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COMPENDIO

Formacion de una Poblacién de Mapeo Genético en Girasol (Helianthus annuus L..)
y Evaluacion Comparativa de Apareamiento Cromosomico
POR
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DOCTORADO EN
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UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
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Dr. Manuel Humberto Reyes Valdés - Asesor -

Palabras clave: Helianthus annuus L., hibridacion, poblacion de mapeo, analisis
meidtico, configuraciones meidticas, quiasmas
En esta investigacion se efectuaron cruzamientos inter-subespecificos en girasol
(Helianthus annuus L.), con los siguientes objetivos: (i) formar una poblacion de mapeo;
y (ii) comparar los patrones de apareamiento cromosémico de los padres y del hibrido
F1. El progenitor femenino de la poblacion fue la linea de girasol HA 89 y el masculino

fue un material de Helianthus annuus ssp. texanus colectado en Saltillo, Coah.

Los cruzamientos inter-subespecificos se efectuaron en el verano de 1999. Para

el analisis meiotico se establecid un experimento con los progenitores y el hibrido F; en

Vi



la primavera de 2000, bajo el esquema de un disefio completamente al azar con
submuestreo. Los patrones de apareamiento cromosomico meiotico de los padres y del
hibrido fueron comparados por medio del analisis de meiocitos en diacinesis y metafase

I. Se evalud la viabilidad de polen por medio de un método de tincion.

Se tuvo éxito en la obtencion de semilla de los cruzamientos inter-
subespecificos. Las poblaciones F, producto del cruzamiento inter-subespecifico
presentaron una gran variacion genética. Se formé una poblacién de mapeo genético

constituida por lineas derivadas de F, en F3 (poblacion Correcaminos F;:3).

Ya que el apareamiento cromosoémico fue normal, con ausencia de univalentes y
multivalentes, y que sélo fueron observados cadenas y anillos bivalentes, entonces los
genomas parentales son altamente compatibles en la meiosis. El hibrido presentd un
indice de apareamiento cromosémico meidtico (0.82) préximo al valor medio parental
(0.80) y las diferencias del hibrido con cada uno de los taxa parentales fueron altamente
significativas. Ademas dicho indice fue variable dentro de poblaciones. Esto indica que
el caracter nimero de quiasmas esta bajo control multigénico y afectado por el ambiente.
Asi pues, una poblacién formada con los progenitores podria ser utilizada para analizar

los loci de caracteres cuantitativos (QTLS) para apareamiento cromosémico meiético.

El taxon hibrido tuvo un porcentaje de viabilidad de polen (92.58) comparable a
aquéllos de los taxa parentales. La viabilidad de polen del taxon hibrido fue alta, la F;
fue fértil, y los genomas parentales fueron altamente compatibles en la meiosis. Esto

indica que se pueden transferir caracteres deseables de H. annuus silvestre al cultivado.
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ABSTRACT

Development of a Genetic Mapping Population in Sunflower (Helianthus annuus
L.) and Comparative Evaluation of Meiotic Pairing
BY

JESUS RODRIGUEZ DE LA PAZ
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In this research sunflower (Helianthus annuus L.) inter-subspecific crossing was

carried out with the following objectives: (i) to form a mapping population; and (ii) to

compare the patterns of chromosome pairing from both parents and the F; hybrid. The

female parent of the population was the HA 89 cultivated inbred line, whereas the male

parent was an accession of Helianthus annuus ssp. texanus collected in Saltillo, Coah.

The inter-subspecific crossings were performed in the summer of 1999, with

emasculation of the cultivated progenitor. For the meiotic analysis an experiment with
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both parents and the F; hybrid was established in the spring of 2000, under a completely
randomized design with subsampling. Patterns of chromosome pairing from both parents
and the hybrid were compared by means of the analysis of meiocytes in diakinesis and

metaphase I. Pollen viability was evaluated by means of a staining method.

Seed production of the inter-subspecific crossings was successful. The F;
populations showed a large genetic variation. A genetic mapping population was formed

by a set of F3 lines derived from F, plants (population Correcaminos F;.3).

Since meiotic chromosome pairing was normal in the three materials, with
absence of univalents and multivalents, and only chain and ring bivalents were observed,
the parental genomes are highly compatible in meiosis. The hybrid showed a meiotic
chromosome pairing index (0.82) close to the midparent value (0.80), and the
differences between the hybrid and each parental taxon were highly significant. Besides,
this index was variable within populations, including the HA 89 inbred line. This
indicates that the chiasma number is under multigenic control and is affected by the
environment. Then, a population formed with both progenitors could be used to analyze

the quantitative trait loci (QTLs) for meiotic chromosome pairing.

The percentage of pollen viability in the hybrid taxon (92.58) was similar to
those found in the parental taxa. The pollen viability of the hybrid taxon was high, the F;
was fertile, and the parental genomes were highly compatible in meiosis; thus, there is
no barrier for the sexual reproduction, in other words, the gene flow and the transference

of desirables characters from wild to cultivated H. annuus are easily attainable.
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I. INTRODUCCION

En México se ha usado el girasol (Helianthus annuus L.) desde hace varios
cientos de afios. Los indigenas usaban la semilla tostada para comer sus almendras o
para elaborar atole. En tiempos modernos el principal producto del girasol es el aceite, el

cual cuenta con magnificas caracteristicas para la alimentacién humana.

Las especies silvestres de girasol estan adaptadas a un amplio rango de habitats
y poseen considerable variacién para la mayoria de las caracteristicas agrondmicas y de
calidad de semilla, de resistencia a insectos, enfermedades y en general de tolerancia a
condiciones ambientales desfavorables. Esta variacion o diversidad genética del
germoplasma silvestre de girasol tiene un uso potencial para mejorar el girasol cultivado,

mediante la transferencia a este Ultimo de caracteristicas deseables.

La hibridacién amplia ha sido de interés en el girasol, tanto desde el punto de
vista tedrico como con fines de mejoramiento genético, para transferir genes deseables

de las especies silvestres a las lineas cultivadas.

En Meéxico, el germoplasma silvestre de girasol no ha sido estudiado
extensivamente y como consecuencia no se ha obtenido provecho de él. Para el estudio

del germoplasma silvestre de girasol se pueden usar los marcadores genéticos, ya que



estos permiten la elaboracion de mapas genéticos completos, la estimacion de la relacion

entre diferentes genotipos, la deteccion de recombinacion entre genes, etc.

Una de las aplicaciones principales de los marcadores de DNA es la
construccion de mapas geneticos completos, los cuales son informativos acerca de casi
todas las regiones de todos los cromosomas en un organismo. Por el conocimiento de la
posicion mapa de un gen, se pueden usar marcadores de DNA préximos para

diagnosticar su presencia, sin esperar a observar los efectos del gen.

Un mapa genético abre la posibilidad de ser méas eficientes en la transferencia de
genes desde poblaciones silvestres a cultivadas. Entonces, es deseable una poblacion de
mapeo para localizar genes de importancia econdmica en Helianthus annuus L. y asi

poder utilizarlos.

Una poblacion de mapeo genético debe ser altamente polimdrfica. Por lo que
una cruza amplia puede proveer de una poblacién adecuada para mapeo genético. Un
tipo de poblacion de mapeo ampliamente utilizada es la F, derivada de la cruza de dos
padres altamente contrastantes. Cuando dichos padres proceden de especies 0

subespecies diferentes, es conveniente constatar su compatibilidad en cruzamientos.

Como parte de la determinacion de la compatibilidad genémica del material
silvestre con el cultivado es conveniente hacer un estudio meiotico, ya que este provee
informacion importante sobre las relaciones de apareamiento cromosémico y sobre la

posibilidad de transferencia de caracteres deseables de una especie a otra (Jauhar y



Joppa, 1996). Ademas, con esta informacion se puede conocer si existe una disminucion
del entrecruzamiento en la poblacién hibrida, con fines de ajuste del mapa genético y de
informacion basica sobre el comportamiento de la recombinacién en poblaciones

hibridas.

Resulta deseable la formacion de una poblacién de mapeo genético a partir del
cruzamiento entre material cultivado y plantas silvestres. Esto permitiré la localizacion
de genes de importancia econémica en el genoma del girasol. Asimismo, el estudio de
apareamiento cromosdmico meiético en el hibrido dard informacion relevante sobre la
genética de la formacion de quiasmas. Por lo anterior, se desarroll6 el presente trabajo

con los siguientes objetivos.

Objetivos

1. Formar una poblacion de mapeo genético en girasol (Helianthus annuus L.) con base
en la cruza de la linea publica cultivada HA89 y una planta de la poblacion ocho

(Ac-8) de H. annuus ssp. texanus, procedente de Saltillo, Coah.

2. Comparar los patrones de apareamiento cromosémico mei6tico del girasol cultivado
(Helianthus annuus L. var. macrocarpus), girasol silvestre (Helianthus annuus L.

ssp. texanus Heiser) y del hibrido F;.



Hipdtesis

1. El cruzamiento entre girasol (Helianthus annuus L.) cultivado y silvestre provee de

una poblacién altamente polimérfica, adecuada para mapeo genético.

2. Existen diferencias en el apareamiento cromosomico meiético entre el girasol
cultivado (Helianthus annuus L. var. macrocarpus), el girasol silvestre (Helianthus

annuus L. ssp. texanus Heiser) y el hibrido entre ambos.



Il. REVISION DE LITERATURA

Generalidades

El éxito del mejoramiento genético de un cultivo estd determinado por la
eficiencia de los métodos y la variacion o diversidad genética de la poblacidn con que se
trabaja. Uno de los mayores reservorios de variacion o diversidad genética de una
especie cultivada es el germoplasma silvestre. En el pais, se han estudiado muy poco los
girasoles silvestres y por ende no se ha obtenido provecho de ellos. En el cultivo del
girasol se tienen problemas de enfermedades, plagas y sequia. Las poblaciones silvestres
son fuente potencial de resistencia a condiciones ambientales adversas, por lo que
transfiriendo esa resistencia al girasol cultivado, se podrian superar o disminuir aquellos

problemas.

Los recursos genéticos para un cultivo son el conjunto de toda la diversidad
genética de la especie y sus parientes compatibles. Se encuentra establecido que el
mejorador de plantas depende de la correcta combinacion de alelos especificos de los
50,000-60,000 loci genéticos presentes en el genoma de una planta. La variacion de
alelos en estos 50,000-60,000 loci nos produce la variacion o diversidad genética
presente en una especie. El acceso a un amplio rango de diversidad genética es critico

para el éxito de cualquier programa de mejoramiento (Hoisington et al., 1998).



Los parientes silvestres de las especies cultivadas son una rica fuente de
caracteristicas valiosas (Stephens, 1961; Harlan, 1976; Hawkes, 1977; Stalker, 1980;
Rick, 1982; Brown et al., 1985; Goodman et al., 1987; Vaughan, 1989), de las cuales se
ha aprovechado s6lo una pequefia fraccion de la ganancia potencial para mejorar los
cultivos. El rango de variacion genética para una caracteristica frecuentemente es mas
grande en el germoplasma exdtico que entre los tipos cultivados, puesto que los tipos
cultivados son usualmente derivados de un pequefio nimero de ancestros, y han sido
seleccionados intensivamente a través de muchos siglos (Hawkes, 1977; Vaughan,
1989). Consecuentemente, la base mejorada actual para muchos cultivos, especialmente
en especies autégamas (tales como trigo, arroz, soya, algodén, y tomate) y en aquéllas
en que se explota el vigor hibrido, contiene s6lo una pequefia fraccion de la variacion

genética existente.

Muchas caracteristicas de herencia simple tales como resistencia a plagas y
enfermedades (Harlan, 1976), y aun caracteristicas cuantitativas tales como altos niveles

de sdlidos solubles en tomate (Rick, 1974) han sido extraidos de germoplasma exotico.

El principal producto del girasol es el aceite, del cual la semilla contiene de 33 a
50 por ciento. Esta compuesto por el &cido linoleico con alrededor de 60 por ciento, el
acido oleico con alrededor de 35 por ciento, el acido palmitico con alrededor de 4 a 5
por ciento, el &cido estearico con alrededor de 2.5 por ciento; los demés &cidos grasos se
encuentran en cantidades insignificantes. El indice de yodo (1Y) es de aproximadamente
130, lo que sitia al aceite de girasol entre los semisecantes con magnificas

caracteristicas para la alimentacion humana (Robles, 1982).



