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El mejoramiento genético del girasol cultivado (Helianthus annuus L.) depende

en gran medida del aporte de genes que le pueden proporcionar los girasoles

silvestres. Este trabajo tuvo como objetivos: (i) estudiar la distribucién
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de poblaciones silvestres de H. annuus y T. tubaeformis en Saltillo, Ramos
Arizpe y Arteaga Coahuila; (i) realizar cruzas entre girasol cultivado y
poblaciones silvestres de H. annuus; (iii) caracterizar morfolégicamente las
poblaciones silvestres, una linea de girasol cultivado y su descendencia hibrida;
(iv) desarrollar un método de germinacién de polen para Helianthus annuus; (y)
comparar la viabilidad de polen entre una linea cultivada de H. annuus,
poblaciones silvestres de la misma especie y su descendencia hibrida; y (vi)
evaluar la variacion genética entre las poblaciones de H. annuus y T. tubaeformis
con el uso de huella de DNA a través del DNA polimérfico amplificado

aleatoriamente (RAPD).

Se recolectaron aquenios maduros distribuidos desde 1250 hasta 1673 m de
altitud en ocho sitios con H. annuus ssp. texanus, y siete sitios con T.
tubaefonnis distribuidos de 1494 hasta 2500 m de altitud. Las colectas de H.

annuus ssp. texanus se cruzaron con la linea CMS-AN-3 de girasol cultivado.

Se estudié la viabilidad de polen a través de la germinacion y tincion en los
materiales de H. annuus silvestres, cultivado e hibridos. Se desarroll6 un nuevo
meétodo de germinacion basado en el uso de extracto de pistilos, sacarosa al 12
porciento y los minerales calcio (280 ppm) y boro (100 ppm). A través del método
de extracto de pistilos se detectaron diferencias en porcentaje entre el girasol
cultivado (19.45) y silvestres (28.92), y entre hibridos (20.52) y colectas
silvestres (28.92). Por el método de tincion con Buffalo Black los progenitores

silvestres y girasol cultivado produjeron mayor porcentaje de polen viable (95.24



y 94.60, respectivamente) y tuvieron diferencias significativas con los hibridos

(91.54).

Las colectas silvestres de H. annuus, la linea AN-3 y los hibrido se evaluaron en
la etapa de floracibn para trece caracteres morfolégicos y fenoldgicos
prerreproductivos. Los hibridos y H. annuus silvestre fueron significativamente
diferentes al girasol cultivado para las variables diametro de capitulo, longitud,
ancho y numero de ligulas y bracteas, y numero de capitulos. El analisis de
componentes principales reveld6 por medio de la distancia euclidiana como
medida de disimilitud y con el método de la media aritmética, un mayor parecido
de los hibridos con el girasol cultivado, con los hibridos en posicion intermedia

respecto a sus progenitores.

Para el analisis de huella genética se agruparon las colectas silvestres en tres
poblaciones por afinidad geogréfica. Dicho andlisis incluyd la colecta de hojas
jovenes; el aislamiento de DNA; determinacibn de su pureza, calidad y
concentracién (12 ng ml -1); y amplificacién en un termociclador en 45 ciclos
para llevar al cabo la reaccién de PCR con los dos iniciadores para RAPDs A02
y BO1. Los patrones electroforéticos se codificaron en una matriz de ceros y
unos. El analisis jerarquico indic6 que las poblaciones silvestres presentan
variacion y son diferentes genéticamente al girasol cultivado, pero sin
subdivision poblacional. En el andlisis jerarquico de huella genética de siete

poblaciones de T. tubaeformis colectadas desde 1494 a 2500 m de altitud, se
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observo una separacion entre T. tubaeformis y el girasol cultivado, con

diversidad genética entre plantas silvestres sin subdivisién poblacional.

Se concluye que en la region estudiada H. annuus ssp. texanus se distribuye
desde 1250 a 1673 m y Tithonia tubaeformis desde 1494 a 2500 m de altitud.
El cruzamiento entre la linea AN-3 y H. annuus ssp. texanus produjo hibridos
fértiles y con una madurez de polen alta (91.54 porciento) revelada por el
analisis de tincién. Por su parte, el método propuesto para germinar polen
permitié la emergencia del tubo polinico, pero en este punto su utilidad es mas
bien cualitativa que cuantitativa. La evaluacion de caracteres morfolégicos y
fenoldgicos reveld marcadores que diferencian claramente a H. annuus ssp.
texanus y a la linea cultivada. En relacion al analisis de huella genética de DNA
con RAPDs en las poblaciones silvestres de H. annuus y T. tubaeformis y
girasol cultivado se demuestra que existe diversidad genética en los materiales
silvestres sin subdivision poblacional. Asimismo, se reveld6 una marcada

diferencia genética de los materiales silvestres con la linea cultivada.
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The cultivated sunflower (Helianthus annuus L.) breeding greatly depends on
wild sunflower genes. This research was conducted with the following
objectives: (i) to study the distribution of wild populations of H. annuus and T.
tubaeformis in Saltillo, Ramos Arizpe and Arteaga, Coahuila; (ii) to cross
cultivated sunflowers with wild populations of H. annuus; (iii) to morphologically
characterize the wild populations, a cultivated sunflower line and their hybrid
progeny; (iv) to develop a method to germinate H. annuus pollen; (y) to compare
pollen viability between an H. annuus cultivated line, wild populations of the
same species and their hybrid progeny and (vi) to evaluate genetic variation
among H. annuus and T. tubaeformis populations through DNA fingerprinting by

random amplified polymorphic DNA (RAPD).

Mature achenes were recollected in the altitude range from 1250 to 1673 m in
eight sites with H. annuus ssp, texanus and fifteen sites with T. tubaeformis
distributed from an altitud of 1494 m to 2500 m. The H. annuus ssp. texanus

accessions were crossed with the line CMS-AN-3 of cultivated sunflower.

Pollen viability was studied in cultivated and wild H. annuus as well as in the
hybrid plants through germination and staining. A new pollen germination
method was developed based on pistil extract, 12 per cent sucrose and the
minerals calcium (280 ppm) and boron (100 ppm). Through this pistil extract
method, significant differences in per cent were found between the cultivated
sunflower (19.45) and the wild sunflowers (28.92), and between the hybrids

(20.52) and the wild accessions (28.96). By Buffalo Black staining, the wild and
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cultivated sunflowers showed a greater viability in per cent (95.28 and 94.60,
respectively), and exhibited significant differences with the hybrid materials

(91.54).

The wild accessions of H. annuus, the AN-3 inbred and the hybrids were
evaluated during flowering for thirteen morphological and phenologycal
prerreproductive traits. The hybrid materials and wild H. annuus were
significantly different to the cultivated sunflower for head diameter, length, width
and number of ligules and bracts, and number of heads. Principal component
analysis indicated, through euclidean distance as a dissimilarity measure and
the average method, a greater resemblance of the hybrids with cultivated

sunflower, with the hybrids in an intermediates position relative to the parents.

For DNA fingerprinting analysis, the wild accessions were grouped into three
populations by geographic affinity. Such analysis included recollection of young
leaves; DNA isolation; DNA purity, quality and concentration (12 ng ml¥1)
determination; and amplification in a thermal cycier with 45 cycles to perform
PCR reactions with two RAPD primers: A0O2 and BOl. The electrophoresis
patterns were binarily (O and 1) coded in matrices. The hierarchical analysis
indicated variation in the wild populations without subdivision, and differences
with the cultivated sunflower. In the hierarchical analysis by DNA fingerprinting in

seven populations of T. tubaeformis recollected from 1494 m to 2500 m of

altitude. The cultivated sunflower and T. tubaeformis showed genetic



differences, with genetic diversity among wild plants without population

subdivision.

It was concluded that, in the target region, H. annuus ssp. texanus has a range
distribution between 1250 m to 1673 m, and T. tubaeformis from 1494 m to 2500
m of altitude. The cross between the AN-3 inbred line and H. annuus ssp.
texanus produced fertile hybrids with a high pollen maturity in percent (91.54)
according to the staining analysis. On the other hand, the herein proposed
method to germinate pollen gave raise to pollen tube development initiation,
but at this point its usefulness is qualitative rather than quantitative. For the
DNA RAPD- based fingerprinting in wild populations of H. annuus and T.
tubaeformis, and the cultivated sunflower, it was demonstrated the presence of
genetic diversity in the wild materials without subdivision. Furthermore, a
marked genetic difference between the wild accessions and the cultivated line

were found.
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l. INTRODUCCION

El girasol cultivado (Helianthus annuus L.) tuvo su origen en la region central de
E.U.A. de acuerdo a la evidencia arqueoldgica con que se cuenta. El cultivo es
importante a nivel mundial para consumo humano, principalmente por su alto
contenido y calidad de aceite, también por la calidad proteica de la semilla,
ademas la planta tiene uso forrajero en la alimentacion animal y ornamental por

la belleza de sus flores.

Las especies de girasol silvestre sirven en el mejoramiento de girasol cultivado,
debido a la variacion genética que presentan. Aportan genes Utiles para
resistencia a insectos y enfermedades, tolerancia a sequia, calidad de aceite y
proteinas, esterilidad citoplasmica masculina (CMS) y restauracion de la

fertilidad.

El girasol cultivado en Norte América se distribuye desde el sur de Canada, gran
parte de E.U.A. y el norte de México. En América del sur se encuentra en
Argentina, Uruguay, Chile y Brasil. Se cultiva en Rusia y Africa, ademas de
Australia. En la Republica Mexicana el girasol silvestre (H. annuus) tiene amplia
distribucion en los estados de Baja California norte y sur, Chihuahua, Coahuila,
Nuevo Ledn, Tamaulipas, Durango y Veracruz. Un pariente silvestre del girasol

cultivado, también ampliamente distribuido en la Republica Mexicana en las



Sierras Madre Oriental y Occidental, pertenece al género Tithonia cuya especie

de mayor abundancia es tubaeforrnis.

La hibridacion interespecifica entre especies diploides anuales de Helianthus
produce generalmente hibridos con baja fertilidad, los cuales presentan
diferentes porcentajes de polen viable. Aunque se dificulta el cruzamiento del
girasol cultivado con especies perennes poliploides, también se ha logrado. Una
forma de evaluar la fertilidad de los hibridos amplios es a través de la viabilidad
del polen con diferentes métodos de tincion. El estudio del polen es importante
por su aplicacion en mejoramiento de frutales en produccién, identificacién de
alelos autoincompatibles ademas de la hibridacion de plantas cultivadas en

diferente regién geografica que no presentan sincronia floral.

Ya que los parientes silvestres de girasol cultivado son importantes como fuente
de germoplasma, es conveniente conocer su variacion gendémica, la que puede
determinarse por medio de marcadores moleculares. Los marcadores de DNA
pueden usarse para investigar el origen y las relaciones genéticas que existen

entre plantas, poblaciones, variedades, etc.

En virtud de la existencia de germoplasma silvestre de girasol en Saltillo,
Coahuila y sus alrededores, y de la necesidad de estudiar este recurso, se

plantearon los siguientes objetivos:



Estudiar la distribucion de poblaciones silvestres de H. annuus en el municipio

de Saltillo, Coahuila 'y sus alrededores.

Estudiar la distribucion de poblaciones de Tithonia tubaeformis en los municipios

de Saltillo y Arteaga, Coahuila.

Realizar cruzas amplias entre el girasol cultivado y poblaciones silvestres de H.

annuus.

