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RESUMEN 

La especie Cynara cardunculus L., perteneciente a la familia Asteraceae, incluye tres 

variedades botánicas, completamente inter-fértiles: scolymus (alcaucil), altilis (cardo cultivado) y 

sylvestris (cardo silvestre). La producción de alcaucil fue tradicionalmente llevada a cabo 

mediante propagación vegetativa por medio de hijuelos. Sin embargo, en los últimos años se ha 

observado una tendencia a la utilización de cultivares propagados mediante semilla, dado que 

muestran buenos rendimientos y no presentan los problemas fitosanitarios propios de la 

propagación vegetativa. En este contexto, la producción de semillas híbridas resulta de interés 

ya que permite explotar el fenómeno de heterosis generando materiales de elevados 

rendimientos. La emasculación manual es una práctica extremadamente difícil, por lo tanto, es 

esencial contar con un sistema de andoresterilidad que permita una producción eficiente de 

híbridos. En el género, Cynara, sólo se han reportado casos de androesterilidad de tipo génica 

en el alcaucil; sin embargo, las bases de este fenómeno no han sido establecidas. El objetivo 

del presente proyecto de tesis fue dilucidar la herencia de la androesterilidad en Cynara 

cardunculus L. combinando la tecnología SRAP (Sequence related amplified polymorphism) y la 

estrategia de análisis de segregantes agrupados (BSA) con el fin de identificar marcadores 

moleculares asociados al gen ms, factibles de ser aplicados en programas de mejoramiento de 

la especie. Se desarrolló una población segregante para el carácter a partir de un progenitor 

alcaucil androestéril y un cardo cultivado como progenitor fértil. En la población F2 estudiada, la 

segregación del gen se ajustó al modelo de segregación monogénico (3:1), revelando que un 

único gen (ms) en estado de homocigosis recesiva determina la condición de androestéril en 

esta población. Se encontraron tres marcadores SRAP asociados al gen ms. El marcador más 

cercano (SRAP 7-10.1774) fue estimado a una distancia de 0,5 cM del gen ms mientras que los 

otros (SRAP 4-9-332 y SRAP 4-9.700), a 4,3 cM y 13,9 cM, respectivamente 
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ABSTRACT 

Cynara cardunculus L., member of the Asteraceae family, includes three botanical 

varieties, fully-inter-fertile: scolymus (globe artichoke), altilis (cultivated cardoon) and sylvestris 

(wild cardoon). The artichoke production was traditionally carried out through vegetative 

propagation using offshoots or suckers. However, several new seed propagated cultivars have 

been developed in recent years, which showed high yield and ruled out phytosanitary problems 

inherent to vegetative propagation. In this context, hybrid seeds production, which exploits the 

heterosis phenomenon producing high performance plants, is of global interest. Manual 

emasculation is extremely difficult; therefore, it is essential to have a male-sterility system to 

achieve an efficient hybrids production. In Cynara genus, genic male sterility was reported only 

in globe artichoke but the genetic bases of this phenomenon are poorly explored. The objective 

of this work was to elucidate the inheritance of genetic male sterility in Cynara cardunculus L. 

combining SRAP technology and a BSA approach and to identify molecular markers associated 

to ms genes, feasible to be applied for MAS in breeding. Segregation of the male sterility in our 

F2 population fit to a monogenic segregation model (3:1), revealing that only one gene (ms) is 

responsible, in homozygous recessive stage, to determine male sterile plants.  Three SRAP 

markers linked to the ms gene were found. The nearest marker (SRAP 7-10.1774) was 

estimated to be 0.5 cM from the ms gene whereas the others (SRAP 4-9.332 and SRAP 4-

9.700) were linked at 4.3 cM and 13.9 cM, respectively. 
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INTRODUCCIÓN 

1. El género Cynara 

El género Cynara perteneciente a la familia de las Asteraceas (Compositae) (Winklund, 

1992), con origen en la región mediterránea, comprende ocho especies y cuatro subespecies. 

La especie C. cardunculus L., la cual es la más importante desde el punto de vista económico, 

incluye tres variedades botánicas: scolymus (alcaucil o alcachofa), altilis (cardo cultivado) y 

sylvestris (cardo silvestre). Este último es reconocido como el progenitor silvestre de ambas 

formas cultivadas de la especie (Rottenberg et al., 1996; Lanteri et al., 2001). 

Las diversas formas de C. cardunculus, cultivadas y silvestres, son interfértiles y los 

híbridos generados entre ellas son viables y fértiles (Basnizki y Zohary, 1994). Sin embargo, 

existen fuertes barreras reproductivas que impiden la polinización cruzada entre estas 

variedades y las otras especies silvestres del género Cynara (Rottenberg y Zohary, 2005). Los 

cruzamientos de C. cardunculus con C. syriaca, C. algarbiensis, C. baetica y C. humillis, 

producen pocas semillas y los híbridos resultantes manifiestan usualmente esterilidad. De esta 

manera, quedan determinados dos complejos génicos.  

El complejo génico primario está constituido por el cardo silvestre (Cynara cardunculus 

L. var. sylvestris) y las dos formas cultivadas: Cynara cardunculus L. var. scolymus (alcaucil o 

alcachofa) y Cynara cardunculus var. altilis (cardo comestible). El complejo génico secundario 

incluye sólo especies silvestres: C.syriaca Boisser, C. cornígera Lindley, C. cirenaica Maire y 

Weiller, C. algarbiensis Coss. ExMariz, C. baetica (Spreng.) Pau y C. humilis L., las que, como 

se mencionó, presentan cierto grado de aislamiento reproductivo con las especies del complejo 

génico primario (Rottenberg y Zohary, 2005). 

1.1. Cynara cardunculus L. 

Tanto las consideraciones fenotípicas (Foury, 1987), como las inferencias basadas en 

estudios isoenzimáticos (Rottenberg et al., 1996) y marcadores basados en ADN (Lanteri et al., 

2004a; Acquadro et al., 2005a; Cravero et al., 2007) corroboran que el alcaucil y el cardo
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cultivado están genéticamente relacionados con el cardo silvestre y que las tres variedades 

botánicas conforman una única especie, Cynara cardunculus (Sonnante et al., 2007). Por otra 

parte, estudios de ADN (Lanteri et al., 2004a; Acquadro et al., 2005a), citogenéticos y basados 

en isoenzimas (Rottenberg et al., 1996) han confirmado que el cardo silvestre es el ancestro 

común de ambas formas cultivadas (Sonnante et al., 2007). A partir del cardo silvestre, 

mediante un proceso de selección divergente, uno para características foliares y otro para 

características relacionadas con el capítulo, habrían surgido el cardo comestible y el alcaucil,  

respectivamente (Lanteri et al., 2004a; Portis et al., 2005a). Barbieri (1959) sugirió que los tipos 

no espinosos de alcaucil evolucionaron a partir de los tipos espinosos, sin embargo, la alta 

diferenciación genética detectada entre los tipos espinosos y sin espinas no excluye la 

posibilidad de eventos de domesticación separados (Lanteri et al., 2004b).  

C. cardunculus es una especie diploide (2n=2x=34) con un tamaño medio del genoma 

estimado por citometría de flujo en 1,07Gb (Marie y Brown, 1993). En el primer y único genoma 

ensamblado y publicado de la especie (www.artichokegenome.unito.it), en el año 2016, se 

estimó un tamaño de 1084Mb; siendo cercano al estimado por citometría de flujo. Dentro de las 

compuestas, también fueron publicados durante el año 2017, los genomas completos Latuca 

sativa L (lechuga, http://lgr.genomecenter.ucdavis. edu; Genome Project ID: PRJNA68025) y 

Helianthus annus L (girasol, http://www.sunflowergenome.org; Genome Project ID: 

PRJNA64989), con tamaños estimados en 2,7Gb y 3,6Gb respectivamente. Esta gran diferencia 

en cuanto al tamaño del genoma y por ende también en el contenido de ADN entre C. 

cardunculus y las otras compuestas, especialmente con el girasol, con el cual comparten el 

mismo número de cromosomas, puede deberse a que los cromosomas de Cynara cardunculus 

son de menor tamaño y presumiblemente contienen el 50% menos de secuencias nucleotídicas 

repetitivas (Bennett y Leitch, 1997). 

Actualmente, es posible encontrar ejemplares de Cynara cardunculus entre los 25-64° 

de latitud en ambos hemisferios. El rango de temperatura para su crecimiento varía entre los 7-

38°C, aunque se reportaron casos en los cuales la especie soportó temperaturas de 40°C y por 

debajo de los -7°C durante periodos de dormancia. En cuanto a las condiciones del suelo, 

normalmente se observa buen crecimiento en el rango de pH de 5-7,5; salinidad 4-10 dS cm-1 y 

50-150 cm de profundidad (FAO, ECOCROP). 
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Es una especie herbácea, perenne, con ciclo de desarrollo anual. Los frutos maduran en 

el verano y posteriormente, la parte aérea de la planta se seca. Sin embargo, los órganos 

subterráneos (raíz y brotes) permanecen latentes. El crecimiento de la planta durante el primer 

año, es usualmente lento debido a que, tanto el crecimiento de los órganos aéreos como el de 

las partes subterráneas se produce exclusivamente a expensas de nuevos fotoasimilados. Las 

raíces actúan como órgano de almacenamiento de carbohidratos (principalmente inulina) que 

aseguran el suministro de los componentes necesarios para el rebrote de la planta a principios 

del otoño cuando las condiciones climáticas son más favorables; en este momento comienza un 

nuevo ciclo de crecimiento. Los brotes comienzan a  crecer a nivel del suelo, para luego dar 

lugar a las hojas. En este estadío vegetativo, la planta atraviesa el invierno y la primavera. Al 

igual que en el primer ciclo, la planta florece en la primavera tardía y completa su desarrollo en 

el verano. El desarrollo de las hojas y el crecimiento completo de la planta, en este segundo 

ciclo es más rápido debido a que el cultivo se establece durante su primer ciclo y a partir de 

este segundo ciclo, la mayor parte de los fotoasimilados se destinan al incremento de su 

biomasa (Gominho et al., 2018).    

1.1.1 El cardo silvestre  

Dentro del género, C.carcunculus var. sylvestris (Fig.1) es quien presenta la mayor 

distribución geográfica. Nativo de la zona central-oeste de la región Mediterránea, se extiende 

desde las Islas Canarias y Madeira hasta regiones del este como Chipre y Turquía (costa del 

Mar Negro) (Rottenberg y Zohary, 2005). Ha llegado a colonizar áreas de la región Pampeana 

en América del Sur y más recientemente México y California, así como también vastas áreas de 

Australia.  

Su hábitat está representado por terrenos áridos, profundos y arenosos con una alta 

exposición al sol (Pignone y Sonnante, 2004), encontrándose generalmente en los bordes de 

campos y caminos.  

Su propagación se lleva a cabo mediante semillas. Análisis genéticos, basados en 

diversos marcadores moleculares, han evidenciado un alto nivel de diversidad genética tanto 

entre como dentro de las poblaciones naturales (Portis et al., 2005c; Cravero et al., 2007).
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1.1.2 El cardo cultivado 

Esta variedad botánica se propaga de manera sexual a través de semillas, 

seleccionadas según características fenotípicas de la planta y se maneja como un cultivo anual.  

Sus hojas y nervaduras son la parte comestible de la planta (Fig. 2), utilizadas en platos típicos 

italianos, franceses o españoles. Además, constituye una importante fuente de compuestos 

polifenólicos como flavonoides y ácidos fenólicos que actúan como antioxidantes. 

Análisis basados en marcadores microsatélites (SSR) y AFLP (Amplified Fragment 

Length Polymorphism) han demostrado un alto grado de variación genética entre los tipos 

varietales (Portis et al., 2005b). 

 

Fig.1: Cardo silvestre Fig.1: Cardo silvestre 
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1.1.3 El alcaucil 

La producción de alcaucil se basó, durante décadas, principalmente en la propagación 

vegetativa de clones a través de hijuelos, lo cual asegura altos rendimientos de mercado del 

producto debido a que es posible perpetuar ciertas combinaciones de genes generadas por 

cruzamientos entre clones que muestran altos niveles de heterosis (Hammer, 1988; Balloux et 

al., 2003; Calabrese et al., 2019). Sin embargo, en los últimos años se ha observado una 

tendencia a la utilización de cultivares propagados mediante semillas dado que muestran 

buenos rendimientos y no presentan los problemas fitosanitarios típicos de la propagación 

vegetativa.  

Originario de la región Mediterránea, fue introducido en Argentina a principio del siglo 

XVIII por los inmigrantes europeos, donde logró adaptarse a las características tanto climáticas 

como edáficas locales (García et al., 2005). El mayor núcleo productivo se ubica en la zona de 

La Plata (Buenos Aires), con 64% de la superficie total del país, siguiéndole en importancia el 

Cinturón Hortícola de Rosario (Santa Fe) con 14% y, con un valor análogo, la región de Cuyo 

(San Juan y Mendoza). Además, existen otros núcleos productivos más pequeños en los

Fig. 2: Cardo cultivado 
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cinturones hortícolas de grandes ciudades como Mar del Plata, Córdoba, Tucumán, etc.(García 

et al., 2017). 

1.2. Usos e importancia económica de Cynara cardunculus. 

 La especie ha sido estudiada como materia prima de múltiples usos, desde los 

convencionales, como cultivo hortícola para la producción de cabeza/capítulos para consumo 

en fresco o como corazones procesados en el caso del alcaucil o bien como hojas o pencas 

frescas en el caso del cardo, hasta nuevas aplicaciones industriales como biocombustible 

(sólido, líquido y gaseoso) a partir de su biomasa o de sus semillas, obtención de celulosa y 

pulpa de papel, así como también como fuente de productos nutraceúticos o como alimento 

funcional debido a su alto contenido de compuestos polifenólicos (Ceccarelli et al., 2010; Reolon 

da Costa et al., 2016). Su gran contenido de material volátil (superior al 75%) confiere una 

ventaja para la gasificación de la biomasa, y dado que esta gasificación produce un gas con 

bajo contenido de nitrógeno y alto contenido de hidrógeno, podría ser utilizado como 

combustible para la producción de energía eléctrica (Encinar et al., 2002). Además, las semillas 

son ricas en lípidos conteniendo aproximadamente un 24% de aceite con un 5,6% de agua; 

razón por la cual diferentes estudios tienen como objetivo la producción de biodiesel utilizando 

el aceite crudo (Foti et al., 1999; Fernández et al., 2006; Mancini et al., 2019). Por otra parte, la 

composición química muestra a la biomasa de Cynara como una fuente importante de azúcar 

pudiendo ser utilizada en la producción de etanol por medio de la fermentación (Ballesteros et 

al., 2007).  

 Cynara cardunculus, es consumido como un producto dietético y medicinal desde 

tiempos ancestrales. Por ejemplo, infusiones de las hojas de cardo son comúnmente usadas 

como diuréticos, coleréticos y efectos hepatoprotectores. Sus propiedades farmacológicas son 

atribuidas principalmente a los compuestos polifenólicos (ácidos cafeolquínicos) como son los 

flavonoides, antocianinas, sesquiterpenos y triterpenos, mientras que sus efectos probióticos y 

nutricionales se deben a la inulina. En la literatura, se encuentran reportadas numerosas 

actividades farmacológicas y estudios relacionados a la protección hepática, acción 

antioxidante, anticancerígena, anti HIV, diurética, antiinflamatoria, antiviral, antimicrobial, etc. 

(Pandino et al., 2013; Kukićet al., 2008; Falleh et al., 2008; Valentão et al., 2002; Ramos et al., 

2014 y 2016; Brás et al., 2015; Kuczmannová, 2015). 
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Particularmente la variedad scolymus (alcaucil) contribuye significativamente a la 

economía de la región Mediterránea, siendo Italia el primer productor con 387.803 toneladas (t), 

seguido por España con 223.150 t y Egipto con 185.695 t; quedando Argentina en un 4° lugar 

(FAO data 2017: http://faostat.fao.org/). En nuestro país, el alcaucil fue introducido por los 

inmigrantes europeos (principalmente italianos y españoles) luego de la segunda guerra 

mundial. Se estima un área cultivada 4.472 ha, con una producción de 108.683 t; siendo el 

rendimiento promedio de 24,30 t/ha. 

1.3. Características botánicas 

 Las plantas pertenecientes a la especie Cynara cardunculus, son robustas, ramificadas 

desde su base y pueden alcanzar los 2 m de altura. Presentan hojas lanceoladas, que crecen 

desde la base en forma de roseta y mantienen su densidad a lo largo del tallo. Poseen una raíz 

principal profunda y carnosa. Como en otras especies de la familia Asteraceae, las flores se 

encuentran agrupadas en una inflorescencia denominada capítulo. Los mismos, se encuentran 

recubiertos por brácteas (65-110 brácteas por capítulo) que se disponen en 5-8 series, siendo 

las más externas ligeramente triangulares mientras que hacia el interior adoptan una forma 

oblonga. En el interior, 80-240 flores completas y tubulosas, con corola gamopétala y el limbo 

profundamente pentapartido, se encuentran subtendidas en un receptáculo carnoso. La corola 

generalmente presenta un color violeta pálido u oscuro, haciendo a las flores llamativas para los 

polinizadores. Con menor frecuencia se observan también, algunas inflorescencias de color 

blanco o blanco con violeta. El fruto es una cipsela (aquenio con ovario ínfero) coronada por un 

papus plumoso, comúnmente llamada semilla o grano (Gominho et al., 2018).   