Las especies silvestres de girasol estan adaptadas a un amplio rango de habitats
y poseen considerable variacion para la mayoria de las caracteristicas agronémicas y de
calidad de semilla, de resistencia a insectos, enfermedades y en general de tolerancia a
condiciones ambientales desfavorables (Thompson et al., 1981; Rogers et al., 1982;
Seiler, 1988, 1992). Por ejemplo, H. hirsutus y H. tuberosus son fuentes de resistencia
para el patdgeno Alternaria helianthi (Morris et al., 1983). De aqui la importancia del
germoplasma silvestre de girasol, pues su variaciéon o diversidad genética tiene un uso
potencial para mejorar el girasol cultivado, transfiriendo a este Gltimo caracteristicas

deseables.

Han sido reportadas especies diploides, tetraploides y hexaploides del género
Helianthus, todas con un ndmero cromosémico basico de 17. A nivel mundial se han
realizado varios esfuerzos por estudiar dichas especies y su interaccion con el girasol

cultivado, especialmente por el grupo de la FAO (1994).

En Meéxico el germoplasma silvestre de girasol no ha sido estudiado
extensivamente. El primer intento sistematico por colectar dicho germoplasma fue
reportado por Gomez y Gonzalez (1994). En este trabajo se lograron colectar 10
especies silvestres de Helianthus. Sin embargo, algunas especies que habian sido
reportadas anteriormente, como H. hirsutus no fueron encontradas. Todo esto indica que
se requiere una exploracién mas intensiva a fin de preservar y estudiar el germoplasma

silvestre de girasol.



Origen del Girasol Cultivado

Schilling y Heiser (1981) dividieron a los girasoles del género Helianthus en
cuatro secciones y seis series, asi ellos establecieron que Helianthus consta de 49
especies nativas de América, localizadas desde el sur de Canada hasta el norte de

México.

Las siguientes especies silvestres de girasol se presentan en México (Schilling y
Heiser, 1981): H. arizonensis (2x=34), H. ciliaris (4x=68, 6x=102), y H. laciniatus
(2x=34) se presentan en el Norte de México; H. californicus (6x=102) en Baja
California Norte; H. annuus (2x=34) en el Norte de México y H. niveus (2x=34) en el

Norte de México y Baja California.

El centro de origen del girasol silvestre Helianthus annuus L. es el norte de
México y el oeste y el sur de los Estados Unidos de Norte América, lo cual se infiere a
partir de la gran diversidad genética presente en las poblaciones silvestres de esta area.
El girasol domesticado se origind y se desarrollé a partir de su progenitor H. annuus
silvestre. La evidencia indicaba que H. annuus silvestre posiblemente fue domesticado
en la parte central de los Estados Unidos de Norte América (Seiler y Rieseberg, 1997);
pero recientemente Pope et al. (2001) descubrieron, lo que son hasta ahora, los restos
mas antiguos de girasol completamente domesticado en el sitio San Andrés (en la costa
tropical del Golfo de México), los cuales tienen 4700 afios de antigliedad. Piperno

(2001) menciona que aunque un origen separado del girasol domesticado en Norte



América es aun posible, se esta acumulando un fuerte soporte para la hipotesis de Pope

et al. de un origen Mexicano del girasol domesticado.

Distribucion

El girasol H. annuus silvestre esta distribuido en la mayor parte de los Estados
Unidos de Norte América y desde el sur de Canadéa hasta el norte de México, pero mas

comunmente en el Oeste (Schilling y Heiser, 1981).

El girasol anual silvestre comin H. annuus es la especie de girasol méas diversa
geograficamente en el norte de América y exhibe la més grande variabilidad
morfoldgica y de habitats. Tiende a ser una maleza, casi siempre encontrado en hébitats
que han sufrido un disturbio por el hombre, por lo que no es sorprendente que sea la mas
ampliamente distribuida de las especies de Helianthus. Se le encuentra en areas con baja
y alta precipitacion, desde el nivel del mar hasta 3000 m, y florece en forma continua

desde finales de primavera hasta principios de otofio (Seiler y Rieseberg, 1997).
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Taxonomia

La clasificacion botanica del girasol comdn H. annuus es la siguiente:

Reino Methaphyta
Division Magnoliophyta
Sub-Division Magnoliopsida
Clase Magnoliopsida
Sub-Clase Asteridae
Orden Asterales
Familia Compositae (Asteraceae)
Sub-Famila Tubiflorae
Tribu Heliantheae
Sub-Tribu Helianthinae
Género Helianthus
Especie annuus

El girasol cultivado comun es incluido en el complejo H. annuus L. bajo el
nombre latino Helianthus annuus L. var. macrocarpus. El girasol anual silvestre comdn
encontrado en Saltillo, Coahuila y zonas aledafias ha sido identificado como Helianthus

annuus L. ssp. texanus Heiser (Reyes-Valdés et al., 2000)
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Marcadores Genéticos

Para el estudio del germoplasma, especialmente del germoplasma silvestre de
una especie 0 género se pueden usar los marcadores geneéticos, ya que estos permiten la
elaboracion de mapas genéticos completos, la estimacion de la relacion entre diferentes

genotipos, la deteccion de recombinacion entre genes, etc.

Para ser Util como un marcador genético, una caracteristica debe satisfacer tres

criterios: ser variable, cualitativa y heredable.

Hay tres tipos fundamentales de marcadores genéticos: marcadores
morfolégicos, marcadores basados en proteina y marcadores basados en DNA. El
polimorfismo es definido como variacion heredable detectable en un locus. Un marcador
genético puede ser definido operacionalmente como un caracter polimérfico heredable
con clara interpretacion genética y reproducibilidad. Los marcadores de DNA
simplemente son diferencias detectadas en la informacion genética portada por dos o
mas individuos. La informacion de los marcadores de DNA sirve para muchos
propositos, tales como medicina forense, pruebas de paternidad, identificacion de genes
responsables de enfermedades genéticas e inferencia de relaciones evolutivas entre

organismos.

Algunos de los sistemas de marcadores de DNA son el RFLP (polimorfismo en

longitud de fragmentos de restriccién) (Botstein et al., 1980), el AFLP (polimorfismo en
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longitud de fragmentos amplificados) (Vos et al., 1995) y el RAPD (DNA polimorfico

amplificado aleatoriamente) (Williams et al., 1990).

Los marcadores de DNA pueden ser usados para obtener informacion acerca de
los genes que influencian una caracteristica de importancia agricola, facilitando asi los

esfuerzos en el mejoramiento. En particular, uno puede estimar:

1. Ndmero de genes. ¢ Cuéntos genes influencian una caracteristica?

2. Localizacion cromosémica. ¢Donde estan los genes localizados en los
cromosomas (por ejemplo, proximos a cuales marcadores genéticos)?

3. Efecto fenotipico. ¢En qué medida cada gen afecta la caracteristica?

4. Dosificacion del gen (o “accion génica™). ¢Un individuo portando dos copias
de un gen se observa diferente de un individuo portando sélo una?

5. Pleiotropia. ;Genes individuales afectan méas de una caracteristica?

6. Sensibilidad ambiental. ;Los genes funcionan similarmente en ambientes
diferentes?

7. Epistasis. ¢El efecto de un gen influye en los efectos de otros?

Las respuestas a estas preguntas pueden ayudar al mejorador a “disefiar”
variedades cultivadas que se comporten consistentemente bien en un ambiente definido.
Por la incorporacion de genes que protejan contra riesgos ambientales, tales como
sequia, alta y baja temperatura, salinidad o razas de plagas y enfermedades particulares,
una variedad puede retener algo de productividad ain bajo condiciones subéptimas, las

cuales son la regla, mas que la excepcion (Boyer, 1982).
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Los mejoradores de plantas han desarrollado muchas estrategias sofisticadas
para alcanzar objetivos de mejoramiento particulares en diferentes especies, y bajo
diferentes situaciones (Allard, 1960; Simmonds, 1979). Sin embargo, estas estrategias
son similares una a otra en que el progreso del mejoramiento estd en gran medida

determinado por tres factores:

1. Identificacion de la variacion genética entre individuos, cultivares, razas o
especies diferentes; los cuales muestran atributos diferentes, o los cuales
muestran un atributo comun pero debido a genes diferentes.

2. Realizacién de cruzamientos para obtener recombinacion entre genotipos con
atributos diferentes, creando genotipos con nuevos conjuntos de atributos (o
niveles superiores de un atributo particular).

3. Seleccion precisa de estos genotipos ocasionales con nuevos conjuntos de
atributos, los cuales son parte de grandes poblaciones que se desarrollan en

ambientes variables e incluyendo muchos genotipos inferiores.

Cada una de estas areas pude beneficiarse del uso de los marcadores genéticos,
especialmente marcadores de DNA. Los marcadores genéticos representan variacion
genética, permitiendo estimar la relacién entre diferentes genotipos, y consecuentemente
predecir cuales apareamientos pueden producir combinaciones de genes nuevas Yy
superiores. Ademas, al tener marcadores para genes de interés, se puede detectar
recombinacion entre estos genes, y ejecutar seleccién precisa para individuos
genéticamente superiores, de entre la masa de candidatos incluyendo aquéllos que

fueron favorecidos por una combinacion particular genes-ambiente.
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Cuando se cruza un material cultivado con un pariente silvestre usado como
fuente de una caracteristica deseable, por retrocruzas se recupera el tipo cultivado que
ademas lleva la caracteristica deseable extraida del germoplasma silvestre. Por lo
general se tienen problemas, ya que ademas de la caracteristica deseable se arrastran
otras caracteristicas del germoplasma silvestre. Los marcadores genéticos proveen un
medio para controlar el grado de disrupcién del genotipo parental cultivado. Se pueden
usar marcadores genéticos para determinar cuales regiones cromosémicas portan genes
agricolamente deseables, y también para revelar cuales individuos portan esas regiones
cromosomicas. De esta forma es posible restaurar la mayor parte del genotipo parental
domeéstico (y consecuentemente, el fenotipo) por retrocruzamiento, mientras se retienen
los genes deseables (y caracteristicas) del padre silvestre. Los marcadores genéticos
pueden todavia ser usados para acelerar la restauracion de los atributos del padre
domeéstico, seleccionando contra marcadores del padre silvestre fuera de las regiones que
portan los genes deseados (Tanksley, 1983; Burr et al., 1983; Soller y Beckman, 1988;

Paterson et al., 1990; Young y Tanksley, 1989; Reyes-Valdés, 2000).

Mapas Genéticos

Una de las mas amplias aplicaciones de los marcadores de DNA es la
construccion de mapas genéticos, los cuales pueden ser usados para determinar la
localizacion cromosomica de loci que afectan caracteristicas simples o complejas
(Paterson et al., 1988; Lander y Botstein, 1989). Los marcadores de DNA pueden ser

encontrados en muy grandes nimeros. Con un nimero grande de marcadores genéticos,
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se puede construir un mapa genético completo, el cual es informativo acerca de casi

todas las regiones de todos los cromosomas en un organismo.

Por el conocimiento de la posicion mapa de un gen, se pueden usar marcadores
de DNA proximos para diagnosticar su presencia, sin tener que esperar para que sus

efectos sean observados.

Un mapa genético es un modelo abstracto del arreglo lineal de un grupo de
genes y marcadores. Representa el orden relativo de marcadores genéticos y sus
distancias relativas a lo largo de cada cromosoma de un organismo. Un mapa genético
estd basado en la recombinacién homoéloga durante meiosis, de manera que un mapa

genético es también un mapa meidtico.

La resolucién de un mapa genético estd limitada tanto por el nimero de
marcadores, como por el numero de eventos de recombinacién. Si no pueden ser
detectados eventos de recombinacion dentro de una region del genoma, entonces el
mapeo genético no puede resolver las posiciones relativas de genes y marcadores en
aquella region. Para incrementar la resolucién de un mapa genético, se necesita un

namero grande de marcadores y una poblacién de mapeo grande.
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Poblaciones de Mapeo Genético

Una poblacion usada para mapeo genético es llamada poblacion de mapeo
genético. Las poblaciones de mapeo genético mas cominmente usadas son obtenidas a

partir de cruzas controladas.

