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asta hace relativamente poco tiem-

po, la disponibilidad de marcado-

res moleculares basados en Poli-

morfismos de Simple Nucledtido
(SNP) era muy escasa en girasol. Los mi-
crosatélites o secuencias simples repetidas
(SSR), son los elegidos para el andlisis de
ligamiento por ser altamente polimérficos,
usualmente heredados de manera codo-
minante y cromosoma especificos. Sin
embargo, una desventaja de éstos, es que
existe cierta inestabilidad en el grado de
ligamiento con el locus que representan.
Esta desventaja puede ser superada con el
uso de marcadores funcionales de tipo
SNDPs (mutaciones puntuales) e InDels
(eventos de Insercion y/o Delecion). Es-
tos derivan de sitios polimérficos presen-
tes en regiones codificantes o reguladoras
de genes cuya funcién estd potencialmen-
te involucrada en la variacién observada
para un determinado cardcter agrondmi-
co. La utilizacién de sistemas masivos para
su evaluacién convierten a estos marcado-
res utiles tanto para la construccién de
mapas genéticos de alta densidad, como
para llevar a cabo estudios genéticos de
asociacion. Los estudios de asociacion
comprenden el analisis de la diversidad
nucleotidica, la estructura del desequilibrio
de ligamiento (LD) y la evaluacién de se-
leccidn. La diversidad nucleotidica es una
de las mayores fuentes de variacién fenoti-
pica, y por tanto, el estudio sistemdtico del
andlisis de asociacion entre SNPs y fenoti-
pos de interés, es actualmente una alterna-
tiva promisoria para la identificacion de

variantes alélicas causativas (Quantitative
Trait Nucleotides, QTNs), de las cuales
deriva una estrategia de seleccion asistida
directa basada en genes candidatos. Esta
metodologia facilita la seleccién de geno-
tipos superiores en base a su secuencia de
ADN reduciendo el costo de pruebas fe-
notipicas y posibilitando la seleccién para
caracteres complejos con alta interaccién
ambiental. Si bien esta estrategia es de de-
sarrollo reciente en plantas, existen casos
de aplicacién en maiz, cebada, arroz y tri-
go. En girasol, la potencialidad de la téc-
nica queda demostrada por el trabajo de
Kolkman y colaboradores (2004) [1] al
caracterizar alelos de la enzima que con-
fiere resistencia a imidazolinas y sulfoni-
lureas en girasol, y al desarrollar un siste-
ma de marcadores moleculares para mo-
nitorear la presencia de estas variantes
alélicas naturales en especies silvestres y
en nuevos hibridos. En cuanto a los and-
lisis de asociacion y diversidad alélica, Liu
y Burke (2006) [2] han examinado 9 lodi,
obteniendo una frecuencia de 1 SNP cada
38,8 bp para girasol cultivado. El objeti-
vo de este trabajo es evaluar el potencial
de los marcadores moleculares basados
en mutuaciones puntuales (SNPs) e in-
serciones y/o deleciones cortas (InDels)
para la caracterizacion genética del gira-
sol. Para ello se disefiaron oligonucledti-
dos especificos para amplificar regiones
de 500 1600 pb para 28 genes candida-
tos que fueron evaluados sobre dos ge-
notipos de un grupo de 19 lineas de gi-
rasol cultivado que incluye los parentales
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de dos poblaciones de mapeo en estudio.
E135,7 % de los oligonucledtidos inicia-
dores ensayados (10 de 28) originaron
un producto unico de amplificacién y
fueron utilizados para aislar la correspon-
diente regién gendmica en las restantes
lineas en evaluacién. Los fragmentos
obtenidos fueron secuenciados, logran-
dose un total de 7216 pb de lectura con-
fiable, siendo el 49 % de las secuencias
regiones codificantes. A partir de estas
secuencias se definieron 90 SNPs y
34 InDels usando el programa SeqSca-
pe v2.5 (Applied Biosystem). En prome-
dio esto representa 1 SNP cada 80 pb.