 La especie es autocompatible y se reproduce de manera sexual a través de los 

aquenios, aunque puede multiplicarse vegetativamente a partir de las yemas de su base. Su 

alogamia es promovida por la protandria. La marcha de la antesis en el capítulo comienza 

desde el exterior hacia el interior de manera centrípeta. La superficie del estigma se encuentra 

receptiva 2-3 días después de la liberación de polen, por lo cual, si bien la autofecundación no 

puede darse en una misma flor, si puede ocurrir a nivel del capítulo.  

Especialmente, el alcaucil, debido a la alogamia, es altamente heterocigota y sufre una 

marcada depresión endogámica cuando es forzado a la autofecundación (Cravero et al., 2002). 

Sin embargo, cruzas entre clones o plantas con bajos niveles de endocría han mostrado 



Introducción 

 

 

8 
 

elevados niveles de heterosis, superando las progenies en hasta más del 80% la producción de 

los parentales en algunos cruzamientos (Principe, 1984). El aprovechamiento de esta heterosis 

se maximiza mediante el desarrollo de semilla híbrida para lo cual resulta indispensable contar 

con un sistema de androesterilidad (Morison et al., 2000). 

2. Vigor híbrido o Heterosis  

El concepto de vigor híbrido surgió gradualmente durante el siglo XVIII a partir de las 

observaciones realizadas por J.G. Koelreuter en Nicotiana, Dianthus, Verbascum, Mirabilis y 

Datura, confirmadas posteriormente por Darwin en diversos vegetales. Este fenómeno fue 

bautizado como “heterosis” por George Shull a comienzo del siglo XX y puede definirse como el 

incremento en el tamaño, vigor y/o productividad de un individuo híbrido respecto de sus 

progenitores. 

Como se mencionó anteriormente, el aprovechamiento de la heterosis se maximiza 

mediante el desarrollo de materiales híbridos. Para la producción de semilla híbrida, en una 

especie autocompatible y alógama, es necesario, por un lado, mantener los parentales en 

condiciones de aislamiento de manera tal de evitar la contaminación con polen exógeno, y, por 

otra parte, realizar emasculación manual o química del progenitor femenino, a fin de impedir 

posibles autofecundaciones.  

El mejoramiento genético del alcaucil se ha orientado, en los últimos años, a la 

producción de materiales multiplicables por semillas. Como resultados de estos programas de 

mejoramiento, un considerable número de nuevos cultivares, variedades OP (Open-pollinated) o 

híbridos, han sido desarrollados y exitosamente introducidos en varios países, ganando 

popularidad por resultar más homogéneos que las variedades clonales para distintos caracteres 

de importancia agronómica (coloración, forma, peso y compacidad de los capítulos, entre otros), 

incrementar el rendimiento, mejorar el estado fitosanitario de las plantas y constituir un sistema 

de propagación más económico que el vegetativo (Pagnotta et al., 2016; Rey et al., 2016; 

Saccardo et al., 2013; López Anido et al., 2010). 

Dadas las dificultades en la obtención de líneas endocriadas en sentido estricto 

(homocigotas), debido a que autofecundaciones repetidas producen disminución del vigor y 

productividad de las plantas, lo que normalmente se denominan híbridos en alcaucil son en 
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realidad la primera generación filial procedente del cruzamiento de dos tipos parentales con 

cierto grado de endocría (Runge y Patterson, 2006) y no verdaderas F1 mendelianas (Calabrese 

et al., 2019). 

Los primeros híbridos de alcaucil fueron utilizados en Israel y Estados Unidos (Basnizki y 

Zohary, 1987, 1994). Actualmente, en la base de datos europea de plantas cultivadas 

(http://ec.europa.eu), un total de 55 variedades de alcaucil se encuentran registradas, de las 

cuales 30 son híbridos (Calabrese et al., 2019).Estos materiales son comercializados por 

diferentes empresas tales como Bayer (Ej.: “Opal”, “Concerto”, “Madrigal”, “Harmony”, 

“Simphony”), Agriseeds (Ej.: “Rinaldo”, “Amos”, “Napoleon”), Big Heart Seed (“Romolo”), y 

Semiorto (“Romolo” e “Istar”) (Rey et al., 2016). 

Un evento importante, que facilitó el proceso de obtención de híbridos en alcaucil, 

evitando la polinización con polen no deseado, fue el descubrimiento de un sistema de 

androesterilidad. 

3. Androesterilidad 

La androesterilidad o esterilidad masculina en plantas se define como la incapacidad de 

producir o liberar granos de polen funcionales. Las manifestaciones fenotípicas son muy 

diversas, desde la ausencia completa de los órganos masculinos, desarrollo anormal de los 

tejidos esporogénicos (ausencia de meiosis), aborto de los granos de polen en cualquiera de las 

etapas de desarrollo, ausencia de dehiscencia en los estambres o incapacidad del polen 

maduro para germinar en un estigma compatible (Budar y Pelletier, 2001). Según su origen, 

puede clasificarse en tres categorías: 

Androesterilidad nuclear: también conocida como androesterilidad génica, la cual está 

regida por genes nucleares y se ha encontrado en más de 175 especies vegetales (Kaul, 1988). 

Generalmente, se trata de uno o pocos genes (mono u oligogénica) que inhiben el desarrollo 

normal de las anteras y/o del polen y en su mayoría son de tipo recesivas como es el caso de 

tomate, cebada, lima, aunque también se han observados algunas de tipo dominante como por 

ejemplo en repollo y brócoli (Hussain et al., 2018). Además, la expresión de un gen particular 

puede ser completa, de modo que no se formará polen viable en las flores androestériles; o bien
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la expresión del gen puede ser parcial, lo que permite que se formen pequeñas cantidades de 

polen viable (Kumar, 2013). 

Androesterilidad citoplasmática: está determinada por genes mitocondriales y se hereda 

por vía materna, siempre que se disponga de un polinizador. Es la menos común y la 

descendencia de una planta androestéril, será siempre androestéril.  Ej. rábano (Oruga, 1968). 

Androesterilidad núcleo-citoplásmica: depende de la combinación de la acción de genes 

ubicados en el núcleo y en organelas citoplasmáticas (mitocondrias y cloroplastos). En estos 

sistemas, la androesterilidad está controlada por el citoplasma en combinación con genes 

restauradores de la fertilidad presentes en el núcleo, por lo cual, la descendencia obtenida 

mediante el cruzamiento de una planta androestéril y una planta fértil, podrá ser androestéril o 

fértil dependiendo del genotipo que se utilice como progenitor masculino (Kumar, 2013). Este 

tipo de androesterilidad ha sido reportada en arroz (Guo y Liu, 2009), girasol (Whelan, 1980), 

maíz (Schnable y Wise, 1998), entre otros. 

Desde el punto de vista estructural/funcional, la andoresterilidad en plantas puede ser 

dividida en tres categorías: (i) esterilidad del polen, en la cual no se producen granos de polen o 

bien su producción es extremadamente escasa y los mismos han perdido su funcionalidad; (ii) 

androesterilidad estructural, donde los estambres se encuentran malformados, no son 

funcionales o desaparecieron por completo; y (iii) androesterilidad funcional, donde se producen 

granos de polen viable que se encuentran en anteras indehiscentes y así su funcionalidad se 

encuentra impedida (Hussain et al., 2018). 

Como se mencionó en el apartado anterior, el uso de la androesterilidad para la 

producción de semillas híbridas, es de gran importancia ya que evita los inconvenientes 

generados por la emasculación mecánica o química, las cuales suelen no ser metodologías cien 

por ciento eficientes. El primer sistema de androesterilidad utilizado para la producción de 

semilla, fue desarrollado en cebolla (Jones y Clarke, 1943). Posteriormente, se desarrollaron 

otros en una amplia variedad de cultivos tales como remolacha azucarera, maíz, sorgo, girasol, 

arroz, colza, zanahoria (Frankel y Galun, 1977). La producción de variedades híbridas en maíz 

(a partir de la década del ‟30 en Estados Unidos) y en arroz (desde 1976 en China) es 

considerado el logro más significativo y exitoso del mejoramiento en el siglo XX. A partir de la 

introducción de híbridos, el rendimiento de maíz estadounidense aumentó seis veces en el 
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período comprendido entre 1930-1990 comparado con la performance de variedades de 

polinización abierta (Stuber, 1994). En China, el rendimiento de arroz híbrido superó en un 20-

30% al rendimiento de las líneas puras (Li y Yuan, 2000). En ambos casos (en los que rige un 

sistema de androesterilidad núcleo-citoplasmática), el desarrollo de líneas androestériles y 

líneas restauradoras de la fertilidad, fue esencial para permitir la producción de semillas 

híbridas. La androesterilidad génica, proporciona una esterilidad estable y completa y los genes 

que la gobiernan suelen ser fáciles de transferir (Raja et al., 2018). Además, no requiere líneas 

mantenedoras y restauradoras para el desarrollo de híbridos, siempre que el cultivo en cuestión 

permita algún tipo de reproducción alternativo de los materiales androestériles, como ser 

reproducción vegetativa natural o bien inducida en laboratorio tal como el cultivo in vitro. 

Dentro de la especie Cynara cardunculus, sólo se ha detectado, hasta la fecha, 

androesterilidad en la variedad botánica scolymus (alcaucil), siendo la misma de tipo génica, 

mientras que ningún tipo de androesterilidad ha sido observada en las variedades altilis y 

sylvestris (cardo cultivado y silvestre, respectivamente). El primer registro de androesterilidad en 

la especie fue reportado por Principe (1984), quien identificó tres individuos androestériles en 

una familia de hermanos completos generados a partir del cruzamiento de dos progenitores 

androfértiles. Mediante retrocruzamientos de estas tres plantas hacia su progenitor materno, 

utilizando este último como dador de polen en las retrocruzas, estableció que esta 

androesterilidad está regida por un único locus que en estado homocigota recesivo produce 

individuos androestériles, y al cual designó como ms1. Más tarde, Basnizki y Zohary (1994 y 

1998) informaron otros dos genes que en estado recesivo determinarían dicho carácter, los 

cuales fueron designados como ms2 y ms3. El gen ms2 fue encontrado en una progenie 

originada a partir de la variedad comercial de alcaucil "Cavo", en la cual observaron granos de 

polen en gran parte no turgentes y casi en su totalidad abortados, fenotipo semejante al 

observado en los individuos portadores del gen ms1 reportado por Príncipe (1984). Sin 

embargo, nunca se realizó una prueba de alelismo que permitiera definir si se trataba del mismo 

gen o de genes diferentes. Mientras que el gen al cual denominaron ms3 se identificó en una 

progenie originada a partir de un individuo perteneciente a la variedad "Tudela", la cual 

presentaba anteras totalmente estériles. Posteriormente, Stamigna et al. (2004) propusieron un 

modelo digénico con epítasis doble dominante al observar una segregación 15:1 (androfértiles: 

androestériles) en una población F2. Los individuos androestériles serían aquellos con 

constitución génica homocigota recesiva para los dos loci que rigen el carácter. Recientemente 
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López Anido et al. (2016) evaluaron dos generaciones (F2 y BC2) derivadas del cruzamiento 

entre una planta de alcaucil androestéril, detectada en la progenie obtenida por 

autofecundación de la cruza ((MSxReri)x(CadaxRiga)), y la variedad OP (Open pollination) de 

cardo cultivado Blanc Ameliere Semence. En ambas generaciones observaron una segregación 

del carácter androesterilidad que se ajustaba a la proporción 15:1 correspondiente a la 

segregación de dos loci con epistasis doble dominante, tal como fuera propuesto por Stamigna 

et al. (2004). Sin embargo, al hacer una evaluación más exhaustiva en cuanto a la producción 

de polen en las plantas de la generación BC2, identificaron un grupo de plantas con poca 

producción de polen, las cuales inicialmente habían sido clasificadas como plantas fértiles 

(productoras normales de polen). De este modo, considerando este tercer grupo de plantas, 

determinaron que la segregación observada se ajustaba a una proporción 12:3:1, la cual 

corresponde a la segregación de dos genes con epistasis simple dominante.  

Dentro de la misma familia Asteraceae, se reportaron casos similares de 

androesterilidad regida por genes recesivos. Hayashi et al. (2011) identificaron el gen ms-S 

responsable de la androesterilidad en lechuga. Por otra parte, cerca de treinta fuentes de 

androesterilidad génica fueron aisladas en girasol, diez de las cuales están bajo el control de 

cinco genes, designados ms1-ms5 (Vranceanu, 1970). Además, se designaron otros cuatro 

genes como ms6-ms9 en una población en la cual la androesterilidad fue inducida por 

mitomicina C y estreptomicina (Jan y Rutger 1988; Jan 1992). Jan (1992) describió también los 

genes ms10 y ms11, los cuales fueron mapeados en los grupos de ligamiento 11 y 8 

respectivamente (Pérez-Vich et al., 2005); mientras que el gen ms9 fue mapeado en el grupo de 

ligamiento 10 del mapa genético de girasol (Chen et al., 2006). 

4. Marcadores moleculares 

El término marcador molecular hace referencia a porciones del genoma que ocupan una 

posición determinada dentro de un cromosoma (locus) y evidencian variaciones a nivel de la 

secuencia de ADN entre individuos o entre especies (polimorfismo) que se heredan de manera 

mendeliana. Son de gran utilidad en estudios de genética evolutiva, poblacional, identificación 

de variedades, desarrollo de mapas de ligamiento, etc. Diversos marcadores moleculares han 

sido desarrollados y exitosamente aplicados en genética y actividades de mejoramiento en 
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diversos cultivos agrícolas. Un marcador molecular ideal debería ser codominante, estar 

igualmente repartido en todo el genoma, altamente reproducible y con capacidad para detectar 

un mayor nivel de polimorfismo (Nadeem et al., 2018). 

Los estudios moleculares en la especie C. cardunculus comenzaron hace unos 20 años. 

Los estudios iniciales se centraron en la evaluación de la variabilidad genética en las 

colecciones de germoplasma conformadas tanto por variedades comerciales de alcaucil, así 

como por variedades locales (landraces). Por lo general, estos estudios también incluyeron la 

evaluación de accesiones de cardos cultivados y cardos silvestres, variedades botánicas 

pertenecientes a la misma especie. Varios marcadores moleculares como RAPD (Fragmentos 

polimórficos amplificados al azar) (Lanteri et al., 2001; Sonnante et al., 2002), AFLP 

(Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados) (Lanteri et al., 2004a; Pagnotta et al., 

2004; Portis et al., 2005ayb; Acquadro et al., 2009), SSR (microsatélites) (Aqcuadro et al., 2003; 

2005; Sonnante et al., 2008), SRAP (Polimorfismos amplificados de secuencias relacionadas) 

(Casadevall et al., 2011; Cravero et al., 2007 y 2019) e Indels (Inserciones o deleciones de 

nucleótidos) (Scaglione et al., 2009) fueron aplicados en estudios de diversidad genética, 

conservación de germoplasma y desarrollo de colecciones núcleo. 

A fin de conocer la organización del genoma e identificar regiones codificantes de 

características de interés agronómico, se han llevado a cabo estudios, basados en el uso de 

técnicas de marcadores moleculares, con el objetivo de desarrollar mapas de ligamiento de la 

especie. Hasta el momento, se han desarrollado cinco mapas de ligamiento utilizando la 

estrategia de mapeo pseudotestcross y diversas combinaciones de marcadores moleculares 

(Lanteri et al., 2006, Portis et al., 2009 y 2012, Sonnante et al., 2011, Martin et al., 2013). La 

mayoría de estos mapas fueron utilizados para identificar y localizar características 

agronómicas  regidas por un simple locus o inclusive para la localización de las regiones 

génicas implicadas en caracteres cuantitativos (QTLs, locus de un carácter cuantitativo). Los 

loci codificantes para caracteres simples como espinosidad en capitulo, espinosidad en hoja y 

coloración del capítulo fueron identificados y mapeados por Lanteri et al (2006), Sonnante et al. 

(2011) y Martin et al. (2013). Mientras que QTLs asociados al rendimiento y sus componentes 

fueron identificados por Portis et al. (2014) y Martin et al. (2016). 

Si bien distintos tipos de marcadores moleculares han sido aplicados en la especie con 

diversos objetivos,  hasta la fecha no se ha reportado la aplicación de este tipo de tecnología  
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para el estudio de la androesterilidad. Diferentes tipos de marcadores moleculares han sido 

utilizados para identificar loci de androesterilidad génica en otras especies, tales como STS 

(Sitios con marca de secuencia) en  repollo chino (Brassica rapa) (Ying et al., 2003), CAPS 

(Secuencia polimórfica amplificada y cortada) en pimiento picante (Capsicum annuum) (Lee et 

al., 2010), SCAR (Regiones amplificadas caracterizadas y secuenciadas) y CAPS en lechuga 

(Lactuca sativa) (Hayashi et al., 2011) y SNP (Polimorfismo de nucleótido único) en algodón 

(Feng et al., 2015). 

4.1. Marcadores moleculares microsatélites (SSR) 

Los marcadores microsatélites son segmentos cortos de ADN, con un patrón específico 

de 1 a 6 pares de bases repetidas en tándem hasta 60 veces que se hallan en el genoma del 

núcleo y las organelas. Se encuentran distribuidos densa y homogéneamente por todo el 

genoma, tanto en regiones codificantes como no codificantes, si bien son menos abundantes en 

los exones (Kalia et al., 2011). Durante la replicación del ADN puede ocurrir un deslizamiento de 

la ADN polimerasa en la región repetida de la hebra molde que va a originar una expansión o 

contracción de la región en la nueva hebra replicada, si el error no es corregido.  