La seleccion de una poblacién para mapeo genético involucra la eleccion de los
padres y la determinacion de un esquema de apareamiento. Las decisiones sobre la
seleccion de los padres y el disefio de apareamiento, asi como el tipo de marcadores,

dependen de los objetivos del experimento.

En las poblaciones de mapeo genético obtenidas a partir de cruzas controladas el
esquema de apareamiento determina el tipo de poblacion. En los esquemas de
apareamiento hay dos métodos: el de padres endogadmicos y el de padres heterocigotos.
En el primer método, los tipos de poblacion de mapeo genético que se pueden generar
son poblacion F, de intercruza, poblacion de lineas endogamicas recombinantes (RIL),
poblacion F, de retrocruza (BC,), poblacion F; de retrocruza (BC,) y poblacion de lineas

doble haploides (DHL) (Hui, 1988).

El tipo de poblacion o progenie segregante comun de los mapas moleculares del
genoma de maiz con RFLPs (polimorfismos en longitud de fragmentos de restriccion)
son: poblaciéon RIL, poblacion F, autofecundada y poblacion F, inmortalizada (Coe y

Gardiner, 1994).
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Para las caracteristicas de interés, los padres de una poblacion de mapeo
genético deben tener suficiente variacion genética. La variacion al nivel de DNA es

esencial para trazar los eventos de recombinacion.

Se han elaborado algunos mapas genéticos del girasol. Gentzbittel et al. (1995)
desarrollaron un mapa consenso del genoma de girasol cultivado a partir de cinco
progenies segregantes: tres poblaciones F, y dos poblaciones BC;. Berry et al. (1995)
construyeron un mapa genético del girasol cultivado, en donde la poblacién de mapeo
fue una F, de 289 individuos derivados de una cruza entre las lineas HA 89 y ZENBS.
En un mapa genético del girasol cultivado construido por Jan et al. (1998) 93 plantas F,
de una cruza entre las lineas RHA 271 y HA 234 fueron usadas como la poblacion de
mapeo. Gentzbittel et al. (1999) elaboraron un mapa del genoma de girasol cultivado
incorporando datos de siete poblaciones F,, para un total de 1115 individuos. Gedil et al.
(2001) desarrollaron un mapa genético integrado del girasol cultivado al usar
marcadores RFLP y marcadores AFLP en una poblacion F, de 180 individuos derivados

de una cruza entre las lineas HA 370 y HA 372.

Hibridacion y Viabilidad de Polen

Una poblacion de mapeo genético debe ser altamente polimorfica; para esto los
padres deben tener suficiente variacion en secuencia de DNA y en el nivel fenotipico.
Entonces, una cruza amplia nos puede proveer de una poblacion adecuada para mapeo
genético. Quillet et al. (1995) desarrollaron una poblacion de mapeo basada en el

cruzamiento de H. argophyllus por H. annuus. Sin embargo, se observé un alto grado de



18

anomalias cromosomicas en la progenie. Por lo tanto, es necesario examinar la

compatibilidad gendmica de los padres usados en una cruza amplia.

La hibridacién amplia ha sido de interes en el girasol, tanto desde el punto de
vista tedrico como con fines de mejoramiento genético, para transferir genes deseables
de las especies silvestres a las lineas cultivadas. Un mapa genético abre la posibilidad de

ser mas eficientes en esta transferencia de genes.

La hibridacion es comdn entre los girasoles anuales de Helianthus secc.
Helianthus, y la integridad de las especies se considera que es mantenida por fuertes
barreras de esterilidad cromosémica, la cual produce semiesterilidad en los hibridos
(Rieseberg et al., 1995). Si de la cruza entre diferentes especies de Helianthus se
producen hibridos F;, estos presentan una semiesterilidad o esterilidad completa,
ocasionada generalmente por anormalidades cromosémicas meidticas como formacion
de multivalentes, entre otras. Se sabe que estas anormalidades cromosémicas meidticas

son producidas generalmente por translocaciones e inversiones.

La ocurrencia de irregularidades meio6ticas o anormalidades cromosomicas
meidticas (formacion de multivalentes y univalentes) en los hibridos F; puede ser debida
a que los genomas parentales presentan una homologia o compatibilidad reducida
(incompatibilidad gendmica), esto es, que los padres difieren en su constitucion
genomica (Whelan, 1978, 1979, 1982; Jackson, 1988; Jan y Chandler, 1989; Atlagic et

al., 1993, 1995; Atlagic y Skoric, 1999) o puede deberse a uno o pocos genes, tales
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como los genes Ph-like (apareamiento homeologo), los cuales son genes de control del

apareamiento cromosémico (Jackson, 1982).

La esterilidad en los hibridos F; puede deberse a anormalidades cromosomicas
meidticas (Whelan, 1979, 1982; Jackson, 1988; Jan y Chandler, 1989; Atlagic et al.,
1993, 1995; Atlagic y Skoric, 1999) y/o a incompatibilidad genética entre los genomas.
Podemos hablar de incompatibilidad genética en lugar de incompatibilidad genémica

cuando el hibrido tiene comportamiento meidtico regular (Morgan y Thomas, 1991).

Se han realizado cruzas interespecificas entre el girasol H. annuus y otras
especies de Helianthus, tal es el caso de H. laciniatus (Jackson, 1988) y H. tuberosus
(Vanozzi, 1994). Whelan (1979) formd6 hibridos interespecificos entre H. petiolaris y H.
annuus. La meiosis en la F; fue caracterizada por multivalentes, sugiriendo que 10 de los
34 cromosomas fueron heterocigotos para intercambios cromosémicos. Un par adicional
de cromosomas contenia una inversién paracéntrica. Los hibridos F; tuvieron menos de

5 por ciento de polen normal.

Los primeros hibridos interespecificos a partir del cruzamiento entre las dos
especies perennes H. giganteus (2n=2x=34) y H. maximiliani (2n=2x=34) con la especie
anual H. annuus (2n=2x=34) fueron obtenidos por Whelan (1978). El hibrido de H.
giganteus X H. annuus cultivado tuvo meiosis anormal con meiocitos que contenian
univalentes y multivalentes; resulté completamente con esterilidad femenina y con alta
esterilidad de polen (menos de 5 por ciento de polen normal). Los hibridos de H.

giganteus x H. annuus silvestre y de H. maximiliani x H. annuus silvestre tuvieron
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menos de 5 por ciento de polen normal. EI comportamiento meidtico de todos los
hibridos formados sugeria la presencia de al menos tres intercambios y una inversion
paracéntrica. La viabilidad de polen de H. giganteus y de H. maximiliani fue de al

menos 95 por ciento.

Whelan (1982) realizd cruzas interespecificas entre la especie perenne H.
maximiliani (2n=2x=34) y H. annuus silvestre (2n=2x=34). La F; tuvo multivalentes en
meiosis, pero el retrocruzamento consecutivo de los hibridos hacia girasol cultivado
resulto en una rapida normalizacién de la meiosis. Sin embargo, algunas plantas

resultaron trisémicos (2n+1).

La viabilidad de polen y el apareamiento cromosémico en 17 poblaciones de H.
tuberosus y en los hibridos F; con H. annuus, fueron estudiados por Atlagic et al.
(1993). En viabilidad de polen existieron diferencias significativas entre poblaciones
(47.1-98.8 por ciento). En los 15 hibridos F; la viabilidad de polen varié desde 12.4
hasta 57.1 por ciento. Los hibridos F; presentaron una meiosis irregular. Un alto
porcentaje de meiocitos poseyeron bivalentes (85.9 por ciento), pero también ocurrieron
univalentes (0.3 por ciento) y multivalentes (13.8 por ciento). En metafase y anafase, el
porcentaje de meiocitos con cromosomas adelantados o retrazados fue alto. En anafase,

fueron detectados puentes cromosémicos en 9.9 por ciento de los meiocitos.

La capacidad de cruzamiento de Helianthus mollis, H. salicifolius y H.
maximiliani con el girasol cultivado fue examinada por Atlagic et al. (1995). Las plantas

F1 exhibieron el fenotipo dominante de las especies silvestres. La viabilidad de polen



21

vario desde 32.1 hasta 69.9 por ciento. La meiosis fue irregular en los hibridos F;. En
diacinesis, fueron detectados bivalentes (62.7-97.9 por ciento de los meiocitos),
univalentes (0.0-31.2 por ciento) y multivalentes (3.8-7.7 por ciento). En anafase |
fueron detectados puentes cromosomicos en 6.8 a 11.4 por ciento de los meiocitos.
Cromosomas adelantados en metafase I, y cromosomas retrazados en anafase | y telofase

Il fueron observados en un alto porcentaje de meiocitos.

En un estudio citogenético de la cruza entre el tetraploide H. laevigatus y H.
annuus cultivado Atlagic y Skoric (1999) encontraron esterilidad masculina en el hibrido
F1; la viabilidad de polen fue mas baja en la progenie que en los padres (51.6-77.2 por
ciento en la F;). La meiosis fue normal en H. laevigatus. Numerosas irregularidades
fueron observadas en la meiosis de los hibridos F;. Durante diacinesis, cuadrivalentes y
hexavalentes fueron registrados en adicion a los bivalentes. Cromosomas fracturados y
puentes cromosdmicos estuvieron presentes en otras fases. La ocurrencia de
irregularidades mei6ticas en los hibridos interespecificos F; indica que H. laevigatus y

el girasol cultivado difieren en su constitucion gendmica.

Analisis de Apareamiento Cromosomico en Meiosis

En cruzas amplias se debe examinar la compatibilidad gendmica de los padres.
Reyes-Valdés y Stelly (1995) mencionaron la utilidad de un analisis mei6tico en profase
y metafase |, entre otras cosas, en cuanto a estudios de afinidad gendémica entre

variedades o especies relacionadas.
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El anélisis meidtico que se llevo a cabo en este trabajo es un anélisis de
quiasmas. Reyes-Valdés et al. (1996) mencionaron dos métodos generales para analisis
de quiasmas; uno de ellos consiste en conteo de quiasmas y el otro en el registro de las
frecuencias de las configuraciones meioticas en metafase | o diacinesis (analisis de
meiocitos en diacinesis y metafase 1) con la subsecuentemente estimacion de la
frecuencia de quiasmas. Con este Gltimo método se estima la frecuencia de la condicion
quiasmatica (esto es, al menos un quiasma) en segmentos cromosomicos especificos.
Dicho método ha sido usado, entre otras cosas, para estudiar la compatibilidad genémica
y relaciones en hibridos interseccionales (Jackson, 1988), interespecificos (Jan y

Chandler, 1989) e intergenéricos (Thomas y Morgan, 1990; Morgan y Thomas, 1991).

El indice de apareamiento cromosomico, la frecuencia relativa de
configuraciones cromosOmicas en cadena, el nimero promedio de cadenas bivalentes y
la frecuencia media de quiasmas (la media del nimero de brazos cromosémicos con
quiasma) (Jackson, 1988) estan linealmente relacionados e indican la incidencia de

quiasmas.

Reyes-Valdés et al. (2000) en un analisis meiodtico de la cruza entre girasol
(Helianthus annuus L.) silvestre y cultivado encontraron que el apareamiento
cromosomico meiodtico en ambos padres y el hibrido fue normal, pero la F; presento la
mas alta frecuencia de cadenas bivalentes, lo que revela una frecuencia reducida de
brazos cromosémicos con condicién quiasmatica en el hibrido. Esto puede ser
consecuencia de una homologia reducida entre los genomas silvestre y cultivado. Ellos

postulan que la fluidez del genoma de Helianthus annuus puede afectar el apareamiento
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cromosomico meidtico de los hibridos entre poblaciones que han estado

reproductivamente aisladas una de otra.