Caracterizar morfolégicamente las poblaciones silvestres, una linea de girasol

cultivado y su descendencia hibrida.

Desarrollar un método de germinacion de polen para Helianthus annuus.

Comparar la viabilidad de polen entre una linea cultivada de H. annuus,

poblaciones silvestres de la misma especie, y su descendencia hibrida.

Evaluar la variacion genética de las poblaciones locales de H. annuus y T.
tubaeformis con el uso de huella de DNA a través del método de DNA

polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD).



HIPOTESIS

Existe variacidn genética en las poblaciones silvestres locales de H. annuus

y Tithonia tubaeformis.

Es posible utilizar las poblaciones locales de H. annuus en programas de

cruzamientos amplios con girasol cultivado.



Il. REVISION DE LITERATURA

Origen del girasol cultivado

Heiser (1978) ha sugerido que antes de la colonizacion de humanos en Norte
América, H. annuus estaba restringido en forma silvestre, a lo que hoy es el
sureste de E.U.A. Por otro lado se han encontrado aquenios en el registro
arqueoldgico, que corresponden al girasol domesticado en la parte central de
E.U.A. (Seiler y Rieseberg, 1997). Las nuevas evidencias sugieren que el
girasol fue domesticado en México, pero se postula que aun es posible un
origen separado en Norte América (Piperno, 2001). Sin embargo, el andlisis de
isoenzimas y DNA de cloroplastos indica un virtual monomorfismo en las
lineas cultivadas que sugiere un origen simple de girasol doméstico a partir

de H. annuus silvestre (Rieseberg y Seiler, 1990).

Distribucion de H. annuus y Tithonia

El girasol silvestre H. annuus L es geograficamente el mas ampliamente
distribuido de Norte América y presenta la mayor variacion morfologica y de
habitat (Arias y Rieseberg, 1995). En México se encuentra en los estados de
Zacatecas, Durango, Coahuila, Jalisco, Nuevo Lebén, Tamaulipas y San Luis

Potosi (GoOmez-Sanchez y Gonzélez-Elizondo,1994). Un género relacionado



con Helianthus es T» thonia que tiene su méxima distribucion en la Sierra Madre
Occidental y la Sierra Madre Oriental de la Republica Mexicana. La especie mas
comun del género la representa T. tubaeformis que produce capitulos de color
amarillo. Otra especie representativa del género es la T. rotundifolia, con

capitulos amarillos y anaranjados.

Taxonomia

La clasificacion Botanica del girasol que incluye desde el reino hasta la especie,

la realiz6 Cronquist en 1981, como se describe a continuacion:

Reino Methaphyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Tribu Heliantheae
Geénero Helianthus

Especie annuus

Las plantas de girasol cultivado son diploides (2n = 2x = 34), crecen anualmente,

producen hojas grandes en su mayoria, y son monocéfalas. Las



plantas de girasol silvestre pueden medir hasta 4.0 m de altura, presentan
multiples ramificaciones, hojas pequefas y alternas, los capitulos miden de
1.5 a 2.0 cm de diametro, el color del disco puede ser rojizo, purpura o
amarillo, las bracteas florales son ovalo- lanceoladas de 3-5 mm de ancho,
producen mas de 17 flores liguladas y la longitud de los aquenios es de 3 a5

mm (Seiler y Rieseberg, 1997).

Caracteres morfologicos prerreproductivos

Los caracteres morfologicos de la inflorescencia de girasol se estudiaron por
Seiler (1984) en 90 poblaciones de girasol silvestre (H. annuus) y el hibrido
comercial 894 (H. annuus). Se observaron valores medios para poblaciones
silvestres de 3.1 cm para el diametro de capitulo; 21 ligulas; 3.4y 1.1 cm para la
longitud y ancho de ligulas respectivamente; 30 bracteas; 2 y 0.9 cm para
longitud y ancho de bracteas, respectivamente. Los valores medios reportados
para los caracteres morfoldgicos del hibrido 894 de girasol cultivado, incluyen
un diametro de capitulo de 14.5 cm; 45 ligulas; 7.4 y 1.9 cm para longitud y

ancho de ligulas; 66 bracteas; 5.6 y 2.6 cm para longitud y ancho de bracteas.

Uno de los caracteres morfolégicos que esta influenciado grandemente por
efectos ambientales, especialmente la humedad vy la fertilidad del suelo, es el
didmetro de capitulo. La inflorescencia tiene gran interés agrondmico debido a

gue existe unarelacion entre la fertilidad y el diametro del capitulo, en



consecuencia una buena fertilidad repercute en el incremento del capitulo lo que
influye en el rendimiento (Fick, 1989). Dominguez y Miller (1988), establecieron
que la heredabilidad del didmetro de capitulo es relativamente baja (20
porciento). Al respecto Secerov et al, (1997) cruzaron 5 lineas endogamicas de
girasol ornamental (H. annuus) con especies silvestres de H. argophyllus,
encontrando que el diametro de capitulo y la cabezuela presentan herencia
intermedia, ademas existe dominancia parcial de las especies silvestres en

relacion a la herencia del nimero de flores liguladas.

De acuerdo a Luczkiewicz (1975), la longitud de ligulas se controla por dos
genes dominantes complementarios independientes y ligulas cortas muestran
epistasis recesiva en relacién con el largo de ligulas. También se descubrio
que al reflejarse el color de las ligulas por la absorcién de luz ultravioleta, se
llama la atencion de las abejas, aunque existe diferencia entre genotipos por la
variaciéon de tonos desde el amarillo claro hasta el naranja (Sammataro et aL,

1983).

La longitud de bracteas proporciona resistencia al ataque de pajaros en el
capitulo de girasol segin Gross y Hanzel (1991), los cudles utilizaron lineas
mejoradas resistentes y susceptibles al atagque de pajaros y evaluaron la
longitud de bracteas en diferentes ambientes. Estos autores encontraron que
dicha variable es afectada por el ambiente, y que el caracter es altamente

heredable. En dicha investigacion la longitud de bracteas en genotipos



resistentes vario de 59 a 67 mm y en las lineas susceptibles el rango fue de 43 a
53 mm. Ademas, Seiler (1997) reporté que la forma de las bracteas es util en la
diferenciacion de los hibridos, especialmente en las cruzas de girasol silvestre

con el cultivado y silvestre por silvestre.

Los caracteres morfoloégicos y agronomicos junto con la produccion y los
componentes de produccion fueron evaluados en 196 colectas silvestres de
girasol por Mogali y Virupakshappa (1994). La variacion fue significativa para
todos los caracteres. La mayoria de las colectas tuvieron hojas de forma
cordada, mostraron peciolo de longitud media, fuerte vigor, alta ramificacion. La
mayor altura fue 234.5 cm, el tallo mas grueso de 2.79 cm, el capitulo mas ancho
de 20.7 cm, el mas precoz 47 dias, y el mayor niumero de hojas de 43.7. En otro
estudio con nueve hibridos derivados de lineas endogamicas, los cuales se
distinguieron por caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y genéticas, la altura

de planta vario entre 131y 158 cm (Andrei y Eva, 1997).

Para estudiar el caracter de ramificacion, se cruzaron nueve lineas endogamicas
de girasol con diferentes tipos de ramificacion. El andlisis de las Fi y F2 reveld
que la ramificaciéon fue controlada por genes recesivos y el ambiente. Las
progenies mostraron caracter intermedio y segregacién en la F2 de acuerdo a los

resultados obtenidos por Sandu et al. (1997).
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Esterilidad citoplasmica

La esterilidad masculina se caracteriza por la inhabilidad de una planta para
producir polen viable. El fenotipo de esterilidad masculina es heredado como
un caracter Mendeliano o citoplasmico. El citoplasma con esterilidad masculina
ha tenido gran interés por su utilidad en la produccion de semilla hibrida en
cultivos como maiz, sorgo y girasol (Hahn y Friedt, 1994). En girasol el primer
sistema real de esterilidad citoplasmica es PETI, el cual proviene de la cruza
entre Hellanthus petiolaris nutt y el girasol cultivado, y se usa comercialmente

para la produccion de hibridos a nivel mundial (Friedt, 1992).

La esterilidad citoplasmica masculina (CMS) se utiliza para la formacion de
hibridos comerciales en girasol, sin embargo ésta presenta una estrecha
base genética derivada del citoplasma de H. petiolaris (Rieseberg et al., 1994).
Se sabe que las lineas CMS llevan en el DNA de cloroplastos el genotipo de
H. annuus. Aunque se han identificado 40 citoplasmas diferentes de cruzas
inter e intraespecificas (Serieys y Vincourt,1987), se requiere de nuevas
fuentes de CMS para ampliar la base genética del girasol cultivado. Existe
evidencia de que la CMS se codifica por genes mitocondriales y se controla
por genes nucleares dominantes restauradores de la fertilidad (Hanson,

1991; Horn et al., 1993).
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Hibridacion

Por meétodos de mejoramiento tradicional se han producido hibridos
interespecificos entre girasol cultivado y especies silvestres de Helianthus,
especialmente las diploides de crecimiento anual (Georgieva-Todorova 1984).
La hibridacion es comun en el girasol anual Helianthus secc. Helianthus y la
integridad de especies se mantiene por barreras de esterilidad cromosdmica,
la cual produce hibridos semiestériles, de acuerdo con Rieseberg et al. (1995).
En el girasol ocurre introgresion diferencial entre el citoplasmay el nacleo, ya
que el H. annuus es el progenitor femenino en la mayoria de los hibridos
interespecificos formados con girasol anual, pues este sirve como el donador
citoplasmico (Rieseberg et al., 1991). En un estudio de hibridacion se
obtuvieron hibridos interespecificos con baja fertilidad o esterilidad total al
cruzar H. tuberosus (hexaploide) con girasol cultivado (Atlagic et al., 1993). Por
otro lado, también se cruzaron tres especies perennes diploides H. mollis
(hojas sésiles), H. salicifolius (alto contenido de aceite), H. maximiliani
(resistencia a Sclerotina) y se produjeron plantas F; con el fenotipo dominante
de las especies silvestres (Atlagic et al., 1995). Ademas, Atlagic (1996) cruzoé
especies hexaploides (fuente de genes para resistencia a patdogenos) de H.
rigidus, H. resinosus y H. eggerttii con girasol cultivado y encontré6 que los
hibridos presentaron el fenotipo dominante de las especies silvestres y la
esterilidad de la Fi fue de 0-87.5 porciento. También se han realizado cruzas

entre H. annuus cultivado y silvestre para la transferencia de



12

genes de resistencia al moho velloso que aporta el girasol silvestre (Tan et al.,
1992), aunque también se han detectado fuentes de resistencia contra la roya,

verticilium, alternaria y rhizopus entre otros (Seiler, 1992).

Viabilidad de polen

Las caracteristicas del polen son fundamentales en el proceso de
fertilizacién. Dada la importancia de dicho proceso, el estudio de polen se
lleva al cabo en programas de mejoramiento genético para la formaciéon de
hibridos. Sin embargo, la germinacién no satisfactoria del polen in vitro, es un
factor que obstaculiza las investigaciones al respecto (Roberts et al., 1983).
Asimismo, Shivanna y Rangaswamy (1992), aseguran que no existe un

meétodo de viabilidad de polen universal que sea rapido, simple y confiable.

