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RESUMEN

Se propusieron los siguientes objetivos para conocer las caracteristicas de la
androesterilidad citoplasmica (CMS) RESL1: 1) conocer la estabilidad de esta fuente y
su expresion fenotipica, 2) conocer en qué estadio de la microgametogénesis se
producen los sucesos que llevan a la androesterilidad, 3) identificar genotipos con
capacidad de restaurar la androfertilidad, 4) conocer el modo de herencia de los genes
Rf, responsables de la restauracion de la androfertilidad 5) caracterizar el citoplasma
RES1 por sus efectos sobre algunos caracteres agronémicos y sobre la aptitud
combinatoria con respecto a estos caracteres, 6) determinar si existen cambios

moleculares en la regién comprendida entre atp6-coxIll del ADNmt.

La androesterilidad citoplasmica RES1 es estable y completa. Las plantas
CMSRES1 presentan anteras mas cortas que las de las plantas fértiles y escasa
produccion de granos de polen, que resultan inviables. El proceso meiotico se
desarrolla normalmente, por lo que los sucesos que conducen a la androesterilidad
son post-meiéticos. Los genes Rf se encuentran en las especies hexaploides, H.
resinosus, H. pauciflorus, H. tuberosus y H.x laetiflorus y estaria/n localizado/s en
cromosomas de H. resinosus, homeologos con los de H. annuus, por lo cual seria
factible la transferencia de este/os gen/es al girasol cultivado. Las plantas CMSRES1
tienen un menor tamafio del capitulo que las plantas CMSPET1, pero la produccion de
semillas, y por lo tanto, la fertilidad femenina no se afecta. El citoplasma RES1
presenta diferencias estructurales en las areas circundantes a los genes atp9 y coxlll
del ADNmt y se diferencia de los citoplasmas PET1 y MAX1 por la ausencia del
orfH522.

El citoplasma RES1 es apropiado para ser utilizado en programas de produccion
de hibridos de girasol, si se logra transferir el gen Rf. De todas maneras, puede ser

usado con éxito en programas de mejoramiento genético de girasoles ornamentales.

Palabras clave:

CMS, Helianthus, H. resinosus, H. annuus, restauracion de la fertilidad del polen, Rf,
aptitud combinatoria, ADNmt, orfH522



Vi

GENETIC AND AGRONOMIC CHARACTERIZATION OF THE CYTOPLASMIC
MALE-STERILITY RES1 IN SUNFLOWER (Helianthus annuus L.) IDENTIFIED IN

THE WILD SPECIES H. resinosus Small.

ABSTRACT

To better understand the agronomic characteristics of cytoplasmic male-sterility
(CMS) RES1, the following objectives were proposed: 1) to determine the stability of
this source and its phenotypic characteristics, 2) to identify the stage of
microsporogenesis in which the events leading to the male-sterility take place, 3) to
identify male-fertility restorer genotypes, 4) to find out the mode of inheritance of male-
fertility restoration genes (Rf), 5) to characterize the RES1 cytoplasm for its effects on
some agronomic characters and on the combining ability with regard to those
characters, and 6) to determine if there are any changes in the region between the atp6
and coxlll genes of the mtDNA.

The RES1 cytoplasmic male-sterility is complete and stable. In the CMSRES1
plants, a few and nonviable pollen grains are observed within the anthers, which
generally remain inside the corolla. Meiosis proceeds normally so male-sterility is
caused by alterations which take place in the post-meiotic stages. The Rf gen/es are
found in the hexaploid species, H. resinosus, H. x laetiflorus, H. tuberosus and H.
pauciflorus and would be located in chromosomes of H. resinosus, homeologous with
those of H.annuus, by which it would be feasible to transfer this/ these gen/es in
cultivated sunflower. CMSRES1 plants have smaller heads than CMSPET1 plants;
however, seed set, and therefore, female fertility, are not affected. RES1 cytoplasm
contains structural differences in the region near the atp9 and coxlll genes of the
MtDNA. Specifically, RES1 does not have orfH522, which is present in the mtDNAs of
PET1 and MAX1 cytoplasms.

RES1 cytoplasm could be used in hybrid breeding programs when the Rf gen/es
can be transferred. This cytoplasm can be successfully used in ornamental sunflower

breeding programs.

Key words:
CMS, Helianthus, H. resinosus, H. annuus, pollen fertility restoration, Rf, combining
ability, mtDNA, orfH522
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INTRODUCCION

Segun evidencias arqueoldgicas, el girasol (Helianthus annuus L.) comenzé a
ser utilizado por los aborigenes nativos que habitaban lo que actualmente es EEUU
aproximadamente 3.000 afios AC, como alimento, medicina y fuente de aceite y
pigmentos para las ceremonias (Tang y Knapp 2003). Su domesticacion a partir de
poblaciones silvestres, probablemente se haya originado en las grandes planicies
americanas de Arizona y Nuevo México (Cronn et al. 1977). Luego del arribo de los
espafioles a América, esta especie fue introducida en Europa durante el siglo XVI
como ornamental. En el siglo XVII, llega al este de Europa, Hungria, y en el siglo XVIII
a Rusia, donde es considerada como una especie oleaginosa. Luego se expandio
rapidamente y se comenzaron las tareas propias del mejoramiento genético. En la
década de 1880, algunos cultivares de origen europeo fueron introducidos en EEUU,
donde se utilizaron con doble propoésito, para forraje y para la obtencion de aceite. Una
vez que se conocid el fendmeno de la heterosis en maiz, se comenzaron a disefiar
esquemas de produccién de hibridos de girasol. En la década de 1960 se dieron dos
sucesos que tuvieron un marcado efecto en este cultivo y su industrializacion. Tales
sucesos fueron, por un lado, la introducciéon en EEUU de cultivares rusos con un grado
de madurez similar al de los que se cultivaban pero con mayor contenido de aceite v,
por el otro, el hallazgo de una fuente de androesterilidad citoplasmica (CMS) por
Leclercq (1969) y, posteriormente, la identificacion de genes de restauracion de la
fertilidad masculina (Kinman 1970; Enns et al. 1970; Leclercq 1971; Vranceanu y
Stoenescu 1971). La deteccion de un sistema de androesterilidad genético-
citoplasmica llevé a que el mecanismo de produccion de semilla hibrida fuese
rapidamente adoptado ya que los rendimientos logrados con los cultivares hibridos

fueron superados debido al fenémeno de la heterosis (Putt 1997).



De acuerdo a los datos aportados por la Asociacién Argentina de Girasol,
ASAGIR, en nuestro pais la evolucién del cultivo de girasol puede dividirse en cinco

etapas (www.asagir.org.ar/historia.asp):

La primera etapa es conocida como de cultivo pre-industrial, donde las
referencias se remontan al siglo XIX cuando los colonos de origen hebreo realizaron
las primeras introducciones de semillas para su propio consumo. A partir de 1900, los
agricultores de la Jewish Colonization Association se encargaron de su difusion como
cultivo, sin fines comerciales, sélo para atender las necesidades del consumo de sus

semillas tostadas.

En el periodo de 1930 a 1949 se dio la etapa de gran expansion como cultivo
oleaginoso. La primera informacion estadistica del &rea sembrada data del periodo
agricola 1928/29 con 400 ha y veinte afios después tuvo lugar el primer récord de
superficie sembrada, 1.800.000 ha, superficie que fue superada recién en 1978/79 con
2.200.000 ha. Paralelamente a la expansion del cultivo de girasol y a causa de las
guerras mundiales con la consecuente falta de aceite, se produjo la industrializacion

del grano y el consumo del aceite de esta especie en sustitucion de otros.

Posteriormente sobrevino una etapa de crisis, entre 1950 y 1960, causada por
factores econémicos y sanitarios. Las enfermedades fueron las principales causales

de esta etapa critica en la evolucion del cultivo.

En una cuarta etapa, entre 1960 y 1975, y gracias al aporte del mejoramiento
genético que produjo variedades de polinizacién abierta de buen desempefio, se logré
un aumento en los rendimientos con lo que se dio una recuperacién del cultivo. En
1972 se libero el primer girasol hibrido, Dekalb G-104, producido con el sistema de
androesterilidad genética y al afio siguiente se introdujeron en el mercado los hibridos

logrados por androesterilidad genética-citoplasmica.


http://www.asagir.org.ar/

La dltima etapa, definida a partir de 1975 y hasta nuestros dias, se caracteriza
por la difusién de los hibridos. Los excelentes resultados logrados con los mismos,
especialmente en cuanto a rendimiento, han determinado que este tipo de cultivar sea
el Unico que se siembra en la Argentina. Prueba de ello son los datos estadisticos que
revelan que el rendimiento se duplicé en diez afios: en el ciclo agricola 1974/75 fue de
728 k/ha mientras que en el 1984/85 fue de 1.441 k/ha (www.sagpya.mecon.gov.ar/

agricu/agricultura.htm).

El girasol constituye una de las cuatro fuentes mas importantes de aceite vegetal
a nivel mundial, junto con la soja, la colza y la palma. Alrededor del 80% del precio del
grano de girasol queda determinado en el mercado mundial de grasas y aceites. En
los Ultimos afios, la produccién mundial de granos de girasol ha oscilado entre 23 y
25.000.000 tn. Finalizando la década de 1990, la Argentina se constituyé en el primer
productor mundial de granos y también se ubicé como primer exportador mundial con
1.700.000 tn de aceite (sobre un total de 3.000.000 tn comercializadas en el mundo).
En este contexto, la Argentina jugo un rol relevante ya que tenia 60% de participacion
en el mercado internacional de la produccion mundial de aceite de girasol, mientras
que en el de soja participaba sélo con 39%. Posteriormente, al aumentar la demanda
de proteina vegetal con el consiguiente incremento de la produccion de soja, merced a
la introduccién de los cultivares genéticamente modificados, la oferta de aceites resulté
muy importante. Como resultado de ello, se produjo una sensible caida de los precios
del girasol y su cultivo se vio desplazado a ambientes agronémicamente menos
favorables, lo que lo hizo menos productivo. En el periodo comprendido entre 1999 y
2004, la superficie destinada al cultivo se estabilizé entre 1.800.000 y 2.000.000 ha, la
produccién oscil6é entre 3.400.000 y 3.800.000 tn y entre el 65y 75% de los granos se
exportaron como aceite crudo, a granel y “pellet” y en menor proporcién como grano o

como aceite refinado envasado, generando importantes ingresos anuales. Si a estos


http://www.sagpya.mecon.gov.ar/agricu
http://www.sagpya.mecon.gov.ar/agricu

datos se agrega que el 70% del aceite consumido por la poblacién argentina es
procesado a partir de esta oleaginosa, queda reflejada la importancia de este cultivo

en el pais (www.asagir.org.ar; www.sagpya.mecon.gov.ar/ agricu/agricultura.htm).

Como se dijo anteriormente, el desarrollo de los hibridos de girasol para explotar
el efecto de heterosis fue posible al identificarse la primera fuente CMS encontrada en
la especie silvestre H. petiolaris, denominada CMSPET1 y posteriormente, los genes
de restauracion de la fertilidad del polen. El sistema CMSPET1 se convirtié en una
herramienta muy eficiente para la produccién comercial de semilla hibrida a gran
escala. En la actualidad, mas del 90% de la produccién mundial proviene de hibridos
gue poseen este sistema de androesterilidad. Sin embargo, la utilizacion de una Unica
fuente de androesterilidad implica un riesgo potencial por la vulnerabilidad de tan
estrecha base genética (Whelan 1980; Havekes et al. 1991). Por ejemplo, ante el
desarrollo de una nueva raza de un patégeno especifica para un citoplasma, se
pueden tener resultados adversos. Esto quedé claramente demostrado cuando se
utilizaba el citoplasma T (Texas) como fuente de androesterilidad, en el 85% de la
produccién mundial de semillas hibridas de maiz. En 1970, se desaté en EEUU una
devastadora epidemia del tizén surefio de la hoja de maiz, causado por el hongo
Helminthosporium maydis, raza T (Scheifele et al. 1970) que se inicio en el estado de
Florida y luego se expandi6é a otros estados de este pais, llegando hasta el sur de
Canada. En el mismo afio, en Sudafrica también hubo un dafio severo causado por el
ataque de la misma raza del hongo, mientras que en Brasil los dafios fueron
moderados. Asi qued6 demostrado que el citoplasma T de maiz era altamente
susceptible a esta raza del hongo. Las pérdidas de rendimiento en los hibridos de
maiz portadores del citoplasma Texas fueron muy importantes y se tradujeron en
grandes pérdidas en la produccién de granos a nivel mundial (Wise et al. 1999).

Debido a esto, se dejo de utilizar el sistema de androesterilidad para la produccion de


http://www.asagir.org.ar/
http://www.sagpya.mecon.gov.ar/%20agricu/agricultura.htm

hibridos (Ullstrup 1972).

Considerando gue en las especies silvestres del género Helianthus existen
diversos caracteres heredables de interés agronémico, como por ejemplo, resistencia
a enfermedades y factores de calidad de la semilla (Seiler 1988; Henn et al. 1997), se
pueden desarrollar genotipos del girasol cultivado portadores de dichos caracteres a
partir de cruzamientos interespecificos (Skoric 1993; Rdnicke et al. 2004). Con estos
cruzamientos no solo se busca incrementar la variabilidad genética y responder asi a
la demanda de adaptacion a distintos ambientes y condiciones extremas, sino que
ademas es posible ampliar la estrecha base genética generada por el uso casi
exclusivo de CMSPET1 en la produccion de los cultivares hibridos que se
comercializan en el mundo. Esta vulnerabilidad genética que presentan los cultivares
de girasol por el uso de una sola fuente CMS, determind que varios grupos de
investigacion se hayan dedicado a la busqueda y el desarrollo de nuevos sistemas de
androesterilidad. Hasta el presente, se han identificado 70 fuentes CMS, derivadas de
16 especies de Helianthus, pero sélo se han encontrado los genes de restauracion de
la fertilidad para 38 de estas fuentes y no siempre dicha restauracién es total (Serieys
2002). En este marco, en la Unidad Integrada Balcarce (UIB), INTA-FCA, UNMdP, se
desarrollé un programa de hibridacion interespecifica entre el girasol cultivado y la
especie silvestre H. resinosus, seguido de una serie de retrocruzas, utilizando al
girasol cultivado como padre recurrente. Luego de cuatro retrocruzas se produjeron
plantas androestériles, lo cual sugirié que se habia encontrado una fuente de
androesterilidad proveniente de H. resinosus (Rodriguez y Pereyra 1993). Siguiendo
las normas FAO, esta fuente de androesterilidad citoplasmica fue designada
CMSRES1 (Rodriguez et al. 1996; Serieys 2002) ya que constituye la primera fuente

CMS hallada en dicha especie.

Dado el hallazgo del citoplasma CMSRESL1 que confiere androesterilidad y



debido a la importancia que reviste conocer méas detalladamente sus caracteristicas
para decidir si seria eficiente su utilizacién en la produccion de hibridos de girasol, es
gue en la presente tesis se estudiaron distintos aspectos relacionados con este

citoplasma.

La hipotesis de trabajo planteada fue que la fuente de androesterilidad
citopladsmica de girasol RES1 presenta caracteristicas agronémicas y genéticas

favorables para ser utilizada en la produccién de hibridos.

Los objetivos propuestos para realizar una caracterizacion de la

androesterilidad citoplasmica RES1 fueron:
= Conocer la estabilidad de dicha fuente y su expresion fenotipica.

= Conocer en qué estadio de la microgametogénesis se producen los sucesos

gue llevan a la condicién de androesterilidad.

= |dentificar genotipos con capacidad de restaurar la fertilidad masculina de las

plantas CMSRESL.

= Conocer el modo de herencia de la restauracion de la fertilidad masculina de
las plantas CMSRES1, en caso de que se detecten genes de restauracion en los

genotipos evaluados.

» Caracterizar el citoplasma RES1 por sus efectos sobre algunos caracteres
agrondémicos y sobre la aptitud combinatoria, con respecto a estos caracteres, de una

linea endocriada.

= Determinar si existen cambios moleculares, con respecto a CMSPET1 y
CMSMAX1, situados en la region comprendida entre los genes atp6 y coxlll del

genoma mitocondrial de las plantas CMSRESL1.
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El género Helianthus pertenece a la familia Asteraceae de las Compuestas e
incluye especies diploides, tetraploides y hexaploides, las que tienen un nimero
bésico de 17 cromosomas. Este género comprende 49 especies (13 anuales y 36
perennes), cuyo centro de origen es América del Norte (Schilling y Heiser 1981). La
clasificacion taxonémica de las especies es compleja dado que ocurre hibridacion
natural e introgresion entre muchas de ellas y ademas presentan una gran variacion
fenotipica que puede ser atribuida tanto a componentes genéticos como ambientales.
La ultima clasificacion morfologica e infragenérica, propuesta por Schilling y Heiser
(1981), constituye el estudio taxondmico de mayor referencia y divide al género en
cuatro secciones (Helianthus, Agrestes, Ciliares y Atrorubens) y seis series. Asi, el
girasol cultivado, H. annuus (2n=2x=34, anual), pertenece a la seccion Helianthus
mientras que H. resinosus Small. (2n=6x=102, perenne) queda incluido en la seccién

Atrorubens, serie Corona-solis.

La androesterilidad, que se define como la incapacidad de producir granos de
polen funcionales, se ha observado en mas de 150 especies vegetales (Schnable y
Wise 1998). Ha sido clasificada como genética, citoplasmica o genética-citoplasmica,
de acuerdo a su modo de herencia, ya que puede estar codificada por genes
nucleares, citoplasmicos o ambos interactuando. En varias especies, la
androesterilidad genética-citoplasmica constituye un excelente modelo para estudiar la
interaccion de factores nucleares y citoplasmicos, ya que los efectos de esterilidad
inducidos por el citoplasma son contrarrestados por los de los genes nucleares

restauradores de la fertilidad.

En el girasol, se ha determinado la existencia de todos los tipos de

androesterilidad propuestos, genética (NMS), citoplasmica (CMS) y genética-



citopladsmica. Generalmente, el responsable de la NMS es un Unico gen recesivo. Por
consiguiente, al cruzar una linea NMS con otra linea endocriada androfértil, la
progenie F; resulta 100% androfértil. Vranceanu (1970) al estudiar 10 lineas NMS,
determind la existencia de cinco genes diferentes, ms1 a ms5. Con posterioridad, Jan
y Rutger (1988) aplicaron estreptomicina y mitomicina C, como agente mutagénico,
para inducir androesterilidad en la linea endocriada HA89. Aislaron siete lineas NMS
en las que posteriormente se determiné la existencia de otros cuatro genes diferentes,
ms6 a ms9 (Jan 1992). Se ha determinado que el gen ms8 controla estadios de
desarrollo que afectan a los 6rganos tanto femeninos como masculinos, mientras que

los restantes genes afectan solamente los masculinos (Jan 1997).