Jackson (1982) menciona que hay esencialmente dos maneras en las que los
hibridos diploides pueden comportarse citologicamente: los quiasmas pueden estar
distribuidos aleatoriamente, o pueden estar distribuidos no aleatoriamente como en los
diploides normales. EI modelo aleatorio requiere que una frecuencia apropiada de
univalentes ocurra entre todos los bivalentes teéricamente posibles. Algunos hibridos se
ajustan al modelo NR (no aleatorio) mientras que otros se ajustan al modelo R
(aleatorio). Parece ser que no hay manera de predecir si el hibrido se va a ajustar al
modelo R o al NR, y es también evidente que el rango taxonémico de los individuos que
estan siendo cruzados no es un indicador exacto de fallas en el apareamiento
cromosomico meiotico (sinapsis). Esto sugiere que la sinapsis al nivel diploide puede
estar controlada por uno o pocos genes, tales como los genes Ph-like (apareamiento
homedlogo), los cuales son genes de control del apareamiento cromosémico. Este autor

postula que estudios futuros mostraran polimorfismo para esta clase de genes.



I1l. MATERIALES Y METODOS

Descripcion del Area de Estudio

El presente trabajo se desarrollo en el campo experimental de la UAAAN, en
Buenavista, Saltillo, Coahuila, que se sitlia a 25° 22’ latitud Norte, 101° 00’ longitud
Oeste, con una altitud de 1754 m. El clima que prevalece es seco con una precipitacion

pluvial media anual de 490 mm y con una temperatura media anual de 17.1° C.

Poblacion de Mapeo Genético

Material genético

El material de girasol cultivado (Helianthus annuus L. var. Macrocarpus)
utilizado como progenitor femenino de la cruza, para formar la poblacion de mapeo
genético en girasol, fue la linea puablica cultivada HA 89. El material silvestre
(Helianthus annuus L. ssp. texanus Heiser), utilizado como macho, estuvo representado
por dos plantas (identificadas como My y M), provenientes de la poblacion ocho (Ac-8)
de la coleccion de girasol silvestre (Helianthus annuus L. ssp. texanus Heiser) del
Laboratorio de Analisis de Genomas Vegetales, Departamento de Fitomejoramiento,

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN). Ademas, se realizo el
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cruzamiento de la linea publica cultivada androesteril CMS HA 89 con cada uno de los
dos machos. Las plantas F; de la cruza androésteril con silvestre sirvieron como testigo

para corroborar la identidad hibrida del cruzamiento HA 89 con silvestre.

Cruzamientos inter-subespecificos

El 10 de Junio de 1999 se sembraron 30 plantas de la linea HA 89 en vasos de
poliestireno en vivero, utilizando como sustrato suelo esterilizado; el siete de Junio se
sembraron también 30 plantas de linea CMS HA 89. Se logré tener plantas para
trasplante en los 30 vasos de HA 89 y en 25 vasos de CMS HA 89. Este material
cultivado se trasplanto el 25 de Junio en el campo experimental de la UAAAN, en
Buenavista, Saltillo, Coahuila. ElI 28 de Junio en una poblacion silvestre (Ac-8)
establecida en el campo experimental de la UAAAN, en Buenavista, se hizo la eleccion
de las dos plantas silvestres que se utilizaron como progenitor masculino de la cruza y
fueron identificadas por medio de etiquetas como macho uno (M;) y macho dos (M,). El
cruzamiento entre el material cultivado y el silvestre se llevo a cabo en el verano de
1999 en el campo experimental de la UAAAN, en Buenavista, Saltillo, Coahuila. Los
instrumentos utilizados fueron: bolsas de papel, clips, marcadores, pinzas para
emascular, alcohol para desinfectar, atomizadores, navaja o bisturi, cajas de petri para
colectar y almacenar polen, y aplicadores de felpa (varillas cortas de madera con un

atado de franela en un extremo).

Las florecillas del capitulo de girasol son flores perfectas (cada una de ellas

tiene estambres y pistilo). La corola de cada florecilla esta compuesta de cinco pétalos
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fusionados, excepto en la punta, formando asi la corola tubular. Dentro de la corola
tubular, cinco anteras fusionadas forman un segundo tubo (el tubo de las anteras) con
filamentos separados. Encerrado en el tubo de las anteras se encuentra el pistilo, el cual
termina en un estigma bilobulado. Para iniciar con el cruzamiento, primero se realizaron
emasculaciones en la linea HA 89. La emasculacion consiste en la extirpacion de las
anteras con ayuda de unas pinzas cuando emergen de las flores tubulares, antes de que
derramen polen; se debe llevar a cabo en el momento en que el pistilo todavia no llega
cerca del extremo superior del tubo de las anteras, porque en este caso puede tener una
lesion o se puede romper junto con las anteras. Para iniciar la emasculacién se conté con
29 plantas de HA 89. El procedimiento consistio en cubrir con bolsas de papel y clips los
botones florales cuando se empezaban a abrir, previa identificacion del material genético

(con marcador sobre la bolsa de papel).

A los capitulos de HA 89, una vez que ya fueron cubiertos con bolsas de papel,
se les reviso a diario para detectar la mas leve hinchazon de las florecillas de la periferia
del capitulo, ya que ello indicaria que en el transcurso del dia o al dia siguiente, en estas
florecillas el tubo de las anteras estard emergiendo de la corola tubular. El lapso de
tiempo adecuado para emascular es desde inmediatamente en que el tubo de las anteras
se hace visible hasta unas dos horas después; en estas condiciones las anteras no han
soltado polen y el pistilo todavia no llega cerca del extremo superior del tubo de las

anteras.

Para extirpar las anteras de las florecillas, se sujet6 con las puntas de las pinzas

el extremo superior del tubo de las anteras y se les removid. En caso de que quedaran
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anteras o fragmentos de antera, estos fueron removidos con mucho cuidado. Después de
sacar las anteras, se aplico agua pulverizada con un atomizador para lavar el capitulo. Se
emasculd por tres dias consecutivos cada capitulo, lo cual nos da un total de seis hileras
de florecillas en cada uno. En ocasiones en la primera emasculacion de un capitulo solo
se encontraban unas cuantas florecillas mostrando el tubo de las anteras, por lo cual para
alcanzar un total de alrededor de seis hileras de florecillas emasculadas en estos
capitulos, se requiri6 emascular por cuatro dias consecutivos. Al terminar la ultima
emasculacién, con un bisturi se procedié a la remocidon del resto de las florecillas de la
zona central del capitulo (las cuales estaban sin abrir). Antes de empezar a trabajar en
cada ocasién en cada capitulo, las pinzas, el bisturi y nuestras manos fueron rociados

con alcohol mediante un atomizador, para desinfectar y asi eliminar residuos de polen.

Los botones florales de M; y M, se cubrieron con bolsas de papel y clips cuando
empezaban a abrirse, identificando el material genético con marcador sobre la bolsa,
para posteriormente recolectar polen. El polen de cada macho se recolect6 por separado,
utilizando una caja de petri identificada para cada uno. La recoleccion se realizo

sacudiendo suavemente el capitulo por arriba de la caja de petri.

De las 29 plantas de HA 89 con que se cont6 a inicios de la emasculacion, 15 de
ellas se destinaron para polinizacion con M; (a este cruzamiento se le designo como HA
89-Em x M,) y las 14 restantes se destinaron para polinizacion con M, (cruzamiento
HAB89-Em x My); para indicar esto, a cada planta se le etiquetd con los datos necesarios.
En cada capitulo, al dia siguiente de la Gltima emasculacion se llevo a cabo la

polinizacion con el macho silvestre indicado. La polinizacion se repiti6 por dos dias mas
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(el polen fue recolectado durante los dias anteriores y también en el dia de la
polinizacion). Esta consistio en aplicar el polen del macho silvestre a los estigmas del
material cultivado emasculado, utilizando para ello un aplicador de felpa, éste se
impregnd con polen y se frotdé suavemente sobre los estigmas. Antes de manipular el
polen y el aplicador de otro macho, se desinfectaron las manos para evitar contaminar

con polen no deseado.

Durante las polinizaciones en las plantas emasculadas también se polinizaron las
plantas cultivadas androestériles (de la linea CMS HA 89). Previo a esto, los botones
florales se cubrieron con bolsas de papel y clips cuando se empezaban a abrir,
identificando el material genético (con marcador sobre la bolsa de papel). Se les reviso a
diario para detectar la aparicion de estigmas receptivos y proceder con la polinizacion.
De las 21 plantas de CMS HA 89 con que se conto a inicios de la polinizacién, 11 se
destinaron para polinizacion con M; (cruzamiento CMS HA 89 x M;) y las diez
restantes se destinaron para polinizacion con M, (cruzamiento CMS HA 89 x My); para

indicar esto, a cada planta se le etiquetd con los datos necesarios.

Por otro lado, en cada uno de los machos silvestres se efectuaron
autopolinizaciones para perpetuar su composicion genética. Al momento de recolectar
polen en los machos silvestres, aprovechamos para autofecundar esos mismos capitulos
de los cuales se recolectd polen; para ello se froté suavemente sobre los estigmas con un

aplicador para cada macho. La semilla proveniente de la autofecundacion de M; es una
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linea S; (a esta linea la designamos como M; ®) y la proveniente de la autofecundacion

de M es otra linea S; (a esta otra linea la designamos como M, &).

En el otofio de 1999 se cosecho la semilla F; de los cruzamientos y también la S;
de la autofecundacion de los machos. El 12 de Noviembre de 1999 se establecié una

prueba de germinacion de los materiales cosechados.

Formacion de las poblaciones F

La semilla F; producto de los cruzamientos inter-subespecificos presentd una
germinacion de 100 por ciento. Con el fin de formar las poblaciones F,, a finales del
otofio de 1999 (6 de Diciembre) se sembraron 15 plantas F; del cruzamiento de HA 89
con cada uno de los machos silvestres (M; y M) en vasos de poliestireno en
invernadero, utilizando como sustrato suelo esterilizado; ademéas también se sembraron
cinco plantas F; del cruzamiento de CMS HA 89 con cada macho. A inicios de Enero de
2000 estos materiales se trasplantaron a macetas-bolsas de pléstico en el invernadero.

Las plantas F; se trasladaron a vivero el 15 de Febrero de 2000.

En las plantas F; del cruzamiento de HA 89 con cada uno de los machos
silvestres se cubrieron los botones florales principales con bolsas de papel a partir del
siete de Marzo de 2000, y se autopolinizaron sieis dias después. La autopolinizacion se
repitid por dos o tres ocasiones a intervalos de dos dias; para ésto se frotd suavemente

sobre los estigmas utilizando un aplicador para cada planta. Antes de pasar a trabajar con
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otra planta, las manos se desinfectaron para evitar contaminar con polen no deseado.
Asi, se obtuvieron dos poblaciones F, derivadas por autopolinizacion, una originada del

cruzamiento inicial con M; y otra del cruzamiento inicial con M.

En las F; se cubrieron los botones laterales con bolsas de papel a partir del dos
de Abril de 2000. Estos capitulos se destinaron para hacer cruzamientos fraternos con
mezcla de polen y derivar asi otro tipo de poblacion F,. Los cruzamientos fraternos se
comenzaron a hacer seis dias después de cubrir los botones; la polinizacién con mezcla
de polen se repitié por dos o tres ocasiones a intervalos de dos dias. Para esto, primero se
recolectdé polen de las F; que provienen del cruzamiento inicial con M; en forma
separada de las que provienen del cruzamiento inicial con Mg, utilizando para ello una
caja de petri identificada para cada uno de los dos tipos de plantas F;; la recoleccion se
realiz6 sacudiendo suavemente el capitulo por arriba de la caja de petri. Una vez
recolectado el polen de todas las plantas F; de un tipo, este fue mezclado y se procedié a
la polinizacién de los capitulos de los cuales fue recolectado. Para la polinizacion se
utilizé un aplicador para cada uno de los dos tipos de plantas F;, que se impregné con
polen y se froté suavemente sobre los estigmas. Antes de pasar a trabajar de un tipo de
plantas F; a otro, se desinfectaron las manos para evitar contaminar con polen no
deseado. A las F; que provienen del cruzamiento inicial con M; se les manejé pues en
forma separada de las que provienen del cruzamiento inicial con M, obteniendo asi dos

poblaciones F, derivadas por cruzas fraternas.