Debido a su variabilidad, codominancia y su relativa facilidad de análisis, los 

microsatélites son considerados como uno de los marcadores moleculares más poderosos, pero 

su desarrollo ha sido una de las limitantes para su utilización. En la especie C. cardunculus se 

han desarrollado una cantidad limitada de este tipo de marcadores. Los primeros microsatélites 

de la especie fueron desarrollados por Acquadro et al. (2005 a y b), constituyendo un set de 37  

marcadores los cuales fueron aplicados en estudios de diversidad. Posteriormente, 23 nuevos 

SSR desarrollados por Sonnante et al. (2008), se utilizaron para caracterizar una colección de 

germoplasmas de la especie que incluía las tres variedades botánicas, permitiendo identificar 

alelos específicos para cada variedad botánica. Más tarde, un set de 61 microsatélites 

denominados CELMS, desarrollados por Acquadro et al. (2009), fueron aplicados en el 

desarrollo de algunos de los mapas de ligamiento de la especie (Portis et al., 2009 y 2012, 

Martin et al., 2013).  

4.2. Marcadores moleculares de tipo SRAP  

El Polimorfismo Amplificado de Secuencias Relacionadas (SRAP) es una técnica de 

marcadores moleculares basados en PCR desarrollada por Li y Quiros (2001). Este sistema 
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tiene como objetivo la amplificación de fragmentos de lectura abierta (Open Reading Frames - 

ORFs) usando dos cebadores (directo y reverso). Constituyen un sistema simple y eficiente que 

fue adaptado para varios propósitos como ser: caracterización de germoplasma en distintas 

especies de coles (Li y Quiros, 2001), algodón (Lin et al., 2003), zapallo (Ferriol et al., 2004), 

alcaucil (Cravero et al., 2007), arveja (Espósito et al., 2007) y lenteja (Bermejo et al., 2010); 

para detección de marcadores asociados a un carácter de interés, como el gen BoGLSALK en 

col silvestre (Li y Quiros, 2001), el gen de resistencia al virus CeMV en apio (Ruiz et al., 2001), 

genes asociados al color de la cubierta de la semilla en nabo (Rahman et al., 2007) o genes 

para coloración en capitulo y precocidad en producción en alcaucil (Martin et al., 2008); y para 

construcción de mapas de ligamiento en coles (Li y Quiros, 2001; Sun et al., 2007), algodón (Lin 

et al., 2003), alcaucil y cardo silvestre (Martin et al., 2013) y arveja (Guindón et al., 2016). 

Los cebadores, tanto directo (F) como reverso (R), consisten en una secuencia de 17 o 

18 nucleótidos de longitud. Cada cebador contiene una secuencia central (core) de una longitud 

de 13 -14 bases, donde las primeras 10 u 11 bases a partir del  extremo 5‟ son secuencias 

“relleno” no específicas, seguidas por la secuencia CCGG en el cebador directo y AATT en el 

cebador reverso (Fig. 3). La secuencia central es seguida por tres nucleótidos selectivos en el 

3´ terminal.  El diseño de estos cebadores estuvo relacionado con el hallazgo de que el 66% de 

los motivos ricos en CCGG se localizan dentro de exones en 20 cromosomas artificiales 

bacterianos (BACs) seleccionados de la base de datos Genbank de Arabidopsis. Por tanto, los 

cebadores directos estarían orientados a la amplificación preferencial de exones, mientras que 

la secuencia AATT en el cebador reverso tiene como objetivo la amplificación de las secuencias 

ricas en AT, las cuales se encuentra frecuentemente en intrones, promotores y regiones 

espaciadoras “spacers”, donde se suele observar mayor variabilidad. De esta manera, se 

generan bandas polimórficas basadas tanto en intrones como en  exones (Li y Quiros, 2001).
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Dentro de las ventajas de estos marcadores pueden destacarse su simplicidad y 

confiabilidad, así como también que no son cultivo específico permitiendo que un mismo 

cebador (o combinación de cebadores) pueda ser utilizado en diversas especies. Además, 

resultan de bajo costo, principalmente debido a que un cebador directo (F) puede ser 

combinado con números cebadores reversos (R), de manera tal de generar un gran número de 

combinaciones posibles a un menor costo que los microsatélites. Por otra parte, esta tecnología 

no requiere de varias etapas de amplificación ni de restricción como es el caso de los AFLP, 

disminuyendo aún más su costo (Martin et al., 2012). 

5. Análisis de segregantes agrupados (BSA) 

El análisis de segregantes agrupados (BSA) fue desarrollado por Michelmore et. al 

(1991) con el fin de identificar marcadores moleculares asociados a genes de resistencia al 

mildiu en lechuga. Consiste en analizar diferencias entre muestras de ADN agrupadas, 

derivadas de una población segregante originada a partir de un cruzamiento simple. Cada grupo 

(Bulk) contiene individuos seleccionados por presentar fenotipos idénticos para una 

característica en particular, esperando que para la región genómica determinante de dicha 

característica (locus o región “target”) presenten similar genotipo, en un fondo genético 

aleatorio. Por lo tanto, las muestras de ADN de los dos grupos de individuos de la población 

Cebador F 
 
5‟-TGAGTCCAAACCGGNNN-3‟ 
 
 
Cebador R 
 
5‟-GACTGCGTACGAATTNNN-3‟ 

 

 

Cebador F 
 
5‟-TGAGTCCAAACCGGNNN-3‟ 
 
 
Cebador R 
 
5‟-GACTGCGTACGAATTNNN-3‟ 

 

 

Cebador F 
 
5‟-TGAGTCCAAACCGGNNN-3‟ 
 
 
Cebador R 
 
5‟-GACTGCGTACGAATTNNN-3‟ 

 

 

Fig 3: Diseño cebadores SRAP. 
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segregante, uno que presenta una forma de la característica y el otro la forma opuesta, difieren 

genéticamente sólo en la región seleccionada. De este modo, se espera que exista 

polimorfismo entre ambos grupos cuando se está en presencia de un marcador molecular 

asociado al carácter de interés mientras que el patrón de bandas para las demás regiones del 

genoma será similar en ambos grupos. El ligamiento entre el marcador polimórfico y el gen de 

interés es confirmado y cuantificado mediante el análisis de cada uno de los individuos que 

conformaron los grupos (de-bulk). Los loci no ligados mostrarán  un bandeo aleatorio, mientras 

que, en aquellos loci ligados al carácter, se observará un bandeo diferencial entre los 

integrantes de ambos grupos, según el tipo de marcador utilizado (dominante o codominante). 

El BSA provee una alternativa rápida y técnicamente simple para la identificación de 

marcadores asociados a genes específicos. El éxito del acercamiento a la región de interés 

dependerá de la divergencia de los parentales en esa región. El tamaño mínimo de los grupos 

será determinado por la frecuencia con la cual loci no ligados podrían ser detectados como 

polimórficos entre los grupos. Esto también depende del tipo de marcador a utilizar (dominante 

o codominante) y del tipo de población segregante a analizar (F2, retrocruzas, etc.). Por 

ejemplo, para un marcador RAPD dominante segregando en una población F2, la probabilidad 

de que un bulk de tamaño “n” individuos presente una banda y el segundo bulk del mismo 

tamaño no la presente será 2(1-[1/4]n).(1/4)n cuando el locus no está ligado al gen de interés. 

Por lo tanto, no se requiere de un elevado número de individuos para la conformación de cada 

grupo. La probabilidad de que un locus no esté ligado siendo polimórfico entre bulks de 10 

individuos de una F2 es de 2x10-6 (Michelmore et al., 1991).  

Esta estrategia ha sido utilizada por gran cantidad de investigadores con diversos 

objetivos, desde caracteres simples (cualitativos) a poligénicos (cuantitativos). Win et al. (2017) 

la utilizaron para el mapeo de QTLs que confieren resistencia al mildiu lanoso en pepino 

(Cucumis sativus L.); mientras que Song et al. (2017) usaron la estrategia para identificar dos 

genes cualitativos que controlan el color del cotiledón de la semilla en soja (Glicine max), entre 

otros. En alcaucil, esta estrategia probó ser una herramienta útil para la identificación de 

marcadores moleculares asociados a precocidad de producción y color de capítulo (Martin et 

al., 2008). En relación al carácter androesterilidad, el BSA fue aplicado para la identificación de 

marcadores asociados al carácter en especies de la familia Asteraceae como la lechuga 

(Hayashi et al., 2011) y el girasol (Gong et al., 2014). En lechuga se compararon mediante 
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AFLP dos grupos de ADN (fértil y androestéril), lo que permitió el desarrollo de nueve 

marcadores SCAR y CAPS asociados al gen recesivo responsable de la androesterilidad ms-S 

(Hayashi et al. 2011),  mientras que en girasol la comparación del grupo fértil vs. androestéril 

mediante el empleo de microsatélites permitió localizar el gen ms6 en el grupo de ligamiento 

(LG) 16, el ms7 en el LG 6 y el gen ms8 en el LG 5 del mapa consenso de la especie (Gong et 

al., 2014). 

6. Clonación de ADN 

Cualquier fragmento de ADN a ser secuenciado debe ser previamente amplificado ya 

sea por PCR o por clonación en bacterias. En caso de ser amplificado por PCR, la banda de 

interés debe cortarse del gel de agarosa o acrilamida, re-hidratarse y re-amplificarse con el 

mismo set de cebadores con los cuales fue amplificado inicialmente. Este proceso, puede 

generar contaminación y en algunos casos se obtiene una secuencia mixta, mezclada con 

fragmentos de ADN que no son de interés. Una manera de obtener secuencias más limpias y 

por lo tanto de mejor calidad, es a través de la clonación del fragmento de interés. 

La clonación genética es el proceso en el cual se obtienen copias idénticas de un gen 

particular mediante el uso de herramientas de biología molecular. El aislamiento de un gen o 

secuencia de ADN de cualquier especie y su introducción en un vector de proliferación, sin 

modificación de la secuencia de ADN original, es conocido como clonación molecular. Después 

del aislamiento, los clones moleculares pueden generar muchas copias de ADN para el análisis 

de expresión del gen o proteína y también se puede modificar in vitro para alterar la expresión y 

la función de la proteína. El método convencional de clonación incluye el aislamiento del 

fragmento de ADN de interés, la ligadura de este inserto en un vector de clonación apropiado, la 

transformación de plásmidos recombinantes dentro de un hospedador adecuado para la 

propagación y  la selección de los hospedadores que contienen el plásmido recombinante. Los 

métodos de clonación modernos son usados para la producción de proteínas recombinantes, 

producción de vacunas, terapia génica, tecnología antisentido e ingeniería genética en cultivos 

agrícolas (Ashwini et al., 2016). La utilización más frecuente de esta técnica con fines prácticos, 

es por ejemplo, la conversión de marcadores RAPD en SCAR. En orden de incrementar la 

reproducibilidad y la confiabilidad de los ensayos de PCR, marcadores SCAR han sido 

desarrollados a partir de fragmentos RAPD clonados (Yang et al., 2013). Los fragmentos de 

ADN amplificados mediante marcadores RAPD, posteriormente son ligados, clonados y 
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secuenciados. Luego de convertir los marcadores RAPD en SCAR, la especificidad y 

estabilidad se puede mejorar mucho, lo que los hace más convenientes y eficientes en la 

prueba de diferentes alelos (Dnyaneshwar et al., 2006; Li et al., 2010; Rajesh et al., 2013), ya 

que pueden identificar una o algunas bandas en lugar de un patrón complejo.  

7. Secuenciación de ADN 

Los primeros métodos para la secuenciación rápida del ADN se desarrollaron entre 1975 

y 1977. Sanger et al. (1977) crearon el método de secuenciación didesoxi basado en la 

elongación del ADN, mientras que Maxam y Gilbert (1977) desarrollaron un segundo método 

basado en la degradación química del ADN. El método de Sanger pudo ser automatizado y se 

convirtió con rapidez en el procedimiento estándar para la secuenciación de cualquier 

fragmento purificado de ADN, siendo utilizado para la secuenciación del genoma completo del 

ser humano (liderada por International Human Genome Sequencing Consortium and Celera 

Genomics) y el cual se continúa utilizando actualmente en los nuevos equipos y plataformas de 

secuenciación.  

El método de secuenciación de ADN de Sanger, o didesoxi, se basa en el proceso de 

replicación. El fragmento a ser secuenciado se utiliza como molde para formar una serie de 

moléculas nuevas de ADN. El ADN se sintetiza en presencia 2‟-desoxinucleótidos naturales 

(dNTP) y 2‟,3‟-didesoxinucleótidos (ddNTP) que sirven como terminadores de la síntesis. Así, la 

reacción de síntesis de ADN termina aleatoriamente cada vez que se agrega un ddNTP a la 

cadena de oligonucleótidos en crecimiento, resultando en productos truncados de diferentes 

longitudes. Los productos son separados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y 

los ddNTP terminadores son utilizados para revelar la secuencia de ADN de la cadena de 

plantilla (Morozova y Marra, 2008). 

Originalmente, estas cuatro reacciones debían realizarse por separado. Sin embargo, 

avances en la detección por fluorescencia permitieron combinar los cuatro terminadores en una 

misma reacción marcándolos con diferentes fluoróforos (Smith et al., 1986; Prober et al., 1987). 

Avances posteriores han reemplazado la electroforesis en el gel original por electroforesis 

capilar (Cohen et al., 1988) y luego por matrices capilares, permitiendo un aumento en el 

rendimiento general de la electroforesis (Huang et al., 1992). Además, avances importantes en 

bioquímica de polímeros, incluido el desarrollo de la poliacrilamidalineal (Ruiz-Martinez et al., 
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1993) y polidimetilacrilamida (Madabhushi, 1998) han permitido la reutilización de capilares en 

múltiples corridas electroforéticas, aumentando más aún la eficiencia de secuenciación. 

Desde la finalización del proyecto del genoma humano en 2003, las tecnologías de 

secuenciación del genoma experimentaron un progreso extraordinario, lo que ha llevado a una 

disminución del costo por megabase y un aumento en el número y la diversidad de genomas 

secuenciados. Algunos enfoques maximizan el número de bases secuenciadas en la menor 

cantidad de tiempo, generando una gran cantidad de datos que pueden usarse para 

comprender fenotipos cada vez más complejos. Alternativamente, otros enfoques ahora 

apuntan a secuenciar piezas de ADN contiguas más largas, que son esenciales para resolver 

regiones estructuralmente complejas. Estas tecnologías, denominadas “de nueva generación” 

(NGS) utilizan diversos abordajes que deben ser tenidos en cuenta a la hora de elegir 

implementar alguna. El sistema Ilumina representa la mayor cuota de mercado para 

instrumentos de secuencia comparada con otras plataformas. El conjunto de instrumentos de 

Ilumina para un rango de secuencias de lectura corta abarca desde unidades pequeñas de 

sobremesa de bajo rendimiento a unidades de mayor tamaño y potencia, instrumentos 

dedicados a nivel poblacional y secuenciación de genomas completos (WGS). La identificación 

de dNTP se logra a través de microscopía de fluorescencia de reflexión interna total (TIRF) 

utilizando dos a cuatro canales láser. En la mayoría de las plataformas Ilumina, cada dNTP es 

unido a un solo flouróforo que es específico para ese tipo de base y requiere cuatro canales de 

imágenes diferentes, mientras que en los sistemas NextSeq y Mini-Seq se utilizan un sistema 

de dos fluorómetros (Goodwin et al., 2016). 
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HIPÓTESIS 

Como hipótesis de trabajo se plantea que: 

1- La/s región/es genómica/s responsable/s de la androesterilidad en Cynara 

cardunculus L presenta/n polimorfismos factibles de ser identificados mediante la estrategia de 

BSA y el empleo de marcadores moleculares.   

2- Es posible transferir marcadores moleculares de tipo microsatélites asociados a 

androesterilidad génica en girasol a la especie C. cardunculus L.
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OBJETIVO GENERAL 

Establecer un marco genético que permita identificar marcadores moleculares asociados 

al carácter androesterilidad en C. cardunculus L., de manera tal de delinear un adecuada 

estrategia de mejoramiento de la especie asistida por marcadores (MAS), tendiente al desarrollo 

de híbridos comerciales.  
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Desarrollar una población segregante para el carácter androesterilidad en Cynara 

cardunculus L.  

2. Identificar fenotípicamente individuos androestériles y androfértiles presentes en la 

generación F2. 
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1. MATERIALES Y MÉTODOS 

1.1. Desarrollo de una población segregante para el carácter androesterilidad 

Se utilizó como progenitor femenino una planta de alcaucil androestéril de un material 

experimental derivado del cruzamiento (clon androestéril x Reri) x (Cada x Riga) presente en el 

banco de germoplasma del IICAR-CONICET, definida como tal por no observarse liberación de 

polen en ninguno de los capítulos producidos durante dos años consecutivos, la cual fue 

multiplicada vegetativamente mediante hijuelos para obtener cinco (5) individuos idénticos 

(clon). Como progenitor masculino se utilizó una mezcla de polen de una variedad de cardo 

comercial (Blanc Ameliore de la semillera Semence). A partir de dicho cruzamiento se obtuvo 

una población F1 de 19 individuos, los cuales fueron autofecundados durante diciembre de 

2015. Las semillas producidas por cada individuo F1 se cosecharon individualmente y aquella 

autofecundación de la cual se obtuvo el mayor número de semillas (~600) se seleccionó para 

continuar el proceso. De las restantes familias F2, 8 fueron descartadas por presentar un bajo 

número de semillas (<200) mientras que las restantes 10 familias fueron almacenadas como 

semilla de reserva. 

