleétido CT HEX 166 164 168 ACCGTTACACTTATTGGTTATTTCATT | GGGGTTTGTTGTTCTGTTTTG 15
ORS691 BV006140 dinucleétido CT FAM 465 461 447 GCATCTGAGCAACTGCGTTA ACCGTCCTTAGCTCTTGTGAG 10
ORS718 BV006158 dinucledtido CT HEX 272 274 278 CACTTTACGCACACCAAACC ATGCAACACCCGAATCAAAG 3
ORS727 BV006163 dinucleétido AG HEX 154 196 192 GGTGGCAAGTGGTGGTTAGA AAAGCTGGTCATCTCAAGGGTA 17
ORS733 BV006733 dinucleétido AG AgNO3 190-210 | 190-210 194 GGACTCCAACGAGAGAATCAGT TATGAGTTGGCAAGGGCTTC 11
ORS774 BV006192 dinucledtido AG HEX 307 303 309 CCGATTTCTGCAACATTGTAAA GAACCTTCCAATGGTTTGGA -
ORS78 BV006898 trinucledtido GAA AgNO3 180-200 | 180-200 161 GTTCGTCGAGTACATGTTCTGC TTTCCCTCTGGAAAGTTGTCA 10
ORS788 BV006202 dinucleétido GA FAM 264 262 263 CTGGATAAAGATGGGATAAAGAGAG | GGACCCACCAAGATTTGTTTT 16
ORS8 BV012512 dinucledtido CT AgNO3 180-200 | 180-200 195 TTGGATCGATTGATGATTGTTG GAATCCGTCATGTATAAAACGA 15
ORS803 BV006214 dinucledtido CT HEX 167 165 165 TTCCCACCCATCTTCATCTC ACCGCCGCATATAAAGGAGT 1
ORS805 BV006216 dinucledtido AG NED 271 279 276 CATGGATTATAAGAACGGGTGTT AATCCCAGGGGTAAAATTGC 9
ORS806 - dinucleétido CT FAM 232 236 239 CGGTTGTTGTTGATGTGGTG ACGCCACGTTATTTCAGGTT -
ORS807 BV006217 dinucleétido AG FAM 256 267 226 CCGATATTTTGACCGATATTTTGC TCTCACCCTTCATCTCCTTCC 10
ORS844 BV006252 dinucleétido AC FAM 304 302 307 ACGATGCAAAGAATATACTGCAC CATGTTTAATAGGTTTTAATTCTAGGG | -
ORS878 BV006281 dinucleétido AC FAM 191 200 203 TGCAAGGTATCCATATTCCACAA TATACGCACCGGAAAGAAAGTC 10
ORS887 BV006290 dinucleétido AC FAM 247 250 252 TCGAAAACGACTAATCCAACTTTC GAGCATGAACAAGAATTGACACA 9
ORS889 BV006292 dinucleétido GT NED 111 140 138 ATCAACTACGTCACGATACTCC GTTCTCATGGATTCTCACAACTC 10
ORS894_1 | BV006297 dinucleétido GT NED 247 250 252 TTTCCTCATGATCCCGATTCTAT TGCATTACCTAATTTCTAGTGGGTTT 8
ORS899 BV006302 dinucleétido AC HEX 310 338 323 GCCACGTATAACTGACTATGACCA CGAATACAGACTCGATAAACGACA 16
ORS925 BV006327 dinucleétido AC y-P32 200-220 | 200-220 201 ATGATTCTAAGTTGCGGTAGTGC GTTGGGTTTAAGTTGTTGCTTCC 1
ORS934 BV006334 dinucleétido AG NED 255 253 252 CGTTCCGATCTACAAGGTAAAGG AACATACACAAATCCACGCAGAG 6
ORS959 BV006356 dinucleétido GT HEX 247 236 240 CCGCTAAGTATAAACCGCCTATT CGTCCTCTTCGCATCAATCTTAT 1
ORS993 BV006383 dinucleétido AG FAM 334 330 327 GTGTTACAATCCTTGCGTCGATA CAAACCACAGGGACCAAAATG 16
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Nombre

N° de ac-

mafc(:dor cc_erslglgn tipo de motivo SSR Motivo Flouréforo Rl?lll-e\lzosﬁ :k(l:% Tan;asr;zgzzlelo Oligonucleétido sentido Oligonucleétido antisentido GL
TC12357 | TC12357 trinucledtido 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 dinucledtido TG HEX 306 308 305 AGAGGGAAGACACAAACTGAC AATCAACTCATCATCAATCCA 3
TC20625 | TC20625 trinucledtido GAG FAM 209 206 209 GGTGGTTCACAAACATAAGG CTTCTTCTCCATTTCCAATCT 4
TC21542 | TC21542 trinucledtido ATA FAM 240 242 237 AGTGAGGAGCACAAGCAA TGAACATCAACATCAAATCAA -
TC21689 | TC21689 trinucledtido GTG HEX 362 356 357 GTTACGGAGGTGGTGGTC CCAATAAACACAGAATCCAAA 4
TC21990 | TC21990 dinucledtido AT FAM 126 120 136 CCATAAGTGTTGCTCCCTTT TGATTCTCAGTTCCATTCCA -
TC22997 | TC22997 trinucledtido ATG HEX 240 246 232 GGTGTAAGGATGATTGGAAA AACATACGAAGAAAGCAGTAAAG -
TC23078 | TC23078 trinucledtido AGG FAM 194 200 198 GTCACGGAGGAAATACTG GCACAATAATAAGCACACCC -
TC23602 | TC23602 tetranucledtido GTTT FAM 198 201 200 TTCCAACACAAGGCATCA AAACAACAGTCACAATACATCAA 8
TC23762 | TC23762 InDel GTAGAAATTCTTTCTGAGGTA HEX 787 744 779 AAACTTCACGCAATGAGACT CAAGCTTCCCTACAAAGAAA 14
TC24343 | TC24343 tetranucledtido TTGT FAM 218 210 220 TAAGGCAAAGAACCAGGGAC ATGAAGCACAACTAAAGGCA 16
TC24992 | TC24992 trinucledtido AAT FAM 181 184 180 ACATTCACTTCTTCTCCATCA AGCCATACTGTCCTCCATACT 8
TC25054 | TC25054 pentanucledtido TTTAC HEX 313 307 318 TACCTTGACGATGACCAGA ACCTTACATTCCACCAAACA 16
TC26323 | TC26323 dinucledtido AT HEX 303 301 303 ATCACAAACCTCCTGACAAC CAACTCTTGGGTGGCTAA 17
TC26869 | TC26869 trinucledtido GAT HEX 277 280 288 AGAGGAGGAGTTTGTTGATGT CCAATAAACACAGAATCCAAA 16
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