A principios de Mayo se revisaron los capitulos principales autopolinizados para

verificar la formacion de semilla. Se observd que la semilla no estaba llena; bajo esta
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circunstancia se decidio que en adelante se autopolinizarian también algunos capitulos
laterales, tratando que en cada planta F; la mitad del total de los capitulos producidos

fueran polinizados con mezcla de polen y la otra mitad fueran autopolinizados.

Durante el mes de Junio y principios de Julio de 2000 se continuo con la

polinizacion en las plantas F;. En estas plantas se cosechd la semilla F; el 20 de Julio.

Se cosecho individualmente la semilla de las plantas F;; ademas los capitulos

polinizados con mezcla de polen se separaron de los que fueron autopolinizados.

Formacion de las lineas derivadas de F;, en F3 (poblacion Correcaminos F»:3)

Para sembrar las poblaciones F, se decidid utilizar la semilla cosechada en las
plantas F; obtenidas del cruzamiento HA 89 x M, ya que fue mas abundante. Asi pues,
se sembraron dos tipos de poblacion F, (la poblacion de mapeo es una poblacion F»):
una derivada de cruzamientos fraternos con mezcla de polen en las plantas F; (de cada
una de las ocho plantas F; que produjeron mas aquenios se tomaron 48 para formar un
compuesto balanceado y sembrar la poblacién F,) y otra derivada por medio de
autopolinizacion. Para sembrar esta ultima poblacion se tomo la planta F; que tuvo la
mayor cantidad de semilla (300 semillas) formada a partir de autopolinizacion. La

siembra de las poblaciones F, se efecttio el 26 de Julio de 2000 en el vivero.

En la poblacion F, derivada por medio de cruzas fraternas el trasplante se realizo

el 24 de Agosto de 2000, se establecieron 340 plantas; mientras que en la derivada por
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autopolinizacion el trasplante se efectto el 25 de Agosto de 2000, se establecieron 166
plantas. En ambas poblaciones se fertilizo el tres de Septiembre de 2000 con la férmula

60-40-00.

En las poblaciones F; se cubrieron botones florales con bolsas de papel a partir
del 22 de Septiembre de 2000 (se cubrieron el capitulo principal y dos secundarios en
cada planta) y se comenzd a autopolinizar el 28 de Septiembre de 2000. En cada capitulo
la autopolinizacion se repitié por tres ocasiones a intervalos de tres dias; para esto se
froté suavemente sobre los estigmas utilizando un aplicador para cada planta. Antes de
pasar a trabajar con otra planta, se desinfectaron las manos para evitar contaminar con
polen no deseado. La autopolinizacion se hizo con el fin de obtener lineas derivadas de

F,en Fs.

Las lineas derivadas de F, en F3 permitiran contar con material suficiente para el
aislamiento de DNA y el analisis fenotipico. Asimismo, serviran de base para desarrollar

lineas endogamicas recombinantes “RILs”.

La semilla de cada planta F, se cosech6 en forma individual, esto a finales de
Enero y durante el mes de Febrero. Las bolsas con los capitulos cosechados se colocaron

en el asoleadero de la Seccion Cereales de la UAAAN para su secado final.

El desgrane se realizé durante la segunda mitad de Febrero y durante el mes de
Marzo. Para cada planta, antes de desgranar lo cosechado, se registré el didmetro del

capitulo principal. Una vez terminado el desgrane se procedid a tomar datos de
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rendimiento pesando la semilla. En cada planta se pes6 por separado la semilla del
capitulo principal. Posteriormente, de cada planta se mezcl6 toda su semilla en un sobre,

para constituir asi una linea derivada de F; en Fs.

En vista de que en la poblacion F, derivada por medio de cruzas fraternas el
numero obtenido de lineas derivadas de F, en F3 (poblacion Correcaminos F,:3) no es
suficiente, se decidié sembrar 25 plantas F; el 14 de Mayo de 2001 para incrementar la
poblacion de mapeo genético (poblacion Correcaminos F,3). En estas plantas F; se
realizaron cruzas fraternas con mezcla de polen, para obtener asi semilla F,. Como
continuacién del presente trabajo, en otra tesis, de esta semilla se sembraria una
poblacion F,. Cada planta F, seria autofecundada para obtener lineas derivadas de F; en
Fs. Las lineas que se obtendrian se afiadirian a las que ya se tienen para incrementar la

poblacion de mapeo genético (poblacion Correcaminos Fy:3).

Evaluacion fenotipica de las poblaciones F;

Se realiz6 una evaluacién fenotipica en las plantas F, tanto de la poblacion
derivada por medio de cruzas fraternas, como tambieén de la poblacion derivada por
autopolinizacién. En cada planta F, se tomaron datos de rendimiento del capitulo
principal (RECP), rendimiento medio por capitulo lateral (RMCL). Se construyd un
indice de rendimiento (leng = rendimiento del capitulo principal + rendimiento medio
por capitulo lateral); también se tomaron datos de didmetro medio del capitulo principal
(DMCP), altura de planta (ALT), dias a floracién (DAF), rugosidad de la hoja (RUG),

pigmentacion (PM) y ramificacion (RM).
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Se hizo una clasificacion arbitraria de tipos o categorias en los caracteres
rugosidad de la hoja, pigmentacién y ramificacion. Las categorias para RUG fueron lisa
(tipo presente en el material cultivado ), intermedia (tipo intermedio) y rugosa (tipo
presente en el material silvestre). Para PM las categorias fueron O (tipo caracteristico del
material cultivado, sin antocianinas), 1 (tipo intermedio) y 2 (tipo caracteristico del
material silvestre, con antocianinas, principalmente en tallo y nervaduras). Las
categorias para RM fueron 0 (tipo que presenta el material cultivado, sin
ramificaciones), 1 (tipo intermedio) y 2 (tipo que presenta el material silvestre, con

multiples ramificaciones).

Incremento de M; ® y de M, ®

El 13 de Marzo de 2000 se sembraron 20 plantas de la linea S; originada de la
autofecundacion de M para incrementar la semilla y perpetuar su composicion genética.
En estas plantas el incremento se llevo a cabo por medio de cruzas fraternas con mezcla
de polen. El siete de Mayo de 2000 se efecttio esto mismo en la linea S; originada de la

autofecundacion de M;.

En las 20 plantas de la linea S; provenientes de la autofecundacion de M, se
cubrieron botones florales a partir del 21 de Mayo. El 27 de Mayo se inicié la colecta de
polen y los cruzamientos fraternos con mezcla de polen. Se continud polinizando

durante Junio y Julio, y se cosecharon el 9 de Septiembre.
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En las plantas de la linea S; provenientes de la autofecundacion de M; se
cubrieron botones florales a partir del 10 de Julio. El 16 de Julio se inicio la colecta de
polen y los cruzamientos fraternos con mezcla de polen. Se continué polinizando
durante el resto de Julio, Agosto y Septiembre. Se cosecharon 13 plantas el 11 de

Noviembre.

Andlisis Meidtico

Como parte de la determinacion de la compatibilidad del material silvestre con
el cultivado se llevd a cabo un estudio meiotico. EI material genético disponible para
este analisis fueron el cultivado, el silvestre y el hibrido producidos en las etapas

anteriormente descritas.

A principios de la primavera de 2000 se sembraron los materiales cultivado,
silvestre e hibrido en vasos de poliestireno en vivero. EI 13 de Marzo de 2000 se
sembraron ocho plantas S; provenientes de la autofecundacion de Mj, ocho plantas S;
provenientes de la autofecundacion de M, y ocho plantas de la accesion ocho. Este
material se sembrd con anticipacion porque tarda méas en germinar que el cultivado y
ademas porque si hubiese fallas se resembraria al momento de efectuar la siembra del
material cultivado y del hibrido. EI dos de Abril del 2000 se sembraron 20 plantas de
HA 89; 20 de CMS HA 89; ocho de CMS HA 89 x M; y ocho de CMS HA 89 x M.
Posteriormente, todas estas plantas se trasplantaron a macetas-bolsas de plastico y se
distribuyeron en el vivero bajo el esquema de un disefio completamente al azar con

submuestreo. La repeticion fue la planta y cada meiocito analizado fue una unidad de la



36

submuestra, de manera que el tamafio de la submuestra es el nimero de meiocitos

analizados en esa planta.

La colecta de botones se inicio el 18 de Mayo y se continto durante los meses
de Junio, Julio, Agosto y parte de Septiembre. Los botones florales tiernos fueron
fijados, para el estudio citologico (llevado a cabo en el Laboratorio de Analisis de
Genomas Vegetales, Dpto. de Fitomejoramiento, UAAAN) de microsporocitos, en una
solucidn consistente en tres cuartas partes de alcohol de 96° y una cuarta parte de acido
acético. Se hicieron incisiones con navaja para que penetrara el fijador y entonces los
botones se colocaron en un frasco con la solucion. En unas etiquetas colocadas en los
frascos se identifico el material genético, después se almacenaron los frascos en

refrigeracion. El fijador arresta a las células en la fase meidtica en la cual se encuentran.

Las preparaciones cromosomicas se realizaron por el método del aplastado o
“squash” utilizando meiocitos de anteras jovenes y tincion de los cromosomas meiéticos
con acetocarmin. Se comenzé a hacer preparaciones cromosdmicas a inicios del otofio

de 2000 y se terminaron a principios de Abril de 2001.

El analisis de meiocitos se realizo en diacinesis y metafase I, basandose en las
frecuencias de las configuraciones meidticas. Esto es, se registrd el nimero de cadenas y
anillos formados por los cromosomas en cada meiocito, para asi determinar las
frecuencias de las diferentes configuraciones y los patrones de quiasmas (Jackson, 1988;
Reyes-Valdés y Stelly, 1995; Reyes-Valdés et al., 1996). Se utiliz6 como indice de

apareamiento cromosoémico (incidencia de quiasmas) a la frecuencia de brazos
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cromosomicos con quiasma (Jackson, 1988), definido como: I = [2(oll) + cll] / 34,

donde oll es el nimero de anillos bivalentes y cll es el nimero de cadenas bivalentes.

Viabilidad de Polen

En las plantas del experimento para el andlisis de apareamiento cromosémico
meidtico se evalud la viabilidad de polen. Se agregaron 10 plantas de la linea publica
cultivada HA 89 a este experimento, para asi poder tener muestras de polen del taxon
cultivado. Puesto que de estas plantas (de la linea HA 89) dos enfermaron y produjeron
capitulos dafiados, tres enfermaron y murieron antes de producir capitulos y dos fueron
quebradas por el viento antes de producir polen, sélo se logro tener muestras de polen en
tres plantas. La repeticion fue la planta y cada determinacién de viabilidad de polen fue
una unidad de la submuestra, de manera que el tamafio de la submuestra es el nimero de

determinaciones en esa planta.

Para la colecta de polen los botones florales se cubrieron con bolsas de papel y
clips cuando empezaban a abrirse, identificando el material genético con marcador sobre
la bolsa. Cada capitulo que se cubrié fue revisado a diario y cuando presentaba dos
hileras de florecillas derramando polen se procedié a realizar la colecta del mismo; ésta
consistié en sacudir suavemente el capitulo por arriba de una caja de petri identificada
con los mismos datos que estaban sobre la bolsa. El polen fue evaluado mediante la
técnica de tincion con el colorante citoplasmico Buffalo Black NBR (Jackson, 1988) en

el Laboratorio de Andlisis de Genomas Vegetales.
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De cada capitulo se hicieron dos determinaciones. Para obtener cada
determinacion se coloco una gota de Buffalo Black (0.01 por ciento indicador y &cido
acetico al 45 por ciento) en un portaobjetos; luego con unas pinzas se aplicé una pizca
de polen sobre la gota de colorante, después se colocd encima un cubreobjetos y se dejo
en reposo por 20 segundos. El portaobjetos fue llevado al microscopio para realizar
conteos en diferentes campos visuales hasta completar 100 granos de polen, para obtener
el porcentaje de polen viable, bajo el criterio de considerar como abortivos a los granos

no tefiidos.