En el caso de la androesterilidad citoplasmica, su origen ha sido establecido por
mutaciones citoplasmicas espontaneas en H. annuus - como por ejemplo el CMSANT1
o Fundulea (Vranceanu et al. 1986) - o por mutaciones en otras especies del género
Helianthus. En este ultimo caso, y con el fin de obtener plantas de H. annuus
androestériles, se reemplaza el citoplasma de H. annuus por el citoplasma proveniente
de la especie portadora de la mutacion. La primera fuente CMS de este tipo se detecto
en la progenie producida a partir del cruzamiento entre el girasol cultivado y H.
petiolaris (Leclercq 1969) y se la denominé CMSPET1. Luego, se detectaron
numerosas fuentes de androesterilidad citoplasmicas en ésta y otras especies
silvestres del género (Serieys y Vincourt 1987). De las 70 fuentes CMS disponibles en
la actualidad, 38 fueron encontradas en poblaciones silvestres de H. annuus, de las
cuales 26 fuentes han aparecido espontaneamente, mientras que las otras 12
restantes surgieron de tratamientos mutagénicos. Las restantes 32 fuentes tuvieron su
origen en otras especies silvestres, tanto anuales como perennes y fueron detectadas

a partir de cruzamientos interespecificos con el girasol cultivado (Serieys 2002).

En la busqueda de nuevas fuentes CMS y ante las demandas del mercado



argentino que requeria mejorar el girasol cultivado especificamente en cuanto a su
comportamiento frente a la podredumbre del capitulo ocasionada por el hongo
Sclerotinia sclerotiorum, se inici6 en la UIB un programa de hibridacién entre el girasol
cultivado y algunas especies silvestres. El resultado de cruzamientos realizados entre
plantas de la especie perenne H. resinosus (2n=6x=102), introduccion MPHE 243
(codigo INRA) = PI 435864 (cédigo USDA) y plantas de una linea endocriada de H.
annuus fue una F, tetraploide parcialmente androfértil. Posteriormente, se realizaron
cuatro retrocruzas (RC), utilizando como padre recurrente a H. annuus, con el fin de
obtener plantas diploides con el citoplasma de H. resinosus. Todas las plantas
obtenidas en la generacion RC, fueron diploides y androestériles. Esta condicion
guedd demostrada por la incapacidad para producir polen, lo cual sugirié que se habia
encontrado la primera fuente de androesterilidad detectada en H. resinosus,
CMSRES1 (Rodriguez y Pereyra 1993). El esquema de trabajo seguido para la

obtencién de las plantas androestériles fue el siguiente (R. H. Rodriguez, com. pers.):
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H. resinosus (MPHE243) (?) x H. annuus (RHA298) ()

2n=6x=102 l 2n=2x=34

F; 2n=4x=68, citoplasma de H. resinosus
Libre polinizacién

~ O\

F, x F; F1 (?) x H.annuus (&)

F RC; (?) x H.annuus (SR3) (&)
2)n=§68 2n=3x=51

!

RC,(?) x H.annuus (B1) (&)

2n=38-43

RC; (?) x  H.annuus (RHA298) (J)
2n=34-39

RC,

2n=2x=34

citoplasma de H. resinosus

Plantas androestériles, CMSRES1



11

En este esquema, RHA298 y SR3 son lineas endocriadas que restauran la
fertilidad del polen de CMSPET1, mientras que B1 es un compuesto de lineas
mantenedoras de la androesterilidad de CMSPET1 formado por el cruzamiento

controlado entre ocho lineas androfértiles originadas en EEUU.

Una fuente CMS debe reunir determinadas caracteristicas para que sea eficiente
su utilizacion en programas de produccion de hibridos de girasol. La androesterilidad
debe ser completa y estable en diferentes ambientes y deben existir genes, de facil
transferencia, que restauren la fertilidad masculina. La fuente CMSANT1 o Fundulea,
por ejemplo, no es utilizada ya que sélo se han identificado genes que restauran la
fertilidad de manera incompleta. Las plantas portadoras de este sistema de

androesterilidad presentan entre 60 y 90% de granos de polen fértiles (Serieys 2002).

Un citoplasma que confiera androesterilidad no debe manifestar interacciones
con los genes nucleares que determinen una menor aptitud de los individuos. En el
girasol se conocen ejemplos de interacciones entre genes nucleares y citoplasmicos
con respecto a la expresion de caracteres cuali y cuantitativos de relevancia
econdmica. En esos trabajos de investigacion, se han realizado algunas
comparaciones entre lineas fértiles y lineas androestériles. Por ejemplo, Petrov (1992)
estudio el efecto de los citoplasmas que condicionan androesterilidad, PET2, ANN1 y
ANT1, sobre algunos caracteres agronémicos de relevancia econémica y determiné
gue sélo el citoplasma PET2 no tiene ningln efecto sobre los caracteres evaluados.
Jan (1997) sustituy6 el citoplasma de la linea HA89 por los citoplasmas RIG1 y MAX2
y observé un efecto citoplasmico de reduccion del vigor de las plantas. Marinkovic et
al. (2000) compararon los citoplasmas PET1 y ANN5 y encontraron que ambos

citoplasmas tienen efectos positivos sobre el rendimiento y la altura de las plantas.

Las plantas de una linea endocriada androestéril deben ser ginofértiles y exhibir

una buena aptitud agronémica en combinacion con diferentes lineas para la creacion
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de hibridos. Varios autores han estudiado la aptitud combinatoria de algunas lineas
endocriadas de girasol con diferentes citoplasmas que condicionan la androesterilidad
(Serieys 1992, 1997, 1999; Marinkovic et al. 2000; Patil 2003). A partir de estos
trabajos se concluye que los citoplasmas tienen diferentes efectos sobre la expresion

de los caracteres cuantitativos, dependiendo del genotipo en que estén incorporados.

A menudo es dificil identificar las secuencias génicas responsables de la
androesterilidad genética-citoplasmica ya que estan asociadas al ADN
extracromosémico. Sin embargo, varios investigadores han caracterizado los
citoplasmas que condicionan la androesterilidad y aquellos que permiten que la planta
sea androfértil, mediante el andlisis del genoma mitocondrial (ADNmt), han podido
identificar marcos abiertos de lectura (orf) que se generan como productos de eventos
de recombinacion, constituyendo éste un mecanismo evolutivo importante reservado a
los vegetales (Budar et al. 2003). En el girasol, el citoplasma mas estudiado desde el
punto de vista molecular ha sido PET1. Brown et al. (1986, citado por Jan 1997), al
encontrar un plasmido circular de 1,45 Kb en el genoma mitocondrial de cuatro lineas
androfértiles y detectar su ausencia en las correspondientes lineas CMSPET1,
sugirieron que el ADNmt estaria involucrado en la expresion de la androesterilidad.
Posteriormente, Sicutella y Palmer (1988), al comparar la organizacion fisica y la
transcripcion del ADNmt de lineas isonucleares, fértiles y androestériles (CMSPET1),
encontraron una Unica diferencia en una region de 17 Kb en la que detectaron dos
mutaciones: una inversion de 12 Kb y una insercion de 5 Kb. Estos cambios se
localizaron en la regién flanqueante 3’ del locus atpA, siendo éste el Gnico transcripto
mitocondrial en que difirieron las lineas isonucleares. Horn et al. (1991) y Moneger et
al. (1994) asociaron la condicidon de androesterilidad con la insercion del orfH522 en la
region 3" del gen atpA, que produce la sintesis de una nueva proteina de 15 KDa,

responsable de tal fenotipo. Posteriormente, Horn et al. (1996) y Horn y Friedt (1999)
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encontraron este mismo arreglo al analizar otros nueve sistemas CMS de distinto
origen. Estos autores concluyeron que, si bien los cambios estructurales responsables
de esta condicion son diferentes y estan involucrados en la sintesis de proteinas
especificas de cada fenotipo, la region involucrada esté entre los genes atp6 y coxlll
del genoma mitocondrial. Mas tarde, Horn (2002) analiz6 28 fuentes CMS diferentes a
partir de datos de similitud genética obtenidos de los patrones de hibridacion del tipo
Southern, utilizando nueve genes mitocondriales conocidos y tres orf como sondas.
Asi, pudo distinguir 10 grupos diferentes en los que guedaron clasificados los 28

citoplasmas analizados.

Se han propuesto varias hipétesis para explicar el papel que juegan las
mitocondrias en el desarrollo de la androesterilidad citoplasmica. Estan basadas en
gue la mayor demanda energética que se requiere durante el proceso de la
microsporogénesis, no es proporcionada por las mitocondrias del tejido floral de las
plantas CMS debido a los cambios que se han producido en el ADNmt y por lo tanto,
que conducen al aborto del polen. Vear (1984) postula que la energia no utilizada por
las plantas androestériles CMSPET1 en la produccién de polen contribuye a una
mayor produccién de semillas y mayor contenido de aceite, cuando se las compara
con las plantas de las lineas fértiles. Balk y Leaver (2001) atribuyen la androesterilidad
en girasol, provocada por el citoplasma PET1, a la muerte prematura de las células del
tapete, como consecuencia de la incapacidad de satisfacer la alta demanda
energética. En el tapete, la muerte programada de las células est4 asociada a
proteinas que se activan prematuramente por un mal funcionamiento mitocondrial.
Ellos propusieron denominar este modelo como de “pérdida de funcion”. Hay
evidencias citolégicas, metabdlicas y moleculares de que existe una alta demanda
energética durante la gametogénesis masculina, que se ajustan al modelo de "pérdida

de funcion" que considera a la androesterilidad como una mutacién mitocondrial.
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Budar y Pelletier (2001) demostraron que el nUmero de mitocondrias se incrementa
varias veces en las microsporas y en las células del tapete y ademas los niveles de
expresion de genes nucleares y mitocondriales que codifican subunidades de enzimas
respiratorias varian notablemente durante la maduracion del polen. Leipner y Horn
(2002) también observaron cambios en la expresion de proteinas asociadas a la
androesterilidad del girasol. Tales proteinas se localizan en el sistema de membranas
mitocondriales e intervienen en la respiracion. Por otro lado, Sabar et al. (2003)
observaron que la actividad ATPasa en las plantulas de los hibridos se incrementa en
comparacion con las plantulas fértiles y estériles. Esto lleva a especular que el
incremento de la actividad o eficiencia de la F;F,- ATP sintetasa en la progenie F;
hibrida puede contribuir al fenémeno conocido como vigor hibrido, una de las metas

del mejoramiento genético vegetal.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACION DEL FENOTIPO CMSRES1

INTRODUCCION

La esterilidad masculina debe ser completa y estable en diferentes ambientes
para que una fuente de androesterilidad citoplasmica sea considerada en un programa

de produccion de hibridos.

Distintas irregularidades se pueden presentar en cualquiera de las etapas del
proceso de formacion de los granos de polen que conducen a variaciones en la
produccion y en la viabilidad de los granos de polen. Larsen y Lersten (1972)
dividieron el proceso de formacién de los granos de polen en ocho etapas,

encontrando diferentes irregularidades en cualquiera de ellas:

1. célula madre de la microspora

2. meiosis | y meiosis Il

3. tétrada

4. microspora inmadura, no vacuolada
5. microspora vacuolada

6. polen vacuolado

7. polen binucleado

8. polen trinucleado

Posteriormente, Frankel y Galun (1977) presentaron un esquema similar en el que
pueden darse distintas irregularidades como asinapsis, desinapsis, ausencia de
citocinesis. Tales irregularidades se pueden dar en la diferenciacion estructural del

androceo, por ejemplo, que no exista algun 6rgano floral. También se pueden producir
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alteraciones en el desarrollo del microsporangio o de la antera, irregularidades en el
proceso meibtico o en la microsporogénesis, alteraciones en la microgametogénesis o
en la maduracién del polen que conducen al aborto del microgametofito o bien,

problemas en la dehiscencia de la antera (Frankel y Galun 1977).

En la literatura, se encuentran trabajos en los que se analiza el proceso meidtico
de la microsporogénesis en plantas androestériles de girasol, siendo las plantas
portadoras de CMSPET1 las mas estudiadas. Paun (1974) observo dos
comportamientos diferentes en las cuatro lineas CMSPETL1 analizadas. En algunos
casos, las células del tejido espordégeno degeneraban antes del inicio de la meiosis y
no producian polen mientras que en otros, la meiosis era normal y la degeneracion
ocurria después de que las microsporas eran liberadas de las tétradas. En las
correspondientes lineas B androfértiles, el proceso meidtico y el desarrollo de los
granos de polen fueron normales, como era de esperar. Posteriormente, Whelan y
Dedio (1980) determinaron que las plantas CMSPET2 y CMSGIG1 producen anteras
indehiscentes y granos de polen blancos que no germinan, mientras que las plantas
CMSMAX1 presentan vestigios de anteras, que contienen granos de polen pequefios o
estan vacias. Mas tarde, Vranceanu et al. (1986) observaron que el aborto de las
células esporégenas en las plantas CMSANT1 fue pre-meiético y no se desarrollaban
las anteras. Atlagic et al. (1996) analizaron el comportamiento de los citoplasmas que
confieren androesterilidad PET1, PET2, GIG1, MAX1, ANN5, ANN6 y ANN14
incorporados en cinco lineas endocriadas. Concluyeron que las fuentes CMS eran
estables, excepto PET2 y GIG1. Ademas, detectaron diferencias en las etapas de la
meiosis o de la microsporogénesis en el que se produjeron los sucesos que
determinaron la androesterilidad. En las plantas CMSPET1 y CMSANNS5 no se produjo
la divisibn meidtica, mientras que la meiosis fue normal en las plantas con las otras

fuentes CMS, observandose microsporas liberadas de las tétradas, de manera que los
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sucesos que condujeron al aborto de los granos de polen fueron post-meidticos.

Por otro lado, varios autores han concluido que la androesterilidad de las plantas
CMSPET1 estéa asociada con la degeneracion del tapete y/o con la falta de desarrollo
de los granos de polen. Por lo tanto, las irregularidades ocurridas en las plantas
CMSPET1 serian post-meidticas (Horner 1977; Whelan 1978; Laveau et al. 1989; Kini

et al. 1994; Schnable y Wise 1998; Balk y Leaver 2001).

Los objetivos de este trabajo fueron determinar si la androesterilidad
citoplasmica RES1 es estable y completa y conocer su expresion fenotipica y el
estadio de la microgametogénesis en que se producen los sucesos que llevan a la

expresion del caracter en dichas plantas.

MATERIALES Y METODOS

A partir de la generacion RC,, cuya obtencion se describié en la seccidn
ANTECEDENTES, se inicié un segundo programa de retrocruzas para incorporar el
citoplasma RES1 en diferentes lineas endocriadas de uso comercial. Para ello, se
realizaron retrocruzamientos entre las plantas RC, (2n=2x=34, citoplasma H.
resinosus) androestériles y las lineas endocriadas androfértiles HA89 B, RHA271,
RHA274 y RHA801, siendo éstas los progenitores recurrentes. Se realizaron entre seis
y ocho retrocruzas, dependiendo de las lineas endocriadas. Todas las generaciones
de retrocruzamientos se obtuvieron en la UIB, Buenos Aires, Argentina (37°45°S —
58°18°0), excepto la RC3; que se obtuvo en Yuto, Jujuy, Argentina (23°59°S —
64°30°0). Finalmente, se dispuso de las lineas isoplasmicas androestériles HA89
CMSRES], RHA271 CMSRES1, RHA274 CMSRES1 y RHA801 CMSRESI. Las
correspondientes lineas endocriadas androfértiles son mantenedoras de las lineas

endocriadas CMSRES1.
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Con el fin de determinar la expresion fenotipica de la androesterilidad RES1, al
menos diez capitulos de cada una de las lineas isoplasmicas se examinaron a simple
vista y luego las correspondientes anteras se observaron empleando un microscopio
estereoscopico. Ademas, se realizaron observaciones en capitulos de la linea HA89
CMSPET1, con el fin de compararla con las correspondientes lineas isoplasmicas,
HA89 CMSRESL1 y HA89 B. Para determinar la presencia de granos de polen y su
viabilidad, las anteras se abrieron con la ayuda de agujas histolégicas y se tifieron con
el colorante de Alexander (1980). Con este colorante, el protoplasma de los granos de
polen no abortados reacciona con la fucsina &cida produciendo un color parpura,
mientras que los granos de polen abortados permanecen de color verde porque no

presentan protoplasma.

El girasol cultivado es una especie ald6gama de polinizacién predominantemente
entomdfila y debido a ello es necesario, cuando se quiere autofecundar una planta,
cubrir la inflorescencia para evitar la contaminacion con polen extrafio. Para corroborar
la androesterilidad de las plantas CMSRES1, diez plantas de cada una de las cuatro
lineas endocriadas CMSRESL1 se cubrieron con bolsas de papel desde antes de la
antesis y hasta el momento de la cosecha para permitir que se autofecunden. La
ausencia de semillas determinaria la completa androesterilidad de las plantas. Las
correspondientes lineas androfértiles no se utilizaron como controles ya que es
conocida su capacidad de producir semillas después de autofecundarse porque no

evidencian problemas de autoincompatibilidad.

La meiosis fue analizada en dos plantas de cada una de las lineas endocriadas
HA89 CMSRES1, RHA271 CMSRES1, RHA274 CMSRES1 y RHA801 CMSRES1
para determinar si el proceso degenerativo ocurre antes, durante o después de la
microsporogénesis. Para ello, se fijaron dos capitulos de cada linea en 3:1 etanol:

acido acético (v/v). Después de 24 h, los tejidos fueron transferidos a etanol 70% y
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almacenados a 4°C hasta el andlisis mei6tico. Los distintos estadios meiéticos fueron

analizados en las anteras coloreadas utilizando la técnica de Snow (1963).

RESULTADOS

Las progenies resultantes del programa de retrocruzas conducidas para
incorporar el citoplasma RES1 en las diferentes lineas endocriadas fueron todas
completamente androestériles, independientemente de los ambientes en los que se

desarrollaron, ya sea en Balcarce o en Yuto.

Los capitulos de las plantas CMS de las cuatro lineas endocriadas analizadas
tuvieron un comportamiento similar. Se observé a simple vista que no habia
produccion de polen. En la Fig. 1.1. se presentan los capitulos de las lineas
endocriadas isoplasmicas HA89 B, HA89 CMSRES1 y HA89 CMSPETL1. Se puede
observar que HA89 CMSRES1 no produce polen al igual que HA89 CMSPET1,
mientras que en la linea androfértil, las anteras son claramente visibles y con
abundante produccion de polen. A su vez, las flores pistiladas de las plantas
CMSRESI1 presentan las anteras deformadas, mas cortas que las anteras de las

plantas fértiles y generalmente permanecen retenidas dentro de la corola (Fig. 1.2.).