En relacion a los azlUcares requeridos para la germinacion in vitro se ha
encontrado que normalmente los granos de polen no germinan en agua,
aunque en solucion de sacarosa si lo hacen. La presencia de azucar es
esencial para crear condiciones osmaticas favorables para la germinacion y
crecimiento del tubo polinico. En petunia (Petunia parviflora Juss) se ha
mostrado que medios que contienen sacarosa o glucosa como fuente de
carbono y energia producen buen crecimiento del tubo polinico, aunque
también se ha demostrado que existe en la pared celular del tubo polinico

unainvertasa que hidroliza la sacarosa produciendo hexosas como glucosay
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fructosa, las cuales son transportadas con residuos de aminoacidos junto con
proteinas de membrana (Bush, 1999) a las puntas (tejido meristemético) de

crecimiento del tubo polinico.

Respecto a los minerales, en la mayoria de las especies vegetales, la
presencia de calcio es indispensable para la germinacion normal del grano de
polen. La cantidad de calcio liberado en la superficie del estigma puede
constituir un mecanismo importante que regula la germinaciéon del grano de
polen y la sintesis de calosa (Bednarska, 1989). También se ha demostrado
gue el calcio interviene como segundo mensajero en la inhibicion del
crecimiento del tubo polinico en respuesta a la autoincompatibilidad, e
interactla con la proteina calmodulina (Franklin-Tong, 1999). Ademas, la falta
de calcio y boro afectan marcadamente el crecimiento del tubo polinico, en
tanto que la ausencia de estos causa anormalidades como hinchazén y
enrollamiento del tubo (Capkovéa-Balatkova et al., 1980). Sin embargo, el boro
actla sobre la elongacion del tubo polinico por que estabiliza la membrana
celular, y también esta involucrado en el transporte de iones hidrogeno,

ATPasay potasio (Benderdour et al., 1998).

Existen diferentes medios para la germinacion y el crecimiento del tubo
polinico, como el utilizado en Hevea brasiliensis con sacarosa al 20 porciento,
100 ppm de calcio, boro, magnesio y potasio para el cual la germinacion

encontrada fue de 68.41 porciento y lalongitud del tubo polinico fue de 35 a 45
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mm (Saraswathyamma y Panikkar, 1990). En el cultivo de chile se determing el
porcentaje de germinacion de polen in vitro en un medio liquido con H;B0; al
0.1 mM, CaC1,1 mMy sacarosa a dos concentraciones 1y 5 porciento,

resultando una germinacion del 40 porciento (Mercado et al., 1994).

Aunque cada especie requiere al menos de diferente concentracion de azucar
0 mineral, uno de los métodos mas utilizados es el de Brewbaker y Kwack
(1963) para 86 especies y el de Roberts et al. (1983) para Brassica oleracea. En
este dltimo trabajo se prepard una solucion de sacarosa al 20 porciento, con
nitrato de potasio (100 ppm); el pH se ajustd con tris-hidréxido de sodio o
metilamina. El mejor resultado de germinacién lo encontraron al afiadir de 1 a
2 mg de tris. Se analizaron de 400 a 600 granos de polen en cada tratamiento
con 2 a 5 repeticiones, también se utilizo un extracto de estigmas (2 estigmas
por 10 pl) macerando por 30 minutos. El extracto obtenido se enriquecié con
sacarosa al 20 porciento, cloruro de calcio (362 ppm), nitrato de potasio (100
ppm)y acido bdrico (100 ppm), en proporcion 1:1 de extracto y nutrientes. Los

resultados fueron de 70 a 100 porciento en la germinacién del polen.

También se ha evaluado la viabilidad de polen en Brassica rapa con el medio
liquido de Kwack modificado con sacarosa al 20 porciento, el cual se probé
con diferentes pHs y humedades relativas. La mayor germinacion se obtuvo a

pH 8y fue 70 porciento en 200 granos de polen. Cuando se pretrat6 el polen a
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diferentes humedades relativas (HR) se obtuvo el 90 porciento de germinacion a
70 porciento de HR (Sato et al., 1998). En una investigacion con Nicotiana
tabacum se trabajé con humedad relativa de 95 porciento, estrés de temperatura
(38° C) y almacenamiento. Se encontré que estos factores afectan el vigor del
polen. La viabilidad del polen se comprob6 con la prueba de la reaccién
fluocromatica y el vigor hibrido se evalu6 con el tiempo en el que germinaron los

granos de polen (Shivanna et al., 1991).

La tincion de polen en diferentes poblaciones de una especie es variable, lo
que indica variacion en su potencial de fertilidad (Seiler, 1984). En un estudio
con especies diploides de H. annuus y H. petiolaris sobre viabilidad de polen y
analisis meibtico se reportd que los hibridos presentaron una viabilidad menor
del 10 porciento. El analisis meidtico indicé que ambas especies tienen el
mismo numero de cromosomas (n=17), pero con diferente estructura, variando
en las configuraciones multivalentes como inversiones Yy traslocaciones

(Chandler et al., 1986).

En especies hexaploides de H. tuberosus resistentes a patdogenos que fueron
cruzadas con girasol cultivado, se determind la viabilidad de polen y se
encontraron diferencias significativas entre poblaciones de H. tuberosus con
porcentajes de tincion de 47.1 hasta 98.8 y en su descendencia (Fi) de 12.4 a
57.1 (Atlagic et al., 1993). Atiagic (1994) cruzo lineas de girasol cultivado con H.

occidentalis, una especie perenne diploide, y determind la viabilidad de polen.
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Los resultados para H. occidentalis fueron de 90.81 a 97.68 porciento y el hibrido
vario de 3.72 hasta 52.94 porciento. Aunque ambas especies presentan el
mismo namero de cromosomas, tienen diferencias en la estructura de estos, ya
que se encontraron irregularidades en la meiosis. En otras cruzas con tres
especies perennes diploides y el girasol cultivado, se cuantificd la viabilidad del
polen en la F; y vario desde 32.1 a 69.9 porciento, ademas de que la meiosis fue
irregular (Atlagic et al., 1995). En cruzas entre H. rigidus, H. resinosus y H.
eggerttii con girasol cultivado se obtuvo de 43 a 70.2 porciento de polen viable en

la F, (Atlagic, 1996).

La viabilidad de polen en algodén (Gossypium hirsutum L.) se compar6 por dos
meétodos, el de Alexander (1969), que identifica al polen como abortivo y no
abortivo, y tincion vital con rojo de tetrazolio (Barrow, 1983). El polen se incub6 a
temperaturas desde 30 a 43° C para la tincion del citoplasma y a 43° C se inhibio
su germinacién. En Hevea brasiliensis se estudié el polen con una mezcla de
glicerol-acetocarmin 'y se obtuvo el 97 porciento de polen tefiido

(Saraswathyamma y Panikkar, 1990).

Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son indicadores de variacion en el DNA. Existen
dos tipos de marcadores moleculares; los proteicos que incluyen las isoenzimas

y los de DNA como RAPD (DNA polimérfico amplificado aleatoriamente),
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RFLP (polimorfismo en longitud de fragmentos de restriccion), AFLP
(polimorfismo en longitud de fragmentos amplificados) y SSLP (polimorfismo en
longitud de: secuencias simples repetidas) también llamados microsatélites. Los
marcadores que se basan en geles tienen aplicacion en ciencia forense,
pruebas de paternidad, identificacién de genes responsables de enfermedades,

evolucion, construccion de mapas genéticos.

En la agricultura se utilizan en el aislamiento de genes que controlan o segregan
para un caracter determinado, localizacion en los cromosomas, pleiotropla,
sensibilidad ambiental, epistasis, deteccion de variabilidad genética y cambios
en el genoma o para determinar la estructura de poblaciones en animales,
plantas y microorganismos, facilitando la identificacion de genes de interés y la

construccion de mapas genéticos.

Los RAPD se basan en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
consisten en la amplificacion aleatoria de secuencias de DNA genomico. Estos
marcadores utilizan oligonucle6tidos iniciadores simples (primers) de secuencias
arbitrarias de 9 a 10 nucledtidos. Dichos nucledtidos deben contener entre 50 y
80 porciento de guanina y citosina. Los polimorfismos se detectan por
electroforesis en gel de agarosa y se miden comparando la presencia de bandas

de DNA amplificado entre individuos (Williams, 1990).
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Los marcadores de DNA son una herramienta Gtil para estudios de taxonomia y
variacion intra e interespecifica, de variacion patogénica en microorganismos,
epidemiologia y genética de poblaciones, ademas de la construccién de mapas
genéticos. También se usan para la deteccion de marcadores ligados a genes
de resistencia a enfermedades y el monitoreo de los niveles de diversidad
detectados dentro y entre poblaciones (Waugh y Powell, 1992). Entre las
ventajas que presentan los RAPDs se encuentra el uso de iniciadores
universales, requiere de pequefa cantidad de DNA, se pueden analizar muchas

especies, no requiere radioactividad, ni sondas donadas, ni secuenciacion.

Los marcadores RFLP son polimorfismos en longitud de fragmentos de DNA
cortados con enzimas de restriccion. Dichas enzimas reconocen y cortan el
DNA en secuencias muy especificas de 4 a 6 pares de bases (sitios de
restriccion) a intervalos variables generando fragmentos diferentes, que son
separados electroforéticamente. Después son transferidos a un soporte sélido,
se hibridizan con una sonda radioactiva y se detectan fragmentos especificos
reconocidos por dicha sonda. Estos marcadores son codominantes. En la
agricultura los RFLP sirven para distinguir genotipos y caracterizar poblaciones,
ya gue generan un gran niumero de marcadores genéticos pues practicamente
cualquier segmento de DNA puede usarse como una sonda (Botstein et al.,

1980).
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La técnica molecular de los AFLP amplifica, mediante PCR, en forma selectiva
fragmentos de DNA gendmico, obtenidos con enzimas de restriccion. Con dicha
técnica puede emplearse DNA de cualquier origen y complejidad sin necesidad
de conocer su secuencia. Los AFLP pueden aplicarse en el mapeo genético y en

la deteccion de la variacion patogénica (Vos et al., 1995).

Los SSLP se basan en la variacion de la longitud de secuencias simples
repetidas (SSR) llamadas microsatélites, que se amplifican por medio de la PCR
con iniciadores complementarios a las secuencias unicas localizadas en sus
flancos. El tamafio de los productos se determina por electroforesis (Weber y

Moy, 1989).

Estudio de la variacion de DNA en H. annuus

Se analizaron 30 materiales que incluyeron colectas silvestres y girasol cultivado
por medio de RAPDs para investigar el origen y las relaciones genéticas que
existen entre ellos. La evidencia de RAPDs indica que las variedades
americanas nativas y las razas antiguas se agrupan cohesivamente, debido
probablemente a que se originaron antes del uso de la hibridacién interespecifica
en el desarrollo de cultivares de girasol, a diferencia de los cultivares modernos
en dénde no existe cohesion quizd debido al uso de hibridacion intra e

interespecifica en el desarrollo de variedades modernas de
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girasol. Los datos se analizaron por el método de unidon de vecinos (Arias y

Rieseberg, 1995).

Dry y Burdon (1986), encontraron diversidad entre loci con isoenzimas dentro y
entre poblaciones en 11 colectas silvestres de girasol en Australia, por lo que
ellos sugieren que dichas poblaciones son una fuente de germoplasma para el
mejoramiento genético del girasol cultivado. En otro estudio con aloenzimas se
encontrd variacion genética—geografica entre especies silvestres de girasol del
centro, sur y oeste de E.U.A., ademas de la variabilidad genética entre el girasol

silvestre y el cultivado (Cronn et al., 1997).



lll. MATERIALES Y METODOS

Distribucién de poblaciones silvestres

Se llevé a cabo un recorrido en los alrededores de la Ciudad de Saltillo y la
Sierra de Arteaga para identificar y localizar poblaciones de girasol silvestre y
Tithonia, para realizar la recoleccion de aquenios. Cada lugar se identificé por
medio de las coordenadas geograficas. Los girasoles silvestres se encontraron a
la orilla de las carreteras o en lugares donde hay escurrimiento del agua de

lluvia, y las plantas del género Tithonia en Buenavista, y la Sierra de Arteaga.