Andlisis Estadistico

Se utiliz6 el paquete SAS (1999) para efectuar el ANOVA bajo el modelo del
disefio completamente al azar con submuestreo; la prueba de Tukey de comparacién de
medias y el andlisis de correlacion entre las variables indice de apareamiento

cromosémico y viabilidad de polen.

Andlisis de varianza

Para el analisis de varianza se utilizd el modelo lineal aditivo del disefio
completamente al azar con submuestreo (Modelo I. Efectos fijos), dicho modelo es el
siguiente:

Yi = u + 1 + Bij + pik + Mij
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i=1,2,..1t(taxa)

j=1,2,.., b (poblaciones del i-ésimo taxdn)

k=1, 2, .., pj(plantas de la j-ésima poblacion del i-ésimo taxén)

=1, 2, .., mj (meiocitos o determinaciones de la k-ésima planta de la j-ésima poblacion del

i-ésimo taxon)

piik = &ijk ~ NI (0, %)

N ~ NI (0, 6%,)

Yiju = Observacion en la I-ésima unidad de la submuestra (observacion en el
I-ésimo meiocito, en el caso de la variable indice de apareamiento
cromosomico; observacion en la I-ésima determinacion, en el caso de
la variable viabilidad de polen) dentro de la k-ésima planta de la
j-ésima poblacidn del i-ésimo taxén.

u = Media general del caracter o variable en estudio.

ti = Efecto del i-ésimo taxon.
Bij = Efecto de la j-ésima poblacion dentro del i-ésimo taxon.
pijk = &ijk = Error experimental = Efecto de la k-ésima planta dentro de la

j-ésima poblacion del i-ésimo taxén.

Niji = Error de muestreo.
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Se estimo el coeficiente de variacion mediante la formula siguiente:

CcV = CYMEE X100

donde:
CV = Coeficiente de variacion, expresado en porcentaje.

CMEE = Cuadrado medio del error experimental.

Y.... = Media general del experimento.

Para la variable indice de apareamiento cromosémico también se llevo a cabo un
ANOVA bajo el modelo del disefio completamente al azar con sélo la linea HA 89, esto

para investigar sobre la posible variacion de origen ambiental.

Prueba de comparacion de medias

Cuando en los resultados del analisis de varianza se encontraron diferencias
significativas, se procedid a realizar la prueba de Tukey de comparacién de medias. En
el presente trabajo, el comparador de la prueba de Tukey para la diferencia entre las

medias de los taxa i e i’ es el siguiente:
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donde:
T, = Comparador de la prueba de Tukey para la diferencia entre las medias
de los taxa i e i’ a un nivel de significancia o.
CMEE = Cuadrado medio del error experimental.
Ju,t gle = Valor g obtenido de la tabla A.8 del libro de Steel y Torrie

(1989), para un nivel de significancia a, t taxa y los grados de

libertad del error experimental.

m;.. = Numero total de unidades de las submuestras (nimero total de
meiocitos o de determinaciones, segun sea el caso) para el i-ésimo
taxon.

m;-.. = NUumero total de unidades de las submuestras (nimero total de

meiocitos o de determinaciones, segun sea el caso) para el i’-ésimo

taxon.

Prueba generalizada de razon de verosimiltud

Para reforzar o confirmar los resultados tanto del andlisis de varianza como de la
prueba de comparacion de medias de la variable indice de apareamiento cromosémico,
se llevd a cabo la prueba de Neyman-Pearson de la Razdn Generalizada de

Verosimilitud (GLRT). Esta es una prueba de bondad de ajuste de un conjunto de datos
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observados a una hipdtesis nula, que se basa en la razén de verosimilitud. Se lleva a
cabo una prueba de GLR (Razon Generalizada de Verosimilitud) para probar si los datos
observados son consistentes con un pardmetro o vector de parametros especificado por
la hipotesis nula (Larsen y Marx, 1986; Lynch y Walsh, 1998; Edwards, 1992). En
nuestro caso, para efectuar las GLRTs (Pruebas Generalizadas de Razon de

Verosimilitud) los pardmetros deben ser proporciones o frecuencias relativas.

La funcion de verosimilitud de un conjunto de k muestras aleatorias

independientes (ms. &s. is.) €s representada como:
k
L@®)=]]L©)
i=1

donde:
L(®) = Funcidn de verosimilitud de un conjunto de k ms. as. is.
(bajo el modelo completo).

L(&) = Funcion de verosimilitud de la i-ésima muestra aleatoria (m. a.).

La funcion de verosimilitud de un conjunto de k ms. as. is. bajo Ho: 6= 6 = ...

=6, es representada como:

L(®) = H[L(e)]i

donde:

L(®) = Funcion de verosimilitud de un conjunto de k ms. as. s.



43

bajo H, (modelo reducido).

[L(6)]i = Funcion de verosimilitud de la i-ésima m.a. bajo H,.

La razon de las dos funciones de verosimilitud donde sus parametros han sido
reemplazados por sus estimadores de maxima verosimilitud, es la GLR, la cual también

es denotada como A y es definida como:

k

Q)
GLR=4= "((?)=  —
L©) J]L®)
i=1
La GLR es el instrumento para probar Ho: & = 6 = ... = & contra H,: al menos

una @es diferente de las demas.

Para un conjunto de k ms. as. is., la GLR es la razon entre el maximo de la
funcién de verosimilitud bajo H, y el maximo de la funcién de verosimilitud. El
numerador es pues, la funcion de verosimilitud de ese conjunto de k muestras aleatorias
independientes cuando sus parametros han sido reemplazados por sus estimadores de
maxima verosimilitud (MLES) bajo H,; en nuestro caso, es decir bajo nuestra H,
particular, en realidad sélo tenemos un MLE conjunto para todas las k muestras, éste es
la proporcion conjunta muestral original; de manera que el i-ésimo factor en el
numerador es la funcion de verosimilitud de la i-ésima muestra aleatoria cuando su
parametro ha sido reemplazado por su MLE bajo H,; este MLE es el MLE conjunto

(proporcion conjunta muestral original). A su vez, el denominador es la funcion de
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verosimilitud de ese mismo conjunto de k muestras aleatorias independientes cuando sus
parametros han sido reemplazados por los MLEs sin la restriccion impuesta por Ho;

estos MLEs sin restriccion son las proporciones muestrales originales.

Puesto que los estimadores de maxima verosimilitud son funciones de los
valores observados de las variables aleatorias (vs. as.) X1, X, ..., Xy, la razén A es una
funcién solo de los valores observados de Xi, Xj, ..., Xn y es, por lo tanto, un valor
observado o valor particular de una variable aleatoria (v. a.) A; entonces A es un

estadistico.

En cualquier situacion particular puede ser dificil determinar la distribucion de
la v. a. A, por lo que es necesario encontrar una aproximacion a la prueba GLR usual.
Cuando el tamafio de muestra es grande, la v. a. G = -2InA tiene aproximadamente la
distribucion yk1y ¢1. bajo la hipétesis nula. El estadistico de prueba de la razon
generalizada de verosimilitud es G = -2InA. Asi, una prueba aproximada de la GLR al
nivel de significancia o para H, contra H, es obtenida por rechazar H, cuando el

estadistico de prueba G es mayor o igual a >, (k-1) g.l.-

Para llevar a cabo las GLRTs se determind el estimador de méaxima
verosimilitud (MLE) de la frecuencia de cadenas relativa al total de configuraciones
cromosOmicas en cada uno de los taxa como su proporcion muestral, ademas también se
estimo el error estdndar de dichas frecuencias haciendo uso de las propiedades de una

proporcion, las cuales se derivan de las propiedades de la distribucion binomial.
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También se determiné el MLE de la frecuencia relativa conjunta de cadenas como la
proporcion conjunta muestral. Se efectuaron las GLRTSs para probar diferencias entre

los taxa en cuanto a sus frecuencias relativas de cadenas.

Correlacion entre Incidencia de Quiasmas y Viabilidad de Polen

Para determinar si la incidencia de quiasmas y la viabilidad de polen estan
relacionados, se llevé a cabo un analisis de correlacion entre las variables indice de
apareamiento cromosémico y viabilidad de polen. Para este anlisis se tomaron en
cuenta todas aquellas plantas en las cuales se logré tener datos de indice de
apareamiento cromosémico y de viabilidad de polen en la misma planta. Dada la
incidencia de capitulos multiples, en este anélisis sélo entraron plantas de los taxa

silvestre e hibrido, de las que hubo 21y 12 plantas, respectivamente.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Poblacion de Mapeo Genético

Cruzamientos inter-subespecificos

En el otofio de 1999 se cosecho la semilla F; de los cruzamientos y también la S;
de la autofecundacion de los machos. Se tuvo éxito en la obtencion de semilla tanto de
los cruzamientos, como de las autofecundaciones. Del cruzamiento de CMS HA 89 con
silvestre se obtuvo practicamente el total de la semilla F; posible en cada capitulo (para
CMS HA 89 x M; y CMS HA 89 x M, se obtuvieron en total aproximadamente 1215y
1260 aquenios, respectivamente). Mientras que del cruzamiento de HA 89 con silvestre
se obtuvo aproximadamente el 80 por ciento de la semilla posible en cada capitulo (para
HA 89 x M; y HA 89 x M; se obtuvieron en total aproximadamente 1004 y 837
aquenios, respectivamente), debido a que en los capitulos emasculados algunos estigmas
se deshidrataron antes de la polinizacion o sufrieron dafio mecéanico durante la

emasculacion. De las autofecundaciones de los machos se obtuvo aproximadamente el
10 por ciento de la semilla posible en cada capitulo (para M; ® y M; ® se obtuvieron

en total aproximadamente 500 aquenios en cada una de esas dos autofecundaciones),

debido a la autoincompatibilidad en el girasol y ademas se presentaron problemas por
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lluvias; la humedad dafio a cierto porcentaje de semilla en formacion, la cual no alcanzé

a llenar, ni a completar su desarrollo.

El dia 12 de Noviembre de 1999 se establecio una prueba de germinacion de los
materiales cosechados (Cuadro 4.1). La semilla F; de cada uno de los diferentes
cruzamientos presentd una germinacion de 100 por ciento; la semilla S; proveniente de
la autofecundacion de M; tuvo cero por ciento de germinacion y en la proveniente de la

autofecundacion de M, se registro 25 por ciento.

Cuadro 4.1. Porcentaje de germinacion de los materiales cosechados en
el otofio de 1999.

Material Germinacioén
%

M; ® 0

M, ® 25

HA 89 x M, 100

HA 89 x M, 100

Formacién de las poblaciones F

De la siembra (con el fin de formar las poblaciones F,) efectuada a finales del
otofio de 1999, tenemos que a la cosecha se cont6 con 15 plantas F; del cruzamiento de

HA 89 con M;. De la polinizacion con mezcla de polen, una planta tuvo una produccion
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de 29 aquenios, el resto tuvo una produccion, cada una, de 100 a 600 aquenios. De la

planta F; méas productiva se obtuvieron sélo 37 aquenios de autopolinizacion.

Del cruzamiento de HA 89 con M; se contd con 9 plantas F; al momento de la
cosecha. De la polinizacion con mezcla de polen, una planta tuvo una produccion de 23
aquenios, el resto tuvo una produccion, cada una, de 48 a 150 aquenios. De la planta F;

mas productiva se obtuvieron 300 aquenios de autopolinizacion.

Formacion de las lineas derivadas de F;, en F3 (poblacion Correcaminos F;:3)

De las poblaciones F, (sembradas el 26 de Julio de 2000) derivadas del
cruzamiento HA 89 x M, se obtuvieron los siguientes resultados en formacién de lineas

derivadas de F, en Fs:

a) De la poblacion F;, derivada por medio de cruzas fraternas, se tuvo un total de
145 sobres, que son 145 lineas derivadas de F, en F3. Sin embargo, de estas
lineas sélo 117 (poblacién Correcaminos F,.3) tuvieron al menos 50 aquenios.

b) De la poblacion F;, derivada por medio de autopolinizacion, se tuvo un total de

124 lineas, pero solo 74 tuvieron al menos 50 aquenios.