Estas semillas fueron sembradas en bandejas multiceldas en marzo de 2016 (Fig.4) y 

aquellas plántulas que alcanzaron un desarrollo de 4 hojas verdaderas (350) fueron 

trasplantadas a campo, en la Sección Horticultura del Campo Experimental J.F. Villarino, con 

una distancia entre plantas de 80 cm y entre surcos de 1,40 m (Fig.5), junto con los parentales y 

los 19 individuos de la F1. 
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1.2. Evaluación fenotípica a campo 

Días previos a la floración, los capítulos fueron tapados con bolsas de polinización para 

evitar pérdidas o contaminación de polen (Fig.6). Los 315 individuos pertenecientes a la 

población F2 que sobrevivieron al proceso de implantación y alcanzaron un desarrollo normal 

fueron evaluados visualmente a campo y clasificados como: plantas fértiles (PF), aquellas que 

presentaron producción normal de polen (Fig.7); plantas con poco polen (PP), por presentar una 

producción de polen reducida (Fig.8) y plantas androestériles (MS), sin producción de polen 

(Fig.9). Dicha evaluación fenotípica se llevó a cabo durante noviembre de 2016 – enero de 2017 

y se repitió en el período de septiembre a diciembre de 2017. A partir de estas evaluaciones, se 

seleccionaron 15 individuos de cada grupo (PF, PP, MS), entre aquellos que hayan mantenido 

Fig. 4: Plántulas F2 sembradas en multimacetas. 

Fig. 5: Plantas F2 implantadas en la 

Sección Horticultura del Campo 

Experimental J.F. Villarino. 



Capítulo I – Materiales y Métodos 

 

 

27 
 

su clasificación en ambos años, para el posterior análisis de BSA. Asimismo, se realizó una 

prueba de χ2 
con el fin de verificar si la segregación observada del carácter se ajustaba a una 

segregación de tipo mendeliana. 

 

 

Fig. 6: Evaluación de 

producción o no de polen, se 

observan capítulos tapados 

con bolsas de polinización 

para evitar la contaminación 

de polen exógeno. 

Fig. 7: Planta fértil en la que se observa 

abundante liberación de polen. 

Fig. 8: Planta poco polen en la que se 

observa escasa liberación de polen. 

producción de polen (PP). 
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1.3. Conteo de granos de polen por flor 

A fin de comprobar las diferencias visualizadas a campo en cuanto a la producción 

(liberación) o no de polen por parte de los parentales, se realizó un conteo de los granos de 

polen por flor en estadío de botón floral. Se evaluaron 3 plantas del clon de alcaucil androestéril 

utilizado como progenitor femenino, 3 plantas de la variedad de cardo comercial utilizada 

comoprogenitor masculino y las 15 plantas de cada grupo (PF, PP, MS) conformado con los 

individuos de la población F2. De cada planta, se extrajeron 10 flores de un mismo capítulo 

(Fig.10), las cuales se fijaron en una solución de etanol al 70%. Para el conteo de los granos de 

polen, se disecaron 3 flores por capítulo y se extrajo una antera por flor. Cada antera, fue 

colocada sobre una de las canaletas que forman la “H” (Fig. 11) de la cámara improved 

Neubauer (Boeco Germany) de 1/10mm de profundidad y con la ayuda de una pinza se liberó el 

total de los granos de polen sobre un medio acuoso. Mediante observación con lupa Mikova 

(x20) se realizó el conteo de la totalidad de los granos de polen liberados por cada antera 

(Fig.12). Se calculó el número de granos de polen por flor multiplicando por cinco el número 

registrado por antera, dado que cinco es el número total de anteras por flor. Los datos obtenidos 

fueron sometidos al contraste de Kruskal-Wallis (Kruskal y Wallis, 1952) utilizando el programa 

estadístico Infogen (Balzarini y Di Renzo, 2004), para establecer la existencia o no de 

diferencias significativas tanto entre los genotipos parentales como entre los tres grupos 

definidos. La comparación entre parentales y entre grupos se realizó 

Fig. 9: Planta androestéril en la que no se 

observa  liberación de polen. 
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en forma separada dado que las muestras de los progenitores se tomaron en el año 2016 

mientras que las de los bulks en el año 2017. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10: Flores en estadio botón floral. 

Fig. 12: Liberación de los granos de polen 

de la antera con la ayuda de una pinza. 

Fig. 11: Cámara de Neubauer utilizada. 

Con flechas rojas se marcan las canaletas 

donde se colocó una antera y los granos 

de polen fueron liberados en un medio 

acuoso. 
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1.4. Análisis de viabilidad de los granos de polen 

Con el objeto de evaluar la viabilidad del polen, se utilizaron tanto técnicas de tinción 

como de cultivo in vitro. Para determinar la viabilidad de polen en condiciones in vitro, se 

probaron dos medios de cultivo: 

- Medio 1: medio de cultivo utilizado en los programas de mejoramiento del Centro 

Internacional de la Papa (CIP), compuesto por 5ml de una solución “madre” de ácido 

bórico a 200ppm, 20g de sacarosa y 0,2ml de polisorbato 20, conocido comercialmente 

como Tween20, completando 100ml con agua destilada. Se ajustó a un pH de 5,5. Se 

colocaron 4 gotas del medio de cultivo sobre el interior de la tapa de una placa de Petri y 

sobre ellas se adicionó pequeñas cantidades de polen con la ayuda de una espátula, 

esparciéndolo con ligeros movimientos circulares. Se preparó una cámara húmeda 

colocando papel de filtro humedecido con agua destilada cubriendo el fondo de la placa 

de Petri y se incubaron a una temperatura de 20 a 24°C durante 24 horas. Para la 

observación de los granos al microscopio, se colocó una gota de yodo-yoduro de potasio 

(I-KI) en la tapa de la placa de Petri sobre la que se colocaron los granos. 

- Medio 2: medio de cultivo empleado por Araméndiz-Tatis et al. (2013) en berenjena, 

constituido por 100g de sacarosa (C12H22O11), 500mg de nitrato de calcio 

[Ca2(NO3)2.4H2O], 120mg de sulfato de magnesio (MgSO4), 100mg de nitrato de potasio 

(KNO3) y 120mg de ácido bórico (H3BO3), disueltos en 1000 ml de agua destilada. 

Posteriormente se le agregó 10g de agar y se ajustó a pH 6,0. El medio de cultivo fue 

vertido en cajas de Petri de vidrio de 9,0cm de diámetro y el polen fresco fue disperso en 

el medio con la ayuda de un pincel. La temperatura de incubación fue de 25°C durante 

24 horas. 

Respecto a las técnicas de viabilidad por tinción, se optó por la incubación de polen 

fresco de cada planta PF y PP con azul de anilina en lactofenol al 1% durante 24 horas 

(Maneval, 1936); mientras que para las plantas MS se incubaron los granos de polen liberados 

de las flores fijadas para el conteo. El lactofenol se preparó mezclando 20ml de fenol, 40ml de 

glicerina, 20ml de agua destilada y 20ml de ácido láctico. A 100ml de esta solución, se le 

incorporó 1-5ml de solución de anilina azul. Típicamente, los granos coloreados de azul 

muestran altos niveles de viabilidad mientras que los granos de polen inviables se observan sin
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coloración. Bajo la lupa Mikova, se contaron en total 300 granos por planta en tres repeticiones 

de 100 granos cada una y se calculó el porcentaje de viabilidad como (N° granos teñidos / N° 

granos totales) x 100. Paralelamente, y con el fin de corroborar a campo la viabilidad del polen 

de las plantas PP, el capítulo principal y uno secundario de cada planta PP se aisló mediante 

bolsas de polinización antes de que se produzca la apertura del mismo. En el momento de 

liberación de polen, los capítulos fueron autofecundados manualmente con pincel y nuevamente 

tapados con las bolsas de polinización. Así, dos capítulos de cada una de estas plantas PP, 

fueron autofecundados durante octubre-noviembre 2018 y cosechados en febrero de 2019 para 

evaluar la producción de semilla. 
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2. RESULTADOS 

2.1. Desarrollo de la población de mapeo 

A partir del cruzamiento de una planta de alcaucil androestéril perteneciente a una 

variedad experimental local utilizada como progenitor femenino y una variedad de cardo 

comercial, como progenitor masculino, se obtuvo una población F1 de 19 individuos fértiles, los 

cuales fueron autofecundados durante diciembre de 2015 a fin de obtener una población 

segregante para el carácter en estudio, lográndose una población F2 de 315 individuos a partir 

de una única planta F1 autofecundada.  

2.2. Identificación fenotípica de individuos fértiles y androestériles en la población F2 

Durante la primera evaluación a campo de la población F2 (315 individuos), realizada en 

el año 2016, se identificaron 241 plantas fértiles con producción normal de polen (PF); 39 

plantas con producción reducida de polen o poco polen (PP) y 35 plantas androestériles (MS). 

La misma evaluación se realizó durante el año 2017, donde se mantuvo un stock de 250 

individuos, tras la pérdida de 65 plantas de la población F2. Durante esta evaluación se 

identificaron 195 individuos PF, 23 PP y 32 MS. Solo 6 de las plantas que durante la evaluación 

del año 2016 fueron clasificadas como PP, en el 2017 se clasificaron como MS. Estas plantas 

fueron descartadas para la conformación de los bulks de ADN. Los individuos clasificados como 

PF o MS durante el primer año de evaluación, mantuvieron la misma condición durante el 

segundo año. 

Ambas segregaciones (observadas durante 2016 y 2017) fueron analizadas mediante 

una prueba de χ2 a fin de determinar el ajuste a una segregación de tipo mendeliano ya sea 

considerando un único locus, dos o tres loci en la determinación del carácter. En ambos años  

ninguna de las segregaciones observadas se ajustaron a las esperadas, teniendo en cuenta las 

frecuencias de los tres fenotipos (PF, PP, MS). 

En relación al conteo de granos de polen por flor, en la tabla 1 se muestran los valores 

medios y los desvíos estándares (DE) para cada parental y el valor del estadístico empleado 

(H). Mientras que en la tabla 2 se muestran los mismos parámetros para los tres grupos 

conformados en la población F2 (MS, PP y PF). Se observaron diferencias significativas tanto 

entre los genotipos parentales como entre los tres grupos (p value < 0.01). Además, para 

ambos casos, se muestra la relación polen/óvulo (P/O), determinada dividiendo el número de 
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granos de polen por flor estimado por el único óvulo que presenta la especie (Tablas 1 y 2, 

respectivamente). 

 
 
 
 
Tabla 1: Análisis estadístico para los genotipos parentales. Se muestran valores promedios (media) para el número 
de granos de polen, desvío estándar (DE), el valor del estadístico de Kruskal Wallis (H) y la relación polen/óvulo 
(P/O). Con un P value<0,01 (resaltado en negrita) se indican diferencias significativas entre los valores promedios. 

 

Tabla 2: Análisis estadístico para los genotipos de los bulks. Se muestran valores promedios (media), desvío 

estándar (DE), el valor del estadístico de Kruskal Wallis (H) y la relación polen/óvulo (P/O). Con un P value<0,01 
(resaltado en negrita) se indican diferencias significativas entre los valores promedios. 

 

 La disecación de las flores permitió observar un bajo número de granos de polen (2,31 

± 4,20) en las anteras de las plantas androestériles (Fig.13). En contraste, una gran cantidad de 

granos de polen (7.049,74 ± 1.688,32) se observó en las anteras de las plantas fértiles (Fig.14), 

mientras que en las plantas poco polen se observó un número intermedio (2.299,56 ± 

1.845,39).  

Si bien se probaron distintas condiciones para el cultivo in vitro de los granos de polen 

no se lograron resultados exitosos ya que no se observó desarrollo del tubo polínico en ninguno 

de los medios de cultivo utilizados. Respecto a la técnica determinación de viabilidad de polen 

mediante tinción, un 97-99% de los granos de polen de las plantas fértiles se observaron 

coloreados de azul (Fig.15), mientras que tanto en las plantas poco polen como en las 

androestériles, el 99% de los granos no se tiñeron (Fig.16), demostrando una baja viabilidad.  

 

Progenitor Media DE H P value P/O 

Alcaucil MS 17,78 49,63 14,73 0,0001 17,78/1 

Cardo 

cultivado 

5.688,42 2.638,65   5.688/1 

Bulk Media DE H P value P/O 

MS 2,31 4,20 105,81 0,0001 2,31/1 

PP 2.299,56 1.845,39   2.299,56/1 

PF 7.049,74 1.688,32   7.049,74/1 
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Fig.13: Anteras de planta androestériles.                     Fig.14: Anteras de una planta fértil. 

Fig.16: Granos de polen no 

viables, sin teñir. 

Fig.15: Granos de polen 

viables, coloreados de azul. 
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Luego de las observaciones realizadas bajo lupa (conteo de granos de polen) y el 

análisis de viabilidad de los granos de polen mediante tinción, las plantas clasificadas como PP 

fueron consideras como androestériles, dada la escasa cantidad y prácticamente nula viabilidad 

del polen producido. Por otra parte, no se observó producción de semillas en ninguno de los 

capítulos pertenecientes a las plantas PP autofecundadas, corroborando la inviabilidad de dicho 

polen. De esta manera, considerando solamente dos grupos (PF – MS), se realizó una nueva 

prueba de χ2 considerando sólo estos dos fenotipos. En este caso, las segregaciones 

observadas en los dos años de evaluación se ajustaron a la esperada para un modelo 

monogénico dominante (3:1); siendo los valores de 2016: 241 PF : 74 MS (χ2
α=0.05=0.38) 

mientras que en 2017 se obtuvieron 195 PF : 55 MS (χ2
α=0.05=1.2). 

 

Tabla 3: Pruebas de χ
2 

para la segregación mendeliana del tipo 3:1 a la que se ajustó la población en estudio en 

ambos años. Se muestran valores esperados, observados y el  χ
2 

de tabla y calculado para un α=0,05. 
 

Año de evaluación 

PF MS 

χ2 tabla 

(α=0,05) 
χ

2
calculado(α=0,05) Valor 

esperado 

Valor 

observado 

Valor 

esperado 

Valor 

observado 

2016 236,25 241 78.75 74 3,81 0,38 

2017 187,50 195 62,50 55 3,81 1,20 
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androesterilidad. 
 

 

 

 

 



Capítulo II- Objetivos Específicos 

 

 

37 
 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Transferir marcadores moleculares SSR asociados al carácter androesterilidad génica 

identificados en la especie Helianthus annuus L (girasol). 

2. Identificar nuevos marcadores moleculares asociados al carácter, mediante la utilización 

de la estrategia de BSA y la técnica SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism) 

3. Determinar las distancias de ligamiento entre el/los marcador/es asociado/s y el/los 

gen/es que codifica/n el carácter mediante un “de-bulk”. 

4. Aislar y secuenciar las bandas obtenidas asociadas al carácter en estudio.  

5. Comparar las secuencias de dichas bandas con genomas de referencia a fin de realizar 

análisis genómicos comparativos. 
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1. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1.1. Desarrollo de la población de mapeo 

El ADN genómico fue extraído a partir hojas jóvenes de ambos parentales y de los 15 

individuos de cada grupo de la población F2. Para la extracción fueron utilizados 0,1 g de tejido 

vegetal, siguiendo el protocolo previsto por el kit comercial “DNeasy plant mini kit” (QIAGEN). La 

cuantificación del ADN se llevó a cabo por comparación de las muestras con un marcador de 

peso molecular de concentración conocida (Low molecular weight DNA Ladder, New England 

BioLabs), mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% y posterior tinción con SYBR-

SAFE (Invitrogen). A partir de las mismas, se realizaron las diluciones correspondientes para 

una solución de trabajo de 5 ng/µl. Para la conformación de los grupos de ADN (bulks), se tomó 

10 µl de ADN genómico de cada uno de los 15 individuos por grupo (MS, PF y PP), y se 

mezclaron en un único tubo por grupo.  

1.2. Marcadores moleculares de tipo SSR 

Dado que el análisis con marcadores de tipo SSR requiere de información previa del 

genoma y que la especie en estudio no había sido secuenciada al momento de planificar este 

trabajo de tesis, se realizó un screening de iniciadores asociados al carácter androesterilidad 

génica en la familia Asteracea. Se utilizaron cinco marcadores moleculares de tipo SSR 

identificados hasta la fecha como asociados al carácter en girasol (Chen et. al. 2006; Gong et. 

al. 2014). Las secuencias de los cebadores se muestran en la Tabla 4. La reacción de PCR 

para cada marcador se realizó en un volumen final de 20 µl conteniendo: 15 ng de ADN 

genómico, 0,2 mM de cada dNTPs, 0,5 µM de cada cebador, solución tampón 1X (buffer), 2 mM 

de cloruro de magnesio y 1 U de Taq DNA Polimerasa (Invitrogen). El protocolo de ciclado fue 

de: 2 min a 95°C, 10 ciclos de tres pasos: 45 s a 94°C, 45 s a 64°C y 1 min a 72°C, en los 

siguientes 27 ciclos la temperatura de hibridación descendió a 54°C, finalizando con un paso de 

elongación de 5 min a 72°C. . Los productos amplificados fueron resueltos por electroforesis en 

geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6% (p/v) a 100W durante un tiempo de 3 horas, 

previa desnaturalización de los productos a 94°C por 5 min. La visualización de los productos 

amplificados se realizó mediante tinción con nitrato de plata al 1% según Bassam et al. (1991).  
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Tabla 4: Cebadores SSR utilizados en la presente  tesis. De izquierda a derecha, se muestra el locus al cual están 

ligados, el nombre de identificación del marcador SSR, la secuencia de los cebadores directos (F) y reversos (R), la 
distancia en cM al locus ms, el grupo de ligamiento (GL) donde fueron mapeados y la referencia bibliográfica de cada 
marcador. 