En el analisis microscoépico de las anteras de las plantas HA89 CMSRESL1 se
observaron unos pocos granos de polen en la parte superior de las mismas y los sacos
polinicos vacios (Fig. 1.3A), en comparacion con la linea androfértil donde los sacos
polinicos estaban colmados de granos de polen (Fig. 1.3B). Las anteras de las plantas
CMSPET1 presentaron un aspecto similar a las de las plantas CMSRES1 (Fig. 1.3C).
Los escasos granos de polen producidos por las plantas androestériles CMSRES1

normalmente se tifieron de verde, lo cual indica que no eran viables.
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Figura 1.1. Capitulos de las lineas endocriadas HA89 CMSRES1 (A), HA89 B

(B) y HA89 CMSPET1 (C)
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Figura 1.2. Flores pistiladas de las lineas endocriadas HA89 CMSRES1
(izquierda) HA89 B (centro), HA89 CMSPET1 (derecha) (10x)

HA89 CMSRESI HA89 B , HA89 CMSPET
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Figura 1.3. Anteras de las lineas endocriadas HA89 CMSRES1 (A) (25x), HA89
B (B) (20x) y HA89 CMSPET1 (C) (25x)
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En los capitulos de las cuatro lineas endocriadas CMSRES1, que fueron
cubiertos con las bolsas de papel para permitir que se autofecunden, no se produjeron

semillas, confirmando asi la condicién de androestériles.

A partir de los andlisis citolégicos realizados, no se encontraron diferencias en el
comportamiento meiotico entre las lineas endocriadas CMSRESL1 y las
correspondientes lineas androfértiles. En todos los casos, se formaron 17 bivalentes
(17 1) en diacinesis. Se observaron cromosomas rezagados en baja frecuencia al
principio de Telofase I, en algunas células de las plantas de las dos variantes de las
lineas RHA271 y RHA801 y de RHA274 CMSRESL y algunos micronucleos en
Telofase Il en las células de las plantas de las dos variantes de la linea RHA271

(Tabla 1.1.).

Tabla 1.1. Analisis de diferentes estadios meioéticos en lineas endocriadas

androfértiles y androestériles

ESTADIO
Diacinesis Telofase | (Diadas) Telofase Il (Tétradas)
Linea endocriada 171 Normal  Anormal(*) Normal  Anormal(**)

NUmero de células

HA89 B 72 114 - 340 -
HA89 CMSRES1 131 150 - 520 -
RHA271 96 229 16 463 3
RHA271 CMSRES1 77 186 19 357 7
RHA274 37 95 - 332 -
RHA274 CMSRES1 18 170 26 395 -
RHA801 65 99 1 453 -
RHA801 CMSRES1 86 117 5 307 -

® con cromosomas rezagados
™ con micronucleos



24

DISCUSION

El hecho de que la androesterilidad encontrada en H. resinosus se mantuviera
en las diferentes generaciones de retrocruzas que se obtuvieron para incorporar el
citoplasma RESL1 en las lineas endocriadas, no so6lo confirma el origen citoplasmético
de CMSRES], sino que también confirma la estabilidad de la misma. Tal estabilidad
fue corroborada, en primer lugar, en las plantas CMSRESL1 que se desarrollaron tanto
en Balcarce como en Yuto, ya que todas fueron completamente androestériles y, en
segundo lugar, porque las plantas de las lineas endocriadas portadoras de este
citoplasma (HA89, RHA271, RHA274, RHA801) fueron androestériles cuando fueron
cultivadas por otros investigadores en Montpellier, Francia (H. Serieys, com. pers.) y
en Fargo, EEUU (J.F. Miller, com. pers.). Se comprobd6 que la condicién de
androesterilidad es completa ya que al autofecundar las plantas CMSRES1 no se
obtuvo semillas y que los escasos granos de polen producidos se colorearon de verde,
y por lo tanto eran inviables. La presencia de anteras rudimentarias y algunos granos
de polen que resultaron inviables en CMSRES1 fueron caracteres similares a los
descritos por Leclercq (1969) cuando caracteriz6 a CMSPETL1. Debido a su simple
identificacidn visual, esta expresion fenotipica es una caracteristica adecuada para la
produccion de hibridos comerciales u otras actividades relacionadas con el

mejoramiento genético.

En todas las plantas de las lineas endocriadas portadoras del citoplasma RES1
que se estudiaron, el apareamiento cromosémico fue normal, al igual que la
segregacion de los cromosomas migrando 17 a cada polo, por lo que ambas divisiones
meidticas concluyen satisfactoriamente. Probablemente, la presencia de cromosomas
rezagados en el momento de la formacion de las diadas, se deba a que el estadio de
Telofase | era temprano y alin no habia concluido esta etapa en alguna de las placas

observadas. Ello se corroboré cuando no se observaron microntcleos en las mismas
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proporciones en las placas donde se pudo observar el final de la meiosis. Dado que
estos micronucleos se detectaron solo en la linea RHA271, tanto en la version fértil
como en la correspondiente version androestéril, se considera que no habria relacion
entre la presencia de estas anormalidades y la condicién de androesterilidad. Los
resultados del analisis citologico realizado sugieren que los sucesos que conducen a la
androesterilidad de las plantas RES1 se producen en estadios post-mei6ticos. En este
sentido, este comportamiento se corresponde con las irregularidades post-meib6ticas
observadas por varios autores en CMSPET1 (Horner 1977; Whelan 1978; Laveau et
al. 1989; Kini et al. 1994; Schnable y Wise, 1998; Balk y Leaver 2001). Los sucesos
gue llevan al aborto de los microgametofitos y/o a su retencion dentro de la antera, no

se han dilucidado.

CONCLUSIONES

- La androesterilidad citoplasmica RES1 es estable y completa cuando el
genoma citoplasmico de H. resinosus que la produce se combina con el genoma

nuclear de H. annuus.

- Las plantas CMSRESL1 presentan anteras mas cortas que las normales de las
plantas fértiles y escasa producciéon de granos de polen, que resultan inviables.

- En las plantas CMSRESL1, el proceso mei6tico se desarrolla normalmente, por

lo que los sucesos que conducen a la androesterilidad se producen en estadios post-

meibticos.
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CAPITULO 2
BUSQUEDA DE GENOTIPOS CON CAPACIDAD DE RESTAURAR LA FERTILIDAD

MASCULINA DE LAS PLANTAS CMSRES1

INTRODUCCION

En el sistema de androesterilidad genética-citoplasmica, los genes responsables
de la restauracion de la fertilidad masculina son genes nucleares, denominados Rf.
Una vez que se dispone de la fuente CMS y de los genes que restauran la fertilidad
masculina, es posible la explotacién comercial de los sistemas CMS en la produccién
de semilla hibrida, ya que se logra un completo y eficiente control de la polinizacion
porque no hay necesidad de la emasculacién manual y se garantiza la producciéon de
una progenie androfértil. En los esquemas de produccion de semilla hibrida, las lineas
CMS son utilizadas como progenitores femeninos, mientras que las lineas utilizadas
como progenitores masculinos deben llevar el/los gen/es Rf que gobierna/n la
restauracion de la fertilidad masculina. De esta manera, el idiotipo de los hibridos F;
fértiles est& formado por el citoplasma CMS y por el/los gen/es Rf al estado
heterocig6tico. La utilizacion de CMSPET1 para la produccién comercial de semillas
hibridas de girasol, fue inmediata al encontrarse los genes Rf, poco tiempo después de
la identificacion del citoplasma PET1 (Kinman 1970; Enns et al. 1970; Leclercq 1971;
Vranceanu y Stoenescu 1971). Posteriormente, varios grupos de investigacion se
abocaron no sélo a la identificacién de nuevas fuentes CMS sino también a la de los
genes Rf, con el objetivo de ampliar la base genética y con ello reducir la
vulnerabilidad genética generada por el uso de una sola fuente de androesterilidad

genético-citoplasmica.

Las lineas restauradoras han sido utilizadas para diferenciar y clasificar las

fuentes. Havekes et al. (1991) agruparon a las fuentes CMS en cuatro categorias:
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) CMSPET1, CMSANL1, CMSARG1, cuya fertilidad masculina no es restaurada por
las lineas HA89 y P21, II) CMSPET2, CMSGIG1 y CMSMUT?7, cuya fertilidad es
completamente restaurada por la linea RHA294 y parcialmente por RPET2 y RGIG1,
[l) CMSMAX1, cuya restauracion difiere de la que presentan las demas fuentes
estudiadas, IV) CMSRIG1, CMSANN2 y CMSANNS3, para las que no se encontraron
genes de restauracion entre las lineas evaluadas. Por otro lado, Chepurnaya et al.
(2003) propusieron tres grupos para clasificar las fuentes CMS por su comportamiento
frente a determinados genes Rf, con relacion a CMSPET1.: 1) “fuentes CMS tipo PET1”
son aquellas que producen hibridos, utilizando a RHA274 como progenitor masculino,
gue son completamente fértiles, 2) “fuentes CMS alternativas” son aquellas que
producen hibridos, utilizando a RHA274 como progenitor masculino, que son
completamente estériles y 3) “fuentes de dificil restauracién” son aquellas cuyos genes

de restauracion de la androfertilidad son dificiles de detectar en genotipos diploides.

En el girasol se han realizado varios estudios genéticos para determinar el modo
de herencia de los genes que permiten la restauracién de la fertilidad masculina en las
plantas con diferentes fuentes CMS. Los resultados obtenidos por la mayoria de los
trabajos realizados indican que la herencia de la restauracién de la fertilidad masculina
es bastante simple dado que esta gobernada por pocos genes. Algunos investigadores
han determinado que un gen dominante es suficiente para restaurar la fertilidad
masculina de las plantas con los citoplasmas PET1, ANN2, ANN3, GIG1, MAX1,
PEF1, PET2, ANL2. De esta manera en la generacion F, se obtiene la clasica
proporcion fenotipica de 3 androfértiles: 1 androestéril (Kinman 1970; Leclercq 1971,
Costa 1990; Jan 1991; Kural y Miller 1992; Horn y Friedt 1997). A su vez, otros autores
han propuesto que la restauracién de la fertilidad masculina esté bajo el control de dos
genes independientes y complementarios. La generacién F, obtenida con los

citoplasmas PET1, PET2, MAX1 ANN3 y ANN4 presenta una proporcion de 9 plantas
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fértiles: 7 androestériles (Fick y Zimmer 1974; Whelan 1980; Kural y Miller 1992;
Megale et al. 1992; Horn y Friedt 1997). En la mayoria de los casos estudiados, el
modo de herencia de la restauracion de la fertilidad masculina es como alguno de los
dos ejemplos mencionados anteriormente. También se han registrado casos en donde
la restauracion de la fertilidad del polen esta condicionada por dos genes dominantes
duplicados que producen en la generaciéon F, una proporcion de 15 androfértiles: 1
androesteéril. Estos resultados se lograron para los citoplasmas PET2, ANN3, ANL1,

MAX1 (Kural y Miller 1992; Megale et al. 1992; Horn y Friedt 1997).

Una vez que se ha identificado una fuente CMS, para que sea incorporada a un
plan de mejoramiento genético, es importante identificar plantas que tengan la
capacidad de restaurar la fertilidad masculina y conocer el modo de herencia de los
genes que gobiernan este caracter. El objetivo de este capitulo fue identificar
genotipos con capacidad de restaurar la fertilidad masculina de las plantas CMSRES1
y conocer el modo de herencia de la restauracion de la fertilidad del polen de las

plantas CMSRES1.

MATERIALES Y METODOS

Se completaron los cruzamientos iniciados por Rodriguez et al. (1996) para
ampliar la base genética de los genotipos a evaluar por su capacidad de restauracion
de la fertilidad masculina de las plantas portadoras del citoplasma RES1. Para ello se
realizaron cruzamientos entre plantas de la linea endocriada HA89 CMSRESL1 y
diferentes genotipos diploides (2n=2x=34) anuales y hexaploides (2n=6x=102)

perennes del género Helianthus. Como genotipos diploides, se evaluaron:
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(@) 19 lineas endocriadas de girasol, algunas de las cuales

restauran la fertilidad de otras fuentes CMS (Tabla 2.1.),

(b) 19 poblaciones originadas a partir de germoplasma de origen
interespecifico en el que H. annuus L. participé como progenitor en cada

cruzamiento (Tabla 2.2.) y
(c) dos especies silvestres anuales (Tabla 2.3.).

Como genotipos hexaploides se evaluaron cuatro especies silvestres perennes
(Tabla 2.3.). H. x laetiflorus Pers. y H. tuberosus L. estuvieron representadas por un
clon. De las especies H. resinosus Small y H. pauciflorus (= H. rigidus (Cass.) Desf. ),
se evaluaron poblaciones con una reducida variabilidad genética, ya que estaban

formadas por diez plantas.

Se cruzaron tres plantas de la linea HA89 CMSRESL1 con cada una de las
introducciones consideradas como posible fuente de genes de restauracion de la
fertilidad masculina. Los capitulos de las plantas HA89 CMSRESL1 se cubrieron con
sobres de papel antes del inicio de la antesis y posteriormente se polinizaron dos dias
consecutivos con una mezcla del polen de algunas plantas de las introducciones
evaluadas. El numero de plantas que fueron muestreadas dependio de la poblacion
gue se deseaba evaluar, utilizdndose el polen de tres o cuatro plantas en el caso de
lineas endocriadas y clones y de diez plantas, en el caso de las introducciones

genéticamente variables.

Considerando que en la especie H. resinosus, donante del citoplasma RES1,
estaria/n presente/s el/los gen/es responsable/s de la restauracion de la fertilidad, se
realizaron cruzamientos entre la linea HA89 B y polen proveniente de diez plantas de
H. resinosus para comparar la produccion de polen viable de la progenie de este
cruzamiento con la del hibrido producido entre HA89 CMSRESL1 y H. resinosus y asi

determinar si la produccion de polen esta asociada a la fuente de androesterilidad.



Tabla 2.1. Lineas endocriadas de girasol evaluadas como fuentes de

restauracion de la fertilidad masculina de plantas CMSRES1

Denominacion Origen

CM29 () Morden, Canada
RHA271 (V) USDA-ARS, EEUU
RHA274 (V) USDA-ARS, EEUU
HA89 (») USDA-ARS, EEUU
HA821 (%) USDA-ARS, EEUU
HA850 (") USDA-ARS, EEUU

P1 490324 (M) USDA-ARS, EEUU
LB5®" INTA Balcarce, Argentina
LB 22 (" INTA Balcarce, Argentina
LB 30 (" INTA Balcarce, Argentina
LB 37 (") INTA Balcarce, Argentina
LB 598 (V) INTA Balcarce, Argentina
HA338 USDA-ARS, EEUU
HA369 USDA-ARS, EEUU
HAR3 USDA-ARS, EEUU
HAR4 USDA-ARS, EEUU
RHA801 USDA-ARS, EEUU

R PET2 USDA-ARS, EEUU

R MAX1 USDA-ARS, EEUU

(™) Evaluados en Rodriguez et al. (1996)



Tabla 2.2. Poblaciones diploides derivadas de cruzamientos entre el girasol
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cultivado y especies silvestres, evaluadas como fuentes de restauracion de la fertilidad
masculina de plantas CMSRES1 (")

Denominacion

Especie silvestre parental

Origen

ARG-420-1
ARG-1575-1
ANO-1509-2
BOL-774
DEB-CUC-1810
DEB-SIL-367-2
DES-1474-2
DES-1474-3
HIR-1734-2
NEG-1255
PAR-1673-1
PAR-1673-1
PRA RUN-417-1
PRA RUN-417-3

PRA RUN-1329-1

PRA HIR-437
PET PET-1741-1
RES-834-2
RES-834-3

r r r r r r rr rr I* T I I T I IT IT I I =T

. argophyllus
. argophyllus
. anomalous
. bolanderi

. debilis ssp. cucumerifolius
. debilis ssp. silvestris

. deserticola

. deserticola

. hirsutus

. heglectus

. paradoxus

. paradoxus

. praecox ssp. runyonii

. praecox ssp. runyonii

. praecox ssp. runyonii

. praecox ssp. hirtus

. petiolaris ssp. petiolaris
. resinosus

. resinosus

Seiler (1991a)
Seiler (1991b)
Seiler (1991a)
Seiler (1991a)
Seiler (1991a)
Seiler (1991a)
Seiler (1991b)
Seiler (1991b)
Seiler (1991c)
Seiler (1991a)
Seiler (1991b)
Seiler (1991b)
Seiler (1991b)
Seiler (1991b)
Seiler (1991b)
Seiler (1991a)
Seiler (1991a)
Seiler (1991c)
Seiler (1991c)

(™) Evaluados en Rodriguez et al. (1996)
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Tabla 2.3. Especies silvestres de girasol evaluadas como fuentes de restauracion de
la fertilidad masculina de plantas CMSRES1

Especie silvestre Ploidia Origen
H. argophyllus () (P1 490291 y Pl 494571) 2n=2x=34 USDA-ARS, EEUU
H. petiolaris (GRR 230) 2n=2x=34 INTA Balcarce, Argentina
H. resinosus (MPHE 243) (") 2n=6x=102 INRA Montpellier, Francia
H. pauciflorus (MPHE 555 y 556) 2n=6x=102 INRA Montpellier, Francia
H. x laetiflorus (GRR 241) 2n=6x=102 INTA Balcarce, Argentina
H. tuberosus (GRR 110) 2n=6x=102 INTA Balcarce, Argentina

(™) Evaluados en Rodriguez et al. (1996)
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Con el objeto de identificar la F; tetraploide, resultante de los cruzamientos entre
las plantas diploides con los genotipos hexaploides, se determind el nimero
cromosomico de la descendencia. Las semillas de la F; se sembraron en macetas
para realizar el recuento cromosémico en células mitéticas de los extremos de las
raices. Estos extremos se pretrataron en 8-hidroxiquinoleina 0,002 M durante 4 h, se
fijaron en 3:1 etanol: acido acético (v/v) durante 24 h y se almacenaron en etanol 70%
a 4°C hasta que se realizo6 el recuento cromosomico. Para el recuento, las raices
fijadas se hidrolizaron en HCI 1N a 60°C durante 10 min. La coloracion de las mismas
se realizé segun el método de Feulgen, reforzandose la coloracién con hematoxilina

acética (Nufiez 1968).