Paralelamente, se analizaron 55,532 ESTs
publicos de girasol usando el programa
SNP Discovery [3] encontrindose un
total de 47,531 SNDPs sobre 4 Mb anali-
zadas, lo cual arroja una frecuencia de
1 SNP cada 96 pb. Para confirmar ex-
perimentalmente estos polimorfismos y
estimar los valores de diversidad en el con-
junto de genotipos analizados en este tra-
bajo, se seleccionaron 31 candidatos
considerando los pardmetros de confia-

bilidad del SNT provistos por el progra-
ma. Lograron amplificarse 16 regiones y
de éstas, 12 se analizaron por secuencia-
cion. Los datos en conjunto permitieron
estimar la diversidad nucleotidica presen-
te, la frecuencia de SNPs e InDels y el
namero de haplotipos en cada gen candi-
dato utilizando el programa DNAsp [4].
Los datos preliminares obtenidos en este
trabajo sugieren que estos marcadores
podrian ser utilizados como herramien-
tas para la identificacion de caracteres
complejos en girasol.
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asta el momento y a nivel mun-

dial no existe el girasol transgéni-

co liberado al mercado, aunque sf

en forma controlada y experimen-
tal bajo todas las normativas que rigen
para los cultivos transgénicos, tanto en
empresas privadas como en entidades pu-
blicas. La investigacion en transgénesis en
girasol realizada en el Instituto de Bio-
tecnologia, INTA-Castelar, tiene dos ob-
jetivos, el primero es «aplicado» y el se-
gundo de «nvestigacion bdsica».

Para cumplir con ambos objetivos el gru-
po de Transformacion de Girasol desa-
rrollé un protocolo de transformacion
eficiente y reproducible donde la selec-
ci6én en kanamicina se realiza por forma-
cién de raices iz vitro y donde no se ob-
tienen escapes (Radonic y col., 2006).

En el primer caso, nuestro grupo busca
la obtencién de plantas de girasol con
capacidad para resistir el ataque de hon-

£0s.

La eleccion de este objetivo se debe a que
es ampliamente conocido que una im-
portante limitacién del cultivo son las en-
termedades provocadas por hongos, fun-
damentalmente la podredumbre del ca-
pitulo y la verticilosis, causadas por los
patégenos Sclevotinia sclevotiorum y
Verticillium dabline, respectivamente, las
que ademds de disminuir el rendimiento,
afectan la calidad de los productos.

Por otra parte, el mejoramiento genético
convencional no ha sido eficiente para

incorporar resistencia a estas enfermeda-
des, en parte por el limitado uso de fuen-
tes efectivas de resistencia genética a los
principales patégenos pero tambien de-
bido al cardcter poligénico de la resisten-
cia frente a patdgenos como Sclerotinia.

Existe desde hace mds de una década, la
solida evidencia de que la sobre-expre-
si6n de transgenes codificantes para pro-
teinas antifingicas pueden conferir pro-
teccién frente al ataque de patdgenos y
que esta proteccion se ve aumentada de-
bido al efecto sinérgico de la expresion
de dos o mds genes (Broglie y col., 1991;
Melchers y col., 1993). Los avances de
este trabajo se muestran en el poster TRAS-
FORMACION GENETICA DE GIRASOL
CON GENES ANTIFUNGICOS de este
mismo Congreso ASAGIR 2007.

El segundo objetivo estd relacionado con
la caracterizacién funcional de genes de
interés en plantas transgénicas, utilizan-
do girasol cultivado o especies modelo
como tabaco o lechuga. Esta ultima se
considera actualmente la especie modelo
dentro de la familia Compositae.

El desarrollo de herramientas relaciona-
das a la expresion eficiente de genes can-
didatos para caracteres de interés como la
resistencia a estreses bidticos y abidticos
en girasol, aislados y caracterizados en el
Instituto de Biotecnologfa, INTA Cas-
telar, es fundamental para validar la fun-
cién predicha por analisis #7 sifico. Esta
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estrategia permitird evaluar la expresién
espacio-temporal de genes candidatos a tra-
vés del andlisis de sobreexpresion o silencia-
mento génico, aspecto fundamental en el drea
de gendmica funcional para la validacién de
genes claves.

Esta aplicacion de la trangénesis para asistira la
genomica funcional constituye el punto de
partida para el desarrollo de marcadores fun-
cionales para el cultivo de girasol.
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