Locus Marcador Cebadores Dist (cM) GL Referencia 

ms6 

ORS807 
F:CCGATATTTTGACCGATATTTTGC 

R: TCTCACCCTTCATCTCCTTCC 
7,2 

16 

Gong et al., 2014. 

ORS996 
F: CGGTGAGAATAACCTCGGAAGA 
R: ATCAGTCCTTCAACGCCATTAGT 

18,5 Gong et al., 2014. 

ms7 
ORS608 

F: CATGGAAAGCCGAGTTCTCT 
R: CGTGCGTGATTAACATACCC 

2,6 
6 

Gong et al., 2014. 

ORS1229 
F: GAAACAGAGTGAGGCAAACTTCA 
R: CAGCGCCGTATCGTATAGAGTAA 

9,5 Gong et al., 2014. 

ms9 ORS705 
F: TCTGCTTCTATGACACGGTTGT 

R: CACGGTCAACTCCCCTTTTA 
1,2 10 Chen et al., 2006. 

 

1.3. Marcadores moleculares de tipo SRAP 

Se utilizaron 72 combinaciones SRAP, generadas a partir de 10 cebadores directos (F) y 

10 cebadores reversos(R). Las secuencias de los cebadores SRAP se presentan en la Tabla 5. 

Tabla 5: Secuencias de cebadores SRAP utilizados. 

Cebadores Directos (F) Cebadores Reversos (R) 

Me1: 5‟-TGAGTCCAAACCGGATA-3‟ Em1: 5´-GACTGCGTACGAATTAAT-3´ 

Me2:5‟-TGAGTCCAAACCGGAGC-3‟ Em2: 5´-GACTGCGTACGAATTTGC-3´ 

Me3:5‟-TGAGTCCAAACCGGAAT-3‟ Em3: 5´-GACTGCGTACGAATTGAC-3´ 

Me4:5‟-TGAGTCCAAACCGGACC-3‟ Em4: 5´-GACTGCGTACGAATTTGA-3´ 

Me5:5‟-TGAGTCCAAACCGGAAG-3‟ Em5: 5´-GACTGCGTACGAATTAAC-3´ 

Me6:5‟-TGAGTCCAAACCGGTAG-3‟ Em6: 5‟-GACTGCGTACGAATTGCA-3‟ 

Me7:5‟- TGAGTCCAAACCGGTTG-3‟ Em7: 5‟-GACTGCGTACGAATTATG-3‟ 

Me8:5‟-TGAGTCCAAACCGGTGT-3‟ Em8: 5‟- GACTGCGTACGAATTAGC-3‟ 

Me9:5‟-TGAGTCCAAACCGGTCA-3‟ Em9: 5‟-GACTGCGTACGAATTACG-3‟ 

Me10:5‟-TGAGTCCAAACCGGGAC-3‟ Em10: 5‟- GACTGCGTACGAATTTAG-3‟ 
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Cada muestra de amplificación, de volumen final 20 µl, consistió en 25 ng de ADN 

genómico, 0,2 mM de cada dNTP, 0,5 µM de cada cebador, solución tampón 1X (buffer), 1,5 

mM de cloruro de magnesio y 1 Unidad de Taq polimerasa (Invitrogen). El protocolo de ciclado 

fue de: 5 min a 94°C, 5 ciclos de tres pasos: 1 min a 94°C, 1 min a 35°C y 1 min a 72°C, en los 

siguientes 35 ciclos la temperatura de hibridación se elevó a 50°C, finalizando con un paso de 

elongación de 10 min a 72°C. Los productos de la amplificación fueron resueltos y visualizados 

del mismo modo que se detalló para los marcadores SSR. Cada combinación SRAP se evaluó 

buscando bandas polimórficas entre los parentales y entre los bulks. Para cada banda 

polimórfica identificada, se realizó una nueva amplificación utilizando la misma combinación de 

cebadores que la generó, pero esta vez, la amplificación de los parentales y de cada uno de los 

individuos que conforman los grupos (bulks) se realizó por separado en tubos independientes 

(de-bulk). 

 
 

1.4. Registro (scoring) y análisis de segregación de los marcadores SRAP 

Los perfiles generados por los marcadores SRAP fueron considerados como 

marcadores dominantes (presencia/ausencia de banda) y el scoring fue llevado a cabo 

asignando “1” para la presencia de banda y “0” para su ausencia. Así, cada banda polimórfica 

fue sometida a dicho análisis, generando una matriz de ceros (0) y unos (1). La matriz generada 

fue posteriormente codificada de acuerdo a lo indicado en el manual de uso del programa de 

mapeo JoinMap v4 (Van Ooijen, 2006), para una población F2, a fin de realizar los análisis 

estadísticos posteriores. Los datos fueron sometidos a una prueba de χ2 a fin de determinar que 

marcadores SRAP presentaban segregación de tipo mendeliana. Aquellos marcadores que 

presentaron un patrón de segregación mendeliano 1:1 (χ2≤ χ2
α=0.05) o con una ligera desviación 

(χ2
α=0.05<χ2≤ χ2

α=0.01) se utilizaron para construir un mapa de ligamiento parcial de la región 

cromosómica circundante al locus ms. Los parámetros de mapeo fueron LODmin=2.0, Rec=0.40 

y la función de Kosambi para determinar las distancias genéticas (Kosambi, 1944). El mapa de 

ligamiento resultante fue graficado con el software libre MapChartv2.1 (Voorrips, 2002). 

Se determinó la frecuencia de recombinación (r) entre cada marcador molecular y el 

locus ms, así como también entre aquellos marcadores que fueron mapeados a fin de 

corroborar el orden de los mismos. El valor de r se expresó en porcentaje (%) y se calculó 
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como: (número de individuos recombinantes/ número de individuos totales) x 100 (Levitus et al., 

2010).  

1.5. Identificación de las secuencias de interés 

A partir del análisis de segregación de los marcadores SRAP, se seleccionaron aquellas 

bandas (marcadores) que fueron identificadas como asociadas al locus de interés. Dichas 

bandas fueron aisladas de los geles de acrilamida mediante corte con un bisturí estéril, re-

hidratadas en agua y posteriormente re-amplificadas con el mismo set de cebadores que le 

dieron origen, utilizando como ADN molde aquel obtenido por re-hidratación de la banda 

selecta. Los protocolos de amplificación y ciclado fueron los mismos descriptos anteriormente 

para los marcadores SRAP. Las bandas re-amplificadas fueron separadas por electroforesis en 

gel de agarosa 1,5% y  su tamaño fue estimado mediante la utilización de un marcador de peso 

molecular (Gene Ruler 100 bp plus DNA Ladder, Thermo Fisher). Los fragmentos re-

amplificados fueron secuenciados por Macrogen Corea.  

A partir del mismo análisis, fueron identificados los dos marcadores más cercanos al gen 

de interés. Se realizó una nueva PCR utilizando el mismo set de cebadores que le dieron origen 

a cada uno de ellos, pero en este caso se utilizó sólo el ADN de los parentales, y se resolvió en 

un gel de agarosa al 1% con el fin de recuperar las bandas de interés que fueron identificadas 

por su peso mediante comparación visual con el marcador de peso molecular (Gene Ruler 100 

bp plus DNA Ladder, Thermo Fisher). Estas bandas fueron diluidas 1:500 para evitar 

amplificación de bandas no deseadas y, posteriormente, se procedió a la re-amplificación. El 

protocolo de ciclado en este caso fue de: 5 min a 94°C, 25 ciclos a 50°C, finalizando con un 

paso de elongación de 10 min a 72°C. Los productos fueron resueltos en un gel de agarosa al 

1,5% para comprobar que la banda deseada haya sido amplificada. Se seleccionaron los 

productos de PCR en los cuales se observó únicamente la banda de interés y, a partir de éstos, 

se comenzó con el proceso de clonación de dichas bandas.  

Las reacciones de ligación y transformación, se llevaron a cabo de acuerdo al protocolo 

descripto para el vector de clonación pGEM®-T Easy, Promega (Fig. 17). La reacción de 

ligación, en la cual se incluye el buffer de ligación, la T4 ADN ligasa y el producto de PCR, se 

realizó mediante incubación a 4°C durante toda una noche. En total se realizaron dos 

reacciones de ligación, cada una correspondiente a cada marcador seleccionado. Al día 

siguiente, se colocaron 2µl de la reacción de ligación en tubos Eppendorf de 1,5ml junto con las 
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células competentes (E. coli), se mezclaron cuidadosamente girando la punta del tip, sin 

pipetear y se incubaron a –4ºC (en hielo) durante 30 minutos. Luego de este periodo, se aplicó 

un shock térmico a 42ºC (en baño térmico) durante 45 segundos, y posteriormente los tubos 

Eppendorf fueron nuevamente colocados en hielo. A cada tubo se adicionaron 200µl de SOC 

(medio de caldo super-óptimo con represión por catabolito) y se incubaron en agitación 

constante a 37°C durante1 hora. 

 

 

 
Fig. 17: Mapa del vector de clonación utilizado en el presente trabajo. 

  

Posteriormente, se seleccionaron 20 colonias de las placas de Petri para cada inserto 

clonado y se realizó una amplificación de las mismas por PCR a fin de corroborar que el tamaño 

del inserto sea el adecuado. Los fragmentos amplificados fueron resueltos por electroforesis en 

gel de agarosa 1,5%. Se seleccionaron hasta cinco colonias que contenían el inserto de interés 

(de acuerdo a su tamaño) y se aislaron los vectores de las bacterias siguiendo el protocolo del 

kit comercial E.Z.N.A.®Plasmid DNA Mini Kit I Spin Protocol (Omega BIO-TEK). 

 Para el aislamiento de los vectores, se hicieron crecer cada una de las cinco colonias 

seleccionadas en un tubo Falcon de 15ml conteniendo 5 ml de medio LB líquido + ampicilina
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[50ng/µl], a 37°C en agitación constante durante 12-16 horas. Posteriormente, los tubos fueron 

centrifugados a 13.500 rpm durante 1 min y se descartó el sobrenadante. En cada tubo se 

adicionaron 250µl de la solución I/RNase A, mezclando vigorosamente con vortex, hasta la 

completa resuspensión del pellet. Cada una de las suspensiones fue transferida a tubos 

Eppendorf 1,5 ml, a los que se adicionó 250µl de la solución II provista por el kit, mezclando 

suavemente por inversión. Posteriormente, se adicionó 350µl de solución III del kit e 

inmediatamente se invirtieron los tubos varias veces hasta la formación de un precipitado de 

coloración blanca. Los tubos se centrifugaron a máxima velocidad (15.000 rpm) durante 10 

minutos, hasta observar la formación de pellet compacto. El sobrenadante se colocó 

cuidadosamente dentro de la columna proporcionada por el kit, en un tubo colector de 2ml.Se 

centrifugó a máxima velocidad durante 1 minuto, se descartó el filtrado del tubo colector y se 

reutilizó dicho tubo. Se adicionaron 500µl de HBC solución tampón a cada columna en su tubo 

colector y se centrifugó a máxima velocidad por 1 minuto. Se descartó el filtrado de cada tubo 

colector y nuevamente se reutilizó el tubo colector. Se agregaron 700µl de solución tampón de 

lavado, se centrifugó a 15000 rpm durante 1 minuto. Se repitió el paso de lavado una vez más. 

Por último, se centrifugó la columna sin el tubo colector a máxima velocidad durante 2 minutos y 

posteriormente se la transfirió a un nuevo tubo Eppendorf 1,5ml. Se adicionó 50µl de agua 

destilada estéril en el centro de la membrana de la columna. Se incubó a temperatura ambiente 

durante 1 minuto y posteriormente  centrifugó a 15000 rpm por 1 minuto. Finalmente, los 

productos fueron almacenadas a -20ºC hasta su utilización. 

Los productos obtenidos fueron cuantificados en fluorómetro Qubit 2.0 (Qubit™ dsDNA 

HS Assay Kits Invitrogen) con el fin de que cada muestra que se utilizaría para secuenciación, 

contuviera, al menos, 500ng de ADN. Las muestras fueron secuenciadas en BMR Genomics, 

Padua (Italia). 

El análisis de bioinformática de homología de las secuencias, tanto de aquellas 

obtenidas a partir de los productos de PCR como aquellas generadas por clonado, se realizó 

con el programa NCBI BLASTN 2.9.0 (versión libre, Zhang et al. 2000). Todas las secuencias 

obtenidas fueron comparadas con el único genoma de referencia de la especie disponible hasta 

el momento (www.artichokegenome.unito.it). 
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2. RESULTADOS 

 

2.1. Marcadores moleculares SSR 

Se evaluaron 5 marcadores SSR ligados al gen de androesterilidad en girasol y si bien 

se probaron varias condiciones de amplificación y ciclado para la reacción de PCR, solo se 

logró la amplificación del marcador ORS 608. Esta combinación de cebadores, se amplificó 

mediante una PCR tanto en ambos parentales como en todos los individuos conformantes del 

BSA, sin embargo no se obtuvieron resultados exitosos en la transferencia de dicho marcador, 

dado que no se observó polimorfismo entre los parentales ni en los individuos segregantes 

evaluados. 

 

2.2. Marcadores moleculares SRAP 

A fines de obtener bandas polimórficas (marcadores) entre los parentales y entre los 

grupos BSA, fueron evaluadas un total de 72 combinaciones de cebadores SRAP (ver tabla en 

ANEXO), de las cuales sólo fueron analizadas aquellas combinaciones donde fue posible 

obtener amplificado y bandeo de lectura inequívoca en todas las muestras (ambos parentales y 

los grupos BSA, un ejemplo se muestra en las figuras 18 y 19. Estas 14 combinaciones 

permitieron generar un total de 110 bandas (entre 3 y 25 por combinación), cuyos tamaños 

oscilaron en el rango de 100 a 2000pb. Trece de las 110 bandas generadas resultaron 

polimórficas entre los parentales y entre los bulks de plantas fértiles y androestériles. Las 

mismas fueron generadas por ocho combinaciones de cebadores (Me1-Em6, Me1-Em7, Me1-

Em8, Me4-Em9, Me5-Em5, Me5-Em6, Me5-Em8, Me7-Em10). 
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Fig. 18: Gel SRAP 

combinación Me5-Em6 
evaluada en parentalesy 
bulks. Con flechas rojas se 

observan algunas bandas 
polimórficas. PA: parental 
androestéril, PM: parental 
masculino fértil; BPF, Bulk 
polen fértil; BMS: Bulk 
androestériles; BPP:Bulk 

poco polen. 
 
 

Fig. 19: Gel SRAP 

combinación Me5-Em8 
evaluada en parentalesy 
bulks. Con flechas rojas 

se observan algunas 
bandas polimórficas. PA: 
parental androestéril, 
PM: parental masculino 
fértil; BPF, Bulk polen 
fértil; BMS: Bulk 
androestériles; BPP:Bulk 

poco polen. 
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Dichas combinaciones seleccionadas se re-amplificaron y se evaluaron tanto en los 

genotipos parentales como en cada uno de los individuos F2 que constituyeron los bulks fértil 

PF y androestéril MS. En este análisis de-bulk cinco de las trece bandas polimórficas estuvieron 

asociadas al gen ms, ya sea porque se observaron en el progenitor masculino (fértil) y los 

individuos del bulk PF mientras que estaba ausente en el progenitor femenino (androestéril) y 

en los individuos del bulk MS o viceversa (Fig. 20). 

 

 

 

 

 

Las 8 bandas restantes, se descartaron en el de-bulk por no presentar polimorfismo 

consistente entre los parentales y los bulks PF y MS. Los marcadores asociados fueron 

denominados como SRAP, seguido del número de combinación que le dio origen y su peso 

molecular en pares de bases (pb). El marcador SRAP 7-10.1774, asociado al parental fértil y al 

bulk PF, fue generado por la combinación de cebadores Me7-Em10 y presentó un tamaño 

aproximado de 1774pb. La banda SRAP 5-8.300, también asociado al parental fértil y bulk PF, 

fue generado por la combinación Me5-Em8 con un tamaño de 300 pb. Los tres marcadores 

restantes fueron originados por la combinación Me4-Em9 (SRAP 4-9.600, SRAP 4-9.700 y 

SRAP 4-9.332) con tamaños aproximados de 600, 700 y 332pb, respectivamente. Los 

marcadores SRAP 4-9.600 y SRAP4-9.700 estuvieron asociados al parental androestéril y al 

bulk MS, mientras que el marcador SRAP 4-9.332 presentó asociación con el parental fértil y el 

bulk PF. 

Estos cinco marcadores, fueron sometidos a una prueba de χ2 con el fin de comprobar si 

se ajustaban a una segregación de tipo mendeliana 1:1 (Tabla 6). Los marcadores SRAP 7-

10.1774, SRAP 4-9.600 y SRAP 4-9.332 se ajustaron consistentemente a una segregación 

monogénica (χ2 ≤ χ2
α=0.05) mientras que los marcadores SRAP 5-8.300 y SRAP 4-9.700 

presentaron una distorsión menor en su segregación (χ2
α=0.05 ≤χ2≤ χ2

α=0.01). Las frecuencias de 

recombinación (r), expresadas en porcentaje, entre cada marcador molecular y el locus ms 

Fig. 20:De-bulk combinación Me4-Em9, banda correspondiente al marcador llamado SRAP4-9.332 

donde se observa una banda presente en el parental masculino (fértil) y en los individuos del bulk fértil; 

mientras que está ausente en el parental androestéril y en los individuos del bulk androestériles (se 

observan algunos recombinantes). 
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fueron de 3,3% para SRAP 7-10.1774, 10% para SRAP 4-9.332, 16,6% para SRAP 4-9.700, 

40% para SRAP 5-8.300 y 43,3% para SRAP 4-9.600.   