Cuando las plantulas de la F; tenian tres pares de hojas se transplantaron al
campo. La presencia 0 ausencia de granos de polen en las plantas F; se utiliz6 como
criterio para clasificar a cada progenitor masculino evaluado como restaurador de la
fertilidad o mantenedor de la androesterilidad, respectivamente. Cuando se hallaron
granos de polen, se utilizo la técnica propuesta por Alexander (1980) para determinar
el porcentaje de granos de polen no abortados de cada planta. Con esta técnica, el
protoplasma de los granos de polen no abortados reacciona con la fucsina acida
produciendo un color purpura. Por otra parte, los granos de polen abortados no son
viables porque no presentan protoplasma y se colorean de verde. Como existe una
correlacion entre tincion del polen y viabilidad, el porcentaje de granos de polen no
abortados da una estimacion aproximada del porcentaje de viabilidad del polen. Se
analizaron dos muestras de polen de cada planta hibrida F; y los datos se sometieron
a un analisis de variancia (ANOVA), utilizando el procedimiento de modelo lineal
generalizado (GLM) del software SAS (SAS Institute 1990). Se utilizé la prueba de la
“diferencia minima significativa” (LSD), con un nivel de significacion de P < 0,05, para

detectar si habia diferencias en el porcentaje de granos de polen no abortados entre
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introducciones.

Debido a que los hibridos provenientes del cruzamiento de las plantas
CMSRESI1 con plantas de H. resinosus produjeron granos de polen, se realizaron
cruzamientos para confirmar la fertilidad masculina. Por un lado, se cruzaron entre si
diez plantas hibridas tetraploides y por el otro, se utilizaron estas plantas F; para
polinizar diez plantas diploides CMSRESL1 y diez plantas diploides CMSPETL1. En
ambos casos se determind si hubo produccién de semillas y su nivel de ploidia. Para
ello, se realiz6 el recuento cromosomico en células mitéticas de extremos de raices,

de la manera anteriormente descrita.

Por otro lado, con el fin de conocer el modo de herencia de la restauracion de la
fertilidad de los granos de polen, se analizé la segregacion de los fenotipos
androestériles y fértiles en la F, proveniente de los cruzamientos entre las plantas F;
tetraploides originadas del cruzamiento entre HA89 CMSRESL y H. resinosus. Se
analizé la produccién de polen en 24 plantas F,. Para determinar el nUmero de genes
gue estarian involucrados en la restauracion de la fertilidad, los datos fueron
sometidos a la prueba de x%. Dado que el tamafio de la poblacién F, fue pequefio, se
considerd oportuno incluir la correccion de Yates en el analisis de x* para tener una
mayor exactitud en las determinaciones. Esta correccion es utilizada cuando la
muestra es pequefia, hay un grado de libertad y la frecuencia esperada en cualquier

clase debe ser mayor de cinco (Crow 1976; Stansfield 1991).

RESULTADOS

Todos los genotipos diploides evaluados como posibles restauradores de la
fertilidad se comportaron como mantenedores de la androesterilidad de las plantas

CMSRES], ya que ninguna planta hibrida produjo polen.

Todas las plantas F; tetraploides que se desarrollaron hasta la floracion,
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resultantes de los cruzamientos entre las plantas diploides CMSRESL y las especies
hexaploides, presentaron polen. Por lo tanto, las cuatro especies hexaploides
evaluadas se comportaron como restauradoras de la androfertilidad de las plantas
CMSRESL. Algunas de las plantulas F; se murieron, a causa del trasplante al campo,
antes de llegar a la antesis. Al analizar los granos de polen producidos en las cuatro F;
tetraploides resultantes de los cruzamientos interespecificos con las especies
hexaploides, se detectaron variaciones en los porcentajes de granos de polen no
abortados (Tabla 2.4.). Los mayores porcentajes de granos no abortados se
obtuvieron cuando H. resinosus y H. x laetiflorus actuaron como progenitores
masculinos, mientras que en las otras dos F; analizadas los porcentajes fueron

menores.

Tabla 2.4. Porcentaje de granos de polen no abortados de plantas F; (HA89 x

especies hexaploides)

Progenitor Progenitor Granos de polen no
femenino masculino N" plantas F, abortados (%)
obtenidas analizadas Media (1) Rango

HA89 B H. resinosus 26 10 62 a 45-70
HA89 CMSRES1 H. resinosus 48 36 57 a 27-75
HA89 CMSRES1 H. x laetiflorus 22 6 55a 47 - 62
HA89 CMSRES1 H. tuberosus 7 2 30 b 29-31
HA89 CMSRES1 H. pauciflorus 15 8 21 b 7-35

o Medias con distinta letra difieren significativamente, con P < 0,05.
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No se detectaron diferencias entre el porcentaje de granos de polen no
abortados de las plantas F; de HA89 B x H. resinosus y el porcentaje de las plantas F;

de HA89 CMSRES1 x H. resinosus.

En todos los cruzamientos realizados entre plantas F; tetraploides provenientes
del cruzamiento entre HA89 CMSRESL1 x H. resinosus y cuando éstas, a su vez,
fueron utilizadas como polinizadoras de plantas diploides, ya sean con citoplasma
RES1 o PET1, se produjeron semillas que dieron origen a plantulas tetraploides
(2n=4x=68) y triploides (2n=3x=51), respectivamente. El nimero de semillas por
capitulo fue variable ya que se obtuvieron entre 2 y 25 semillas por capitulo en la
progenie tetraploide y entre 10 y mas de 200 semillas por capitulo en la progenie

triploide.

Para determinar el modo de herencia de los genes de restauracion, se
analizaron 24 plantas F, tetraploides provenientes del cruzamiento entre HA89
CMSRESL1 y H. resinosus. Se establecié que 21 plantas eran fértiles y 3
androestériles. Si se considera que el responsable de la restauracion de la fertilidad es
un Unico gen, se esperaria una segregacion de 3 plantas fértiles: 1 planta androestéril
en la F,. El valor del estadistico x* calculado para esta segregacion fue de 2,00 (P1g =
0,15) y el X corregido por Yates fue de 1,39 (P1g= 0,24). A partir de estos resultados
se considera que la relacién encontrada entre plantas fértiles y androestériles se ajusta
a la segregacion esperada en un individuo poliploide que presenta herencia disémica
en la que un Unico gen controla la expresion de este caracter, siendo el alelo

dominante el que determina la restauracion de la fertilidad masculina.
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DISCUSION

Se discuten en forma conjunta los resultados parciales presentados por
(Rodriguez et al. 1996) y los generados en esta tesis ya que ambos trabajos fueron
desarrollados por la autora de la presente tesis. Los resultados mostraron un
comportamiento diferente de los genotipos diploides y hexaploides con respecto a la
restauracion de la androfertilidad de las plantas CMSRES1. Todo el germoplasma
diploide evaluado se comporté como mantenedor de la androesterilidad de las plantas
CMSRES], a pesar de representar una base genética amplia, donde se incluyeron
lineas endocriadas que restauran la fertilidad masculina de otras fuentes CMS (Miller y
Fick 1997; Serieys 1999). De las lineas endocriadas seleccionadas para el presente
estudio, las lineas RHA poseen genes Rf para distintas fuentes CMS, tales como
ARG1, ARG2, ANN8, ANN10, PEF1, MAX1, GIG1, PET1, PET2 y MUT7. Lalinea
HAB89 restaura la fertilidad de las fuentes CMSANL1, ANN8 y EXI1. Finalmente, la
linea RPET2 restaura la fertilidad de CMSANN3, PET2, RIG1, mientras que la linea
RMAX1 hace lo propio con los citoplasmas ANL1, ANL2, ANN2 y MAX1. En
consecuencia, el citoplasma RES1 perteneceria al grupo IV de la clasificacién
propuesta por Havekes et al. (1991) ya que no se encontraron genes Rf entre las
lineas evaluadas o al grupo de fuentes de androesterilidad de dificil restauracion, de

acuerdo a Chepurnaya et al. (2003).

Considerando que en las especies donantes de citoplasmas que condicionan la
androesterilidad se encuentran los genes de restauracion de la fertilidad del polen, se
seleccionaron las poblaciones diploides de origen interespecifico RES-834-2 y RES-
834-3, por tener germoplasma de H. resinosus. Ambas poblaciones se originaron a
partir de la misma introduccién de H. resinosus, Pl 435864, que dio origen al
citoplasma RESL1. Estas poblaciones provienen de varias plantas derivadas del

cruzamiento HA89 CMSPET1 x H. resinosus. Luego, se realizaron algunas retrocruzas
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con la forma fértil del progenitor femenino (Seiler 1991c). Las plantas provenientes de
esta serie de retrocruzas fueron polinizadas entre si durante una o dos generaciones y
posteriormente, las plantas se autofecundaron. En estas poblaciones no se hallaron
genes que resultaran efectivos en la restauracion de la fertilidad masculina de las
plantas CMSRES], ya que tanto RES-834-2 como RES-834-3 se comportaron también
como lineas mantenedoras de la androesterilidad RES1. Es decir, los genes
restauradores para CMSRES1 de H. resinosus no estaban presentes en este
germoplasma interespecifico. La ausencia de estos genes que condicionan la
restauracion de la fertilidad masculina de las plantas CMSRESL1 en las poblaciones
RES-834-2 y RES-834-3 puede ser explicada porque tales poblaciones fueron
seleccionadas para restaurar la androfertilidad de las plantas CMSPET1 y tal vez por
azar los genes que restauran la androfertilidad de las plantas CMSRES1 podrian no

haber permanecido en estas poblaciones.

El germoplasma hexaploide evaluado restauro la fertilidad masculina de las
plantas CMSRESL. La capacidad de restauracion de la fertilidad del polen de H.
resinosus era esperable, ya que es la especie donante de CMSRES1. Probablemente,
la F, tetraploide proveniente del cruzamiento H. resinosus (MPHE 243) x H. annuus
(RHA298) (ya descrito en ANTECEDENTES) resulté androfértil, al igual que las F;
originadas de HA89 CMSRES1 x H. resinosus, como resultado de la presencia de
genes restauradores de la fertilidad provenientes de la especie silvestre. H. x
laetiflorus, H. tuberosus y H. pauciflorus también restauraron la fertilidad masculina de
CMSRES], a pesar de que el nimero de genotipos muestreados fue pequefio. Esto
sugiere que los factores responsables de la restauraciéon de CMSRES1 se encuentran

en alta frecuencia en estas especies hexaploides.

Por otro lado, la fertilidad del polen en todos los hibridos F; interespecificos fue

parcial ya que se observaron granos de polen abortados. El porcentaje de granos de
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polen no abortados que se produjeron en estos hibridos F; tetraploides es concordante
con los citados por otros autores que también han cruzado H. annuus con H. resinosus
(Georgieva-Todorova 1983; Sukno et al. 1999), con H. pauciflorus (Atlagic 1990) y con
H. tuberosus (Heiser y Smith 1964; Atlagic 1990). Ademés, se obtuvieron porcentajes
similares de granos de polen no abortados del recuento realizado en los granos de
polen producidos por las plantas provenientes del cruzamiento HA89 B x H. resinosus
y de HA89 CMSRESL1 x H. resinosus (Tabla 2.4.). Por lo tanto, se deduce que la causa
de la semiesterilidad exhibida por estas plantas F; no tiene relacién con la fuente de
androesterilidad citoplasmica RES1. Probablemente, la reduccion de la fertilidad
masculina de los hibridos F; tetraploides interespecificos esté asociada con
anormalidades en la meiosis, con una irregular separacion de los cromosomas en
Anafase | de esta division que conducen a la formacion de granos de polen abortados.
Estas anormalidades han sido observadas dentro del género Helianthus en plantas
provenientes de cruzamientos interespecificos entre especies diploides y especies
hexaploides, que difieren de las estudiadas en el presente trabajo (Jan 1988; Krauter
et al. 1991; Sukno et al. 1998). La variacion en los porcentajes de granos de polen no
abortados entre los cuatro hibridos F; provenientes del cruzamiento entre HA89
CMSRESL1 y las especies hexaploides puede ser el resultado de la diferente
homologia cromosdmica entre los progenitores en cada combinacién hibrida.
Posiblemente si se hubiera estudiado el apareamiento cromosémico en divisiones
meidticas de tales F; tetraploides, se podria haber explicado la variacion detectada.
Los porcentajes de granos de polen no abortados calculados en las plantas de la F;
originada del cruzamiento entre HA89 CMSRES1 y H. resinosus variaron en un rango
menor al encontrado por Georgieva-Todorova (1983) en las plantas de la progenie
derivada de H. annuus y H. resinosus, mientras que el rango fue similar al encontrado

por Sukno et al. (1998).
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La obtencién de progenies tetraploides cuando las plantas F; provenientes del
cruzamiento HA89 CMSRESL1 x H. resinosus se cruzaron entre si, y de progenies
triploides cuando dichas plantas F; se utilizaron como polinizadores de plantas
CMSRES1 y CMS PET1, confirma la fertilidad de los granos de polen no abortados de
estas plantas F;. El mayor nUmero de semillas de la progenie triploide puede atribuirse
a que la meiosis es normal en el progenitor diploide mientras que en la meiosis
masculina y en la femenina de los progenitores de las progenies tetraploides no se da
una segregacion balanceada de los cromosomas. Otro factor que seguramente ha
influido en el nUmero de semillas obtenidas es que el tamafio del capitulo del
progenitor diploide es mucho mayor que el del tetraploide y en consecuencia, el

namero de flores que se polinizan por capitulo es més alto.

Como estaba previsto, si se detectaban genotipos restauradores en el
germoplasma evaluado era importante conocer el modo de herencia de la restauracion
de la fertilidad del polen de las plantas CMSRES1. Lamentablemente, no se
identificaron genotipos diploides restauradores, por lo cual el estudio genético debid
realizarse al nivel tetraploide y con una progenie formada por un niimero bajo de
individuos. En la generacion F, obtenida a partir del cruzamiento entre plantas de la
progenie F;, que a su vez provenia del cruzamiento HA89 CMSRES1 x H. resinosus,
se encontrd segregacion para el caracter fertilidad ya que se hallaron tres plantas
androestériles en un total de 24 plantas. Los valores de probabilidad obtenidos cuando
se calcularon los estadisticos de x° no corregido y corregido por Yates, no fueron
contradictorios ya que ambos valores condujeron a la misma conclusion en cuanto a
gue no hubo evidencias para rechazar la hipétesis propuesta. Considerando que la
constitucion gendémica de H. resinosus es B, B; Ay Au Az Az Y la de H. annuus es
B. Ba ¥ que un gen esté segregando para el caracter fertilidad, la segregacion

observada de 3 fértiles: 1 androestéril estaria indicando que el gen de restauracion se
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encuentran en el genoma B, (RfRf), la F; fue heterocigoética (Rfrf), ya que H. resinosus
aporto el alelo dominante y H. annuus el alelo recesivo, y en la F, se manifestaron
todos los genotipos (RfRf, Rfrf y rfrf) los que se agruparon en dos clases fenotipicas
(Rf_: fértil y rfrf : androestéril). En el girasol se han identificado dos genes dominantes
duplicados involucrados en la restauracion de la fertilidad masculina de CMSPET1,
CMSMAX1 (Kural y Miller 1992) y CMSPEF1 (Miller 1996; Horn y Friedt 1997). Como
alternativa, cabria la posibilidad de considerar la segregacion de 15:1 correspondiente
a dos genes dominantes duplicados en el control de la restauracion de la fertilidad del
polen. Esta hipotesis no pudo ponerse a prueba porque la frecuencia esperada en la
clase fenotipica menor de la poblacion estudiada era menor que cinco, con lo cual

queda invalidada la utilizacién de la prueba de x>

Un aspecto que debe remarcarse es que los resultados logrados a partir del
analisis de la progenie originada a partir del cruzamiento entre HA89 CMSRES1 y H.
resinosus, sugieren que el gen Rf no esta localizado en alguno de los cromosomas de
los genomas Ay, 0 A, de H. resinosus porgue si hubiera estado en esos genomas no
hubiera habido segregacion y en consecuencia, no habrian aparecido plantas

androestériles en la generacion F».

Al no encontrarse genotipos diploides con capacidad de restauracion de la
fertilidad masculina de las plantas CMSRES1, se deberia realizar un programa de
retrocruzas a partir de las plantas F; tetraploides parcialmente androfértiles, utilizando
al girasol cultivado como padre recurrente. Los resultados presentados sugieren que el
gen Rf, presente en H. resinosus, se encuentra en el genoma B, que es homoedlogo
con el B, de H. annuus. En la meiosis del hibrido F; HA89 CMSRES1 x H. resinosus
se forman principalmente bivalentes por lo que se produce el apareamiento entre los
cromosomas de los genomas B, y B, (Rodriguez, R.H. com. pers.). Si ademas del

apareamiento, se producen entrecruzamientos intersticiales, entonces seria posible
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transferir en un programa de retrocruzas los genes Rf de la especie silvestre al girasol

cultivado.

Aun en el caso de que no se dispusiera de los genes restauradores de la
androfertilidad, este citoplasma podria ser utilizado, por ejemplo, en programas de
mejoramiento genético cuyo objetivo sea la obtencidn de cultivares de girasol para ser

liberados como ornamentales.

CONCLUSIONES

- Los genes responsables de la restauracion de la fertilidad masculina de las

plantas CMSRES1 no se encuentran en el germoplasma diploide evaluado.

- Los genes Rf se encuentran en las especies hexaploides, H. resinosus, H.

pauciflorus, H. tuberosus y H. x laetiflorus .

- El/llos gen/es Rf estaria/n localizado/s en cromosomas de H. resinosus que son
homedlogos con los de H. annuus, por lo cual seria factible la transferencia de este/os

gen/es al girasol cultivado.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACION DEL CITOPLASMA RES1 POR SUS EFECTOS SOBRE
ALGUNOS CARACTERES AGRONOMICOS Y LA APTITUD COMBINATORIA

DE UNA LINEA ENDOCRIADA

INTRODUCCION

En numerosas especies vegetales, incluyendo al girasol, se han descrito
interacciones beneficiosas entre los genes nucleares y los citoplasmaticos. Entre estas
interacciones se destacan las que se establecen entre los genes nucleares
restauradores de la fertilidad de los granos de polen y los citoplasmicos que
condicionan la androesterilidad, lo cual ha contribuido al desarrollo de los hibridos
comerciales. En cualquier programa de mejoramiento genético destinado al desarrollo
de hibridos promisorios se deberia diversificar el uso de las fuentes CMS, como asi
también identificar potenciales progenitores con buena aptitud combinatoria general.
Es importante que los citoplasmas que producen androesterilidad no presenten efectos
adversos sobre caracteres de relevancia econdmica, incluyendo la resistencia a
algunas enfermedades como la podredumbre hiimeda del capitulo de girasol. Si los
efectos que producen estos citoplasmas son favorables, entonces las ventajas
genéticas y/o agronémicas que confieren resultaran decisivas para alentar su uso en

un programa de mejoramiento genético.