Material genético

En la presente investigacion se utilizo la linea androestéril CMS-AN-3 de girasol
cultivado (H. annuus var. macrocarpus) y su analoga restauradora (AN-3),
originadas en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN). Se
realizaron colectas de girasol silvestre de H. annuus (Cuadro 3.1), las cuales
fueron clasificadas taxon6micamente en el herbario del Departamento de
Botanica de la UAAAN como H. annuus ssp. texanus. Asimismo, se hicieron
colectas de Tithonia tubaeformis (Cuadro 3.2) otro pariente silvestre del girasol

cultivado.
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Cuadro 3.1. Colectas silvestres de Helianthus annuus ssp.
texanus de Saltillo, Coahuila y sus alrededores, en 1996.

Poblacion z  Colecta ¢  Lugar de recoleccion Latitud Ubicacion

Altitu
(N) Longitud d(m
(W) )

1 1 N. O. Garzay V. Carranza 25° 2g' 100° 59' 1525
1 2 L L. Zertuche y N.O. Garza 25° 30 100° 59’ 1550
1 3 N. O. Garza y L. Echeverria A. 25° 26' 100° 58' 1564
2 4 Carr. Saltillo-Monclova Km 22 25° 34 101° 03" 1441
2 5 Carr. Saltillo-Monclova Km 32 25° 38’ 101° 06" 1250
3 6 Otilio Gonzalez 25° 24’ 100° 58' 1653
3 7 L.Echeverria A.y J. V. Sanchez = 25° 26' 100° 58" 1586
3 8 L. Echeverria A. y F. J. Mery 25° 24’ 100° 59' 1673

ti Incluye dos o tres colectas de girasol silvestre distribuidas por afinidad
geogréfica Esta formada por 20 plantas

Los materiales silvestres fueron recolectados después de que se localizaron
en los alrededores del Municipio de Saltillo los meses de agosto a diciembre
de 1996, cuando la mayoria de la semilla estaba madura. Se recolectaron 10
capitulos por planta de cada lugar de muestreo en un minimo de 20 plantas lo
que constituyd una colecta. Las colectas se realizaron con una distancia
minima de 100 m. Los capitulos fueron desgranados y se hicieron mezclas de
aguenios por colecta, para posteriormente almacenarse en el Laboratorio de
Andlisis de Genomas Vegetales en el Departamento de Fitomejoramiento en la

UAAAN.
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Cuadro 3.2. Colectas de Tithonia tubaeformis de Saltillo y la Sierra de
Arteaga, Coahuila., en 1996.

Poblacion 32 Colecta ¢ Lugar de recoleccién Ubicacién

Latitu Longitud Altitu

d (N) (W) d

(m)
1 1 La Carbonera, Arteaga, Coahuila 25°28' 1000 40’ 2118
2 2 Carr. Saltillo- Zacatecas 25° 21" 111° 01 1817
2 3 Buenavista, Coahuila 25° 22" 101° 0O’ 1754
2 4 Carr. Saltillo-Zacatecas km 3.7 25° 22" 101° 00 1754
2 5 Carr. Saltillo-UAAAN km 4.5 25° 22" 101° 02 1727
3 6 Aguanueva, Coahuila 25°11" 101° 0% 1968
3 7 Carr. Saltillo-Zacatecas, Fosa el Mamut  25° 18" 101° 04' 1887
4 8 Carr. Saltillo, La Aurora, Coahuila km 2 25° 27" 100° 55' 1564
4 9 Carr. Arteaga, La Aurora km 5 25° 27" 100° 53 1629
4 10 Carr. Los Gonzélez 25°29' 100° 58' 1494
4 11 CIQA, Saltillo 25° 27" 100° 58' 1541
4 12 I. L6pez Zertuche y L. Echeverria 25° 27" 100° 60 1558
5 13 Los lirios, Arteaga, Coahuila 25° 24" 100° 33 2499
6 14 La Efigenia, Arteaga, Coahuila 25° 15" 100° 32' 2328
7 15 El Cristal, Arteaga, Coahuila 25° 20" 100° 40' 2088

rt Incluye desde una a cinco colectas de Tithonia : ¢ esta representada por 20 plantas en
cada sitio de muestreo.

Ubicacion geogréfica

En los Cuadros 3.1 y 3.2 se anotan las localizaciones originales de las colectas.
Las siembras se realizaron en el campo experimental de Buenavista, Saltillo,
Coahuila. ubicado en la Universidad Autonoma Agraria "Antonio Narro" cuyas

coordenadas geogréficas son 25° 22' de latitud N y 101° 00’ de longitud
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W, con altitud de 1754 m. El clima que prevalece es seco con precipitacion anual
de 490 mm. La temperatura media anual es de 13.3° C. Los meses calidos son
de junio hasta agosto con temperaturas maximas de 37° C, los meses que
registran temperaturas bajas son diciembre y enero, alcanzando —10° C, con

heladas regulares de diciembre a febrero.

Cruzas amplias

El experimento se inicié en el verano de 1997 en el campo experimental de
Buenavista en la UAAAN, con la siembra de las colectas silvestres en vasos de
polipropileno dentro del invernadero. En estado de plantula fueron trasplantadas
al campo siete plantas de cada material silvestre, utilizando un surco por cada
material, a una distancia de 1.5 m entre plantas y 80 cm entre surcos. La linea
androestéril de girasol cultivado CMS-AN-3, se sembro directamente al suelo a

25 cm de distancia entre plantas.

Se realizaron cruzas amplias entre el girasol cultivado (linea CMS-AN-3) y las
ocho colectas silvestres (H. annuus ssp. texanus). En la etapa de floracion se
cubrieron botones florales con bolsas de papel, previa identificacion del material
genético en las siete plantas de cada colecta silvestre. Después se recolecto el
polen de cada planta en cajas de Petri para fecundar los capitulos androestériles
de girasol cultivado previamente cubiertos. Fueron necesarias tres polinizaciones
para fecundar el capitulo androestéril. La polinizacion se realizé con un aplicador

de franela por planta de girasol cultivado androestéril,
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para evitar la contaminacion por polen y asegurar la cruza. Finalmente se
cosecharon 70 capitulos hibridados.en bolsas separadas por colecta de

girasol silvestre. La semilla derivada de cada cruza se sembré al afio

siguiente (Figura 3.1).

H. annuus var. macrocarpus H. annuus ssp. texanus

- o
- ‘
P ‘_.Q.

F e ura 3.1 uenios de girasol cultivado, silvestre, cruza
entre ambos p genitores (F1) y F2.

Evaluacion de H. annuus

En 1998 se continud la investigacion en campo. Ilgual que para las cruzas

amplias, los aquenios fueron sembrados en vasos de poliproplieno en el
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invernadero para su trasplante posterior. Por otro lado, se preparo el terreno el
cual se dividié en dos lotes. Un lote se utilizé para las colectas y el otro para la
F,, trasplantandose los materiales en surcos alternos, la distancia entre plantas
fue de 1.5 m y entre surcos de 80 cm. Para cada colecta se utilizd un surco, el
cudl se constituy6 de siete plantas, que fueron trasplantadas 15 dias después
de la siembra, se utilizaron ocho surcos para cada una de las colectas y la
misma cantidad para las F;. La semilla de girasol cultivado fue sembrada en un

lote contiguo a una distancia entre plantas de 25 cm.

Los fertilizantes que se aplicaron al girasol cultivado fueron urea como
fertilizante nitrogenado y superfosfato triple como fuente de fosforo en dosis de
60-40-00. Se aplicaron cinco riegos durante el desarrollo del cultivo a todos los
materiales. Las plagas que se detectaron durante el desarrollo de las plantas
hibridas en algunas colectas fueron mayates verdes (Cotinis nitida L.) y pulgén
del follaje (Schizaphis graminum), a los cuales se les controlé con paratién
metilico a dosis de 1 L ha!l. Las malas hierbas fueron controladas

manualmente.

En la etapa de floracion se evaluaron tres inflorescencias de tres plantas por
colecta y F;. En el girasol cultivado se evalué una inflorescencia por planta en
20 plantas (Figura 3.2). La evaluacion incluy6 ocho caracteres morfolégicos de
la inflorescencia de girasol y cinco vegetativos prerreproductivos. Para cada

caracter se evaluaron tres plantas de cada colecta y cruza (Fi).
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El diametro de capitulo se basé en dos mediciones perpendiculares Los
caracteres florales evaluados fueron: el diametro de capitulo (DC), nimero de
ligulas (NL), numero de bracteas (NB), longitud de ligulas (LL), longitud de
bracteas (LB), ancho de ligulas (AL), ancho de bracteas (AB), niumero de hileras
de bracteas (NHB) y dias a floracién (DF). La longitud de ligulas y bracteas se
midieron desde la base del capitulo hasta donde termina la ligula y bractea. El
ancho de ligulas y bracteas, se midieron en la parte central de las ligulas y
bracteas respectivamente. Para longitud de ligulas y bracteag ancho de ligulas y
bracteas se hicieron cuatro mediciones de las cuales se obtuvo el promedio. La
toma de datos de los caracteres se realizd con cinta métrica en cm. El numero
de hileras de bracteas se cont6 desde la base de la cabezuela hasta la hilera
que cubria las ligulas. Los dias a floraciéon, se cuantificaron desde la siembra

hasta que las flores tenian el 50 porciento de las flores abiertas.

La evaluacién de los caracteres vegetativos se realizé cuando las plantas tenian
el 50 porciento de floracion. Igual que para los caracteres prereproductivos se
evaluaron tres plantas de cada colecta y cruza (Fi) en cada surco. Se evaluaron
visualmente las antocianinas (A) por medio de una escala arbitraria, la altura de
planta (AP), el area foliar (AF), los dias a floracion (DF), y el niamero de
capitulos (NC). La escala de evaluacién para antocianinas fue 0, 1, 2. El O para
plantas que no tenian pigmento, el 1 para plantas con pigmentacion intermedia
y el 2 para plantas con pigmentacion total en el tallo. Esta escala se eligié ya
qgue el girasol cultivado no presentaba dicho pigmento y la mayoria de las

plantas de girasol silvestre tenian antocianinas en
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el tallo (Figura 3.3). La altura de planta se midié con cinta métrica, utilizando
como unidad de medida el metro, desde la base de la planta hasta la punta de
crecimiento. Para el area foliar se midieron el largo y ancho en cm, de tres hojas
por planta, se obtuvo en promedio en cada planta y este valor se multiplicé por
0.67 para la cuantificacién del area foliar por planta en cm? (Trehan et al., 1976).
El nimero de capitulos se cuantificd en tres plantas de cada colecta silvestre y
materiales hibridos. En el Cuadro 3.3 se anotan las caracteristicas evaluadas

con sus respectivas abreviaturas.