Tanto los datos fenotípicos como los moleculares fueron utilizados para realizar un 

análisis de ligamiento sobre la región del locus ms usando el programa JoinMapv4.0, a un 

LODmin= 2 y un Rec= 0.40. En primer lugar, solo se incluyeron los datos fenotípicos y los 

marcadores que no presentaron distorsión de la segregación. De esta manera, el análisis de 

ligamiento mostró que el locus ms está flanqueado por los marcadores SRAP 7-10.1774 y 

SRAP 4-9.332 a 0,5 y 4,3 cM de distancia (Fig.22a). En una segunda instancia, se incluyeron 

aquellos marcadores que presentaron una menor distorsión, siempre y cuando, al incluirlos, no 

se modificara la posición de los marcadores fijados anteriormente. En este punto, se observó 

que el marcador SRAP 4-9.700 se encontró ligado al locus ms a 13.9 cM (Fig.22b). El 

ligamiento del marcador SRAP 7-10.1774 al locus ms se observó aun utilizando un LOD=5.0, 

mientras que los marcadores SRAP 5-8.300 y SRAP 4-9.600 no fueron incluidos en el mapa de 

ligamiento. Por último, se realizó un análisis de ligamiento de a pares determinando la distancia 

entre los 3 marcadores moleculares mapeados a partir de su frecuencia de recombinación 

(tabla 7). Se observó que la mayor distancia entre marcadores fue entre SRAP 4-9.700 y SRAP 

4-9.332 (30 cM), mientras que la menor distancia se presentó entre SRAP 7-10.1774 y SRAP 4-

9.332 (6,6 cM). Por su parte la distancia entre los marcadores SRAP 7-10.1774 y SRAP 4-9.700 

fue de 10 cM.   

 
Tabla 6: Análisis estadístico de los marcadores SRAP asociados al locus ms. Nombre el marcador, combinación de 
cebadores que lo generó, tamaño estimado del mismo (pb), fenotipo al que se asocia, número de individuos en el 
que fue probado, número de individuos donde se detectó su presencia (Valor Observado), prueba de X

2
, frecuencia 

de recombinación en porcentaje (%r), distancia al locus ms (cM) estimado a partir del análisis de mapeo. 

 *Marcadores que muestran una leve distorsión (χ
2

α=0.05 <χ
2
≤ χ

 2
α=0.01). 

 
 
 
 

Marcador 
SRAP  

Combinación de 
cebadores 

Tamaño 
(pb) 

Fenotipo 
asociado 

n Valor 
Obs. 

X
2 

(p=0.05) 
%r  cM 

SRAP 7-0.1774 Me7-Em10 1774 Fértil 30 11 1.0 3,3 0.5 

SRAP 5-8.300 Me5-Em8 300 Fértil 30  6 5.4* 40 - 

SRAP 4-9.600 Me4-Em9 600 MS 30 10 1.6 43,3 - 

SRAP 4-9.700 Me4-Em9 700 MS 30 7 4.3* 16,6 13.9 

SRAP 4-9.332 Me4-Em9 332 Fértil 30 10 1.6 10 4.3 
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Tabla 7: Análisis de ligamiento de a pares entre los marcadores mapeados. Nombre de los marcadores comparados, 

número de individuos recombinantes observados (Ind. Rec.), frecuencia de recombinación en porcentaje (%r), 
distancia entre marcadores (cM) estimada a partir del %r.  

 

 

 

 

 

 

2.3. Secuenciación y análisis de secuencias 

Los cinco marcadores de interés (SRAP 7-10.1774, SRAP 5-8.300, SRAP 4-9.600, 

SRAP 4-9.700 y SRAP 4-9.332), fueron recuperados del gel de poliacrilamida, re-amplificados, 

con el mismo par de cebadores que le dio origen y secuenciados. Dichas secuencias se 

analizaron con la herramienta bioinformática BLAST con el objetivo de identificar funciones 

putativas en el reino vegetal. 

 

Par de marcadores 
SRAP 7-10.1174 

SRAP 4-9.700 

SRAP 7-10.1774 

SRAP 4-9.332 

SRAP 4-9.700 

SRAP 4-9.332 

Ind. Rec. 3 2 9 

%r 10 6,6 30 

Dist. (cM) 10 6,6 30 

Fig. 22a: Mapa de ligamiento genético del 
locus (ms) y los dos marcadores SRAP 
flanqueantes que no presentaron distorsión 
en su segregación. 
 
Fig. 22b: Mapa de ligamiento de la misma 

región incluyendo en el análisis al 
marcador SRAP 4-9.700 (distorsionado).  
 
Las distancias de mapeo se muestran en 
cM sobre la línea vertical izquierda.  
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El resultado del alineamiento reveló que el marcador SRAP 4-9.700 presenta una alta 

identidad de secuencia con dos accesiones que corresponden a un mismo transportador de 

sulfato 4.1 en Cynara cardunculus var. scolymus (Accession no. XM_025137078.1 y 

XM_025114421.1) (Fig.23a y b). La secuencias presentaron un porcentaje de similitud del 100% 

para la accesión XM_a25137078.1, mientras que para XM_025114421.1 fue del 87% con 8 

gaps, correspondiendo a alineamientos desde la base 2132 hasta la 2202 (70 bases alineadas) 

y desde la base 160 hasta la 1960 (1800 bases alineadas), respectivamente. Homología con el 

mismo transportador de sulfato pero de otras especies tales como lechuga (similitud de 89%) y 

girasol (similitud del 94%) fueron también observadas al realizar el alineamiento de la secuencia 

SRAP 4-9.700 (Figura 24 y 25). 

Mientras que las restantes cuatro secuencias no presentaron alineamiento dentro del 

género así como tampoco en el taxón de las angiospermas. 

 

  

Fig. 23a: Alineamiento BLAST del marcador SRAP 4-9.700 con mayor porcentaje de homología de 

secuencia. 
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Fig. 23b: Alineamiento BLAST del marcador SRAP 4-9.700 con  87% de homología de secuencia. 

Fig. 24: Alineamiento BLAST del marcador SRAP 4-9.700 con 94% de homología de secuencia con el 

mismo transportador de sulfato en Girasol. 
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Por otro lado, los productos de PCR correspondientes a los marcadores más cercanos al 

loci de interés, SRAP 7-10.1774 y SRAP 4-9.332 fueron seleccionados y clonados exitosamente 

mediante un vector biológico. En la figura 26, se puede observar el gel de agarosa al 1,5% en el 

cual se corroboró la correcta inserción del ADN exógeno en el genoma del plásmido. En la parte 

superior de dicha figura, se muestran los productos de PCR de aquellas colonias que contenían 

el inserto de 1774 pb correspondiente al marcador SRAP 7-10.1774, mientras que en la parte 

inferior se observan aquellas que contenían el fragmento de 332 pb correspondiente al 

marcador SRAP 4-9.332. Con un asterisco rojo (*) se señalan las colonias seleccionadas, de 

acuerdo a su peso molecular para la purificación de los plásmidos y posterior secuenciación del 

fragmento de ADN de interés. 

Fig. 25: Alineamiento BLAST del marcador SRAP 4-9.700 con 89% de homología de secuencia con el 

mismo transportador de sulfato en Lechuga. 
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La figura 27 muestra el gel de agarosa al 1% como testeo de la correcta purificación de los 

plásmidos, los dos primeros * de izquierda a derecha corresponden a los que contienen el 

inserto de 1774 pb y los tres siguientes corresponden a los que contienen el fragmento de 332 

pb. 

* * 

* * * 

Fig. 26: Chequeo de clonación. (*) Colonias seleccionadas para purificación y secuenciación. 

 

 M   1   2    3   4   5   6    7    8   9   10 11 12 13 14 15 16 17  18  19  20  M 

 M   1   2    3   4   5   6    7    8   9   10 11 12 13 14 15 16 17  18  19  20  M 

100 pb 

500 pb 

1000 pb 

* * 

* * * 
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Una vez purificados los plásmidos de acuerdo al protocolo previamente descripto en 

materiales y métodos, las muestras fueron enviadas al servicio de secuenciación de BMR 

Genomics, Padua (Italia). 

Los datos de las secuencias obtenidas, se sometieron a análisis bioinformático. Las 

secuencias fueron inicialmente analizadas mediante  pruebas de calidad utilizando el programa 

Chromas 2.6.6 (https://technelysium.com.au/wp/chromas/), de manera tal de eliminar errores en 

la asignación de bases o bien fragmentos de secuencias correspondientes al vector de 

clonación.  

La secuencia del inserto correspondiente al marcador SRAP 7-10.1774 de 1774 pb 

obtenido mediante el set de cebadores SRAP Me7-Em10, no presentó homología dentro del 

género al ser analizado con BLAST. Cuando la secuencia se comparó con el genoma de

Fig. 27: Purificación de los plásmidos. 

Plásmido + 

Fragmento 

de 1774pb 
Plásmido + 

Fragmento 

de 332pb 

1000 pb 

500 pb 

100 pb 

M 
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referencia de la especie (www.artichokegenome.unito.it), se observó homología con un gen 

ubicado en el grupo de ligamiento 13 que contiene un dominio CHORD (Cysteine and Histidine-

Rich Domain) aunque la función de la proteína que codifica es aún desconocida. 

Por otro lado, la secuencia obtenida a partir del marcador SRAP 4-9.332 de 332 pb, 

generada por la combinación SRAP Me4-Em9, tanto al buscar homología dentro del género 

mediante la herramienta BLAST como con el genoma de referencia, presentó una alta similitud 

de secuencia (mayor al 90%) con una proteína poligalacturonasa ubicada en el grupo de 

ligamiento 4 y 15 del genoma de referencia de la especie (Fig.29). 

 

 
Fig. 29: Alineamiento BLAST del marcador SRAP 4-9.332. 
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DISCUSIÓN 

Comprender los diferentes mecanismos de esterilidad masculina, ha sido de gran interés 

tanto para investigadores como para mejoradores de una amplia variedad de cultivos. Este 

interés radica en la necesidad de contar con un sistema de androesterilidad efectivo para la 

generación de materiales híbridos, especialmente en especies moniocas, autocompatibles, 

disminuyendo así los costos de producción de semillas y la posibilidad de explotar la heterosis 

cuando la especie en cuestión así lo permite (Naresh et al., 2018). 

Si bien la androesterilidad génica en alcaucil ha sido reportada anteriormente, 

considerando un único locus (Principe, 1984; Basnizky y Zohary, 1994 y 1998) o  dos loci  

(Stamigna et al., 2004; López Anido et al., 2016) que en estado recesivo rigen la manifestación 

del carácter, el conocimiento actual en cuanto a la bases genéticas de dicho fenómeno y la 

localización de la/s región/es génica/s responsable/s de la androesterilidad en el genoma de la 

especie es aún desconocido.  

A través de sucesivos años de evaluación de las accesiones presentes en el banco de 

germoplasma del programa de mejoramiento genético de la Facultad de Ciencias Agrarias 

(UNR), se detectaron individuos pertenecientes a diversas accesiones de alcaucil que 

mostraron aborto de los granos de polen o anteras estériles. Si bien la frecuencia de dichos 

individuos observada a campo en dos poblaciones (F2 y BC2) derivadas del cruzamiento inicial 

entre un individuo androestéril y otro androfértil presentes en dicho banco de germoplasma, 

permitió a López Anido et al. (2016), establecer que dos loci con epistasis simple recesiva eran 

los responsables de la expresión del carácter, la fuente de androesterilidad no había sido 

evaluada exhaustivamente hasta el momento.  

Con el objetivo de establecer un marco genético que permita la identificación de 

marcadores moleculares asociados a la androesterilidad génica en C. cardunculus L., de 

manera tal de delinear una adecuada estrategia de mejoramiento de la especie asistida por 

marcadores (MAS), tendiente a la obtención de individuos androestériles, se procedió al 

desarrollo de una población segregante para el carácter en estudio, la cual fue caracterizada 

fenotípica y genéticamente mediante distintas herramientas de evaluación.  
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Dicha población segregante fue obtenida a partir del cruzamiento entre un clon de 

alcaucil identificado como androestéril y una variedad comercial de cardo cultivado, ambas 

accesiones pertenecientes al banco de germoplasma institucional. La elección de estos 

progenitores se basó en las premisas de que, hasta la fecha, solo se ha reportado 

androesterilidad de tipo génica en la variedad scolymus y que la expresión de este carácter está 

determinada por gene/s recesivo/s (Principe, 1984; Basnizky y Zohary, 1998; Stamigna et al., 

2004; López Anido et al., 2016). Por tanto, es de esperar que, en el progenitor cardo 

(androfértil) dicho/s gen/es se encuentren en estado homocigota dominante mientras que la 

variedad de alcaucil (androestéril) sería portadora de los genes en estado recesivo. De esta 

forma, en la generación F2 debería obtenerse una segregación correspondiente a la de un 

“monohíbrido” o “dihíbrido”, según se trate de uno o dos genes.  

Los individuos de la población segregante obtenida fueron evaluados fenotípicamente a 

campo en cuanto a su producción de polen, durante dos años consecutivos a fin de minimizar la 

influencia ambiental que puede presentarse en dicho carácter (Nishiyama, 1984; Hamaoka, et 

al., 1991; Raja et al., 2019), estableciéndose tres grupos constituidos por 1) individuos con 

producción normal de polen (PF), 2) individuos con menor o poca producción de polen (PP) y 3) 

individuos sin producción de polen (MS).    

A fin de que los grupos no sean conformados por mera observación a campo, se 

procedió a establecer un protocolo de cuantificación de los granos de polen. El conteo de 

granos de polen en esta especie resulta complejo, especialmente en lo que respecta a la 

disecación de las flores dado el pequeño tamaño de las mismas. Todos los estudios previos 

referidos al estudio de la androesterilidad y producción de polen en alcaucil solo fueron 

realizados mediante evaluaciones visuales a campo (Principe 1984, López Anido et al., 2016), 

siendo el presente trabajo el primer reporte de cuantificación de granos de polen en la especie. 

Este conteo permitió observar diferencias significativas en cuanto al número de granos de polen 

tanto entre los parentales como entre los tres grupos definidos en la F2, lo que posibilitó 

corroborar la correcta conformación de los grupos. En las plantas hermafroditas con flores 

bisexuales (o perfectas) el número promedio de granos de polen por flor y la relación P/O tienen 

una correspondencia directa con el sistema reproductivo y consecuentemente también en la 

formación de semillas (Burd, 1994). Esta relación refleja la probabilidad de que suficientes 

granos de polen presentes en cada estigma asegure una producción máxima de semillas 
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(Cruden, 1977). Para las plantas con poco polen (2.299,56/1) y las plantas androestériles 

(2,31/1) observadas en esta tesis, la relación P/O sería insuficiente para permitir la formación de 

semilla por autofecundación.  

 La evaluación de la viabilidad de los granos de polen mediante tinción ha sido aplicada 

en la especie por diferentes autores. Stamigna et al. (2004) y Bianco et al. (2011), mediante 

tinción con acetocarmín, observaron que en las plantas consideradas androestériles, los pocos 

granos de polen producidos permanecían sin teñir, mientras que en las plantas fértiles se 

observaba un porcentaje de tinción superior al 97% de los granos. Resultados similares a los 

obtenidos en este trabajo de tesis donde el 97-99% de los granos de polen de plantas fértiles 

fueron teñidos mediante azul de anilina al 1%. Asimismo, ambos trabajos también reportan un 

menor tamaño (diámetro) de los granos de polen inviables. Si bien el tamaño de los granos de 

polen no fue evaluado en el presente trabajo, fue posible observar el tamaño marcadamente 

menor  de los granos no teñidos (estériles) en comparación con los fértiles.  

Estudios de conteo de polen y viabilidad por tinción han sido realizados también en otras 

especies de la familia Asteraceae, como es el caso del girasol para evaluar la androesterilidad 

inducida por herbicidas (Ochogavía et al., 2018). Estos autores utilizaron similares técnicas de 

conteo y análisis de viabilidad por tinción a las descriptas en la presente tesis y observaron un 

significativo decrecimiento en la producción de polen en un genotipo de resistencia intermedia a 

IMI (herbicidas sulfonilureae imidazolinona). Por otra parte, análisis de viabilidad por tinción han 

sido utilizados en malezas al evaluar una población natural de Brassica rapaen la se 

encontraron híbridos con resistencia a herbicidas por estar cercanos a un cultivo de B. napus 

resistente a la imidazolinona (Ureta et al., 2017). Dichos autores evaluaron viabilidad de polen 

con diferentes tinciones propuestas por Alexander (1980) y observaron que las plantas 

encontradas como fuera de tipo mostraron una viabilidad reducida del polen, con una media de 

68,6% y valores mínimos cercanos a 30%. Por el contrario, el polen de plantas normales era 

completamente viable, así como el polen de B. rapay B. napus que mostraron 100% de 

viabilidad. Un análisis semejante para clasificar plantas androestériles y fértiles evaluando la 

forma y la viabilidad de granos de polen, fue llevada a cabo por Joshi (2002) al trabajar con 

líneas de arroz portadoras de androesterilidad núcleo-citoplasmática mediante tinción de los 

granos de polen con solución al 1% de iodo-ioduro de potasio (I-IK). En este caso, los granos de 
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polen fueron clasificados como: estéril marchito sin teñir, estéril esférico sin teñir, parcialmente 

redondo teñido estéril y teñido redondo fértil, en función de su forma, tamaño y extensión de la 

tinción, estableciendo así, un sistema de categorización de polen simple y práctico para 

caracterizar germoplasmas.  