Los trabajos de investigacion que desean comparar el comportamiento de lineas
endocriadas fértiles y androestériles demandan trabajo adicional, ya que hay que
introducir el citoplasma en las diferentes lineas luego de sucesivas retrocruzas. Petrov
(1992) estudio el efecto de los citoplasmas que condicionan androesterilidad PET2,

ANN1 y ANT1 sobre la altura de la planta, el diametro de los capitulos, el nUmero de
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hojas, el rendimiento y el contenido de aceite, al incorporarlos al girasol luego de cinco
retrocruzas. Este investigador, al comparar las lineas androestériles con las
correspondientes lineas androfértiles, encontrd que el citoplasma ANN1 tenia un
efecto negativo sobre el rendimiento y que el citoplasma ANT1 aumentaba el diametro
de los capitulos mientras que el citoplasma PET2 no tenia efectos sobre ninguno de
los caracteres estudiados por lo cual sugirié que este Ultimo citoplasma podria ser
considerado para el desarrollo de hibridos comerciales. Jan (1997) observo un efecto
citoplasmico de reduccién del vigor de las plantas de la linea HA89 CMSRIG1 y HA89
CMSMAX2. Vear (1984) determin6 que las plantas androestériles portadoras del
citoplasma PET1 superan a las plantas fértiles en su contenido de aceite y

rendimiento.

La aptitud combinatoria de las lineas portadoras de diferentes citoplasmas que
condicionan la androesterilidad en girasol ha sido analizada por varios autores y sus
resultados difieren. Vear (1984) detecté que el CMSPET1 en combinaciones hibridas
tiene un efecto positivo sobre el rendimiento. Serieys (1992) determin6é que CMSPEF1
y ANN2 disminuyen la aptitud combinatoria del rendimiento mientras que CMSPEF1,
PET2, ANN1, ANN2 y ANL2, en combinaciones hibridas, aumentan la altura de la
planta. Ademas, estos ultimos citoplasmas, junto con CMSGIG1, provocan que las
plantas hibridas florezcan mas tarde. Posteriormente, Serieys (1997) demostr6 que la
presencia de CMSANNZ2 y CMG2 producen un efecto positivo sobre el rendimiento de
los hibridos, mientras que CMSANL2, ANN4, CMG1, CMG3 y PEF1 tienen un efecto
negativo. El mismo autor encontré que CMSANL2, CMG1 y PEF1 disminuyen el
contenido de aceite de las semillas, que CMS ANN1, ANN2, CMG1 y PEF1 aumentan
la altura de la planta y CMSANL2, ANN1, ANN4, CMG3 y PEF1 alargan el ciclo a
floracion de las plantas hibridas. Luego, Serieys (1999) confirmé estos resultados y

ademas, al evaluar diferentes combinaciones hibridas en las que participaron lineas
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endocriadas CMSGIG1, MAX1y PET2, encontr6 que CMSPET2 provoca una
disminucion sobre la altura de las plantas, el rendimiento y el contenido de aceite.
Ademas, detectd que CMSMAX1 disminuye el rendimiento y alarga el periodo a
floraciébn mientras que CMSGIG1 aumenta el rendimiento. Patil et al. (2003) analizaron
las combinaciones hibridas cuyo progenitores femeninos fueron tres lineas
isoplasmicas, en las que el citoplasma de la linea endocriada HA852 fue reemplazado
por el de las especies silvestres H. petiolaris (PET1), H. petiolaris ssp. petiolaris
(PEP1) y H. annuus ssp. lenticularis (ANL1) y s6lo encontraron que CMSANL1
produce un incremento del contenido de aceite. Estos citoplasmas no tienen efectos

en el rendimiento, la altura de la planta y el diametro del capitulo.

Marinkovic et al. (2000) evaluaron tanto el comportamiento de cuatro lineas
endocriadas con los citoplasmas PET1 y ANN5 como el de 36 combinaciones hibridas,
a fin de estudiar los efectos de estos citoplasmas. Demostraron que las lineas con
estos citoplasmas aumentan el rendimiento y la altura de las plantas mientras que en
combinaciones hibridas estos citoplasmas tienen diferentes efectos sobre la expresion

de los caracteres cuantitativos dependiendo del genotipo en que estén incorporados.

Por otro lado, las pérdidas de rendimiento debidas a la pudricion humeda del
capitulo de girasol ocasionada por Sclerotinia sclerotiorum son severas,
particularmente en ambientes templado—humedos, como es el area girasolera de
nuestro pais. Por esta razon, esta enfermedad flngica es considerada una de las
principales de la Argentina (Gulya et al. 1997). En la literatura son escasos los trabajos
gue han estudiado el efecto de los citoplasmas sobre alguna enfermedad. En uno de
ellos, Crognale (2002) no detect6 diferencias en el comportamiento frente a Sclerotinia
de cinco lineas isoplasmicas de HA89, portadoras de los citoplasmas B, PET1, PET2,
GIG1y PEF1. En cambio, cuando comparé el comportamiento frente a este hongo de

seis lineas endocriadas CMSPET1 con respecto al de las lineas androfértiles, con
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citoplasma normal, observé que la incidencia promedio de la enfermedad fue menor en

las seis lineas CMSPET1.

El objetivo propuesto para el presente capitulo fue caracterizar el citoplasma
RES1 por sus efectos sobre algunos caracteres agronémicos y sobre la aptitud

combinatoria de una linea endocriada con respecto a estos caracteres.

MATERIALES Y METODOS
1. CMSRESL1 y caracteres de relevancia agronémica

Con el fin de evaluar si la androesterilidad citopldsmica RES1 produce algun
efecto sobre caracteres de interés agronémico, se evaluaron las lineas endocriadas
HA89, RHA271, RHA274 y RHA801 en sus formas androestéril, CMSRESL, y
androféertil. La linea HA89 androfértil (HA89 B) posee citoplasma de H. annuus,
mientras que las lineas RHA androfértiles tienen el citoplasma de H. petiolaris que
produce androesterilidad (CMSPETL1) y genes nucleares de restauracion de la
fertilidad masculina. La linea HA89 fue obtenida a partir de un proceso de endocria de
la variedad de origen ruso VNIIMK8931 y liberada en 1971. Las lineas RHA271y
RHA274 se liberaron en 1973 y se han utilizado como progenitores masculinos en la
produccion de hibridos comerciales de girasol. La linea RHA801 fue derivada a partir
de un compuesto de lineas restauradoras de la fertilidad de CMSPETL1 y liberada en
mayo de 1980. Las plantas de la linea HA89 tienen un sélo capitulo mientras que las
plantas de las lineas RHA son pluricéfalas. Todos estos genotipos fueron liberados
como lineas endocriadas publicas por el Departamento de Agricultura de los EEUU

(USDA).

En la UIB, durante los periodos agricolas 1996/97, 1997/98, 1998/99 y 1999/00
se condujo un ensayo con un disefio en bloques completos al azar con cuatro

repeticiones. Cada parcela estaba conformada por un surco de 6 m, donde crecian de
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20 a 22 plantas, de las cuales se seleccionaban 10 plantas en competencia para
evaluar diferentes caracteres agronémicos. La presencia de insectos aseguro la

polinizacion de las plantas.
Los caracteres que se evaluaron fueron:
— altura de la planta

— didmetro del capitulo al inicio de la floracion, estadio R5.2 (segun

Schneiter y Miller 1981)
— dias a floracion, desde la emergencia de las plantulas
— numero de semillas por capitulo
— peso de semillas por capitulo

— porcentaje de aceite de las semillas.

En las plantas de las lineas RHA se tomaron datos solamente del capitulo
principal. El contenido de aceite se determiné por el método de resonancia magnética
nuclear (RMN) sobre una muestra de semillas de cada parcela. Para ello, se cont6 con
la colaboracion de la empresa Advanta Semillas que disponia del equipamiento

necesario (RMN Oxford Analytical, Oxford 4000).

Las hipétesis que se probaron al realizar este ensayo fueron:
Ho: todos los genotipos tienen el mismo valor medio g (M1= Ho=... = M)

H,: los valores medios de los genotipos difieren (algun p;# j;, parai# j)
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Para la evaluacion de los caracteres de los que se disponia de un dato por

planta, se consideré el siguiente modelo:
Yi=H+a +bj(a) + §c+ {* a+ gt Ojy
i=1,2,..,r(ambientes),j=1, 2, ..., s (bloques), k=1, 2,..., t (tratamientos) y

| =1, 2, ..., v (observaciones)

Donde:

Yi €s la observacion hecha en el i-ésimo ambiente dentro del bloque j-ésimo

bajo el tratamiento k-ésimo considerando la |-ésima submuestra.
K es la media general

a; es el efecto del i-ésimo ambiente

b; (a)i es el efecto del j-ésimo blogue dentro del i-€simo ambiente

¢« es el efecto del k-ésimo tratamiento o genotipo. Constituyen una poblacién

finita por lo que el modelo es de efectos fijos.

{«* a es el efecto de la interaccidn del k-ésimo tratamiento o genotipo en el i-

ésimo ambiente.

€ es el error asociado a la interaccion del k-ésimo tratamiento o genotipo en el j-

ésimo bloque dentro del i-ésimo ambiente.

O es el error de submuestreo o la contribucion de la I-ésima planta.

En este modelo se considerd la particion de la fuente de variacion
correspondiente a tratamientos (genotipos). Los siete grados de libertad que le

corresponden a esta fuente de variacion fueron particionados en tres grados de
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libertad para medir los efectos de las cuatro lineas (HA89, RHA271, RHA274 y
RHAB801), un grado de libertad para analizar los efectos de las dos formas en que
pueden presentarse las lineas (fértil o androestéril) y los restantes tres grados de
libertad para medir los efectos de la interaccidn entre las lineas y las condiciones de

fertilidad.

El modelo propuesto se aplicé en el andlisis de todos los caracteres evaluados,
excepto para el porcentaje de aceite de las semillas donde se eliminé el término

correspondiente a la I-ésima planta ya que se disponia de un dato por parcela.

Los analisis de variancia (ANOVA) se realizaron mediante el procedimiento del
modelo lineal general (PROC GLM) del programa estadistico SAS® (SAS Institute,
1990). Con el fin de establecer si hay diferencias entre los genotipos evaluados, se
utilizo la prueba de la diferencia minima significativa (LSD) con un nivel de
significacion de P < 0,05. Cuando se detectd que existia interaccion entre los

genotipos y los ambientes, se realizé el ANOVA de los datos en cada ambiente.

2. Diferentes CMS (incluido RES1) y caracteres de relevancia agronémica

Con el fin de determinar si las plantas con CMSRES1 difieren de las plantas con
otras fuentes CMS y del citoplasma normal con respecto a algunos caracteres de
interés agronémico, se evaluo la linea endocriada HA89 en su forma fértil (HA89 B) y
en siete versiones isoplasmicas androestériles: RES1, PET1, PET2, PEF1, RIG1,

GIG1y MAXL1 (Tabla 3.1.).
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Tabla 3.1. Citoplasmas que producen androesterilidad evaluados por el

efecto sobre algunos caracteres de relevancia agronémica

Citoplasma Especie donante Afo de aparicibn  Autor

1. RES1 H. resinosus 1995 Rodriguez, R.H.
2. PET1 H. petiolaris 1969 Leclercq, P.

3. PET2 H. petiolaris 1980 Whelan, E.D.P.
4. PEF1 H. petiolaris ssp. fallax 1980 Serieys, H.

5. RIG1 H. pauciflorus (=rigidus) 1972 Vulpe, V.

6. MAX1 H. maximiliani 1980 Whelan, E.D.P.
7. GIG1 H. giganteus 1981 Whelan, E.D.P.

La metodologia utilizada con respecto al disefio experimental, a los periodos
agricolas en los que se realizaron los ensayos y a los caracteres evaluados fue la

misma que se describio en el inciso 1.

Ademads, se realiz6 un ensayo con un disefio en bloques completos al azar con
cuatro repeticiones en el periodo agricola 1998/99 donde se evaluaron los mismos
genotipos por su comportamiento frente a la podredumbre hiimeda del capitulo
causada por infecciones artificiales de Sclerotinia sclerotiorum Lib. De Bary. Cada
parcela estaba conformada por un surco de 5 m donde se evaluaron al menos 15
plantas que crecian en ¢ptimas condiciones y sin restricciones hidricas. Con los datos
de las plantas de cada parcela, se calcularon dos indices: incidencia de la enfermedad
e indice de incubacion de las infecciones artificiales de S. sclerotiorum. Para realizar
esta evaluacion, se procedio de la siguiente forma: El in6culo necesario para realizar la
infeccion artificial de S. sclerotiorum se obtuvo a partir de esclerocios recolectados
sobre rastrojos de girasol infestados naturalmente por S. sclerotiorum. La obtencion de

las ascosporas se realizé segun la metodologia propuesta por Tourvieille et al. (1978),
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mientras que para la inoculacion se siguio el protocolo descrito por Tourvieille y Vear
(1984). En el estadio R5.2, cuando los capitulos tenian tres circulos de flores
hermafroditas abiertas, se inoculé con 5 ml de una suspensién acuosa, que contenia
5x10° ascosporas / ml. Tales inoculaciones se realizaron con un pulverizador manual,
con una bomba a presion de caudal conocido que permite controlar la cantidad de
indculo depositado. Los capitulos fueron cubiertos inmediatamente con bolsas de
papel Kraft, que mantenian las condiciones necesarias para el desarrollo de la
enfermedad. También se inocularon entre 36 y 40 plantas de comportamiento
conocido, la mitad de ellas eran de un genotipo resistente (TR) y la otra mitad de un
genotipo susceptible (TS) a la enfermedad, las cuales actuaron como testigos. En el
ensayo se aplicaron dos riegos semanales de 5 mm cada uno, con regadores a
presion, hasta la madurez del cultivo. Transcurridos 20 dias desde la primera
inoculacién y hasta la madurez del cultivo, se realizaron las observaciones dos veces
por semana, en la blusqueda de sintomas de la podredumbre. Con este fin, se
examinaron los capitulos cubiertos con las bolsas de papel, mediante el tacto, para
detectar partes blandas. Cuando esto ocurrio, se retir6 la bolsa de papel del capitulo
para confirmar la existencia de los sintomas de la enfermedad. En cada una de las
fechas de observacion se registrd el nimero de capitulos enfermos y la fecha en la

cual se habia realizado la inoculacion.

Finalizada la toma de datos, se procedi6 a cuantificar dos indices para cada

genotipo evaluado:

1. indice de Incidencia (1)

namero de capitulos con sintomas

I = X 100

namero de capitulos inoculados
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2. indice de incubacién (li)

= Periodo de incubacion del genotipo a evaluar

periodo de incubacion del TR

El periodo de incubacién es el numero de dias que tardan los capitulos de las
plantas inoculadas en manifestar sintomas de podredumbre. Para todos los genotipos,
el indice de incubacion se relacionan al calculado para el genotipo de probada
resistencia a la enfermedad ya que se deseaba detectar hibridos con elevado indice
de incubacion (es decir de mayor nivel de resistencia). El testigo susceptible fue usado

solamente como referencia de la presencia de la enfermedad.

Un li <1 indica que el genotipo evaluado muestra sintomas de enfermedad mas
rapidamente que el TR, lo que equivale a tener un nivel de resistencia menor que el
mismo. Por el contrario, un li >1 significa que el genotipo en estudio demora mas
tiempo en manifestar sintomas de la enfermedad, es decir que se considera como de

un nivel de resistencia mayor al del TR.

Las hipodtesis que se probaron en este andlisis y el modelo propuesto para el
analisis de la variancia fueron las mismas que se detallaron en el inciso 1, excepto
para los indices correspondientes a Sclerotinia donde no se incluyeron el efecto
ambiental y el del submuestreo en el modelo propuesto. Los andlisis de variancia se

realizaron siguiendo el procedimiento ya descrito.

3. Diferentes CMS (incluido RES1) y aptitud combinatoria de la linea HA89

Con el objeto de evaluar si CMSRES1 produce algun efecto diferente al de otros
citoplasmas que producen androesterilidad sobre la aptitud combinatoria de la linea

HAB89, se utilizé el disefio de cruzamientos de Carolina del Norte Il (Comstok et al.
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1949). Se dispuso de la linea endocriada HA89 en siete versiones isoplasmicas
androestériles, RES1, PET1, PET2, PEF1, RIG1, GIG1 y MAX1 (Tabla 3.1.), como
progenitores femeninos, y de las lineas HA338, HA369, HA821, HA850, RHA271,
RHA274 y LB598 como progenitores masculinos. Estos ultimos actuaron como

“probadores” y fueron seleccionados por tener distintas caracteristicas.

En la UIB, se realizaron los cruzamientos en todas las combinaciones posibles
de los siete progenitores femeninos con los siete progenitores masculinos para
obtener las 49 F; durante los periodos agricolas 1996/97 y 1997/98. Durante los dos
periodos agricolas siguientes, 1998/99 y 1999/00, se realiz6 un ensayo con un disefio
en bloques completos al azar con cuatro repeticiones donde se evaluaron los 63
genotipos (14 progenitores y 49 hibridos). El tamafio de cada parcela era de un surco
de 6 m, donde crecieron de 20 a 22 plantas, de las cuales se seleccionaron 10 plantas

en buena competencia para evaluar los siguientes caracteres:

altura de la planta

— diametro del capitulo al inicio de la floracion, estadio R5.2

dias a floracion, desde la emergencia de las plantulas

peso de semillas por capitulo

porcentaje de aceite de las semillas

Las mediciones del contenido de aceite en las semillas se realizaron con la

metodologia descrita anteriormente.