De la siembra (efectuada el 14 de Mayo de 2001) adicional de plantas F; para
realizar cruzas fraternas con mezcla de polen, se pudo cosechar material de 22 plantas.
Se obtuvo una buena cantidad de semilla F, en cada una de estas planta F; (en total de

las 22 plantas se obtuvieron aproximadamente 13200 aquenios). Como continuacion del



49

presente trabajo, en otra tesis, se tiene que de esta semilla se sembré una poblacion F, y
cada planta se autofecundd para obtener lineas derivadas de F, en F3. Las lineas que se
obtuvieron se afadieron a las que ya se tenian para incrementar la poblacién de mapeo

genético (poblacion Correcaminos Fy:3).

Evaluacion fenotipica de las poblaciones F;

En los Cuadros 4.2 y 4.3 se presentan las estadisticas basicas de las poblaciones
F, formadas a través de cruzas fraternas y autopolinizacion, respectivamente. Ya que
estos caracteres son cuantitativos y se tomaron en poblaciones sembradas con fines de
autopolinizacion y no de evaluacion, debe considerarse el hecho de que influyeron
fuertemente factores ambientales no controlados. Sin embargo, estos cuadros nos dan
una idea de la amplia variacion observada en estas poblaciones segregantes y de la gran
diferencia que se tiene en la media de rendimiento por capitulo principal (RECP) y el
didmetro medio de capitulo principal (DMCP) en comparacién con lo que se observa

comunmente en los girasoles cultivados.

Las medias observadas para la F, derivada por medio de autopolinizacion son
menores que para la F, derivada por medio de cruzas fraternas. Tedricamente se espera
que la F, derivada de cruzas fraternas sea mas vigorosa debido a un menor coeficiente de
endogamia, y también méas variable. Aunque esto fue lo que se observo, no se descarta

que sea consecuencia de diferencias microambientales entre los lotes experimentales.
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Cuadro 4.2. Analisis descriptivo para los caracteres cuantitativos en la poblacion F;
derivada por medio de cruzas fraternas.

MEDIDAS RECP RMCL  leng DMCP ALT DAF

DESCRIPTIVAS gr gr gr cm m dias
Media 6.72 2.28 8.75 7.97 1.42 82.69
Méaximo 29.00 5.00 25.33 18.90 2.53 117.00
Minimo 1.00 0.67 2.00 3.75 0.60 61.00
Rango 28.00 4.33 23.33 15.15 1.93 56.00
S 6.01 1.10 6.14 2.63 0.39 10.94
C.V.(%) 89.44  48.25 70.26 33.01 27.29 13.23
n 67 44 36 135 144 144

RECP = Rendimiento de capitulo principal
RMCL = Rendimiento medio por capitulo lateral
lreng = Indice de rendimiento = RECP + RMCL
DMCP = Diametro medio de capitulo principal
ALT = Altura de planta

DAF = Dias a floracién

En los Cuadros 4.4 y 4.5 se muestran los porcentajes observados para las
diferentes categorias de los caracteres RUG, PM y RM en las poblaciones F, derivadas
por medio de cruzas fraternas y autopolinizacion, respectivamente. En general, en ambas
poblaciones las categorias intermedias presentaron las frecuencias relativas mas grandes
para los tres caracteres. Cada uno de estos caracteres en realidad mostrd una distribucién
amplia, pues hay toda una gama continua de tipos o categorias, desde el tipo que

presenta el material cultivado, hasta el tipo que presenta el material silvestre. En lo que
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respecta a la ramificacion (RM), para motivos practicos se podria considerar un caracter

dominante, sin embargo puede haber dos 0 mas loci involucrados.

Cuadro 4.3. Andlisis descriptivo para los caracteres cuantitativos en la poblacion F;
derivada por medio de autopolinizacion.

MEDIDAS RECP RMCL  lrend DMCP ALT DAF

DESCRIPTIVAS gr gr gr cm m dias
Media 3.03 1.58 5.00 5.84 1.08 74.99
Maximo 10.00 4.00 15.00 10.50 1.55 117.00
Minimo 1.00 0.25 1.25 3.00 0.58 61.00
Rango 9.00 3.75 13.75 7.50 0.97 56.00
S 2.08 1.02 3.03 1.44 0.20 7.12
C.V.(%) 68.63 64.56 60.62 24.63 18.50 9.49
n 61 33 32 124 124 124

RECP = Rendimiento de capitulo principal
RMCL = Rendimiento medio por capitulo lateral
lrend = Indice de rendimiento = RECP + RMCL
DMCP = Diametro medio de capitulo principal
ALT = Altura de planta

DAF = Dias a floracién

En general, los caracteres rendimiento del capitulo principal, rendimiento medio
por capitulo lateral, indice de rendimiento, didmetro medio del capitulo principal, altura

de planta, dias a floracion, rugosidad de la hoja, pigmentacion y ramificacion
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presentaron una gran variacion en ambas poblaciones, lo cual pone en evidencia una

gran variacion genética para cada uno de ellos.

Cuadro 4.4. Porcentajes observados para las diferentes categorias de los caracteres
rugosidad de la hoja (RUG), pigmentacion (PM) y ramificacién (RM)
en la poblacion F, derivada por medio de cruzas fraternas.

RUG % PM % RM %
lisa 31.72 0 35.17 0 15.28
intermedia 48.28 1 44.83 1 77.78
rugosa 20.00 2 20.00 2 6.94
n 145 n 145 n 144

RUG = Rugosidad de la hoja
PM = Pigmentacion
RM = Ramificacion

Cuadro 4.5. Porcentajes observados para las diferentes categorias de los caracteres
rugosidad de la hoja (RUG), pigmentacion (PM) y ramificacién (RM)
en la poblacién F, derivada por medio de autopolinizacién.

RUG % PM % RM %
lisa 52.42 0 30.64 0 21.77
intermedia 41.13 1 45.97 1 57.26
rugosa 6.45 2 23.39 2 20.97
n 124 n 124 n 124

RUG = Rugosidad de la hoja
PM = Pigmentacion
RM = Ramificacion
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Incremento de M; ® y de M, ®

Del incremento de M; &, el cual se cosech6 el 11 de Noviembre, se obtuvo poca

semilla (117 aquenios), mientras que del incremento de M, &, el cual se cosechd el 9 de

Septiembre, se obtuvo una gran cantidad de semilla (aproximadamente 21968 aquenios).

Andlisis Meiotico

Los patrones de apareamiento cromosdmico meidtico del padre cultivado, el
silvestre y el hibrido F; fueron normales, con ausencia de univalentes y multivalentes, y
solo fueron observados cadenas y anillos bivalentes (Figura 4.1). Esto, en el hibrido
indica que los genomas parentales son altamente homoélogos o compatibles en la

meiosis.

En el Cuadro 4.6 se presentan las medias de indice de apareamiento
cromosomico y de frecuencia relativa de cadenas del material genético utilizado para
analisis meiotico. Tanto para el indice de apareamiento cromosémico, como para la
frecuencia relativa de cadenas se observo, en general, que el material hibrido presenté un
comportamiento consistentemente intermedio entre el de los materiales cultivado y

silvestre.
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Cuadro 4.6. Resultados del analisis meidtico llevado a cabo en poblaciones cultivadas,
silvestres e hibridas de girasol.

Taxon Poblacion Plantas Meiocitos _ Frecuencia relativa
analizados I de cadenas
Cultivado HA 89 15 224 0.87356 0.25289
Silvestre Ac-8 7 101 0.77402 0.45195
Silvestre M; ® 8 118 0.74875 0.50249
Silvestre M, ® 8 120 0.73971 0.52059
Hibrido CMS HA 89 x M, 8 119 0.81241 0.37519
Hibrido CMS HA 89 x M, 7 104 0.83682 0.32636

I = Indice promedio de apareamiento meidtico.

CMS denota androesterilidad citoplasmica.

Los cuadrados medios del analisis de varianza del indice de apareamiento
cromosomico se presentan en el Cuadro 4.7. Se detectaron diferencias altamente
significativas entre los taxa. También hubo diferencias altamente significativas entre
plantas dentro de poblaciones, lo cual parece deberse a variacion genética y ambiental
existente entre las plantas en las poblaciones silvestres e hibridas. Para investigar sobre
la posible variacion de origen ambiental de la variable indice de apareamiento
cromosomico se llevo a cabo un ANOVA con solamente la linea HA 89 (Cuadro 4.8).
Se observaron diferencias altamente significativas entre plantas (de la linea HA 89), lo
que muestra que el indice de apareamiento cromosdmico presenta variacion de origen

ambiental. Todo lo anterior indica la existencia de polimorfismo genético involucrado en
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la variacion en frecuencia de quiasmas, y que el caracter nimero de quiasmas esta bajo
control multigénico y afectado por el ambiente. Esto refuerza lo que Jackson (1988)
sefiala como una sospecha, que el nimero de quiasmas probablemente esta bajo control
multigénico. Lo aqui observado concuerda con lo encontrado por Morgan et al. (1986),
quienes al analizar el apareamiento cromosomico en una poblacién F, de Festuca donax
x Festuca drymeja, encontraron que la diferencia entre F. drymeja y F. donax en
promedio de quiasmas (F. drymeja 8.85 y F. donax 11.47) es genética y que el control

de este caracter es poligenico.

Cuadro 4.7. Cuadrados medios del anlisis de varianza del indice de apareamiento
cromosomico.

F.V. g.l. C.M.
Taxa 2 0.99847671**
Pob / Taxa 3 0.03448568
Pta / Pob Taxa 47 0.02458430**
Error de muestreo 733 0.00336513

*x =P <001; C.V.(%)=19.42

Cuadro 4.8. Cuadrados medios del analisis de varianza del indice de
apareamiento cromosémico en la linea HA 89.

F.V. g.l. C.M.
Plantas 14 0.01132295**
Error experimental 209 0.00260032

**=pP<0.01; CV.(%)=5.84
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Con la prueba de Tukey de comparacion de medias se encontro que, para el
indice de apareamiento cromosomico, las diferencias entre las medias de todos los taxa
resultaron altamente significativas (Cuadro 9). La media del taxon hibrido (0.82) fue
intermedia entre las de los taxa parentales (0.87 y 0.75 para los taxa cultivado y

silvestre, respectivamente); de hecho fue muy proxima al valor medio parental (0.80).

Cuadro 4.9. Prueba de comparacién de medias del indice de apareamiento cromosémico.

Taxon Media Agrupamiento Tukey
Cultivado (HA 89) 0.87356 a

Hibrido 0.82379 b

Silvestre (Ac-8) 0.75308 c

Medias con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.01).

A partir de los registros del namero de cadenas y anillos se determin6 el MLE

de la frecuencia relativa de cadenas para cada taxébn como su proporcién muestral,

ademas también se estimo el error estandar de dichas frecuencias (Cuadro 4.10).

Cuadro 4.10. Estimacién de la frecuencia relativa de cadenas para cada taxon.

Taxoén Frecuencia Error estandar
Cultivado (HA 89) 0, = 0.25289 0.00704
Hibrido 05 = 0.35241 0.00776

Silvestre (Ac-8) 0, = 0.49384 0.00659
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En el Cuadro 4.11 se presentan las pruebas de Razén Generalizada de
Verosimilitud sobre las frecuencias relativas de cadenas de los taxa. Se observaron
diferencias altamente significativas entre los taxa y ademas para todos los pares de taxa
las diferencias en frecuencias relativas de cadenas también fueron altamente
significativas. Con lo anterior se confirman en una manera contundente los resultados
del analisis de varianza y de la comparacion de medias entre los taxa para el indice de

apareamiento cromosomico.

Cuadro 4.11. Pruebas de Razon Generalizada de Verosimilitud (GLRTS)
sobre las frecuencias relativas de cadenas.

Ho G
0:=03=0, 595.781264**
01 = 0 89.471550%*
01 =0, 571.808790%*
05 = 0, 187.538516**
** =P <0.01

01, 02 y 63 son las frecuencias relativas de cadenas de los materiales
cultivado, silvestre e hibrido, respectivamente.

Es claro, a partir de los resultados del andlisis del indice de apareamiento
cromosomico y de la frecuencia relativa de configuraciones cromosémicas en cadena,
que el hibrido present6 una incidencia de quiasmas consistentemente intermedia (Cuadro

4.6) entre las de los taxa parentales (proxima al valor medio parental) y ademas que la
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diferencia en incidencia de quiasmas del hibrido con cada uno de los taxa parentales fue

altamente significativa.