Recoleccion y estudio de polen

En el campo experimental de Buenavista, Saltillo, durante el ciclo primavera-
verano de 1999 se establecio la siembra del girasol cultivado, silvestres e
hibridos para llevar al cabo la recoleccion de polen, con la diferencia de que en
lugar de la linea CMS-AN-3, se sembro su mantenedor. Se cubrieron con bolsas
de papel un total de quince botones, en tres plantas de cada material silvestre e
hibrido. Para el girasol cultivado se utilizaron 15 capitulos, uno por planta. Cada
bolsa se marcé con la clave correspondiente y después de tres dias se
recolectd a primera hora de la mafana el polen en cajas Petri, procurando tener
condiciones uniformes en la colecta. El polen se trasladd al Laboratorio de
Andlisis de Genomas Vegetales (Departamento de Fitomejoramiento, UAAAN)
para estimar el porcentaje de polen viable por la técnica de tinciéon con Buffalo
Black NBR (Jackson, 1988) y el porciento de germinacion por medio de un

nuevo método basado en extracto de pistilos de



Figura 3.3. Morfologia de girasol silvestre. A)
Antocianinas en el peciolo; B) Boton floral.
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de girasol androestéril, que se propone en este trabajo.

Cuadro 3.3. Simbolos y significado de los caracteres
morfoldgicos y prerreproductivos.

Abreviatura Caracteristica

DC (cm) Diametro de capitulo
LL (cm) Longitud de ligulas
AL (cm) Ancho de ligulas

NL Numero de ligulas

NB Numero de bracteas

NHB Numero de hileras de bracteas
LB (cm) Longitud de bracteas
AB (cm) Ancho de bracteas
DF Dias a floracion

AP (m) Altura de planta

AF (cm?) Area foliar

AN Antocianinas

NC Numero de capitulos

El polen recolectado de cada capitulo se mezclé para su homogenizacion y se
analiz6 por duplicado. Para cada repeticion se colocd una gota de Buffalo Black
0.01 indicador y acido acético al 45 porciento) en un portaobjetos, sobre la cual
se aplico con la punta de unas pinzas una pequefa cantidad de polen, el cual se

disperso6 con un cubreobjetos y se dejo reposar 20 segundos.
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Se realizaron recuentos al microscopio en diferentes campos hasta completar
100 granos de polen, para posteriormente obtener una estimacion del porciento
de polen viable. Se tom6 como polen viable el grano tefiido de color azul intenso

y como no viable el que sdlo se tifio ligeramente (Figura 3.4).

Debido a que los métodos de germinacion de polen como el de Kwack
modificado (1964), Roberts et al. (1983) y Kato (1989) que existen en la
literatura para otras especies no funcionaron en girasol, se ide6 un método
basado en el uso de extracto de pistilos, y su combinacion con diferentes
concentraciones de sacarosa y minerales como calcio y boro. Dicho método
consistié en lo siguiente: se cortaron con una navaja ocho hileras de flores
femeninas de un capitulo de la linea CMS-AN-3, se pesaron 1.5 g y se
maceraron con 50 ml de agua destilada durante 1 h. El extracto se obtuvo
filtrando con papel # 40, y se utilizé para impregnar tiras de papel filtro de 5 x 1
cm. Por otro lado, se utilizaron tubos de vidrio de fondo plano a los cuales se les
afiadié 1 ml de solucion preparada con acido boérico (100 ppm), nitrato de calcio
(280 ppm) y sacarosa (12 porciento). El papel antes impregnado se doblé
formando un puente y se desliz6 dentro del tubo para que la solucion
humedeciera el papel. Posteriormente con la punta de una pinza se dejaron
caer los granos de polen en el puente formado con el papel filtro. Cada tubo se
llevé a la incubadora a 28 + 0.1° C por siete horas en obscuridad. Pasado este
tiempo en un portaobjeto se coloco el polen con una gota de acetocarmin (1 g
disuelto en &cido acético al 45 porciento) y se observé en el microscopio con el

objetivo de 10x, contandose varios campos hasta completar 100 granos



Figura 3.4. Tincion de polen en girasol. A)
Representacion de polen recolectado; B) Mezclado de
polen y colorante; C) Disposicion de cubreobjetos; D)
Preparacién para observar al microscopio; E) Granos de
polen tefidos con Buffalo Black.
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de polen, con lo cudl se obtuvo el porciento de polen germinado (Figura 3.5).
En este método se consideré como grano germinado el que presenté una

longitud de tubo polinico mayor a la del grano de polen (Roberts et al.,1983).

El extracto de pistilos se analiz6 en el laboratorio con un aparato de
absorcion atomica (Perkin Elmer) para obtener la concentracién de los
minerales como calcio, magnesio, manganeso, fierro, sodio, y boro. También
se determind la concentracion de glucosa por el método de azlcares

reductores de Felhing (AOAC, 1980).

Analisis de huella genética

Por razones de economia, para el estudio de huella genética fue necesario
agrupar las colectas de girasol silvestre H. annuus ssp. texanus (Cuadro 3.1)
y las colectas de T. tubaeformis en poblaciones por afinidad geografica como
se muestra en el Cuadro 3.2, para el analisis molecular por el método de PCR

y RAPDSs.

El andlisis de huella genética se realiz6 en el afio 2000. Para ello se
establecieron plantulas de cada poblacion para el aislamiento del DNA,
preparacién del coctel y PCR, preparacion del gel para electroforesis y

visualizacion del DNA.



Figura 3.5, Germinacion de polen con el
meétodo de extracto de pistilos. A) Colecta de
polen; B) Distribucidon de polen; C) Polen con
acetocarmin; D) Preparacion de polen para
observacién; E) Polen germinado.
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Desarrollo de plantulas

La siembra en el invernadero de cada colecta de girasol silvestre (H. annuus
ssp texanus), Thitonia tubaeformis y linea AN-3 de girasol cultivado se realizo
con semillas desinfectadas con hipoclorito de sodio al 0.1 porciento, después de
20 minutos, se enjuagaron con agua destilada, y se colocaron sobre papel
secante. Se colocaron cinco semillas de cada material en vasos de polipropileno
gue contenian suelo de bosque, previamente tamizado con malla de 2 mm y
esterilizado en estufa a 110° C por 3 h. En la emergencia se llevd a cabo el
desahije dejando solo una planta por vaso de cada material genético. En estado
de plantula se cortaron hojas, de preferencia las mas jovenes, con una navaja
desinfectada con alcohol de 96°, se utilizaron para los cortes, guantes de latex
para evitar la contaminacion de las hojas. Estas se envolvieron en papel
aluminio esterilizado y etiquetado con la clave de cada material, se depositaron
en hielo dentro de una hielera y se trasladaron al Laboratorio de Andlisis de
Genomas Vegetales del Departamento de Fitomejoramiento para la extraccion

del DNA.

Reactivos utilizados para el estudio de huella genética

Etanol al 70 porciento.

Hipoclorito de sodio 0.06 porciento. Medir 1 ml de hipoclorito de sodio al

6 porciento y afladir 99 ml de agua.



Buffer de extraccion. Contiene las siguientes soluciones:
Tris-HCI 100 mM.
EDTA (Acido etiléndiamino tetracético) 20 mM.
NacCl (cloruro de sodio) 1.4 M.
Mezclar las soluciones y esterilizar, afiadir CTAB (cetiltrimetil bromuro de
amonio) para obtener una solucion al 2 porciento y mercaptoetanol al 0.2

porciento.

Cloroformo-alcohol isoamilico (24:1).

RNAsa de 50 pg m1l. Pesar 1 mg de RNAsa y disolver en 20 ml de
agua destilada estéril, hervir en un bafio de temperatura constante por

15 minutos.

Isopropanol grado reactivo.
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Solucion de lavado. Pesar 1.36 g de acetato de sodio y disolver en etanol

al 76 porciento hasta completar un volumen de 50 ml.
TE 10X . Mezclar 10 ml de Tris-HCI 1 My 8 ml de EDTA 0.5 M,

completar a 100 ml con agua.

TE1X. Medir 10 ml de la solucion TE 10X y 90 ml de agua, ajustar a pH 8.

Buffer de electroforesis (TBE 10X). tris-base, acido bérico y EDTA.
TBE 0.5X. Mezclar 5 ml de TBE 10X y 95 ml de agua.

TBE IX Mezclar 10 ml de TBE 10Xy 90 ml de agua.

Agarosa al 1 porciento. Pesar 1 g de agarosa y disolver en 100 ml de

TBE IX, en horno de microondas.
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Buffer de carga. Contiene azul de bromofenol, xileno-cianol y glicerol en

porciento, 0.25:0.25:30 respectivamente.

Bromuro de etidio 1 mg .

DNA lambda.

Marcador de peso molecular (250 pg m11) de 3000 pb. Disolver en
proporcion 2:3 en TE 1X .

Perlita de la marca Amersham Pharmacia Biotech. Contiene 10 mM de
tris HCI de pH 9, 50 mM de KCI, 1.5 mM de MgCl,, 200 pM de dNTPs,
estabilizadores de BSA y 1.5 unidades de taq polimerasa de DNA.

Primer (iniciador). Operdon A02, con 70 porciento de C + G contiene la
secuencia5'a 3' TGCCGAGCTG Yy el BO1 con 60 porcientode C + Gy la

secuencia GTTTGGCTCC.

Buffer 10X para coctel (Roche). Contiene 50 pM de cloruro de
magnesio

Taq polimerasa (Roche) de 5 unidades.

Aislamiento de DNA (Método Doyle y Doyle, 1990).

1. Cortar hojas jovenes a primera hora de la mafiana, colocar dentro
de

papel aluminio, y depositarlas sobre hielo dentro de una hielera.

2. Pesar de 0.2 a 0.3 g de hojas en una balanza analitica, lavarlas con
alcohol al 70 porciento por 2 minutos y desinfectarlas con hipoclorito al

0.6 porciento. Enjuagar con agua destilada y secar sobre un papel.



3. Depositar las hojas en un mortero y después en el

ultracongelador por 30 minutos a - 57° C.

1. Retirar del ultracongelador y moler las muestras rapidamente
para depositarlas con una microespatula dentro de tubos ependorf

de 1.5 ml, afiadir 600 pl de Buffer de extraccion caliente (65° C).

2. Colocar las muestras en un bafo de agua a temperatura

constante por 30 minutos con agitacion ocasional.

3. Enfriar la muestra a temperatura del laboratorio y agregar 600 pl de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), invertir el tubo para formar una

emulsion.

4. Centrifugar a 5000 rpm por 10 minutos para separar las fases.

5. Pasar la fase acuosa a otro tubo y afiadir el volumen de RNAsa
apropiado para tener una solucién de 10 pg m1* e incubar por 30

minutos a 37° C.

6. Anfadir 0.7 volimenes de isopropanol frio (-20° C) dependiendo
del volumen de la muestra y dejar precipitar el DNA a temperatura

ambiente.
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10. Transferir el DNA precipitado a un tubo nuevo que contenga

solucion de lavado (alcohol 76 % y acetato de sodio 0.2 M)

1. Liberar la solucion de lavado y afiadir 400 pl de etanol al 70
porciento (-20° C), desechar el etanol y repetir el proceso 2 a 3 veces

hasta que el precipitado este blanquecino.

2. Diluir el DNA extraido con un volumen de TE 1X.

3. Guardar en el refrigerador a 4° C.

Electroforesis para determinar peso molecular y pureza del DNA

1. Preparar un gel de agarosa al 1 porciento en TBE 0.5 X.
2. Nivelar la camara de electroforesis.

3. Colocar el peine en la camara de llenado.

4. Depositar en la camara de llenado el gel disuelto, cuando la
temperatura esté entre 40 y 45° C, dejar solidificar el gel y quitar

el peine.