Ademas, durante el periodo agricola 1998/99 se realiz6 un ensayo donde se
evaluaron estos genotipos por su comportamiento frente a la podredumbre himeda del
capitulo causada por infecciones artificiales de Sclerotinia sclerotiorum Lib. De Bary.
La metodologia utilizada fue descrita en el inciso 2. Los indices que se evaluaron

fueron el de incidencia y el de incubacion de la enfermedad.
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Las hipétesis que se probaron en este andlisis, para cada una de los caracteres

en estudio fueron:
Ho: todos los genotipos tienen el mismo valor medio g (M1= Po=... = M)
H;: los valores medios de los genotipos difieren (algun p;# j;, parai# j)

Para el andlisis de los datos correspondientes, se obtuvieron los valores

promedio para cada parcela y se considero el siguiente modelo:
Yie= Hta+by(@)i+ Gt G ait g
i=1,..,r(ambientes),j=1, 2, ..., s (blogues), k=1, 2,..., t (tratamientos) y

| =1, 2, ..., v (observaciones)

Donde:

Yij es la observacion hecha en el i-esimo ambiente dentro del bloque j-eésimo

bajo el tratamiento k-ésimo

K es la media general

a; es el efecto del i-ésimo ambiente

b; (a); es el efecto del j-ésimo bloque dentro del i-ésimo ambiente

{« es el efecto del k-ésimo tratamiento o genotipo. Constituyen una poblacién

finita por lo que el modelo es de efectos fijos.
¢ * a; es el efecto de la interaccién del k-ésimo tratamiento o genotipo en el i-

ésimo ambiente

&« es el error asociado a cada observacion o componente aleatoria. Es el efecto
de la interaccion del k-ésimo tratamiento o genotipo en el j-ésimo bloque dentro

del i-ésimo ambiente.
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En este modelo fue considerada la particién de la fuente de variacion
correspondiente a tratamientos (genotipos). Los 62 grados de libertad que le
correspondian a esta fuente de variacion fueron particionados en 13 grados de libertad
para medir los efectos de las lineas utilizadas como progenitores y en 48 grados de
libertad para analizar las combinaciones hibridas. Ademas, los 13 grados de libertad
correspondientes a los progenitores fueron particionados en 6 grados de libertad para
evaluar el comportamiento de la linea HA89 con los siete citoplasmas que producen
androesterilidad y 6 grados de libertad para evaluar a los progenitores masculinos. Los
48 grados de libertad correspondientes a los hibridos fueron particionados en 6 grados
de libertad para establecer si hay diferencias en la aptitud combinatoria general de la
linea HA89 con los siete citoplasmas, 6 grados de libertad para establecer si hay
diferencias en la aptitud combinatoria general de los progenitores masculinos y 36
grados de libertad para la interaccién entre ambos tipos de progenitores, es decir para

establecer si hay diferencias en la aptitud combinatoria especifica.

El modelo propuesto para los indices correspondientes a la enfermedad causada
por S. sclerotiorum no incluye el efecto ambiental ni el de la interaccion entre
genotipos y ambientes. Los andlisis de variancia se realizaron siguiendo el

procedimiento ya descrito.

RESULTADOS
1. CMSRESL1 y caracteres de relevancia agronémica

A partir del andlisis de variancia de los datos correspondientes a los cuatro
periodos agricolas que se evaluaron (Tabla 3.2.) se determin6 que hubo diferencias

entre dichos periodos y que los genotipos difieren en todos los caracteres medidos.



Tabla 3.2. Valores promedios de los caracteres evaluados en las cuatro lineas endocriadas, androfértiles y androestériles, en los
periodos agricolas 1996/97, 1997/98, 1998/99 y 1999/00

Altura de la Diametro del Dias a floracién | N° de semillas/ | Peso de semillas/ | Contenido de
planta (cm) capitulo (cm) capitulo capitulo (g) aceite (%)
Genotipos:
HA89 B 1049 b 8,5 a 744 b 933 a 45,7 a 48,5 ab
HA89 CMSRES1 1073 b 76 b 738 b 973 a 50,1 a 49,7 a
RHA271 1205 a 69 c 76,8 a 698 b 181 b 473 b
RHA271 CMSRES1 110,0 62 d 751 b 427 ¢ 15,7 bc 444 d
RHA274 108,7 6,4 cd 65,4 e 510 ¢ 11,8 bcd 42,5 e
RHA274 CMSRES1 103,0 54 e 66,2 e 423 ¢ 89 d 40,4 f
RHA801 874 c¢| 61 d 700 d 422 ¢ 90 d 459 ¢
RHA801 CMSRES1 882 Cc| 45 f 721 ¢ 385 ¢ 9,3 cd 44,7 cd
Interaccion Genotipo *
Ambiente * * * ns * *
CVE (%) 37,2 36,3 8,9 70,3 81,0 10,5

Valores promedios con distinta letra difieren significativamente, con P < 0,05

* . diferencias significativas

ns : diferencias no significativas
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En la Tabla 3.3. se puede observar que, como era de esperar, hay diferencias en
el promedio de los caracteres entre las cuatro lineas, salvo en los dias necesarios para
que se produzca la floracion. No se detectaron diferencias entre el promedio de las
lineas androestériles y el de las fértiles, salvo en el diametro del capitulo. Las plantas
androestériles de las lineas que portan el citoplasma RESL1 tienen un diametro menor
del capitulo que las plantas fértiles. Sin embargo, en la Tabla 3.2. se destaca el
comportamiento particular de la linea endocriada RHA271. La linea RHA271
CMSRESLI presenta valores menores en todas las medias de los caracteres
evaluados, salvo en el peso de las semillas al compararla con la version androfértil de

esta linea.

En todos los caracteres no se detect6 interaccion entre las cuatro lineas
endocriadas y las dos condiciones de fertilidad, salvo en el nimero de semillas por
capitulo, lo cual sugiere que el comportamiento de las lineas con las dos condiciones
de fertilidad es similar. En la Tabla 3.3. también se destacé que la linea HA89 fue la
gue presenté mayor nimero y peso de las semillas, como asi también el mayor
porcentaje de aceite. Estas caracteristicas, propias de este genotipo, no son afectadas

por el citoplasma RESL1.

Dado que se evidencio la existencia de interaccion entre los genotipos y los
ambientes en la altura de las plantas, el didmetro de los capitulos, los dias a floracion,
el peso de las semillas por capitulo y el porcentaje de aceite de las semillas, se realizé
el andlisis de variancia de los datos de estos caracteres de cada periodo agricola. En
estos analisis de los datos, también se destaca que hay un efecto del citoplasma
RES1 sobre el diametro del capitulo, es decir que las plantas androestériles con
citoplasma RES1 tienen un didmetro menor del capitulo que las plantas fértiles de los
mismos genotipos, en tres de los periodos agricolas evaluados (1997/98, 1998/99 y

1999/00).



Tabla 3.3. Valores promedios de los caracteres evaluados en las dos condiciones de fertilidad, androesterilidad y androfertilidad, y de

las cuatro lineas endocriadas, en los periodos agricolas 1996/97, 1997/98, 1998/99 y 1999/00

Altura de la Diametro del Dias a N° semillas/ | Peso de semillas/ | Contenido de
planta (cm) capitulo (cm) floracion capitulo capitulo (g) aceite (%)
Condicion fertilidad:
Androfeértil 103,6 a 6,9 a 72,4 a 644 a 21,7 a 453 a
Androestéril 102,3 a 6,0 b 72,8 a 588 a 22,1 a 455 a
Condicion
fertilidad*ambiente ns ' ns ' ns ns
Lineas:
HA89 106,1 a 8,07 a 74,0 a 953 a 479 a 49,1 a
RHA271 112,0a 6,53 b 76,2 a 553 b 16,8 b 46,5 ab
RHA274 106,1 a 597 b 66,1 a 481 b 10,2 b 42,1 c
RHA801 878 b 516 ¢ 71,0 a 406 b 92 b 455 b
Condicion fertilidad * linea ns ns ns * ns ns

Valores promedios con distinta letra difieren significativamente, con P < 0,05

* . diferencias significativas

ns : diferencias no significativas
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2. Diferentes CMS (incluido RES1) y caracteres de relevancia agronémica

Con el analisis de variancia combinado de los cuatro periodos agricolas (Tabla
3.4.), se detectaron por un lado, diferencias en la altura de las plantas, el diametro del
capitulo, el nimero de semillas por capitulo y el porcentaje de aceite de las semillas
entre las lineas isoplasmicas HA89 y por el otro, una interaccion entre los genotipos y
los periodos agricolas evaluados para estos mismos caracteres. Debido a esto, se
realizaron andlisis de variancia de los datos de estos caracteres de cada periodo
agricola. Los coeficientes de variacion del error de los datos de los caracteres fueron
aceptables (Tabla 3.4.), salvo aquellos caracteres relacionados con las semillas
(numero de semillas por capitulo y peso de las semillas por capitulo) que resultaron
elevados (47,3% y 72,8% respectivamente).

No se encontraron diferencias entre la altura de las plantas de la linea HA89
CMSRESL1 y las de HA89 CMSPET1 en los periodos agricolas1997/98 y 1998/99. En
todos los periodos agricolas las plantas de la linea HA89 CMSRES1 fueron mas altas

que las de la linea HA89 fértil.

Tanto las plantas de HA89 CMSRES1 como las de HA89 CMSPET1 y las de la
linea fértil tuvieron el mismo nimero de semillas por capitulo en los periodos agricolas

1996/97 y 1998/99.

No se encontraron diferencias entre el porcentaje de aceite de las semillas de la
linea HA89 CMSRESL1 y las de HA89 CMSPET1 en dos de los periodos agricolas

evaluados, 1998/99 y 1999/00.

En los cuatro periodos agricolas, las plantas de HA89 CMSRIG1 tuvieron en
promedio, mayor altura, menor porcentaje de aceite en las semillas y mayor diametro
del capitulo que las plantas de HA89 con cualquier otro citoplasma, excepto las

plantas de HA89 CMSPET?2, de las que no se diferenciaron por la altura de las plantas.
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Estas diferencias no se detectaron cuando se analizaron los periodos agricolas por
separado.

Con el andlisis de variancia de los indices de resistencia a la enfermedad
causada por S. sclerotiorum, no se detectaron diferencias en la incidencia de la
enfermedad y el indice de incubacion correspondientes a las lineas isoplasmicas

HAS89.
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Tabla 3.4. Valores promedios de los caracteres evaluados en las siete lineas isoplasmicas HA89, en los periodos agricolas 1996/97,
1997/98, 1998/99 y 1999/00

Sclerotinia sclerotiorum ™

Alturade la | Diametro Dias a N° de Peso de Contenido de
planta (cm) | del capitulo | floracién semillas/ | semillas/capitulo aceite (%) Indice Indice de
(cm) capitulo (9) Incidencia |Incubacion
Genotipos
HA89 CMSRES1 107,3 bc| 76 b 73,8 a 973 a 50,1 a 49,4  cd 93,94 a 1,09 a
HA89 CMSPET1 1075 bc| 85 b 74,3 a 962 a 470 a 50,6 ab 100 a 1,17 a
HA89 CMSPET2 109,0 ab 86 b 745 a 854 abc 479 a 496 bc 90,91a | 1,08 a
HA89 CMSPEF1 1054 bc| 80 b 74,6 a 853 abc 41,5 a 50,0 abc 100 a| 133 a
HA89 CMSRIG1 112,6 a 134 a 74,4 a 824 bc 40,0 a 46,7 e 66,7 a | 1,12 a
HA89 CMSMAX1 1059 bc| 7,5 b 73,4 a 731 ¢ 41,9 a 491 cd 91,1 a| 1,28 a
HA89 CMSGIG1 108,6 bc| 89 b 75,3 a 917 ab 474 a 51,0 a 97,2 a| 138 a
HA89 B 1049 c| 85 b 74,3 a 932 ab 45,9 a 48,4 d 872 a 0,94 a
Interaccion
Genotipo* Ambiente * * ns * ns * - -
CVE (%) 16,3 23,8 12,4 47,3 72,8 9,2 13,2 12,2

Valores promedios con distinta letra difieren significativamente, con P < 0,05
* : diferencias significativas
ns : diferencias no significativas

M se evalué en el periodo agricola 1998/99
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3. Diferentes CMS (incluido RES1) y la aptitud combinatoria de la linea HA89

Al realizar el analisis de variancia de los caracteres evaluados en los dos periodos
agricolas, se detectaron diferencias entre los ambientes, los bloques dentro de cada
ambiente y los 63 genotipos. Los coeficientes de variacion del error de los datos de los
caracteres fueron aceptables (Tabla 3.5.), salvo el del peso de las semillas por capitulo

que resultd algo elevado (29,3%).

De los dos periodos agricolas en los que se realizaron los ensayos (1998/99 y
1999/00) los genotipos tuvieron un mejor comportamiento en el segundo de ellos
(Tabla 3.6.). Esto estuvo relacionado con las condiciones climaticas, ya que si bien las
temperaturas ambientales que afectaron el cultivo no difirieron demasiado, las
precipitaciones fueron muy dispares. En el primer periodo agricola (1998/99) de
noviembre a marzo, solamente se registraron 229 mm de lluvia mientras que en el
segundo periodo llovié 626 mm. Es de destacar que la cantidad de lluvia registrada en
el primer periodo es menor a la normal para la zona, lo cual indica que hubo un déficit

hidrico.
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Tabla 3.5. Andlisis de variancia de los caracteres evaluados en siete lineas endocriadas isoplasmicas HA89 androestériles, siete

lineas endocriadas utilizadas como progenitores masculinos y las F;, en los periodos agricolas 1998/99 y 1999/00

Sclerotinia sclerotiorum™

Altura de la | Didmetro del Dias a Peso de Contenido
planta capitulo floraciébn | semillas/capitulo | de aceite |Indice Indice de
Fuente de variacion gl Incidencia Incubacion
Ambientes * * * * * - -
Blogues (ambientes) * * * * * * *
Genotipos 62 * * * * * * *
Lineas 13 * * * * * * *
Lineas |soplasm|pas 6 ns ns ns ns ns ns ns
androestériles
Lineas & 6 * * * * * * ns
Hibridos 48 * * * * * ns ns
ACG ¢ 6 ns * ns * * ns ns
ACG & 6 * * * * * ns ns
ACE 36 * * ns ns ns
Interaccion Genotipo * . N . . . i )
Ambiente
Interaccién Linea *
Ambiente ns ns ns ns ns ns ns
Interaccion Hibridos* . N N . N i )
Ambiente
CVE (%) 7,1 13,3 3,5 29,3 12 12,4 14,3

M. Se evalud sélo en el periodo agricola 1998/99




Tabla 3.6. Valores promedios de los caracteres evaluados en siete lineas endocriadas isopladsmicas HA89 androestériles, siete lineas

endocriadas utilizadas como progenitores masculinos y las F;, en los periodos agricolas 1998/99 y 1999/00

Altura de la planta

Didametro del capitulo

Dias a floracion

Peso de semillas /

Contenido de

(cm) (cm) capitulo (g) aceite (%)
Periodo agricola

107,3 7,6 70,7 47,2 45,9
1998/99
Periodo agricola

135,1 10,2 65,0 50,9 47,4
1999/00

CVE (%) 7,1 13,3 3,5 29,3 12

64
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Dado que el fin de este trabajo de investigacion es saber si el citoplasma RES1
se diferencia de otros citoplasmas que producen androesterilidad en cuanto al efecto
que puede tener sobre diferentes caracteres de relevancia agronémica, se considero
en primera instancia, si hay diferencias entre las siete lineas isoplasmicas HA89
androestériles y en la aptitud combinatoria general (ACG) de estas siete lineas, en los

analisis de variancia.

No se detectaron diferencias en todos los caracteres evaluados entre las siete
lineas isoplasmicas HA89 androestériles (Tabla 3.5.). Por otro lado, estas mismas siete
lineas isoplasmicas difieren en la ACG del diametro del capitulo, el peso de las semillas
por capitulo y el porcentaje de aceite de las semillas, no asi en el resto de los

caracteres.

La interaccion entre los 63 genotipos y los dos ambientes fue significativa, lo cual
sugirié que el comportamiento relativo de los genotipos era diferente en los dos
periodos agricolas. Al analizar los dos periodos por separado, se detectaron
diferencias en todos los caracteres entre los 63 genotipos y dentro de éstos, entre las
14 lineas y entre las 49 F;. Sin embargo, no se detectd interaccion entre las 14 lineas
progenitoras y los dos periodos agricolas, lo cual establece que el comportamiento
relativo de las lineas en cada uno de los periodos agricolas fue similar, es decir que,
tampoco hubo diferencias en los caracteres entre las lineas isoplasmicas HA89

androestériles en cada uno de los dos periodos agricolas (1998/99 y 1999/00).

Las lineas que actuaron como progenitores masculinos difieren en todos los
caracteres evaluados, excepto en el indice de incubacion de S. sclerotiorum. Las

diferencias tuvieron la misma magnitud en los dos periodos agricolas.

Considerando que no existe interaccion entre las lineas y los periodos agricolas,
se detallan en la Tabla 3.7. los promedios de los caracteres de las lineas isoplasmicas

HA89 androestériles y de su aptitud combinatoria.



Tabla 3.7. Valores promedios de los caracteres evaluados en las siete lineas endocriadas isoplasmicas HA89 androestériles y su

aptitud combinatoria general, en los periodos agricolas 1998/99 y 1999/00

Valores promedios con distinta letra difieren significativamente, con P < 0,05
* . diferencias significativas
ns : diferencias no significativas

M. Se evalud solo en el periodo agricola 1998/99

Altura de la planta (cm) | Diametro del capitulo Dias a floracion Peso semillas/capitulo
(cm) (@)
Genotipos Linea ACG Linea ACG Linea ACG Linea ACG
HA89 CMSRES1 103,9 1245 7,6 83 ¢ 69 68,0 45,9 51,2 bc
HA89 CMSPET1 108,5 122,2 9,0 9,6 ab 66,4 67,4 42,3 58,2 b
HA89 CMSPET?2 103,6 120,7 8,3 9,0 bc 70,8 68,3 34,8 51,0 bc
HA89 CMSPEF1 100,0 128,9 7,8 9,7 ab 69,1 67,6 31,7 573 b
HA89 CMSRIG1 106,9 123,7 7,9 83 ¢ 68,8 67,0 30,7 429 c
HA89 CMSMAX1 | 1120 121,7 8,2 88 ¢ 66,7 67,9 33,2 50,8 bc
HA89 CMSGIG1 103,6 128,3 9,0 10,3 a 71,3 67,0 41,1 66,8 a
ns ns ns * ns ns ns *
Contenido de aceite (%) Sclerotinia sclerotiorum ™
Incidencia Indice de Incubacion
Genotipos Linea ACG Linea ACG Linea ACG
HA89 CMSRES1 45,4 47,3 bc 90,9 92,7 1,10 1,21
HA89 CMSPET1 46,4 47,9 ab 100 91,9 1,16 1,25
HA89 CMSPET?2 447 47,9 ab 86,3 96,5 1,07 1,25
HA89 CMSPEF1 45,7 46,7 c 100 92,2 1,25 1,24
HA89 CMSRIG1 45,3 454 d 66,7 90,4 1,12 1,17
HA89 CMSMAX1 44,5 48,3 a 91,1 93,8 1,29 1,18
HA89 CMSGIG1 48,1 48,1 ab 97,2 96,5 1,39 1,25
ns * ns ns ns ns
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Como se dijo anteriormente, las lineas isoplasmicas difirieron en la ACG
relativa a tres de los caracteres evaluados: el didmetro del capitulo, el peso de las
semillas por capitulo y el porcentaje de aceite de las semillas, cuando se consideran
los dos periodos agricolas en conjunto. Del analisis de variancia de cada uno de los
periodos surge que solamente se detectan diferencias en la ACG de estos caracteres

en el segundo periodo, el que tuvo mejores condiciones ambientales.

En la Tabla 3.7. se destaca en primer lugar, que las plantas F; que tienen el
citoplasma RES1 tienen menor diametro de capitulo que las plantas F; que poseen los

citoplasmas PET1, PEF1 y GIG1.

