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Introduccion

El girasol ocupa una fraccion muy importante de la produccion e
industrializacion de semillas oleaginosas en Argentina. A pesar
de la importancia de este cultivo a nivel internacional, solo en
los ultimos afos se avanzo considerablemente en los estudios
genéticos y gendmicos de esta especie. No obstante lo cual, la
informacion derivada de los programas del drea gendémica de
girasol es auin considerablemente menor respecto a la generada
para otros cultivos de importancia agronémica como arroz,
soja, o maiz. Los proyectos genémicos actualmente en curso
se han concentrado en el desarrollo de un nimero importante
de marcadores moleculares que incluyen RFLPs, AFLPs, SSRs
y su utilizacién en la construccion de mapas genéticos de
girasol, con distinto grado de saturacion (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7).
Recientemente se han abordado proyectos genémicos de otro
tipo de marcadores moleculares, fundamentalmente aquellos
basados en secuencias que se expresan (ESTs), lo cual ha
ampliado considerablemente el nimero de secuencias publicas
en bases de datos internacionales durante el ultimo afo.. El
desarrollo de estas herramientas proporciona informacion
sumamente valiosa tanto para la identificacion varietal como
para su aplicacion en programas de mejoramiento para
caracteres agrondmicos de interés.

Objetivos

Los objetivos de este trabajo se orientan a complementar
areas basicas del conocimiento necesarias para responder a
las demandas tecnologias locales del cultivo. En este contexto
proponemos el desarrollo de marcadores moleculares basados
en secuencias que se expresan (ESTs) a partir de distintos
érganos de girasol y analogos de genes de resistencia (RGAs),
la evaluaciéon y organizacion de los mismos a partir de una
estrategia bioinformatica, y su ubicacion en un mapa de
ligamiento para asistir la seleccion de un grupo de marcadores
minimo que de una cobertura amplia del genoma para su
evaluacion como herramientas para la identificacion y la
reglamentacion de la proteccion varietal, la caracterizaciéon
gendmica de girasol y el mejoramiento asistido.

Este trabajo esta financiado por un subsidio ANCyT BID1201
OC-AR PID024.

Materiales y Métodos

Para el aislamiento y caracterizacion de ESTs se construyeron
colecciones de ADN copia diferenciales de hoja, tallo, raiz y flor
de distintos estadios de desarrollo, utilizando la estrategia de
hibridacién substractiva y selecciéon por PCR (8).

Para el aislamiento y caracterizacion de los RGAS se utilizaron
oligonucledtidos disefiados a partir de motivos estructurales
conservados (9).

Para el andlisis del las secuencias aisladas se utilizo una rutina
de anélisis

(Biopipeline®) desarrollada por Bioaxioma
(www.Bioaxioma.com) y la categorizacién funcional se realizo
por analisis comparativo con secuencias en bases de datos
utilizando el algoritmo BLAST (10) y por busqueda de motivos
conservados y dominios funcionales mediante comparacion
con bases de motivos (Pfam).

Para el mapeo genético se utiliza una seleccién compuesta por
SSRs publicos y propietarios desarrollados por INTA (Ha-x-ar;
6) y SSR publicos desarrollados por la Universidad de Oregon
(ORSx; 7), ESTs y RGA desarrollados en este trabajo. La
evaluacion de SSR se realiza por la técnica de PCR, siguiendo
la metodologia descripta previamente (5), mientras que los
ESTs se analizan por la técnica de RFLP y SSCP. El mapeo
se realiza sobre una poblacién de 114 lineas recombinantes
endocriadas (RILs) derivadas del cruzamiento PAC2 x RHA266
(suministradas por el Dr. Gentzbittel, Francia; 3, 4). Para el
analisis y la determinacion de grupos de ligamiento se utilizd
el programa MapMaker considerando un valor minimo de LOD
score de 3,0.

Resultados

Aislamiento y caracterizacion de ESTs

En la tabla 1 se resume la informacion de las secuencias de
ESTs aisladas y analizadas asi como el nimero de secuencias

2Bioaxioma (www.Bioaxioma.com)

diferenciales, tamafo de inserto y marco abierto de lectura
(ORF) promedio, por coleccion de ADN diferencial.

La Figura 1 resume la informacion derivada del analisis de
funcionalidad del total de las secuencias obtenidas basado en la
comparacion con secuencias nucleotidicas y proteicas en bases
de datos, utilizando el programa BLASTX

Aislamiento y caracterizacion de RGAs de girasol

Se analizé un total de 170 secuencias aisladas a partir de
distintos genotipos, utilizando distintas combinaciones de
“primers”; de estas 64 corresponden a secuencias Unicas. En la
Tabla 2 se muestran resultados de la comparacion con bases de
datos de algunas de las secuencias aisladas, previo analisis de
ensamblado en de secuencias.

Mapeo genético

Hasta el momento se han analizado 133 SSR HA-x-ar y 90 SSR
ORSx y 28 sondas derivadas de EST. De estos, 62, 29 y 11
marcadores respectivamente mostraron polimorfismos entre
las lineas parentales. El anélisis de segregacion se completd
para 50 HA-x-ar,, 29 SSR ORSx y 2 ESTs, de los cuales 26, 11y
2 agrupan en 14 de los 17 grupos de ligamiento descriptos para
la especie (3, 4, 7). De estos grupos, 8 estan referenciados los
mapas descriptos por Tang (7) a través de la asociacion de 11
ORS tal como lo muestra la Figura2

Conclusiones

- Se aislaron y caracterizaron funcionalmente 329
secuencias Unicas de girasol derivadas del proyecto ESTs y 64
derivadas del asilamiento de RGAs.

- Un numero significativo (aproximadamente 11%)
de las secuencias aisladas estan relacionadas con respuestas a
estreses bidticos y/o abidticos, constituyéndose en secuencias
de alto interés para su aplicacion en proyectos de mapeo y
caracterizacion funcional de caracteres agronémicamente
importantes para el girasol. Asimismo se aislaron secuencias
relacionadas con mecanismos de trascripcion génica,
transduccién de sefales y genes homedticos que aportan
herramientas para estudios mas basicos del girasol.

Se realizé un mapeo genético preliminar incluyendo
81 marcadores sobre 94 RILs de la poblacion RHA266xPAC2.. El
analisis de los marcadores utilizados muestra una distribucion
de los mismos en 14 de los 17 grupos de ligamiento de girasol.
Al final de este trabajo se espera integrar los marcadores
desarrollados en este proyecto y otros recientemente publicados
(7) en un mapa de ligamiento de ALFP y RFLPs (3, 4). Este recurso
permitira un aprovechamiento mas eficiente y econémico de
los datos disponibles para esta especie. Particularmente, los
resultados de esta tarea son de fundamental importancia para
el desarrollo de estudios destinados a la seleccion de un grupo
minimo de marcadores que asegure una cobertura amplia
del genoma para su evaluacion como herramientas para la
identificacion y la reglamentacién de la proteccion varietal.
Se espera que en un futuro cercano estas técnicas puedan ser
utilizadas como complementarias a los caracteres fenoldgicos
actualmente en uso para tal fin y que su aplicacion en estudios
de diversidad, permitan la evolucién del sistema de proteccion
de variedades.
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Tabla1.
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Colecciones de ADN copia diferenciales construidas a partir de
distintos 6rganos y/ o estadios de desarrollo de girasol
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Tabla 2.
Secuencias aisladas con primers dirigidos a motivos
conservados de RGAs
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Figura 2.
Grupos de ligamiento obtenidos del mapeo de
marcadores SSR en la poblacion RHA266xPAC2 (3,4).
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