5. Cubrir el gel con buffer de electroforesis (TBE 0.5X).

6. Diluir el DNA obtenido con la técnica de Doyle y Doyle (1990), con

TE 1X en proporcién 1:5.

7. Cargar con una micropipeta 6 pl de muestra; en el primer pozo colocar
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el marcador de peso molecular y en los siguientes pozos las muestras

de DNA, (5 pl de DNA y 1 pi de buffer de carga).

8. Conectar los electrodos en el electroforador y la fuente de poder.

1. Correr las muestras a 70 volts por 1.5 h en un electroforador
horizontal.

2. Depositar el gel en un recipiente que contenga solucion de bromuro
de etidio (2 pg m11) por 2 minutos.
11.Enjuagar el gel con agua destilada por 20 minutos, o0 mas si es

necesario para eliminar el exceso de bromuro de etidio.

Observar las bandas en un transiluminador (si estas corresponden a pesos
moleculares entre 10-12000 pb y no existe RNA, el DNA puede utilizarse en la

amplificacion con PCR).

Concentracion de DNA

1. Preparar 3 concentraciones (100, 50, y 25 ng pl ‘1) de DNA estandar

Lambda y cuatro diluciones del DNA de plantas con TE 1X (1/2, 1/4, 1/8, 1/,6).

2. Preparar un minigel con agarosa al 1 porciento en TBE IX, vaciar en una
caja de Petri y antes de la solidificacion del gel, agregar 10 pl de bromuro de

etidio (2 pg m11) y mezclar para uniformizar el colorante.

3. Depositar 1 pi de cada estandar y dilucion de DNA en el minigel de agarosa.

LiNd +11 V-K b - R
C1EolS
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4. Observar en el transiluminador con luz ultravioleta la fluorescencia del DNA y
comparar el DNA lambda con el DNA de las diluciones, para Conocer

aproximadamente la concentracién del DNA extraido.

Preparacion del coctel y PCR

Después de detectar el peso molecular y la concentracion del DNA en las
plantas de las poblaciones de girasol silvestre y las plantas de la linea AN-3 de
girasol cultivado, se procedid6 a preparar el coctel para la reaccion de
amplificacion del DNA (tres diluciones por planta) por medio de la PCR, de la

siguiente forma:

1.Etiquetar tubos de 250 pl con la mezcla de coctel en forma de

perlita (liofilizado) de la marca Amersham Pharmacia Biotech.

2.Afadir con micropipeta 1 pl de primer (iniciador A02 y BO1,
Biociencia), 5 pl de DNA diluido y 19 pl de agua destilada ultrapura

(mq) para obtener 25 pl de volumen total,

3.Agregar 20 pl de aceite mineral esterilizado, para evitar la pérdida
de sustancias y el desequilibrio estequiométrico de la reaccion de

amplificacion de la PCR.
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Para las plantas de las poblaciones de Tithonia tubaeformis y girasol cultivado
se varié el procedimiento anterior y se prepar6é el coctel con 14 pl de agua
ultrapura, 4 pl de buffer 10X (Roche), que incluye cloruro de magnesio, 0.5 pl de
dNTPs 10 mM, 1 pl de primer 40 mM especifico para girasol A02 y BO1 (Whitton
et al.,, 1997), 0.5 pl de tag polimerasa (Roche) y 5 pl de DNA diluido, a

excepcion del punto 3 que fue igual en la adicion del aceite mineral.

El coctel se llevo a un termociclador (Minicycler ™ M. J. Research Inc. Mod.
PTC-150) para tubos de 250 pl, en donde se amplifico el DNA por medio de la

PCR, que se basa en lo siguiente:

1.Desnaturalizar la doble hélice a 92° C.
2. Alinear el DNA complementario con los primers a 36° C.

3. Extender el DNA por la tag-polimerasa a 72° C.

La reaccion de amplificacion en el termociclador se programo6 en 45 ciclos

distribuidos en 7 pasos, como se muestra a continuacion:

1. Calentar por 2 minutos a 94° C.

2. Calentar por 1 minuto a 92° C.

3. Enfriar el coctel a 36° C y mantener por 1 minuto a esta temperatura.
4. Elevar la temperatura a 72° C y mantenerla por 2 minutos.

5. Regresar 44 veces a los pasos 2, 3y 4.

6. Mantener a 72° C por 7 minutos.
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7. Enfriara 4° C.

Electroforesis para los productos de amplificacion

Después de efectuada la PCR se retiraron los tubos de 250 pl, se centrifugaron
para separar el coctel del aceite mineral y se mantuvieron en hielo para
continuar con la electroforesis de acuerdo a los primeros 6 pasos de la
electroforesis para peso molecular del DNA. En el paso 7 en lugar de afadir 5 pl
de DNA diluido, se utiliz6 DNA amplificado mezclado con 1 pl de buffer de carga
y en el paso 9, la electroforesis se dejé correr por 2.5 h. Después se observo el

DNA en un transiluminador.

Visualizacion

1. Llevar el gel al transiluminador para observar con luz ultravioleta, las

bandas obtenidas en el proceso de amplificacion de la PCR.

2. Tomar una fotografia instantanea con una camara polaroid.

Las bandas obtenidas de cada planta en los materiales genéticos analizados
durante la reaccion de amplificacion se codificaron en una matriz de ceros y
unos. El O para ausencia de banda el 1 para presencia de banda, y el 2 para
banda dudosa, eligiéndose las bandas mas representativas en un rango de

2750 a 300 pares de bases (pb).
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Disefio experimental y analisis estadistico

En el estudio de viabilidad de polen se utilizd un disefo completamente al azar
con efectos anidados. Los factores incluyeron taxa, colectas y plantas y se

aplicd el siguiente modelo lineal.

Yijkl = p +Ti+ i Pk (ij) EijkI

Donde:

p = media general.

= 1,2,3 (taxa).
j = 1,2, 8 colectas dentro de taxa.
k =1,2,..., p plantas dentro de colectas dentro de taxa.
I=1,2,..., rrepeticiones dentro de tratamientos
Ti = efecto del i-ésimo taxdén; = efecto de la j-ésima colecta dentro del i-
ésimo taxdn; Pk ( = efecto de la k-ésima planta dentro de la j-ésima
colecta del i-ésimo taxén
Ejj.i = error experimental

Yijkl = observacién en la I-ésima muestra, de la k-ésima planta, dentro

de la j-ésima colecta del i-ésimo taxon
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Después del el andlisis de varianza se realizo la prueba de medias de Tukey

para comparar los taxa (colectas silvestres, el girasol cultivado y los hibridos).

El disefio para evaluar los caracteres morfologicos y prerreproductivos, también
fue anidado y completamente al azar. Se incluyeron taxa, colectas y plantas

como factores, con el siguiente modelo lineal.

Yijk p4-Ti +) Eijk

Donde:

p = media general

=1,2,3 (taxa)

j=1,2, 8 colectas dentro de taxa

k=1,2,..., p plantas dentro de colectas dentro de taxa

T; = efecto del i-€simo taxdn ; C.;, = efecto de la j-ésima colecta dentro del i-
ésimo taxon.

Eij, = error experimental

Yijk = observacion de la k-ésima planta, dentro de la j-ésima colecta del i-ésimo

taxon.
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Analisis de componentes principales.

Es una de las técnicas estadisticas mas usadas para el analisis de datos
multivariados (Manly, 1990). En el analisis de componentes principales (ACP)
las variables observadas se expresan en un numero reducido de combinaciones
lineales, con el propdésito de resumir la mayor parte de la varianza acumulada en
las variables originales. Los objetivos del ACP son generar nuevas variables con
propiedades independientes y de varianza maxima que expresen la informacién
contenida en un conjunto de datos, ademas de reducir la dimension del
problema bajo estudio, disminuyendo el nimero de nuevas variables en relacién
al nimero de variables originales. El primer componente es la combinacion
lineal con varianza maxima; el segundo es la combinacion lineal con varianza
maxima, pero independiente del primero; el tercero también maximiza la
varianza pero es independiente de los dos primeros, y asi sucesivamente. Sin
embargo se espera que los primeros componentes expliquen la mayor parte de
la variabilidad presente en los datos originales. Por medio del andlisis de
componentes principales seran analizados los caracteres morfoldgicos,

prerreproductivos y huella genética de DNA.

Andlisis de agrupamiento (Cluster).

El analisis de agrupamiento es el nombre que reciben una gran cantidad de
procedimientos que se pueden utilizar para clasificar o agrupar objetos o

individuos. En el se agrupan los n individuos de la muestra en grupos en base
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a las k variables medidas. Ademas es necesario agrupar el parecido de los
individuos en base al coeficiente de similitud, por medio de la distancia
euclidiana para comparar plantas entre poblaciones con base en los datos

moleculares. La funcion de distancia euclidiana es:

Di; = J { (Xij xjky?

k=1

Donde:

= es la distancia que existe entre la planta i y la planta j; = plantas

diferentes; k = 1,.., p plantas diferentes; X = 1 presencia de banda; X = O

ausencia de banda.

El método de agrupamiento jerarquico utilizado es agrupamiento de pares de
individuos por la media aritmética (UPGMA), el cuél necesita para su analisis
una matriz de ceros y unos. El andlisis de agrupamiento y el de componentes

principales se realizara con el programa S-Plus, version 4.5.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis de polen

Los resultados mostrados en el Cuadro 4.1, para el porciento de germinacion de
polen mediante el método de extracto de pistilos, revelaron por medio del
analisis de varianza que los taxa (las colectas silvestres, el girasol cultivado y
Fi) produjeron diferente germinacion de polen. Similares resultados se
obtuvieron para colectas dentro de cada taxa, dentro de silvestres y
cruzamientos dentro de hibridos derivados de la cruza de AN-3 con ocho
colectas silvestres. La comparacion entre plantas dentro de colectas silvestres,
y para plantas dentro de hibridos mostré diferencias significativas (F'... 0.01), no

asi para plantas dentro de la linea AN-3.

Al realizar la prueba de comparacién de medias de Tukey se encontro diferencia
significativa (P s. 0.05) en la germinacién de polen entre el girasol silvestre y su
pariente cultivado asi como entre el silvestre y la descendencia hibrida. La
mayor germinacion de polen se produjo en las colectas silvestres (Cuadro 4.2).
Aunque Atlagic et al. (1995) obtuvieron con especies perennes diploides en las
Fi una viabilidad de polen menor a la de los progenitores, la respuesta obtenida
en la germinacion de polen en este trabajo pudo deberse acompuestos

guimicos relacionados con autoincompatibilidad esporofitica en
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los estigmas y que ocasiona fallas en la germinacion del polen emparentado con

la linea AN-3, lo que condujo a la inhibicion del crecimiento del tubo

Cuadro 4.1. Cuadrados medios del anélisis
de varianza para germinacion de polen por
el método de extracto de pistilos.