En segundo lugar, cuando se consideran los promedios de ambos periodos
agricolas, las plantas F; que presentan el citoplasma RES1 no se diferencian en el
peso de las semillas producidas de las plantas que tienen el citoplasma PETL1. Sin
embargo, se detectaron diferencias en el rendimiento entre estas plantas F; en el
segundo periodo agricola evaluado, el mejor para el desarrollo de las plantas. Es de
destacar, que las plantas F; que poseen el citoplasma GIG1 tienen més rendimiento

de semillas que las plantas con otro citoplasma que condiciona androesterilidad.

En tercer lugar, las semillas de las plantas F; que tienen el citoplasma RES1 no
se diferencian en el porcentaje de aceite de las de las plantas F; con citoplasma PET1,
sin embargo, tienen menor porcentaje de aceite que las semillas de las plantas F; que
presentan el citoplasma MAX1 y mayor porcentaje que las de las plantas F; con

citoplasma RIG1.

Se detectaron diferencias en la aptitud combinatoria especifica de las lineas
progenitoras, es decir la interaccion entre las lineas isoplasmicas androestériles y las
lineas progenitoras masculinas fue significativa en todos los caracteres, salvo en el
porcentaje de aceite de las semillas (Tabla 3.5.). De esto se desprende que las

diferencias detectadas en la ACG de las lineas isopldsmicas HA89 androestériles,
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solamente se mantienen para la aptitud combinatoria especifica de cada una de estas
lineas con cada una de las lineas progenitoras masculinas cuando se considera el
porcentaje de aceite de las semillas. Es de destacar que, a causa de que algunas de
las lineas progenitoras masculinas tienen genes restauradores de la fertilidad de las
plantas con algunos de los citoplasmas evaluados en este trabajo, ocho de las 49 F;
produjeron granos de polen. Como era de esperar, todas las F; con citoplasma RES1

fueron androestériles.

Con el analisis de variancia de los datos correspondientes al comportamiento de
los genotipos frente al hongo S. sclerotiorum no se detectaron diferencias en los
indices evaluados tanto, entre las lineas isoplasmicas como entre la ACG de estas

lineas.

DISCUSION

A pesar de que se determind que las plantas de las cuatro lineas endocriadas
androestériles, portadoras del citoplasma RES1, tienen un diametro menor del capitulo
gue las correspondientes lineas endocriadas isopldsmicas fértiles, no se detect6 que
esta caracteristica estuviera relacionada con el nimero de semillas o el peso de las
semillas por capitulo. De todas maneras, hay que realizar mas estudios sobre el efecto
de este citoplasma sobre la produccion de semillas dado que el coeficiente de
variacion del error del ensayo es considerado elevado (Tablas 3.2., 3.4, 3.5. y 3.6.).
Un factor que pudo haber tenido influencia en la obtencién de los valores elevados de
este coeficiente fue que el numero de plantas muestreadas no fue suficiente,
considerando que ambos caracteres estan muy influenciados por el ambiente. Tal vez,
debido a esto, no se detectaron diferencias en el niUmero y peso de las semillas por

capitulo entre las plantas androestériles y las fértiles.
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Hay que destacar que las cuatro lineas endocriadas androfértiles que se
evaluaron no presentan el mismo citoplasma ya que por un lado, la linea HA89 tiene
un citoplasma propio de la especie H. annuus y por el otro, las lineas RHA poseen el
citoplasma PET1. Las diferencias detectadas en el didmetro del capitulo entre las
lineas endocriadas androestériles y las fértiles pueden ser atribuidas tanto al tipo de
citoplasma como a la fertilidad masculina. Se deberan realizar otros estudios si se

desea dilucidar esta cuestion.

Por otro lado, si se considera que el niumero de semillas de las plantas de las
lineas endocriadas CMSRESL no difiere de las correspondientes lineas fértiles, se
puede deducir que la fertilidad femenina no se afecta en las plantas portadoras del
citoplasma RES1 y por lo tanto el mismo no presenta inconvenientes para su
utilizacién en programas de mejoramiento genético. Tal vez habria que evaluar con un
muestreo mas exhaustivo si el citoplasma RESL tiene un efecto negativo en el nimero

de semillas de las plantas de la linea endocriada RHA271.

Como era de esperar, se detectaron las diferencias normalmente manifestadas
entre las cuatro lineas evaluadas. Estas diferencias dan indicios de que las plantas
pudieron desarrollarse de acuerdo a su potencial genético. Por otro lado, las
diferencias detectadas en el nimero y en el peso de las semillas entre la linea HA89 y
las tres lineas RHA se debieron a que la primera sélo presenta un capitulo y que las
segundas son ramificadas. A éstas Ultimas solamente se les tomaron datos del
namero y peso de las semillas al capitulo principal.

De la comparacion de las ocho lineas isoplasmicas HA89, entre ellas, HA89 B que
es androfértil y siete de ellas portadoras de distintos citoplasmas que condicionan
androesterilidad, no se puede deducir si hay un efecto manifiesto del tipo de
citoplasma sobre los caracteres de relevancia agronémica evaluados en los cuatro

periodos agricolas. También en este ensayo, los datos del nimero y el peso de las
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semillas por capitulo tuvieron un coeficiente de variacion del error elevado,

probablemente debido a que el nimero plantas muestreadas fue insuficiente.

De todas maneras, con el fin de caracterizar los efectos que puede producir el
citoplasma RES1, se le dio especial importancia a la deteccion de efectos negativos o
positivos con respecto al citoplasma PET1, por ser éste el utilizado casi

exclusivamente en la produccion mundial de hibridos de girasol.

Es importante ahondar mas en el estudio del efecto del tipo de citoplasma sobre
el porcentaje de aceite de las semillas, por dos razones. Por un lado, en los periodos
agricolas 1996/97 y 1997/98, las semillas de las plantas de la linea HA89 CMSRES1
tuvieron un menor contenido relativo de aceite que las de la linea HA89 CMSPET1 y
por el otro, se detectd una variacion importante en el porcentaje de aceite entre las

lineas isoplasmicas androestériles: HA89 CMSGIG1 (51%) y HA89 CMSRIG1 (46,7%).

En los ensayos que se realizaron durante dos periodos agricolas (1998/99 y
1999/00) y que incluyeron las siete lineas isopladsmicas HA89 androestériles, las siete
lineas endocriadas que actuaron como progenitores masculinos y las 49 F; que
resultaron de todos los cruzamientos posibles entre las 14 lineas, se determin6 que, a
pesar de que no se detectd que el tipo de citoplasma afecte los caracteres de la linea
HA89, afecta su aptitud combinatoria general, con respecto al diametro del capitulo, el
peso de las semillas y el porcentaje de aceite de las semillas. Esto se puso de
manifiesto en el periodo agricola 1999/00 que tuvo mejores condiciones ambientales

para el desarrollo del cultivo.

Los analisis de los resultados obtenidos en los periodos agricolas 1998/99 y
1999/00 no detectaron las diferencias entre las lineas isoplasmicas HA89 que se
manifestaron cuando se evaluaron los cuatro periodos agricolas. De todas maneras,

los dos periodos agricolas mencionados fueron suficientes para encontrar diferencias
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en la aptitud combinatoria general de dichas lineas isoplasmicas. Hay que destacar
que, tanto en promedio como en cada una de las F, las plantas CMSRESL tuvieron un
diametro menor de capitulo que aquellas CMSPET1 pero que no se diferencian en el
rendimiento de semillas. Por otro lado, dos de las progenies F; con CMSPET1 fueron
androfértiles. Debido a esto, las diferencias detectadas en el didmetro del capitulo
entre las F; con CMSRESL1 y las F; con CMSPET1 pueden ser atribuidas tanto al tipo
de citoplasma como a la fertilidad masculina. Cuando se evaluaron las lineas
isoplasmicas HA89 en los cuatro periodos agricolas, no se detectaron diferencias en el
diametro del capitulo entre las plantas de la linea HA89 CMSRESL1 y las de HA89
CMSPETL1. Esto daria indicios de que hay un efecto de CMSRESL sobre el didmetro
del capitulo pero que ademas, hay un efecto de interaccion entre el citoplasmay el
genotipo nuclear. Petrov (1992) determiné que las plantas de los genotipos de girasol
portadores de CMSANT1 tienen un didmetro mayor de capitulo que las plantas con
otros citoplasmas que evalug, lo cual indicaria también que el tipo de citoplasma afecta

el tamafio del capitulo.

Asi como las semillas de las plantas de la linea HA89 CMSRIGL1 tienen un menor
porcentaje de aceite que las del resto de las lineas isoplasmicas HA89, también las
progenies F; cuyo progenitor femenino fue la misma linea tienen menor porcentaje de
aceite que las F; con cualquier otro citoplasma. Por otro lado, asi como entre todas las
lineas isoplasmicas, las semillas de la linea HA89 CMSGIGL1 fueron las que
presentaron mayor porcentaje de aceite, también las progenies F; con CMSGIG1
fueron las que presentaron mayor porcentaje de aceite, aunque sin diferenciarse de

las progenies F; con CMS PET1y PET2.

Serieys (1997; 1999) al evaluar una gran cantidad de citoplasmas que producen
androesterilidad en el girasol, encontré que tanto las plantas CMSPET2 como las

plantas CMSPEF1 tienen menores altura, rendimiento y porcentaje de aceite en las
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semillas que las plantas con otros citoplasmas. De ello surge, por un lado, que en la
literatura sobre el tema también se ha detectado un efecto del citoplasma sobre el
porcentaje de aceite de las semillas y por el otro, que tal vez, cuando un caracter se
afecte, otros se vean también afectados por estar relacionados. En este trabajo de
investigacion se detecto un efecto del citoplasma RES1 sobre el diametro del capitulo
pero no se determiné que exista un efecto sobre el peso o el nimero de semillas del
capitulo. Tal vez si se hubieran muestreado una mayor cantidad de plantas en cada
parcela del ensayo, el coeficiente de variacién del error correspondiente al peso y al
namero de semillas hubiera sido menor y se habrian detectado diferencias entre las
plantas portadoras de los diferentes citoplasmas. Esto no se hizo porque el ensayo
hubiera abarcado una gran superficie, lo cual hace practicamente imposible que no
haya variaciones ambientales dentro de los bloques. De ello se deduce que seria
necesario evaluar mejor si existe algun efecto del citoplasma RES1 sobre algunos de

los componentes del rendimiento.

La realizacion de un unico ensayo brindé informacion preliminar sobre el
comportamiento frente a S. sclerotiorum de siete citoplasmas que condicionan la
androesterilidad en el girasol, ya sea en el comportamiento de las plantas de las lineas
isoplasmicas HA89 o en la aptitud combinatoria general de estas lineas. Los
resultados indicaron que las fuentes CMS RES1, PET1, PET2, PEF1, RIG1, MAX1y
GIG1 tienen el mismo el comportamiento con respecto a la podredumbre del capitulo.
Crognale (2002), al evaluar el comportamiento de las lineas isoplasmicas HA89 B,
CMS PET1, PET2, GIG1 y PEF1 frente a S. sclerotiorum, mediante los dos indices
utilizados en este trabajo, determiné que estos citoplasmas que condicionan la
androesterilidad no afectan dicho comportamiento. Tanto el trabajo de investigacion de
Crognale (2002) como el presente trabajo fueron realizados en el mismo campo

experimental, aunque en diferentes periodos agricolas.
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El hecho de que la interaccién entre las lineas isoplasmicas androestériles y las
lineas progenitoras masculinas sea significativa en todos los caracteres, salvo en el
porcentaje de aceite de las semillas, indica que existe una interaccion entre el
citoplasma y el genotipo nuclear que define la aptitud combinatoria especifica de las
lineas con respecto a varios caracteres de relevancia agronémica. Las condiciones
ambientales de los dos periodos agricolas permitieron que se manifiesten las
diferencias que normalmente se observan entre las lineas endocriadas elegidas como
“probadores”, es decir las que actuaron como progenitores masculinos. Esto indica

gue se eligieron “probadores” con una amplia variabilidad genética.

Se debe considerar que el estudio realizado en las lineas isoplasmicas HA89 no
puede hacerse extensivo a otros genotipos nucleares pero da indicios de la relacion
que existe entre los citoplasmas que condicionan la androfertilidad y diversos

caracteres de relevancia agronémica en el girasol.

CONCLUSIONES

- Las plantas androestériles, con citoplasma RES1, de los genotipos evaluados

tienen un menor tamafio del capitulo que las plantas que portan el citoplasma PETL1.

- La produccion de semillas, y por lo tanto, la fertilidad femenina no se afecta en

las plantas portadoras del citoplasma RES1.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACION DEL GENOMA MITOCONDRIAL DE LAS PLANTAS

CMSRES1

INTRODUCCION

Algunas investigaciones realizadas en varias especies vegetales, que incluyen
maiz, Petunia, girasol, Brassica y poroto, demostraron que diferentes modificaciones
del genoma mitocondrial estdn asociadas con el fenotipo de la androesterilidad (Budar
y Pelletier 2001). La mayoria de los genes mitocondriales, que estan relacionados con
esta condicion tienen una funcién conocida y, generalmente, en esta asociacion queda

involucrada la co-transcripcion de genes mitocondriales esenciales.

Los genomas mitocondriales de las plantas superiores varian tanto en estructura
como en tamafio. Aunque se consideran muy grandes (200-2400 Kb), en relacion al
genoma mitocondrial animal, y a menudo es dificultoso detectar las secuencias
responsables de la androesterilidad, es posible identificar marcos abiertos de lectura
(orf) que se generan al producirse diferentes sucesos de recombinacion. Asi, estos
genes que resultan de duplicaciones y reordenamientos de las secuencias de ADN
mitocondrial (ADNmt) introducen diversidad genética, constituyendo un importante
mecanismo evolutivo reservado a los vegetales (Budar et al. 2003). En muchos casos,
los transcriptos originados de estos orf alterados son traducidos a proteinas Unicas
que interfieren con las funciones mitocondriales y el desarrollo de los granos de polen.
Sin embargo, el conocimiento acerca de los procesos fisiol6gicos involucrados en el

proceso abortivo durante la microsporogénesis es escaso.

Desde el punto de vista molecular, el citoplasma PET1 ha sido el mas estudiado

entre los citoplasmas que producen androesterilidad en girasol. Las primeras
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evidencias de que el ADNmt condiciona la androesterilidad PET1 fueron aportadas por
Brown et al. (1986, citado por Jan 1997), quienes encontraron un plasmido circular de
1,45 Kb en el genoma mitocondrial de cuatro lineas endocriadas fértiles pero no en las
correspondientes lineas CMSPET1. Posteriormente, se pusieron de manifiesto
modificaciones estructurales en el genoma mitocondrial que fueron las responsables
de la condicion de androesterilidad. Tales modificaciones se dan entre los genes atpA
y cob, involucrando la inversion de un fragmento de 11 Kb y la insercion de otro
fragmento de 5 Kb. Ello conlleva a crear un nuevo marco de lectura, el orfH522 en la
region flanqueante 3’ del gen atpA (Sicutella y Palmer 1988; Kohler et al. 1991, Laver
et al. 1991). Entonces, junto con el gen atpA se co-transcribe una nueva proteina de
16 KDa, responsable del fenotipo de androesterilidad PET1 (Horn et al. 1991; 1996).
Tales arreglos se dan en la regiébn comprendida entre los genes atp6 y coxlll,
involucrando al menos cinco loci, atp6, atp9, atpA, nad 1+5 y coxlll (Spassova et al.

1994).

Por otro lado, en el citoplasma que condiciona la androesterilidad MAX1, si bien
esta presente la secuencia del orfH522, con un 93% de homologia respecto de la
secuencia de CMSPETL, no se transcribe el polipéptido de 16 KDa (Hahn y Friedt
1994). El arreglo “tipo PET1", caracterizado por la presencia del orfH522 y de la
proteina especifica de 16 KDa, fue encontrado en nueve fuentes CMS: una apareci6
espontaneamente y dos por mutagénesis en H. annuus, mientras que seis aparecieron

por hibridacién interespecifica (Horn et al. 1996).

En otras fuentes de androesterilidad citoplasmica se dan otros reordenamientos
en el genoma mitocondrial, con varias sustituciones nucleotidicas, inserciones y
deleciones que sintetizan otras proteinas especificas, las que fueron determinadas a
partir de hibridaciones con el orfH708 y el orfH873 (Horn y Friedt 1999). Por ejemplo,

en las plantas CMSARG3 y CMSRIG1 se detect6 una proteina de 17,5 KDa, en las
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CMSGIG1 y CMSPET2 se identifico una proteina de 12,4 KDa y en las CMS ANN1y
ANNS3 se detectaron tres proteinas de 16,3, 16,9 y 34 KDa. Estas proteinas pudieron
haberse creado por la hibridacion interespecifica o bien porque ciertas configuraciones
del ADNmt estarian presentes en las especies silvestres de Helianthus (Horn y Friedt
1999). Posteriormente, Horn (2002) analiz6 la organizacién del genoma mitocondrial,
mediante la técnica de Southern, en 28 fuentes CMS. A partir de los patrones de
hibridacion obtenidos, utilizando nueve genes mitocondriales conocidos y tres orf
como sondas, pudo distinguir 10 grupos de citoplasmas en el género Helianthus,
segun su similitud genética. Ademas, se demostrd que los citoplasmas provenientes
de distintos origenes pueden mostrar una similitud considerable, que no es la que se

esperaria a partir de su genealogia.

Dado que muchos de los citoplasmas que condicionan la androesterilidad en el
girasol se han caracterizado por modificaciones en la region comprendida entre los
genes atp6 y coxlll del genoma mitocondrial, se consideré como objetivo determinar si
existen cambios moleculares, con respecto a CMS PET1 y MAX1, situados en dicha

region del ADNmt de las plantas CMSRESL.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron, desde el punto de vista molecular, las lineas endocriadas HA89,
RHA271 y RHA801 con diferentes citoplasmas. Los genotipos que se evaluaron se

detallan en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Lineas endocriadas utilizadas en el estudio molecular del citoplasma
RES1

Linea citoplasma fenotipo
HA89 B normal androfeértil

HA89 CMSPET1 PET1 androesteéril
HA89 CMSPET2 PET2 androesteéril
HA89 CMSRESL1 RES1 androesteril
HA89 CMSMAX1 MAX1 androesteéril
RHA271 PET1 androfértil

RHA271 CMSRES1 RES1 androesteril
RHA801 PET1 androfeértil

RHA801 CMSRES1 RES1 androesteéril

Se cultivaron diez plantas de cada una de las lineas endocriadas en macetas, en
condiciones controladas de invernaculo. Cuando las plantas habian alcanzado el
cuarto par de hojas se procedi6 a la extraccion de ADN total de tejido foliar. Este
procedimiento se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Saghai-Maroof et al.
(1984). Se lograba una concentracién igual o mayor a 20 ng/ul de ADN de éptima

calidad.