El nimero promedio de cadenas bivalentes para la linea HA 89, el hibrido y la
poblacion silvestre fueron 4.30, 5.99 y 8.40, respectivamente (la media parental fue
6.77). Esto difiere de lo encontrado por Reyes-Valdés et al. (2000); ellos reportaron
valores de 3.36, 7.05 y 6.43 para los taxa cultivado, hibrido y silvestre. Sin embargo,
cabe hacer notar tres situaciones en el trabajo de Reyes-Valdés et al. (2000) que lo hacen
diferente de este estudio. La primera es que la linea cultivada que se uso fue la AN-3; la
segunda es que el experimento se hizo en el campo y con poco control de variables
ambientales y la tercera, que el tamafio de muestra que se usé fue pequefio. A pesar de lo
anterior, cabe hacer notar que en ambos trabajos se observé una gran diferencia en el
apareamiento meidtico entre plantas cultivadas y silvestres, ya que en estas ultimas la
incidencia de cadenas bivalentes fue de casi el doble que en las plantas cultivadas. En el
trabajo de Morgan et al. (1986) la diferencia en el apareamiento mei6tico entre F. donax
y F. drymeja es més facilmente notable al observar que F. drymeja tuvo una incidencia

de cadenas bivalentes (5.15) de casi el doble que el de F. donax (2.53).

Haciendo uso de las relaciones lineales, tenemos que las frecuencias medias de
quiasma (las medias del nimero de brazos cromosémicos con quiasma) para los taxa
cultivado, hibrido y silvestre fueron 29.70, 28.10 y 25.60, respectivamente (la media
parental del nimero de brazos cromosémicos con quiasma fue 27.23). La frecuencia
media de quiasma en el hibrido tomdé un valor intermedio entre las de los taxa

parentales. Esta situacion es semejante a lo reportado por Morgan et al. (1986) en el
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estudio de una cruza entre Festuca donax x Festuca drymeja (la frecuencia media de
quiasma fue 8.85 para F. drymeja, 9.65 para el hibrido y 11.47 para F. donax), asi como
también a lo reportado por Jackson (1988) en el anélisis de una cruza entre Helianthus
laciniatus x Helianthus annuus silvestre; aunque en el trabajo de Jackson se observaron
multivalentes y algunas otras irregularidades cromosémicas meioticas. En el estudio de
Jackson la frecuencia media de quiasma fue 20.58 para H. laciniatus y 24.76 para H.
annuus silvestre. Haciendo ciertas suposiciones Jackson transformé los multivalentes a
bivalentes equivalentes y a partir de estos determind la frecuencia media de quiasma en
el hibrido F; (23.95). Es de notarse cierta similitud en la frecuencia media de quiasma de
H. annuus silvestre (24.76) en el andlisis de Jackson con la que presenta H. annuus
silvestre (25.60) en el presente trabajo. Para ver esta similitud en términos de nimero
promedio de cadenas bivalentes para H. annuus silvestre tenemos en el anélisis de

Jackson un valor de 9.24 y en el presente estudio tenemos 8.40.

Viabilidad de Polen

En el Cuadro 4.12 se presentan las medias de viabilidad de polen del material
genético utilizado. Los taxa silvestre y cultivado tuvieron medias muy similar (95.55 y
95.33 por ciento, respectivamente). Por otra parte, el taxdn hibrido presentdé una media
(92.58 por ciento) menor que aquéllas de los taxa parentales silvestre y cultivado,
aungue esto no es consistente, puesto que mientras una poblacion hibrida presenté una
media (96.21 por ciento) muy similar a aquéllas de los materiales silvestre y cultivado,
la otra poblacién hibrida mostré una media (89.23 por ciento) menor que las de tales

materiales.
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Cuadro 4.12. Resultados del analisis de viabilidad de polen efectuado en poblaciones
cultivadas, silvestres e hibridas de girasol.

Taxén Poblacién Plantas Determinaciones Viabilidad de polen
(%)
Cultivado HA 89 3 6 95.33
Silvestre Ac-8 7 28 95.71
Silvestre M; ® 7 28 94.18
Silvestre M, ® 8 32 96.66
Hibrido CMSHA 89 x M; 6 24 96.21
Hibrido CMSHA 89 x M, 7 26 89.23

En el Cuadro 4.13 se muestran los cuadrados medios del analisis de varianza de
viabilidad de polen. Se puede observar que hubo diferencias altamente significativas
entre los taxa. También hubo diferencias altamente significativas entre poblaciones

dentro de taxa y entre plantas dentro de poblaciones.

Cuadro 4.13. Cuadrados medios del anélisis de varianza de viabilidad de polen.

F.V. g.l. C.M.
Taxa 2 134.403**
Pob / Taxa 3 236.928**
Pta / Pob Taxa 32 20.569**
Error de muestreo 106 3.479

** =P <0.01; C.V.(%)=4.80
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Las diferencias entre plantas dentro de poblaciones pueden deberse a variacion

genética y ambiental existente entre las plantas en las poblaciones silvestres e hibridas.

Las diferencias entre los taxa y entre poblaciones dentro de taxa se debieron sélo
al comportamiento de la poblacién hibrida CMS HA 89 x M. En el taxon hibrido hubo
una diferencia muy marcada en la viabilidad de polen de las dos poblaciones (Cuadro
4.12). La poblacion CMS HA 89 x M; present6 una viabilidad de polen (96.21 por
ciento) muy similar a aquéllas de las poblaciones silvestres y cultivada; por otra parte, la
poblacion CMS HA 89 x M, present6 una viabilidad de polen (89.23 por ciento) por

debajo de todas las deméas poblaciones del experimento.

Estas condiciones en las poblaciones hibridas parecen deberse a variacion
genética que existe entre las poblaciones dentro del taxdn hibrido (Atlagic et al., 1993).
Aungue mas bien, la menor viabilidad de polen de la poblacion CMS HA 89 x M, puede
ser debida a interacciones genéticas, como cierto grado de incompatibilidad genética

entre las plantas de la linea CMS HA 89 y la planta silvestre M.

Se puede establecer que el taxdn hibrido present6 un porcentaje de viabilidad de
polen (92.58) comparable a aquéllos de los taxa parentales silvestre y cultivado (95.57 y
95.33, respectivamente). Ademas, la viabilidad de polen en las poblaciones hibridas

(96.21 y 89.23 por ciento) fue alta y no constituye una barrera a la reproduccion sexual.
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Correlacion entre Incidencia de Quiasmas y Viabilidad de Polen

También se llevd a cabo un analisis de correlacion entre la incidencia de
quiasmas (representada por el indice de apareamiento cromosomico) y la viabilidad de
polen. El coeficiente de correlacion fue de -0.29 (no significativo). Esto indica que la
variacion en frecuencia de quiasma en las poblaciones estudiadas no afecto la viabilidad

de polen.



V. CONCLUSIONES

Las poblaciones F;, producto del cruzamiento inter-subespecifico presentan una
gran variacion y son fértiles. Por lo tanto, son factibles de ser usadas en un programa de

mapeo genético de H. annuus.

A partir del cruzamiento de la linea publica cultivada de girasol HA 89 con la
planta macho silvestre M, de H. annuus ssp. texanus se formé una poblacién de mapeo

genético constituida por lineas derivadas de F, en F3 (poblacion Correcaminos F;3).

La linea cultivada de girasol HA 89 y la poblacion silvestre de H. annuus ssp.
texanus, utilizadas en este trabajo, son diferentes en indice de apareamiento
cromosdmico meiodtico y el hibrido presenta un comportamiento consistentemente
intermedio para este indice. Ademas, dicho indice es variable dentro de poblaciones,
incluida la linea HA 89. Esto indica la existencia de polimorfismo genético involucrado
en la variacion en frecuencia de quiasmas, y que el caracter nimero de quiasmas esta
bajo control multigénico y afectado por el ambiente. Asi pues, una poblacion formada
con los progenitores podria ser utilizada para analizar los QTLs para apareamiento

cromosodmico meiotico.
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El presente trabajo indica la posibilidad de que el proceso de domesticacion de

Helianthus annuus, haya traido consigo un incremento en el promedio de quiasmas.

Como el apareamiento cromosomico meidtico fue normal, con ausencia de
univalentes y multivalentes, y solo fueron observados cadenas y anillos bivalentes,
entonces los genomas parentales son altamente compatibles en la meiosis. Ya que
ademas la viabilidad de polen del hibrido fue alta y la F; fue fértil, entonces no hay
barrera para la reproduccion sexual. Esto indica que no hay dificultad en el flujo
genético y que se pueden transferir caracteres deseables de H. annuus silvestre al girasol

cultivado.



V1. RESUMEN

En el presente trabajo se efectuaron cruzamientos inter-subespecificos en girasol
(Helianthus annuus L.), con los siguientes objetivos: (i) formar una poblacion de mapeo
genético; y (ii) comparar los patrones de apareamiento cromosdémico meiético de los
padres y del hibrido F;. El progenitor femenino de la poblacion fue la linea publica de
girasol cultivado HA 89, mientras que el progenitor masculino fue un material de

Helianthus annuus ssp. texanus colectado en Saltillo, Coah.

El trabajo de campo se llevo a cabo en el area experimental de la UAAAN, en
Buenavista, Saltillo, Coahuila. Los cruzamientos inter-subespecificos se efectuaron en el
verano de 1999, con emasculacion del progenitor cultivado. Para el analisis meiético se
estableci6 un experimento con los progenitores y el hibrido F; en la primavera de 2000,
bajo el esquema de un disefio completamente al azar con submuestreo. Los patrones de
apareamiento cromosémico meiotico de los padres y del hibrido fueron comparados por
medio del andlisis de meiocitos en diacinesis y metafase |, basandose en las frecuencias
de las configuraciones meioticas. Se evalud la viabilidad de polen por medio de un

método de tincion basado en el colorante Buffalo Black.

Se tuvo éxito en la obtencién de semilla de los cruzamientos inter-

subespecificos. Las poblaciones F, producto del cruzamiento inter-subespecifico
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presentaron una gran variacion genética. Se formo una poblacién de mapeo genético

constituida por lineas derivadas de F, en F3 (poblacion Correcaminos F2:3).

Ya que el apareamiento cromosomico meiotico fue normal en los tres
materiales, con ausencia de univalentes y multivalentes, y que sélo fueron observados
cadenas y anillos bivalentes, se infiere que los genomas parentales son altamente
compatibles en la meiosis. El hibrido presentd un indice de apareamiento cromosémico
meidtico (0.82) proximo al valor medio parental (0.80) y las diferencias del hibrido con
cada uno de los taxa perentales (taxén cultivado 0.87 y taxon silvestre 0.75) fueron
altamente significativas. Ademas dicho indice fue variable dentro de poblaciones,
incluyendo la linea HA 89. Esto indica la existencia de polimorfismo genético
involucrado en la variacion en frecuencia de quiasmas, y que el caracter niUmero de
quiasmas estd bajo control multigénico y afectado por el ambiente. Asi pues, una
poblacion formada con los progenitores podria ser utilizada para analizar los loci de

caracteres cuantitativos (QTLS) para apareamiento cromosémico meiético.

El taxon hibrido tuvo un porcentaje de viabilidad de polen (92.58) comparable a
aquéllos de los taxa parentales (taxon silvestre 95.57 y taxon cultivado 95.33). La
viabilidad de polen del taxon hibrido fue alta, la F; fue fértil, y los genomas parentales
fueron altamente compatibles en la meiosis; por lo que no hay barrera para la
reproduccion sexual. Esto indica que no hay dificultad en el flujo genético y que se

pueden transferir caracteres deseables de H. annuus silvestre al girasol cultivado.
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Figura 4.1. Configuraciones meidticas en células en diacinesis de: (a) girasol cultivado
(Helianthus annuus L. var. macrocarpus) linea HA 89; (b) girasol silvestre
(Helianthus annuus ssp. texanus Heiser); y (c) hibrido F; entre el material

cultivado y el silvestre.