Fuente GL CM
TaxacD 2  2568.83
Colectas/taxa 14 541.26
Colectas/ silvestres 7 268.30
Colectas/hibridos 7 814.22
Pla/colectas/taxa 46 168.80

Pla/colectas/silvestres 16 135.46

Pla/colectas/hibridos 16 338.78

Pla/AN-3 14 12.64 NS

Error 218 32.20

CV =20.21°A

** Significativo al 0.01 de probabilidad; NS = No significativo; CV =
coeficiente de variacién; cD = incluye tres materiales; girasol
cultivado, girasol silvestre y los hibridos (F;); = representada por ocho
sitios de muestreo.

polinico (Schopfer et al., 1999) en el girasol cultivado y los hibridos a diferencia
de las colectas silvestres. Cabe aclarar que el progenitor femenino androestéril
pudo tener efecto sobre la viabilidad de polen en la descendencia (Rieseberg et
al., 1991), si bien la mayoria de las plantas hibridas presentaron polen y solo

éstas fueron analizadas. Por otro lado, pudieron ocurrir fenbmenos meioticos
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debido a transiocaciones o inversiones, y provocan fallas en el apareamiento
meidtico y una disminucion en la viabilidad del polen en el hibrido (Chandier et
al., 1986). En todo caso, queda abierta la posibilidad de usar extracto de pistilos

en estudios de autoincompatibilidad.

Cuadro 4.2. Valores promedio para viabilidad de polen con
los métodos de germinacion con extracto de pistilos y tincion

con
Buffalo Black NBR. i
Método AN-3 Hibrido  Silvestre Media Tukey
general
Germinacion 19.45 a 20.52 a 28.92Db 24.48 2.64
Tincion 94.60 a 91.54b 92.54 a 93.50 3.41

fiCantidades con letra diferente en el mismo renglén son estadisticamente
diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (P < 0.05).

En relacion a los resultados mostrados en el andlisis de varianza de tincion de
polen, por el método de tincion con Buffalo Black NBR, plasmados en el

Cuadro 4.3, se establece que existen diferencias significativas 0.01) entre
taxa (colectas silvestres, hibridos, y girasol cultivado) entre colectas dentro de
taxa (silvestres e hibridos), y también entre plantas dentro de colectas y dentro

de taxas.

Al realizar la prueba de medias de rango mdltiple de Tukey se encontré en dicho
analisis (Cuadro 4.2), que existe diferencia entre el girasol cultivado y los
hibridos, y entre los hibridos y colectas silvestres. Sin embargo, los progenitores

silvestres y el girasol cultivado produjeron mayor porcentaje de polen calificado
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como viable (95.24 y 94.60), a diferencia de los hibridos que tuvieron un
91.54 porciento, los cuales a su vez produjeron plantas con poco polen. La
disminucién de polen tefido en los hibridos concuerda con lo reportado por
Jackson (1988), quien obtuvo el 97 porciento de polen viable para H.
annuus, mientras que para la cruza entre H. petiolaris x H. annuus la tincién

fue de 5 porciento.

Cuadro 4.3. Cuadrados medios del analisis de varianza

de viabilidad de polen por tincién con
Buffalo Black NBR.

Fuente GL CM

Taxa .l1) 2 824.62  **

o Colectas/taxa 14 225468 ¢
Colectas/silvestre 7 455.20
Cruzamientos/hibrido 7 4054.16
Pla/colectas/taxa 46 796.83
Pla/colectas/silvestre 16 216.40

Pla/Cruzamientos/hibrido 16 2008.60  **
Pla/AN-3 14 23.87

Error 439 24.16
CV=525%

** Significativo al 0.01 de probabilidad; CV = coeficiente de
variacion; cl) = incluye tres materiales; girasol cultivado,
silvestre y los hibridos (Fi); o = representada por ocho sitios de muestreo.
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Por otro lado Atlagic (1990) report6 en el hibrido H. annuus x H. pauciflorus un
49.8 porciento de polen viable y con H. tuberosus 40.9 porciento. Cabe sefalar
gue el método de tincidon puede no ser un indicador preciso de viabilidad, sino

de la madurez del polen.

En general, la variacion en el material bioldégico en cuanto a tincion y
germinacion de polen, fue resultado de la gran variacion genética que existe
entre los progenitores y su descendencia, ademas de posibles efectos

ambientales.

Al analizar el extracto de pistilos por medio de un aparato de absorcion
atémica, se encontré que contiene 13.5 ppm de Cu, 56 ppm de Fe, 143.5 ppm
de Zn, 2.5 ppm de Mn, 0.22 ppm de Ca, 0.87 ppm de Mg, 45 ppm de Na, asi
como cantidades traza de boro. Asimismo, se determin6 una concentracion de
0.1 ppm de glucosa. De los resultados se explica que el extracto no tiene la
cantidad suficiente de calcio y boro para la germinacion del tubo polinico, y es
necesario afadir mayor cantidad de calcio, boro y sacarosa; esta ultima como
fuente de energia en forma de carbono (Bush, 1999). Los minerales son los
inductores de la respuesta al crecimiento del tubo polinico, ya que la ausencia
0 cambios en la concentracion del calcio y el boro causan anormalidades en el
mismo (Capkova-Balatkova et al., 1980). Ademas, el calcio puede inhibir el
crecimiento del tubo polinico como respuesta a la autoincompatibilidad e
interactia con la proteina calmodulina (Franklin-Tong, 1999). El extracto de

pistilos puede contener sustancias que combinadas
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con minerales y azucar inducen el alargamiento del tubo polinico y la

germinacion satisfactoria del grano de polen.

Caracteres morfologicos

Los analisis de varianza de los caracteres morfologicos prerreproductivos del
girasol cultivado (linea AN-3), colectas silvestres e hibridos (Cuadro 4.4),
detectaron diferencias significativas (P__ 0.01) para las variables diametro de
capitulo, longitud de ligulas, ancho de ligulas, nimero de ligulas, nimero de
bracteas, longitud de bracteas, ancho de bracteas, antocianinas y niumero de
capitulos. La excepciones fueron area foliar y nimero de hileras de bracteas.
Por otra parte, las colectas dentro de taxa tuvieron diferencias significativas (P...
0.01) para numero de hileras de bracteas, dias a floracion, altura de plantas,
antocianinas y numero de capitulos. En relacién a colectas dentro de silvestres
el didametro de capitulo, nimero de bracteas, nimero de hileras de bréacteas,
altura de plantas, antocianinas y numero de capitulos presentaron diferencias
significativas (P 5 0.05), en tanto que en el cardcter nimero de ligulas se
encontro diferencia significativa (P5 0.01). Sin embargo, no todos los caracteres
evaluados fueron diferentes, quizd por que las colectas silvestres presentan
caracteres semejantes y en su habitat natural la reproduccién se realiza por
medio de insectos que transportan el polen a diferentes lugares ademas de que
la semilla puede ser dispersada por los pajaros a otro lugar. Para cruzamientos

dentro de hibridos solo se detectaron diferencias
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significativas (PS 0.05) para longitud de bracteas y dias a floracion.

La prueba de comparacion de medias de Tukey 5(9.01) para taxa (Cuadro 4.5)
reveld en las variables diametro de capitulo, longitud de ligulas, nUmero de
ligulas, numero de bracteas, longitud y ancho de bracteas, antocianinas y
namero de capitulo, que el girasol cultivado es muy diferente a los hibridos y
girasol silvestre. Sin embargo, los hibridos tienen mayor parecido con los
silvestres en relaciébn a diametro de capitulo, longitud, ancho y numero de
ligulas, nimero y longitud de bracteas, quizas por una prevalencia de alelos

dominantes del progenitor silvestre.

Seiler (1984) report6 para el hibrido comercial 894, un didmetro de capitulo de
14.5 cm muy cercano al valor medio (13.14 cm) que se obtuvo en la presente
investigacion para la linea AN-3. Por otro lado, la longitud de ligulas
proporciona resistencia al ataque de los pajaros, al respecto Seiler (1997)
reporté en girasol cultivado resistente al ataque de pajaros, valores entre 5.9
y 6.7 cm, el primer valor muy parecido al que se observo en éste trabajo para

la linea AN-3 (5.6 cm).

Para el nimero de hileras de bracteas y area foliar no existe diferencia
estadistica entre los materiales, quiza por la poca variacion que hubo entre los
taxa en relacién al niumero de hileras de bracteas y para el area foliar los

hibridos presentaron en general hojas pequefias muy parecidas al progenitor
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silvestre que a diferencia del cultivado, éste tubo hojas grandes y por ello la

cobertura de las hojas en los taxa analizados no muestra diferencia estadistica.

En la variable dias a floracion (Cuadro 4.5) no hubo diferencia entre los
progenitores, aunque si para los hibridos cuyo comportamiento fue mas precoz
debido a la segregacion transgresiva. En altura de planta el hibrido se parece al
cultivado quizad por la presencia de alelos dominantes para altura en este
progenitor. Las variables antocianinas y namero de capitulos indicaron que
predominaron en los hibridos la pigmentacién en los tallos y una ramificacién
parecida al girasol silvestre. En relacion a la altura de planta, Mogali y
Virupakshappa (1994) reportaron para girasol silvestre una altura de planta de

2.35 m semejante a la mostrada en el Cuadro 4.5.

De acuerdo a los presentes resultados, los caracteres prerreproductivos sobre
los que pudo haber actuado la domesticacion fueron el diametro de capitulo,
longitud de ligulas, ancho de ligulas, niumero de ligulas, nimero de bracteas,
longitud y ancho de brécteas, altura de planta, antocianinas y numero de
capitulos. En especial la domesticacion actué sobre el nimero y tamario de los

capitulos, generando plantas monocefélicas de inflorescencia grande.

El analisis de componentes principales para los caracteres morfolégicos y
prerreproductivos revelo en el Cuadro 4.6, que el primer componente principal,

explica el 57.97 porciento de la variacion y de acuerdo a los vectores
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caracteristicos, dicho componente se explica por el caracter antocianinas y

namero de capitulos y negativamente por el didmetro de capitulo, longitud,

ancho y numero de ligulas, y numero y ancho de bracteas, el segundo

componente principal, explica el 16.54 porciento de la variacion, siendo una

funcién de los caracteres dias a floracién, altura de planta y numero de

capitulos.
Cuadro 4.6. Valores y vectores
caracteristicos de 13 caracteres morfolégicos
y prerreproductivos de los dos primeros
e b gRe Rl oS et S NIt
Caracteristica CP1 CP2
Didmetro de capitulo -0.3357 0.2287
Longitud de ligulas -0.3411 0.0261
Ancho de ligulas -0.3330 -0.0943
Numero de ligulas -0.3435 0.1301
Numero de bracteas -0.3276 0.2086
Numero de hileras de bracteas -0.0690 -0.0113
Longitud de bracteas -0.2545 0.1485
Ancho de bracteas -0.3497 0.1390
Dias a floracién 0.0794 0.6154
Altura de planta 0.2112 0.5043
Area foliar -0.1183 0.2467
Antocianinas 0.3099 0.0658
Numero de capitulos 0.2862 0.3714
Valor caracteristico 7.5416 2.1503
Proporcién de la varianza explicada 0.5797 0.1654

Con las medias de la linea AN-3, colectas silvestres e hibridos, se obtuvo una

grafica de dispersion representada en la Figura 4.1, en esta el primer

componente principal indica que el girasol cultivado se diferencia grandemente

de las poblaciones silvestres y los hibridos, a su vez estos ultimos son
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intermedios en relacion a sus progenitores. En general las tres poblaciones
silvestres presentan el mayor nimero de capitulos 'y antocianinas, a diferencia
del girasol cultivado. También se observa que los hibridos son mas precoces

que sus progenitores.
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Figura 4.1 Dispersion del girasol cultivado, poblaciones de girasol
silvestre, e hibridos en 13 caracteres morfologicos y
prerreproductivos, en base a los dos primeros
componentes principales. La clave de dos numeros
corresponde al girasol cultivado, el de la izquierda es la
taxa (1) y el de la derecha la planta. La clave de tres
nimeros es para las poblaciones silvestres e hibridos
el nimero a la izquierda es la taxa; 3 para hibridoy
2 para silvestre, el del centro a la poblacion (1, 2, 3)
y el de la derecha a la colecta (1-8).
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Por otro lado el segundo componente principal indica que las poblaciones
de girasol silvestre son tardias, de mayor altura y con mayor niamero de

capitulos.