En relación al análisis de viabilidad in vitro, no se logró poner a punto un medio de 

cultivo adecuado durante el desarrollo de la presente tesis. De acuerdo a Kearns e lnouye 

(1993) la germinación in vitro de especies pertenecientes a la familia Asteraceae requieren 

muchas veces de medios de cultivo complejos ya que presentan granos de polen trinucleados, 

lo que complejiza la puesta a punto de esta técnica. Para complementar este análisis, 

finalmente, las plantas con poca producción de polen fueron aisladas y autofecundadas a 

campo en 2018, a fin de determinar si bajo condiciones forzadas era posible la obtención de 

semillas, sin embargo, al momento del corte de los capítulos (Febrero/Marzo 2019), no se 

observó producción de semillas o vestigios de las mismas en ninguna de estas plantas.  

Teniendo en cuenta la inviabilidad de los escasos granos polen producidos, determinada 

tanto mediante tinción como por la no producción de semillas por parte de las plantas PP, las 

mismas fueron consideradas como un único grupo junto con las plantas androestériles. De esta 

manera, la segregación de las plantas fértiles/androestériles, en ambos años de evaluación, se 

ajusta a la esperada para un único gen, 3:1 (241 PF : 74 MS, χ2 
= 0,382; 195 PF : 55 MS, χ2 

= 

1,2 para 2016 y 2017, respectivamente), lo cual indicaría que solo un gen sería el responsable 

de la expresión del carácter androesterilidad en nuestra población de estudio.  

Esta segregación se ajusta a la descripta por Principe (1984), quienes postularon que la 

androesterilidad estaría regida por un único gen (ms), el cual, en estado de homocigosis 

recesiva determina la esterilidad masculina. Basnizky y Zohary (1994 y 1998), reportaron otros 

dos genes (ms2 y ms3) que en estado homocigota recesivo determinaban la androesterilidad en 

distintas poblaciones con una segragación 3:1 para cada uno de ellos. De acuerdo a lo 

postulado por dichos autores, llamamos a este gen ms. Por su parte, Stamigna et al. (2004), 

analizando a campo 44 plantas de una población F2 obtenida a partir de cruzamientos entre 

clones MS franceses y cultivares fértiles del tipo Romanesco y Violeta de Provenza, observaron 

una segregación del tipo 15:1 correspondiente a dos genes con espistasis doble dominante. 

Este tipo de segregación 15:1 no se ajusta a la observada en nuestra población de trabajo. 
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López Anido et al. (2016), realizaron un análisis visual a campo de la progenie de una 

BC2 obtenida mediante el cruzamiento de una planta de alcaucil androesteril y una variedad de 

cardo cultivado, observando una segregación 12:3:1 la cual se ajusta a la hipótesis de la 

existencia de dos genes con epistasis simple dominante. Estas observaciones fueron realizadas 

en un único ciclo de cultivo, lo cual podría introducir alguna variación de tipo ambiental que no 

fue considerada. En el presente trabajo, tal como se mencionó previamente, las evaluaciones 

se realizaron en dos años consecutivos con el fin de evitar esos posibles efectos ambientales. 

Por otra parte, si en el mencionado trabajo de López Anido et al. (2016), las plantas poco polen 

hubieran sido consideradas MS, la segregación se hubiera ajustado a una de tipo monogénica 

3:1, tal como fue observada en el presente trabajo de tesis. 

De acuerdo a los resultados observados en la presente tesis el análisis del número de 

granos de polen por flor y la determinación de la viabilidad in vivo de los granos de polen, 

replicado en un gran número de plantas dentro de la población y comparados con las plantas 

progenitoras, constituyen un parámetro reproductivo útil para la identificación con respaldo 

cuanti y cualitativo de los fenotipos “fértiles” y “androestériles”, previo a la floración de las 

plantas. Sin embargo, se requiere equipamiento acorde y un alto entrenamiento en la disección 

de las flores, debido principalmente a su pequeño tamaño. Además, las observaciones en 

cuanto a la producción de granos de polen y su viabilidad, recién puede realizarse al final del 

ciclo del cultivo de alcaucil, luego de transcurrido prácticamente un año desde su implantación a 

campo, lo que implica mantener un gran número de plantas en lotes de cultivo durante un largo 

período de tiempo hasta poder ser evaluadas y seleccionadas por el carácter androesterilidad. 

Una alternativa a la evaluación fenotípica es la evaluación genotípica mediante la utilización de 

marcadores moleculares asociados al carácter de interés a fin de identificar individuos 

portadores de dicho carácter en etapas tempranas de su desarrollo, lo que se denomina 

selección asistida por marcadores (MAS) (Olmos, 2016). Este tipo de selección ha sido 

ampliamente aplicada en el fitomejoramiento desde hace más de 30 años, cuando la aplicación 

de los marcadores moleculares se volvió una herramienta de rutina en la evaluación de la 

variabilidad del germoplasma, el desarrollo de mapas de ligamientos y la identificación de los 

genes o regiones genómicas (QTL) que determinan un carácter de interés agronómico. Así, la 

aplicación de diversos tipos de marcadores moleculares y la selección asistida han permitido 

mejorar numerosos parámetros tales como el rendimiento, la calidad y la tolerancia a diversos 

estreses bióticos y abióticos en los cultivos. Si bien se han desarrollado varios tipos de 
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marcadores moleculares y se usan de manera rutinaria en el fitomejoramiento, la mayoría de 

estos sistemas de marcadores están restringidos en sus aplicaciones debido a la limitación de 

su disponibilidad y al alto costo de los análisis realizados a gran escala (He et al., 2014). No 

obstante, una serie de diferentes tipos de marcadores asociados a loci de androesterilidad 

génica han sido reportados en numerosas especies (Ying et al. 2003; Chen et. al., 2006; Lee et 

al. 2010; Hayashi et al. 2011; Gong et. al, 2014; Feng et al. 2015). 

El desarrollo de marcadores moleculares SSR específicos para una especie requiere 

conocimiento previo del genoma, así como también resulta costoso e insume mucho tiempo, y 

si bien, numerosos  marcadores de este tipo han sido desarrollados para C. cardunculus 

(Acquadro et al., 2003; 2005ayb; 2009; Scaglione et al., 2009), trabajos previos en la especie 

utilizando estos marcadores en variedades locales han demostrado un bajo nivel de 

polimorfismo. Asimismo, un gran número de estos marcadores no pudieron ser amplificados en 

estos materiales locales (Casadevall et al. 2011; Martin et al. 2012). Martin et al., en 2012, 

probaron 279 de estos microsatélites disponibles y solo 77 resultaron polimórficos (27,6%) entre 

los parentales alcaucil y cardo silvestre y la población segregante desarrollada para la 

realización de un mapa de ligamiento de la especie. Por otro lado, ninguno de los marcadores 

SSR disponibles ha sido reportado como asociado al carácter androesterilidad en la especie. 

Por lo tanto, en el presente trabajo se optó, en primera instancia, por intentar transferir 

marcadores SSR asociados a androesterilidad génica en Girasol, los cuales habían sido 

previamente reportados por Chen et. al. (2006) y Gong et. al. (2014). La selección de 

marcadores asociados al carácter en cuestión en la especie Helianthus annuus, se basó 

principalmente en la cercanía evolutiva de ambos genomas, son parte de la misma familia 

botánica y presentan igual número cromosómico. En total se probaron cinco marcadores 

microsatélites asociados a la androesterilidad génica en girasol, en ambos parentales y un 

grupo de 15 individuos PF y 15 individuos MS de la población segregante. Se realizaron 

diferentes modificaciones en los protocolos de amplificación y ciclado reportados por los autores 

a fin de obtener resultados satisfactorios, sin embargo, solo uno de los cinco microsatélites, 

ORS608, pudo ser amplificado y evaluado en todos materiales. Si bien el marcador ORS608, se 

encuentra en el grupo de ligamiento 6 del mapa de girasol a 2,6 cM del locus ms7 de 

androesterilidad, en nuestro material de estudio se observó como monomórfico, presentando 

una única banda tanto en el parental fértil como en el androestéril y en todos los individuos de la 

F2 evaluados (independientemente del grupo de pertenencia), por lo que no fue factible utilizar 
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dicho marcador para la identificación del locus de androesterilidad presente en nuestra 

población. La imposibilidad de transferencia de estos marcadores de una especia a la otra 

puede tener diversas causas. Por un lado, la no amplificación de los marcadores ORS 807, 

ORS996, ORS1229 y ORS705 puede deberse a que las secuencias de los cebadores de estos 

marcadores no sean complementarias a las secuencias flanqueantes de los genes de 

androesterilidad presentes en Cynara cardunculus y, por lo tanto, no se produce amplificación 

del marcador. La transferibilidad de este tipo de marcadores provenientes de girasol fue 

evaluada previamente por García Moreno et al. (2008), al probar un set 117 ORS en seis líneas 

de cártamo. Como resultados de dicha evaluación solo 19 ORS pudieron ser transferidos a 

cártamo, o sea solo 16,2% del total de los marcadores testeados presentó amplificación del 

fragmento y este era específico. Por otra parte, el éxito en la transferencia de marcadores SSR 

entre especies está inversamente relacionado con la distancia evolutiva entre las dos especies 

en cuestión, como así también depende del tamaño de los genomas, si el genoma de la especie 

objetivo es pequeño en comparación con la fuente la posibilidad de transferencia es menor 

(Barbará et al., 2007). En este caso, pese a las similitudes entre los genomas de ambas 

especies (Cynara cardunculus y Helianthus annuus) en cuanto al número cromosómico, el 

tamaño estimado del genoma de Cynara cardunculus es de 1.084 Mb (Scaglione et al., 2016), 

mientras que el de girasol es 3,6 Gb (http://www.sunflowergenome.org; Genome Project ID: 

PRJNA64989), diferencia que se debería a que este último posee aproximadamente el doble de 

secuencias nucleotídicas repetitivas (Bennett y Leitch, 1997).  

El éxito de amplificación de marcadores entre especies dentro de un mismo género 

suele ser mayor que el que se obtiene entre especies pertenecientes a diferentes géneros 

(García Moreno et al., 2008). Peakall et al. (1998) reportó que un rango de amplificaciones 

exitosas de 3-13% fue observada entre distintos géneros dentro de la familia Fabaceae, 

mientras que las amplificaciones exitosas fueron del 65% cuando se probó la transferencia 

entre materiales dentro del mismo género. En este trabajo, el bajo poder de transferencia de los 

marcadores SSR podría deberse a que, si bien, ambas especies pertenecen a la misma familia, 

corresponden a distintos géneros. Otros factores determinantes serían, las diferencias del 

tamaño del genoma citadas previamente y a la poca cantidad de marcadores SSR disponibles 

para ser probados.  
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Los marcadores SRAP se presentan como una alternativa para la evaluación molecular 

de un gran número de individuos en poco tiempo, están orientados a regiones codificantes del 

genoma, son multibanda y no necesitan información previa del genoma para su aplicación, lo 

que los hace un sistema de marcadores relativamente económico y factibles de ser utilizados en 

una amplia variedad de especies y propósitos (Martin et al., 2013; Rahman et al., 2007; Ferriol 

et al., 2004; Li y Quiros, 2001).  

Desde su desarrollo, estos marcadores han sido aplicados en una gran variedad de 

especies vegetales para estimar niveles de diversidad genética (Aneja et al., 2012; Bermejo et 

al., 2014), identificación de genes (Martin et al., 2008; Zhang et al., 2011b) y construcción de 

mapas de ligamiento (Lin et al., 2003; Wang et al., 2008; Guindón et al., 2016). Dentro de la 

especie Cynara cardunculus, los marcadores SRAP resultaron una herramienta útil para 

detectar diversidad genética, clasificar accesiones y desarrollar colecciones núcleo (Cravero et 

al., 2007 y 2019) así como también para la construcción de mapas de ligamiento e identificación 

de QTLs de importancia agronómica como rendimiento en capítulos y producción de biomasa 

(Martin et al., 2013 y 2016 a y b). 

A fin de identificar eficientemente marcadores SRAP asociados a la androesterilidad, se 

procedió a combinar dicha técnica de marcadores con la estrategia BSA, la cual fue diseñada 

esencialmente para identificar rápidamente regiones genómicas responsables de un carácter de 

interés. Esta estrategia puede utilizarse sobre cualquier población de la cual puedan tomarse 

dos muestras contrastantes, es decir, conformadas por individuos con fenotipos 

significativamente distintos para un carácter de interés, mientras que el resto de los caracteres 

varíen al azar. Las muestras se pueden tomar a partir de diferentes tipos de poblaciones (i) 

segregantes, derivadas de cruzamientos bi o multiparentales y (ii) variantes de cualquier 

población de una especie incluidos aquellos con acervos genéticos diversos (Zou et al., 2016). 

Originalmente, esta estrategia fue diseñada para evaluar caracteres controlados por genes de 

efecto mayor y baja influencia ambiental, sin embargo, también se ha utilizado con éxito para 

identificar genes menores e inclusive QTLs (Bernier et al., 2007; Sun et al., 2010; Tuberosa et 

al., 2002; Venuprasad et al., 2009; Vikram et al., 2011; Xu y Crouch, 2008; Xu et al., 2008). 

Numerosos trabajos combinando la estrategia BSA con distintos tipos de marcadores 

moleculares, han permitido la identificación de marcadores asociados a androesterilidad en 

diversos cultivos. Gong et al. (2014), analizaron en girasol, marcadores SSR en dos bulks de 
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DNA formados por diez plantas MF y MS, respectivamente. El análisis les permitió identificar y 

localizar el  gen de androesterilidad ms7 en el grupo de ligamiento 6 y el gen ms8 en el grupo de 

ligamiento 5 del mapa de la especie. De manera similar, Hayashi et al. (2011), trabajando en 

lechuga, compararon dos bulks (fértil y androestéril), constituidos por el ADN de ocho plantas 

cada uno de ellos, utilizando marcadores AFLP. Los resultados obtenidos les permitieron 

desarrollar nueve SCAR y CAPS asociados al gen recesivo de androesterilidad (ms-S). 

Estudios similares, han sido descriptos en algodón (Raja et al., 2018), pimiento (Aulakh et al., 

2016) y repollo chino (Ying et al., 2003), entre otros.   

Por su parte, la estrategia BSA en combinación con marcadores SRAP ha permitido la 

identificación de marcadores asociados a la androesterilidad en especies tales como B. 

oleracea (Zhang et al., 2011a).  

En la especie C. cardunculus, BSA y SRAP fueron utilizados en forma combinada para 

la identificación de marcadores asociados a precocidad y coloración del capítulo (Martin et al., 

2008). El presente trabajo es el primer reporte de la combinación de ambas técnicas para la 

identificación de marcadores moleculares asociados a los genes ms en la especie.  

Como resultado del análisis de 14 de las 72 combinaciones SRAP probadas en ambos 

parentales y los bulks de ADN, se pudo observar que el número de bandas por combinación de 

cebadores (3 - 25) así como el tamaño de las bandas (100 - 2000pb), fue similar a lo reportado 

por Martin et al. (2013), utilizando el mismo tipo de marcadores en una población segregante 

desarrollada a partir de la cruza entre dos variedades bótanicas de C. cardunculus (scolymus y 

sylvestris). Por otro lado, la estrategia BSA nos permitió detectar trece bandas polimórficas 

entre los parentales y bulks, que respondía al patrón esperado (presente en el parental y bulk 

fértil y ausente en el parental y bulk androestéril o viceversa). Sin embargo, al realizar el análisis 

de los individuos por separado (de-bulk) solo cinco de estos marcadores mostraron asociación 

al gen ms. Pese a que en el presente trabajo se incluyó un número mayor de individuos que el 

mínimo recomendado por la bibliografía (Michelmore et al., 1991)  para la conformación de cada 

bulk (10 individuos) con el objetivo de ser estrictos en la detección de bandas ligadas al gen de 

interés, más del 50% de las bandas detectadas por BSA fueron falsos positivos, es decir, loci no 

ligados al carácter que son detectados como polimórficos entre los bulks. Si bien la frecuencia 

con la cual se detectan falsos positivos aumenta cuando el número de marcadores aumenta, 

para tamaños de bulks de 10 o más individuos, aun con una gran cantidad de marcadores, la 
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probabilidad de falsos positivos debería ser baja (Mackay y Caligari, 2000). Asumimos que el 

alto porcentaje de falsos positivos encontrados en este trabajo, puede deberse al tipo de 

población utilizada, que como ya fue mencionado no se trata de una F2 mendeliana en sentido 

estricto, sino que se comporta como tal solo para el carácter en estudio y, por lo tanto, es 

posible que se produzca segregación en otros caracteres que no fueron considerados en la 

presente tesis, lo cual se evidencia en el patrón de polimorfismo observado de los marcadores 

SRAP.  

Otros estudios en los que se utilizaron marcadores SRAP en combinación con la 

estrategia BSA han reportado la utilización de un gran número inicial de combinaciones de 

cebadores para finalmente identificar algún marcador asociado al carácter bajo estudio, e 

inclusive un alto porcentaje de falsos positivos pese a incluir en el análisis un número mayor de 

individuos en los distintos bulks. En berenjena, Mutlu et al. (2008) etiquetaron un gen de 

resistencia al marchitamiento de Fusarium usando marcadores SRAP, SRAP-RGA (Análogo del 

gen de resistencia), RAPD y SCAR. Utilizaron 2316 combinaciones de cebadores para 

identificar marcadores moleculares vinculados al gen de resistencia, de los cuales dos 

marcadores SRAP estaban estrechamente vinculados al gen de resistencia. Los marcadores 

SRAP se convirtieron en marcadores SCAR y se usaron en la selección asistida por 

marcadores de la resistencia al marchitamiento por Fusarium en berenjena. Zhang et al. 