Huella de DNA.

La huella de DNA del girasol cultivado y plantas de la poblacion 1 (colecta 3) de
girasol silvestre representada en la Figura 4.2, mostro en la amplificacion del
DNA que existen bandas polimérficas con los primer A02 y BO0Ol. Cabe
mencionar que las plantas analizadas no son los progenitores del hibrido. Sin
embargo, la banda de 1375 pb la presentan el hibrido y el cultivado a diferencia
de las plantas de girasol silvestre, con el primer A02. Con el primer BO1 el
hibrido produjo una banda a 1125 pb igual que el girasol cultivado y diferente al
girasol silvestre. Lo anterior sirve para explicar la naturaleza hibrida entre sus

progenitores.

También se realizd el andlisis de agrupamiento jerarquico (Figura 4.3) en
plantas de tres poblaciones de girasol silvestre y el girasol cultivado (linea AN-3)
en RAPDs. Las claves para el girasol silvestre incluyen tres numeros para

representar en primer término, la taxa, después la poblacion y por ultimo la

planta (2-1-1 2-3-10), sin embargo para el girasol cultivado solo se

representa la taxa y la planta (1-1 1-6). El dendograma indica dos grupos

principales, las poblaciones silvestres y el girasol cultivado, por lo tanto existe

diversidad genética entre los progenitores, como se ha reportado por Arias y
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Rieseberg (1995). No se detectd subdivision genética entre las poblaciones, sin
embargo entre plantas de girasol silvestre si hubo en dos grupos y a su vez el
segundo grupo en otros dos, por lo que existe interaccion entre plantas de la
poblacion uno y dos, entre la poblacion dos y tres y entre plantas de la
poblacién uno y tres quiza por que la distancia geogréfica entre las poblaciones
no sea suficiente para actuar como una barrera reproductiva, pudiéndose

considerar como una poblacion la de Saltillo, Coahuila.
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Figura 4.2. Patron electroforético de RAPDs, en plantas de
girasol cultivado, silvestre, e hibrido. La clave M = marcador
de peso molecular en pares de bases C = planta de girasol
cultivado linea AN-3; 3-1 a 3-3 = plantas de la poblacién 1
(colecta tres); H = hibrido derivado de la cruza entre girasol
cultivado y colecta tres de girasol silvestre.
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Al respecto, Dry y Burdon (1986), encontraron diversidad entre loci con

iIsoenzimas dentro y entre poblaciones, en 11 poblaciones silvestres de

girasol en Australia. En otro estudio con aloenzimas se encontrg variacion

genética-geografica entre especies silvestres de girasol del centro, sur y

oeste de E.U.A. (Cronn et al., 1997). Sin embargo, el area cubierta en el

presente trabajo es muy pequefa para esperar una subdivision poblacional.
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Figura 4.3. Analisis de agrupamiento jerarquico de RAPDs
en plantas de girasol silvestre y cultivado. La clave de
tres nameros es para el girasol silvestre, el numero de la
parte inferior indica taxa, el del centro la poblacién (1 a 3)
y el de la parte superior, la planta (1 a 10) y en el
cultivado, el namero inferior corresponde al taxa y el
superior a la planta (1 a 6).
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En el analisis jerarquico de RAPDs representado en el dendograma de la
Figura 4.4 se incluyen claves de tres numeros para Tithonia tubaeformis,
en dénde el numero de la parte inferior representa el taxa (Tithonia), el
del centro la poblacidon (uno a siete) y el superior la planta (uno a seis) y
para la linea AN-3 de girasol cultivado solo dos numeros, el inferior indica
el taxa y el segundo la planta (uno a tres), en dicha figura se observan
dos grandes grupos, uno incluye las poblaciones silvestres de Tithonia y
el otro al girasol cultivado. Sin embargo, dentro del grupo de poblaciones
de Tithonia existen nueve subgrupos, y en el noveno doble subdivision.
Tampoco existe agrupacion entre las poblaciones por su ubicacion
geografica, ni se detecté subdivision poblacional, aunque si hubo entre

plantas de Tithonia
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Figura 4.4. Andlisis de agrupamiento jerarquico en RAPDs en
plantas de poblaciones silvestres de Tithonia tubaeformis y
de la linea AN-3 de girasol cultivado. La Tithonia se
representa con tres nimeros, el inferior indica la taxa (4), el
del centro la poblacién (1-7) y el superior la planta (1-6). El
girasol cultivado se representa con dos numeros, el inferior
indica la taxa (1) y el superior la planta (1-3)



V. CONCLUSIONES

El H. annuus ssp. texanus en Saltillo, Coahuila y alrededores se distribuye en
altitudes desde 1250 hasta 1673 m y Tithonia tubaeformis entre 1494 hasta

2500 m de altitud.

Se produjeron hibridos fértiles en las cruzas amplias realizadas con el progenitor
femenino linea CMS-AN-3 de girasol cultivado y las ocho colectas de H. annuus

SSp. texanus.

El método de germinacion de polen con extracto de pistilos permitio el desarrollo
de tubos polinicos en los progenitores e hibridos, y puede ser util en la
determinacion cualitativa de polen viable, en estudios del desarrollo del tubo
polinico y de valor en el analisis de la autoincompatibilidad esporofitica. El
extracto de pistilos puede contener sustancias como proteinas (Calmodulina)
asociadas con el alargamiento del tubo polinico, que combinadas con los
minerales y azucar afladidos al medio liquido, indujeron la germinacion del polen

favoreciendo su cuantificacion.

El método de tincidn estimé una mayor madurez del polen en los progenitores y

su disminucién en los hibridos, lo que se puede deber a fenOmenos meibticos.
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Los resultados del siguiente trabajo sugieren que los caracteres morfoldgicos
gue actuaron en la domesticacion fueron diametro de capitulo, longitud de
ligulas, ancho de ligulas, numero de ligulas, numero de bracteas, longitud de
bracteas, ancho de bracteas, dias a floracién, altura de planta, antocianinas y

numero de capitulos.

El andlisis de huella de DNA con RAPDs en las poblaciones silvestres de H.
annuus y T. tubaeformis comparadas con el girasol cultivado se demuestra que
existe, diversidad genética entre progenitores y entre plantas de colectas
silvestres. Sin embargo, no se detect6 subdivision poblacional. Asimismo, se
revel6 una marcada diferencia genética de los materiales silvestres con la

linea cultivada.



Vi RESUMEN

El mejoramiento genético del girasol cultivado (Helianthus annuus L.) depende
en gran medida del aporte de genes que le pueden proporcionar los girasoles
silvestres. Este trabajo tuvo como objetivos: (i) estudiar la distribucién de
poblaciones silvestres de H. annuus y T. tubaeformis en Saltillo, Ramos Arizpe
y Arteaga Coahuila; (i) realizar cruzas entre girasol cultivado y poblaciones
silvestres de H. annuus; (iii) caracterizar morfologicamente las poblaciones
silvestres, una linea de girasol cultivado y su descendencia hibrida; (iv)
desarrollar un método de germinacion de polen para Helianthus annuus; (y)
comparar la viabilidad de polen entre una linea cultivada de H. annuus,
poblaciones silvestres de la misma especie y su descendencia hibrida; y (vi)
evaluar la variacibn genética entre las poblaciones de H. annuus y T.
tubaeformis con el uso de huella de DNA a través del DNA polimorfico

amplificado aleatoriamente (RAPD).

Se recolectaron aquenios maduros distribuidos desde 1250 hasta 1673 m de
altitud en ocho sitios con H. annuus ssp. texanus, y siete sitios con T.
tubaefonnis distribuidos de 1494 hasta 2500 m de altitud. Las colectas de H.
annuus ssp. texanus se cruzaron con la linea CMS-AN-3 de girasol

cultivado.
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Se estudio la viabilidad de polen a través de la germinacion y tincion en los
materiales de H. annuus silvestres, cultivado e hibridos. Se desarrollé un nuevo
método de germinacion basado en el uso de extracto de pistilos, sacarosa al 12
porciento y los minerales calcio (280 ppm) y boro (100 ppm). A través del
método de extracto de pistilos se detectaron diferencias en porcentaje entre el
girasol cultivado (19.45) y silvestres (28.92), y entre hibridos (20.52) y colectas
silvestres (28.92). Por el método de tincion con Buffalo Black los progenitores
silvestres y girasol cultivado produjeron mayor porcentaje de polen viable
(95.24 y 94.60, respectivamente) y tuvieron diferencias significativas con los

hibridos (91.54).

Las colectas silvestres de H. annuus, la linea AN-3 y los hibrido se evaluaron en
la etapa de floracion para trece caracteres morfoldégicos y fenoldgicos
prerreproductivos. Los hibridos y H. annuus silvestre fueron significativamente
diferentes al girasol cultivado para las variables diametro de capitulo, longitud,
ancho y numero de ligulas y bracteas, y numero de capitulos. El analisis de
componentes principales revelé por medio de la distancia euclidiana como
medida de disimilitud y con el método de la media aritmética, un mayor parecido
de los hibridos con el girasol cultivado, con los hibridos en posicion intermedia

respecto a sus progenitores.

Para el andlisis de huella genética se agruparon las colectas silvestres en tres
poblaciones por afinidad geogréfica. Dicho analisis incluyd la colecta de hojas

jovenes; el aislamiento de DNA; determinacion de su pureza, calidad y
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concentracion (12 ng/ml); y amplificacidon en un termociclador en 45 ciclos para
llevar al cabo la reaccién de PCR con los dos iniciadores para RAPDs A02 y
BO1. Los patrones electroforéticos se codificaron en una matriz de ceros y unos.
El analisis jerarquico indicoé que las poblaciones silvestres presentan variacion y
son diferentes genéticamente al girasol cultivado, pero sin subdivision
poblacional. En el analisis jerarquico de huella genética de siete poblaciones de
T. tubaeformis colectadas desde 1494 a 2500 m de altitud, se observd una
separacion entre T. tubaeformis y el girasol cultivado, con diversidad genética

entre plantas silvestres sin subdivision poblacional.

Se concluye que en la region estudiada H. annuus ssp. texanus se distribuye
desde 1250 a 1673 m y Tithonia tubaeformis desde 1494 a 2500 m de altitud. El
cruzamiento entre la linea AN-3 y H. annuus ssp. texanus produjo hibridos
fértiles y con una madurez de polen alta (91.54 porciento) revelada por el
analisis de tincion. Por su parte, el método propuesto para germinar polen
permitié la emergencia del tubo polinico, pero en este punto su utilidad es mas
bien cualitativa que cuantitativa. La evaluacion de caracteres morfologicos y
fenoldgicos revel6 marcadores que diferencian claramente a H. annuus ssp.
texanus y a la linea cultivada. En relacion al analisis de huella genética de DNA
con RAPDs en las poblaciones silvestres de H. annuus y T. tubaeformis y
girasol cultivado se demuestra que existe diversidad genética en los materiales
silvestres sin subdivisién poblacional. Asimismo, se reveld una marcada

diferencia genética de los materiales silvestres con la linea cultivada.
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