(2011a) usaron marcadores SRAP y SSR para identificar el gen asociado a androestilidad en B. 

oleracea. Realizaron análisis BSA con marcadores SRAP y SSR. Al examinar los polimorfismos 

entre bulks fértiles y bulks estériles con 26.417 pares de cebadores SRAP, identificaron 14 

marcadores SRAP que estaban vinculados al gen de esterilidad masculino MS-cd1. Después de 

secuenciar los fragmentos SRAP, tres de estos marcadores que estaban estrechamente 

relacionados con el gen MS-cd1, se convirtieron en marcadores SCAR. 

De los cinco marcadores SRAP asociados al carácter androesterilidad en este trabajo de 

tesis, los marcadores SRAP 7-10.1774, SRAP 4-9.600 y SRAP 4-9.332 se ajustaron a una 

segregación de tipo mendeliana 3:1 (χ2 ≤ χ2
α=0.05), mientras que los marcadores SRAP 5-8.300 y 

SRAP 4-9.700 mostraron una ligera desviación en su segregación (χ2
α=0.05 ≤ χ2≤ χ2

α=0.01). El 

porcentaje de loci con segregación distorsionada observado por Lanteri et al. (2006) en una 

población segregante generada a partir del cruzamiento entre dos tipos varietales de alcaucil 

fue de aproximadamente un 10%. Por su parte, Portis et al. (2009) observaron un valor del 
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orden del 13% en una población generada entre una variedad de alcaucil y una de cardo 

cultivado, mientras Martin et al. (2013), en una población segregante generada por el 

cruzamiento de una variedad de alcaucil con un genotipo de cardo silvestre, obtuvieron un 27% 

de loci con segregación distorsionada, de los cuales la mayoría (~33%) correspondían a 

marcadores SRAP. En la presente tesis, al analizar la segregación de marcadores asociados al 

carácter en estudio y no en todo el genoma, el porcentaje de marcadores distorsionados fue 

nulo y solo dos presentaron una segregación levemente distorsionada. Cervera et al. (2001) 

observaron que partes importantes de los grupos de ligamiento pueden ser excluidas durante el 

desarrollo de mapas al eliminar los loci distorsionados del análisis, sugiriendo incluir loci 

distorsionados hasta un valor del 5% de manera de reducir la probabilidad de generar falsos 

ligamientos. Por su parte, Doucleff et al. (2004) observaron que segmentos grandes de dos 

grupos de ligamiento se perdían cuando eran excluidos del análisis los marcadores con una 

distorsión <1%, por lo que la inclusión de marcadores altamente distorsionados en los análisis 

de ligamiento puede ser beneficioso en algunos estudios de mapeo (Fishman et al., 2001). En la 

presente tesis, fueron incluidos inicialmente en el análisis de ligamiento aquellos marcadores 

que no presentaron distorsión en su segregación y, posteriormente, se incluyeron aquellos con 

una distorsión menor, previa fijación del orden de los primeros. A un LOD mínimo de 2.0 y Rec 

= 0.40, tres marcadores fueron asociados al carácter androesterilidad  (SRAP 4-9.700, SRAP 7-

10.1774 y SRAP 4-9.332) en el análisis de ligamiento llevado a cabo con el programa JoinMap 

v.4. A fin de corroborar el correcto orden de los marcadores en el mapa de ligamiento obtenido 

por el programa de mapeo, se procedió a realizar un análisis de a pares, determinando la 

distancia entre los mismos mediante el cálculo de la frecuencia de recombinación entre dichos 

marcadores. Los valores obtenidos reflejaron que el orden de los marcadores se corresponde 

con el obtenido por el programa informático, sin embargo, las distancias en cM obtenidas fueron 

diferentes. Si bien la distancia a lo largo de un mapa de ligamiento se mide en términos de la 

frecuencia de recombinación (r) entre marcadores genéticos (Paterson, 1996), se requieren 

funciones de mapeo para convertir fracciones de recombinación en cM debido a que la 

frecuencia de recombinación y la frecuencia de entrecruzamientos no están relacionadas 

linealmente (Hartl y Jones, 2001; Kearsey y Pooni, 1996). Cuando las distancias de mapa son 

pequeñas (<10 cM), en general la distancia del mapa es igual a la frecuencia de recombinación. 

Sin embargo, esta relación no se aplica a distancias mayores de 10 cM (Hartl y Jones, 2001), es 

así que surgen las funciones de mapeo. Una de las funciones de mapeo más comúnmente 

utilizada es la  de Kosambi, que corrige el fenómeno de interferencia causado por el efecto del 
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doble entrecruzamiento al realizar el cálculo de la distancia. Si bien las distancias entre los 

marcadores fueron mayores en el análisis de ligamiento de a pares, se demostró que la 

ubicación de los marcadores con respecto al gen ms es la misma que la calculada por el 

programa informático. Consideramos que las distancias obtenidas mediante la función de 

Kosambi, son  una estimación más aproximada debido a la corrección por interferencia que  se 

realiza en el cálculo de las mismas. Por otro lado, estas distancias no están directamente 

relacionadas con la distancia física del ADN entre los marcadores genéticos, sino que dependen 

del tamaño del genoma de la especie (Paterson, 1996). Así, los marcadores más próximos y 

flanqueantes del locus ms fueron SRAP 7-10.1774 y SRAP 4-9.332, a 0,5 y 3,8 cM, 

respectivamente. Mientras que el marcador SRAP 4-9.700, incluido luego de fijar el orden de los 

otros dos marcadores, se localizó a 13,9 cM del locus de androesterilidad. Los marcadores 

SRAP 5-8.300 y SRAP 4-9.600, si bien presentaron segregación mendeliana o ligeramente 

distorsionada, no fueron incluidos en el mapa de la región circundante al locus ms obtenido con 

el programa JoinMap, debido a que presentaron un porcentaje de recombinación mayor o igual 

al 40%. Por otro lado, el hecho de que dos marcadores presenten una asociación no aleatoria 

entre alelos (frecuencia de recombinación menor al 50%), no tiene que estar necesariamente 

correlacionado con un carácter en particular. Es posible detectar genes que no segreguen 

independientemente no solo entre loci cercanos, sino también entre loci distantes, aun 

localizados en diferentes cromosomas como resultado de fuerzas tales como selección, 

sistemas de apareamiento, estructura poblacional, entre otros (Soto-Cerda y Cloutier 2012). La 

falta de asociación de estos marcadores en el análisis de ligamiento puede deberse a que, si 

bien presentan una frecuencia de recombinación inferior al 50%, al encontrarse distantes al 

locus ms, falten marcadores intermedios que hagan de nexo entre ambos, por lo cual es factible 

que al incorporar nuevos marcadores en la región de interés estos marcadores puedan 

finalmente ser incluidos. 

A fin de realizar análisis genómicos comparativos, las cinco bandas correspondientes a 

cada uno de los marcadores SRAP identificados fueron aisladas del gel, re-amplificadas con el 

mismo par de cebadores que le dieron origen y secuenciadas. El análisis de las secuencias 

obtenidas, incluyó la búsqueda de secuencias homólogas en la base de datos nucleotídica de 

NCBI. Como resultado de los alineamientos se pudo observar que  el marcador SRAP 4-9.700 

presenta elevada homología (superior al 90%) con dos accesiones que corresponden a un 

mismo transportador de sulfato 4.1 en Cynara cardunculus var. scolymus (Accession no. 
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XM_025137078.1 y XM_025114421.1). Es conocido que el sulfuro es un macro nutriente 

esencial para el crecimiento de la planta, cumpliendo roles especialmente importantes en la 

regulación redox y el metabolismo de productos secundarios (Saito, 2000). Actualmente, 

numerosos genes codificantes de transportadores de sulfatos han sido identificados y clonados, 

así como también secuencias relacionadas han sido anotadas en las bases de datos 

nucleotídicas. Wang et al. (2006) aislaron y caracterizaron la secuencia del gen RSultr3.2A, el 

cual codificaría un transportador de sulfato putativo en rábano (Raphanus sativus L). Este gen 

está ausente en el citoplasma androestéril de la variedad “9802A”  de rábano, mientras que en 

el restaurador de la fertilidad “9802H” se encuentra presente, por lo cual podría estar vinculado 

con la androesterilidad en esta especie, aunque su función en C. cardunculus es desconocida.  

Si bien la accesión XM_025114421.1 presentó 1800 bases alineadas, se encontraron 8 gaps. 

Dichos gaps o huecos podrían tratarse de separaciones añadidas artificialmente a una 

secuencia para maximizar su alineamiento con otra o podrían representar posibles mutaciones, 

inserciones o deleciones que han causado divergencia entre las secuencias comparadas. Dado 

que este fragmento constituye parte de la región codificante del gen, sería de interés analizar si 

esas sustituciones generan cambios en la secuencia de aminoácidos y/o  en la estructura de la 

proteína codificada, teniendo un efecto en la vía de producción o desarrollo  de polen. Los 

restantes cuatro marcadores no presentaron secuencias homólogas pese a que los fragmentos 

re-amplificados fueron purificados previamente a su secuenciación. Dado que los productos de 

PCR pueden contener mezclas de productos no específicos junto a la secuencia de interés, 

alternativamente pueden ser aislados y clonados mediante un vector a fin de mejorar la calidad 

de las secuencias obtenidas por secuenciación del ADN.  

Es por ello que se seleccionaron las dos bandas correspondientes a los marcadores más 

cercanos al gen ms (SRAP 7-10.1774 y SRAP 4-9.332) y de las cuales no se habían obtenido 

resultados positivos al ser secuenciadas directamente las re-amplificaciones de PCR. Las 

bandas correspondientes a dichos marcadores, fueron re-amplificadas y clonadas, 

posteriormente fueron secuenciadas y los datos obtenidos analizados en búsqueda de 

secuencias homólogas tanto con la base de datos nucleotídica de NCBI y con el genoma de 

referencia de alcaucil recientemente disponible (www.artichokegenome.unito.it).  

El alineamiento de la secuencia correspondiente al SRAP 7-10.1774, no presentó 

homología dentro del género al ser analizado con BLAST, sin embargo, al ser comparado con el 
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genoma de referencia de la especie, mostró homología con un gen ubicado en el grupo de 

ligamiento 13 del mapa de referencia de la especie (Portis et al., 2009), el cual contiene un 

dominio CHORD (Cysteine and Histidine-Rich Domain) de función desconocida. Este tipo de 

dominio incluye aproximadamente 60 dominios proteicos, dispuestos generalmente en tándem, 

presentes en casi todos lo eucariotas y con funciones muy diversas, desde la detección de la 

presión cardiaca al mantenimiento de la diploidía en hongos y son distintas especificidades de 

interacción proteína-proteina (Heise et al., 2007). En plantas, este tipo de dominio se encuentra 

implicado en la inmunidad y la resistencia a diversas enfermedades (Kaur y Subramanian, 

2018). 

El resultado del alineamiento para  el marcador SRAP 4-9.332 reveló que éste presenta 

elevada homología (superior al 90%) con la región correspondiente a la proteína 

poligalacturonasa en Cynara cardunculus L. var. scolymus localizada en los grupos de 

ligamiento 4 y 15 del mapa de referencia de la especie (Portis et al., 2009). Las 

poligalacturonasas pertenecen a una de las mayores familias de las hidrolasas (Torki et al., 

2000; Markovic y Janecek, 2001) cuyas actividades  están relacionadas con  una amplia gama 

de procesos en el desarrollo de las plantas (Hadfiel y Bennett, 1998), entre ellos, la dehisencia 

de las anteras. La actividad de las poligalacturonasas se observó en la zona de dehisencia de 

anteras de especies tales como maíz, tabaco, colza y Arabidopsis  (Dubald et al., 1993; Sander 

et al., 2001). Además, en tomate, una mutación simple en el gen Ps-2 codificante para una 

poligalacturonasa es responsable de anteras no dehisentes (Gorguet et al., 2009). 

Como se ha explicado a lo largo de este trabajo, la producción de alcaucil, en las últimas 

dos décadas, ha experimentado una tendencia hacia los cultivares propagados por semilla 

mostrando elevados rendimientos y evitando los problemas fitosanitarios propios de la 

propagación vegetativa (López Anido et al., 2010; García et al., 2006). Si bien la especie 

presenta protandria y la autopolinización a nivel de flor es casi imposible, sí puede darse a nivel 

de capítulo debido a que la floración es de tipo centrípeta. Por otra parte, la emasculación 

manual es laboriosa y no se conocen métodos químicos lo suficientemente efectivos que 

impidan la autofecundación a nivel de flor. Esta situación hace indispensable contar con un 

sistema de esterilidad masculina efectivo que permita hacer más eficiente el proceso de la 

generación de materiales híbridos disminuyendo así los costos de producción de semillas y  

posibilitando la explotación del fenómeno de heterosis. Los marcadores moleculares 
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desarrollados en este trabajo, son el primer acercamiento en la identificación de la región 

codificante para la androesterilidad y su aplicación para identificar plantas MS en estadios 

tempranos de desarrollo, asistiendo a los programas de mejoramiento de la especie. Además, 

estos marcadores permiten el screening de una población de gran tamaño en poco tiempo para 

identificar individuos androestériles y acelerar en gran medida la incorporación del gen de la 

androesterilidad en los programas de mejoramiento. Por otra parte, el conocimiento de las 

secuencias de estos marcadores SRAP, nos permitiría diseñar marcadores específicos de 

manera tal de facilitar aún más la identificación de individuos androestériles. Si bien los 

marcadores encontrados no se encuentran sobre el gen ms, como perspectiva, se plantea 

continuar con técnicas de secuenciación masiva, tales como BSA-seq (secuenciamiento de los 

parentales y bulks) descripta por Schneeberger y Weigel (2011), con el objetivo de encontrar 

marcadores más cercanos o inclusive dentro del gen ms del tipo SNPs (polimorfismos de un 

solo nucleótidos). 
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CONCLUSIONES 

 Se desarrolló una población segregante para el carácter androesterilidad en alcaucil.  

 Fue posible identificar individuos androestériles y androfértiles fenotípicamente a campo 

en la generación F2,así como también confirmar esta clasificación mediante conteo de 

granos de polen por flor y análisis de viabilidad de los mismos. 

 Si bien se probaron distintas condiciones de amplificación, no se logró transferir 

marcadores moleculares asociados al carácter androesterilidad identificados en 

Helianthus annuus L. (girasol). 

 Se identificaron cinco marcadores moleculares asociados al carácter, mediante la 

utilización de la técnica SRAP en combinación con la estrategia de BSA, de los cuales 

tres pudieron ser mapeados. El marcador más cercano, SRAP 7-10.1774, se estimó a 

0,5 cM del gen ms; mientras que los otros (SRAP 4-9.600 y SRAP 4-9.332) se 

detectaron a 4,3 cM y 13,9 cM, respectivamente. 

 El aislamiento y secuenciación de las cinco bandas obtenidas asociadas al carácter en 

estudio permitió encontrar homología en una de las secuencias (SRAP 4-9.700) con un 

transportador de sulfato 4.1 en Cynara cardunculus var. scolymus. 

 A partir de la clonación y secuenciación de los dos marcadores más cercanos al gen ms 

(SRAP 7-10.1774 y SRAP 4-9.332), fue posible determinar que el marcador SRAP 7-

10.1774 presenta homología con un gen que contiene un dominio CHORD aunque la 

función de la proteína que codifica es aún desconocida; mientras que el marcador SRAP 

4-9.332 presenta homología con una poligalacturonasa, en la que fue identificada una 

mutación puntal causante de androesterilidad en tomate. 
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ANEXO 

Tabla 1: 72 combinaciones SRAP evaluadas. 

Combinación Primer Foward Primer Reverse 

1 Me1 Em1 

2 Me1 Em2 

3 Me1 Em3 

4 Me1 Em4 

5 Me1 Em5 

6 Me1 Em6 

7 Me1 Em7 

8 Me1 Em8 

9 Me1 Em9 

10 Me1 Em10 

11 Me2 Em1 

12 Me2 Em2 

13 Me2 Em3 

14 Me2 Em4 

15 Me2 Em5 

16 Me2 Em6 

17 Me2 Em7 

18 Me2 Em8 

19 Me2 Em9 

20 Me2 Em10 

21 Me3 Em1 

22 Me3 Em2 

23 Me3 Em3 
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24 Me3 Em4 

25 Me3 Em5 

26 Me3 Em6 

27 Me3 Em7 

28 Me3 Em8 

29 Me3 Em9 

30 Me3 Em10 

31 Me4 Em1 

32 Me4 Em2 

33 Me4 Em3 

34 Me4 Em4 

35 Me4 Em5 

36 Me4 Em6 

37 Me4 Em7 

38 Me4 Em8 

39 Me4 Em9 

40 Me4 Em10 

41 Me5 Em1 

42 Me5 Em2 

43 Me5 Em3 

44 Me5 Em4 

45 Me5 Em5 

46 Me5 Em6 

47 Me5 Em7 

48 Me5 Em8 

49 Me5 Em9 
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50 Me5 Em10 

51 Me6 Em1 

52 Me6 Em2 

53 Me6 Em3 

54 Me6 Em4 

55 Me6 Em5 

56 Me6 Em6 

57 Me6 Em7 

58 Me6 Em8 

59 Me6 Em9 

60 Me6 Em10 

61 Me7 Em1 

62 Me7 Em2 

63 Me7 Em3 

64 Me7 Em4 

65 Me7 Em5 

66 Me7 Em6 

67 Me7 Em7 

68 Me7 Em8 

69 Me7 Em9 

70 Me7 Em10 

71 Me8 Em1 

72 Me8 Em2 

 