1. Amplificacion mediante cebadores universales

Se realizaron diferentes reacciones de amplificacion (PCR), mediante la enzima
polimerasa, en condiciones de ciclado especificas que se detallan en la Tabla 4.2. En
esta primera etapa, para determinar la calidad del ADN molde, sélo fue analizada la
linea HA89 en tres versiones: B, CMSPET1 y CMSRESL. Los cebadores universales
utilizados fueron: tubulina, como cebador nuclear; psbc-trnS, como cebador
cloroplastico; nadl exones B-C, nad4 exones 1-2 y exones 2-4, coxlll y rpS14-cob,

como cebadores mitocondriales (Tabla 4.2.).
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Cebador 5 Secuencia Cebador 3’ Secuencia Tamafio Condiciones de Referencia
esperado ciclado
Tubulina 5 5-GTGACTTGAAC |Tubulina 3’ 5"-CATGCCTTCCCC |500 pb 35 ciclos: Iglesias (1994)
CATCTGATCTC-3 GGTATACCA-3 94° 1min; 60° 1min;
72° 1min At 5 seg
72° 4min
psbC 5-GGTCGTGACC |TrnS 5-GTTCGAATCCTC |1680 pb 30 ciclos: Demesure et al.
AAGAAACCAC-3’ TCTCTC-3 92° 45 seg; 60° 1min; |(1995)
72° 2min
72° 10min
nad 1 exon B |5 -CATTACGATCT |nadlexonC |5- 1550 pb 30 ciclos: Demesure et al.
GCAGCTCA-3 GGAGCTCGATTAGT 92° 45 seq; 57,5° (1995)
TTCTGC -3 1min; 72° 2min
72° 5min
nad 4 exon 1 5-AGTGGGTTGGT |nad 4 exon2 |5'- 1700 pb 30 ciclos: Demesure et al.
CTGGTATG-3 TCATATGGGCTACT 92° 45 seg; 56° 1min; | (1995)
GAGGAG-3 72° 2min

72° 10min

- continda -




- continuacion -
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coxlll 5 5"-GTAGATCCAAG |coxlll 3 5- 700 pb 35 ciclos: Iglesias (1994)
TCCATGGC-3 AACCACGTCTACAA 92° 45 seg; 60° 1min;
AATGCC-3 72° 2min At 5 seg
72° 5min
RpS14 5" CACGGGTCGCC |cob 5- 1640 pb 30 ciclos: Demesure et al.
CTCGTTCCG-3 GTGTGGACGATATA 92° 45 seg; 56,8° (1995)
GGTTGT-3 1min; 72° 2min
72° 10min
nad 4 exon 2 5-TGTTTCCCGA |nad4exon4 |5-GGAACAATTTGG |4000 pb 35 ciclos: Demesure et al.
AGCGACACTT-3 GGTGAACA-3 92° 45 seg; 60° 1min; |(1995)
72° 2min At 5seg
72° 5min
orfH522 5 5-CCCCCTCCCTG |orfH522 3’ 5- 350 pb 30 ciclos: Rambaud et al.
GTGATCCGGCG-3 CCCTCTATGAGTAC |(CMSPET1y |94° 30 seg; 55° 30 (2997)
CGTTCTCTCACG-3° |CMSMAX1) seg; 72° 2min
72° 5min
Sistema triple de cebadores
atpA 5 5"-GCCGCTAAACG |orfH522 3 5-GCCCTTAGGGCC | 840 pb 35 ciclos: Rieseberg et al.
ATCGGACCAGACA ACCTTGCGAAGTCA | (HA89 B) 94° 1min; 62° 1 min; | (1994)
GGCGCA-3 G-3 72° 90 seg
orfH873 3’ 5-TGGAAATCCCGG | 1450 pb 72° 5min
GGGAGCCCGTTCCT | (CMSPET1)

AGA-3
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Los productos de amplificacion de cada uno de los cebadores se separaron en

geles de agarosa al 2% y visualizados por tincién con bromuro de etidio.

Posteriormente, en la busqueda de polimorfismos, sélo se analizaron los
fragmentos obtenidos utilizando los cebadores mitocondriales coxlll, nad4 exones 2 - 4
y rpS14-cob. Tales fragmentos se separaron en un gel de agarosa de bajo punto de
fusion al 2%, extraidos del gel, purificados con Agar ACE®(Promega), segln el
protocolo comercial, y digeridos en forma combinada con las enzimas de restriccion
Hpall y Haelll ®(Promega). El producto de la digestion enzimatica se separd en geles
de acrilamida al 8% (29:1, acrilamida : bisacrilamida) en condiciones nativas y
visualizado por tincion con bromuro de etidio. Se utilizé el marcador @x174/Haelll
(®Promega), como referencia para el tamafio de bandas. A partir de las comparaciones
visuales entre las bandas del marcador y las bandas obtenidas en cada caso, se

estimé el tamafio de los fragmentos obtenidos.

2. Amplificacién mediante cebadores especificos de girasol

Para lograr una caracterizaciobn mas detallada, como asi también para
determinar si las diferencias estructurales involucraban a la region comprendida entre
los loci atp6 y coxlll del ADNmt, se utilizaron cebadores especificos de regiones
implicadas en otras fuentes CMS de girasol. En este analisis se evaluaron todos los

genotipos indicados en la Tabla 4.1. Los cebadores especificos utilizados fueron:

- el orfH522, por ser un marco de lectura abierto producido por una
alteracion “downstream” del gen atpA en el genoma mitocondrial, que condiciona
la androesterilidad, tanto en las plantas portadoras del citoplasma PET1 como de

MAX1 (Spassova et al. 1994).
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- un sistema conformado por tres cebadores que detectan la presencia de
una region homologa con las porciones mitocondriales correspondientes a los
loci atpA, orfH522 y orfH873 (Rieseberg et al. 1994).
Las condiciones de ciclado fueron especificas de cada cebador y se detallan en la
Tabla 4.2. Los productos de las reacciones de amplificacion se separaron en geles de
agarosa al 2% y se visualizaron por tincion con bromuro de etidio. EI marcador de

referencia utilizado en estos geles fue 1 Kb ladder (°Promega).

3. Hibridaciones de tipo Southern

Se analizaron todos los genotipos indicados en la Tabla 4.1. Los ADN se
digirieron con las siguientes cuatro enzimas de restriccion: Bglll, EcoRlI, HInDIll y Sall
(®Promega). Luego, los respectivos fragmentos se separaron en geles de agarosa al
1%, se depurinizaron, se denaturalizaron y se neutralizaron, siguiendo la metodologia
descrita por Sambrook et al. (1989). Posteriormente, los fragmentos se transfirieron a

una membrana de nylon con carga positiva (Hybond-N+, ®Amersham).

Las sondas que se utilizaron en la hibridacion se correspondian con los

siguientes genes mitocondriales conocidos:
- atpA (700 pb),
- atp9 (2200 pb),
- coxIll (1100 pb).

Tales sondas se obtuvieron, mediante una amplificacion por PCR, utilizando los
cebadores pUC/M13 (°Promega), a partir de plasmidos pUC que contenian los genes

citados.

Ademads, se utilizd6 como sonda una secuencia correspondiente al marco abierto

de lectura orfH522. Esta sonda se obtuvo por la amplificacion del ADN de plantas de la
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linea HA89 CMSPET1, mediante los cebadores especificos orfH522for y orfH522rev

(Rambaud et al. 1997).

Una vez logrados los fragmentos por la amplificacion, se separaron en geles de
agarosa de bajo punto de fusién al 2%. Los cuatro fragmentos se extrajeron de los
geles de agarosa y se purificaron utilizando el protocolo comercial QiAquick
(®Quiagen). Estos fragmentos posteriormente se marcaron con fosfatasa alcalina
utilizando el protocolo comercial de deteccion AlkPhos Direct Labelling (°Amersham).
Luego de la hibridacioén, se detectaron los fragmentos por quimioluminiscencia,

utilizando el sistema de deteccion AlkPhos (|Amersham).

RESULTADOS
1. Amplificacion mediante cebadores universales

Las bandas que se obtuvieron a partir de los genomas de las lineas HA89 B,
HA89 CMSPET1 y HA89 CMSRES1, utilizando cebadores universales del genoma
nuclear y de regiones hipervariables del genoma de mitocondrias y cloroplastos, se

detallan en la Tabla 4.3.

Las bandas obtenidas con los cebadores nucleares y cloroplasticos permiten
deducir que no hay diferencias en el tamafio de los fragmentos de ADN
correspondientes a dichos cebadores entre las plantas de las distintas versiones de la
linea HA89 (B, CMSPET1 y CMSRES1). Estos fragmentos tuvieron el tamafio en
pares de bases (pb) esperado. Con esto quedd demostrado que la calidad del ADN

molde era dptima para las reacciones de amplificacion.



Tabla 4.3. Bandas obtenidas por la amplificacion de diferentes cebadores
(expresada en pares de bases) en distintas lineas isopldsmicas de girasol, HA89

fértil (B) y androestériles (CMS PET1 y RES1)

Lineas isoplasmicas

Cebadores HA89 B HA89 CMSPET1 HA89 CMSRES1
Nuclear:
Tubulinas 500 500 500

Cloroplastico:
psbC- trnS 1600 1600 1600

Mitocondriales:

nadl exones B —-C - - -

nad4 exones 1 —2 - 2000 2000
coxlll 700 700 700
rpS14 — cob 1000 1000 1000

nad4 exones 2 —4 600 600 600




84

Cuando se trabajé con los cebadores mitocondriales, no se obtuvieron productos
de la amplificacion en todos los genotipos. Los resultados del andlisis de los productos
de amplificacién logrados, que incluye la comparacién con el tamafio que se esperaba

de estos cebadores mitocondriales (Tabla 4.2.), fueron los siguientes:
= nadl exones B — C: no se lograron productos de amplificacion,

= nad4 exones 1 - 2, coxlll y rpS14 — cob: los fragmentos obtenidos fueron de

tamafio similar al esperado (2000, 700 y 1000 pb respectivamente)

= nad4 exones 2-4: el tamaiio del fragmento (600 pb) fue menor que lo esperado
(4000 pb).

En la busqueda de polimorfismos, sélo se evaluaron los fragmentos amplificados
con coxlll, rpS14 — cob y nad4 exones 2 — 4, debido a que fueron los que se
detectaron en las tres versiones de la linea HA89 que se evaluaron. Los productos
de la digestién enzimética, con Hpall y Haelll, aportaron diferentes perfiles de
bandeo, segun los cebadores, pero no se observaron diferencias entre los genotipos
evaluados (Fig. 4.1.). Las bandas que se lograron para los fragmentos amplificados

y digeridos fueron:
= rpS14 — cob: bandas de 250, 220, 160, 120, 100y 70 pb que totalizaron 920 pb.
= coxlll: bandas de 350, 230, 100 y 80 pb que totalizaron 760 pb.
= nad4, exones 2 — 4: bandas de 380, 180 y 110 pb que totalizaron 670 pb.

Si bien se obtuvieron diferencias en la suma total de las bandas, de entre 60 y 80 pb,
al comparar el tamario total de las bandas digeridas con las enzimas de restriccion y el

tamafio de las bandas sin digerir, dichas diferencias no son considerables.
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Figura 4.1. Polimorfismos de los fragmentos amplificados con rpS14-cob, coxlll
y had4, exones 2-4, digeridos con las enzimas de restriccion Hpall y Haelll en las
lineas isoplasmicas de girasol HA89 fértil (B) y HA89 androestéril (CMS PET1 y
RES1).

nad 4 exon 2 - 4

bl bod b

B PETI RESI B B PETI RESI

X174 corresponde al marcador de peso molecular, @x174/Haelll.
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2. Amplificacion mediante cebadores especificos de girasol

Al utilizar el orfH522 como cebador especifico de girasol, tanto en HA89
CMSPET1 como en HA89 CMSMAX1, se obtuvo la banda esperada de 344 pb
(Tabla 4.2.). Sin embargo, tanto en HA89 B como en HA89 CMSRESL1 y en las lineas
RHA portadoras del citoplasma RES1 no se logré la amplificacién de ninguna banda
(Fig. 4.2.).

Cuando se utilizé el sistema triple de cebadores, dependiendo de los genotipos,
se obtuvieron los tres productos de amplificacién que se detallan (Fig. 4.3.):

= una banda de 1450 pb: en los genotipos que presentaban el citoplasma PET1

(RHA271, RHA801 y HA89)

= una banda de 840 pb: en los genotipos que presentaban el citoplasma RES1

(HA89, RHA271 y RHA801), en el genotipo HA89 CMSPET2 y en la linea fértil HA89 B

= una banda de 790 pb: en el genotipo HA89 CMSMAX1.
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Figura 4.2. Productos de la amplificacion obtenidos con el cebador especifico de
girasol orfH522 en las lineas isoplasmicas de girasol, HA89 fértil (B) y HA89
androestéril (CMS PET1, RES1y MAX1) y en la linea androestéril RHA271
CMSRES1

LGRETLET HA89B HAB9PETI HAB9RES|I HA89MAXI RHA27IRESI

Kb ladder corresponde al marcador de peso molecular, 1Kb ladder
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Figura 4.3. Productos de la amplificacion obtenidos con el sistema triple de
cebadores especificos de girasol en las lineas isoplasmicas de girasol, RHA271 feértil
(B) y androestéril (CMSRES1), RHA801 fértil (B) y androestéril (CMSRES1) y HA89
fertil (B) y androestéril (CMS RES1, MAX1y PET2)

RHA RHA HAB9 HAB9 HAB9

271RES| 80IRES| HAB9B RESI MAXI PET2

Kb ladder corresponde al marcador de peso molecular, 1Kb ladder
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3. Hibridacion de tipo Southern

El detalle de las bandas que se obtuvieron se presenta en la Tabla 4.4. Al digerir
el ADN con las enzimas de restriccion Bglll, EcoRl, HinDIll y Sal, y al hibridar
posteriormente con la sonda atpA, se obtuvieron distintos resultados. Con Bglll, los
patrones de hibridacion entre la linea HA89 fértil y los tres genotipos con el citoplasma
RESL1 fueron iguales (Fig. 4.4B). Con EcoRl, se obtuvo el mismo patron en la linea
HA89 B y HA89 CMSRESL1 (Fig. 4.5.). Con HinDlIll, las lineas HA89 B, HA89
CMSRES1 y RHA271 CMSRES1 tuvieron la misma banda mientras que en RHA271

se observé una banda de menor tamafo.

Mediante la digestion con Sall, se detectaron dos bandas de 23y 4,8 Kb en
HA89 B, una banda adicional en HA89 CMSRES1 de 18 Kb y una cuarta banda en
HA89 CMSPET1 de 9 Kb (Fig. 4.4A). Al analizar los productos de la hibridacion de los
digestos de Bglll, en la linea HA89 CMS MAX1 sdlo se obtuvo una banda de 7,8 Kb
mientras que en HA89 CMSPET?2 se obtuvieron tres bandas de 9, 8 y 6 Kb
respectivamente. Cuando se analizaron los patrones de bandas de las lineas RHA271
y RHA801, se encontraron diferencias entre las lineas B y las CMSRES1. Se obtuvo
una banda Unica, de 5,5 Kb en las lineas fértiles y de 8 Kb en las lineas androestériles
con Bglll mientras que con Sall se obtuvieron dos bandas, de 23 y 9 Kb, en los

genotipos fértiles y una sola banda de 23 Kb en los genotipos CMSRESL.

Cuando se analizaron los patrones de hibridacion de la sonda atp9 sobre el ADN
gendmico de las lineas digerido con Bglll, se observé que la linea HA89 B tiene el
mismo comportamiento que HA89 CMSRES1, HA89 CMSMAX1, RHA271 CMSRES1
y RHA801 CMSRESLI. Las lineas HA89 CMS PET1 y PET2 presentaron dos bandas,
de 11 y 10 Kb, mientras que en las lineas RHA271 y RHA801 se detecté la banda de
10 Kb. En los patrones de bandeo obtenidos luego de la digestion con EcoRI se

encontraron diferencias. Se reconoce un fragmento de 6 Kb tanto en HA89 B como en
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HA89 CMSRES1, un fragmento de 18,5 Kb s6lo en HA89 B y una banda de 11 Kb en
HA89 CMSRES1 (Fig. 4.6B). Utilizando esta misma sonda pero con los digestos de
HIinDIll se observd un numero variable de bandas, entre dos y cuatro. Las bandas de
tamarfio intermedio eran las que estaban siempre presentes (Fig. 4.6A). Como no
todas las bandas estuvieron presentes, las diferencias no fueron consistentes y quizas
se debieron a problemas de la técnica. Al analizar los ADN gendémicos digeridos con

Sall, no se observé ninguna banda.

Utilizando la sonda coxlll sobre los ADN digeridos con Bglll o HinDlIlI, se
observaron diferencias en esa region entre las lineas isopldsmicas HA89, RHA271y
RHAB801, tanto CMSRES1 como CMSPET1. Con esta sonda se detectd una banda de
8 Kb en HA89 B y otra banda de 5,5 Kb en CMSRES1 cuyo ADN se digirié con Bglll
(Fig. 4.7.). A partir de los digestos con HInDIll se detect6é una banda de 7 Kb en la
linea HA89 fértil y un fragmento de 5 Kb en el caso de las plantas HA89 CMSRESI1.
Utilizando esta sonda sobre el ADN digerido con Sall, no se obtuvieron diferencias

entre los genotipos ya que en todos se observo una sola banda de 9 Kb.

Cuando se utilizé la sonda orfH522 y considerando tanto los digestos con Bglll
como con Sall, se obtuvo el mismo patron de bandas en las lineas CMSPET]1,
independientemente del genoma nuclear (HA89, RHA271 o RHA801). En estos
genotipos se observé una Unica banda de 1 Kb. En la linea portadora del citoplasma
MAX1 se determind la existencia de una banda de 2 Kb. Sin embargo, no se detect6
hibridacion en ninguna de las lineas portadoras del citoplasma RES1, como tampoco
en la linea fértil HA89 B ni en HA89 CMS PET?2 (Fig. 4.8.). Al analizar los ADN

digeridos con EcoRI como HinDlll, la hibridacion no fue satisfactoria.



Tabla 4.4. Tamafio de las bandas (expresado en Kb) obtenidas por hibridacion de tipo Southern, con diferentes combinaciones de sondas y
enzimas de restriccion en las lineas isoplasmicas de girasol, HA89 fértil (B) y androestéril (CMS PET1, RES1, MAX1y PET2), RHA271 fértil
(B) y androestéril (CMSRES1), RHA801 fértil (B) y androestéril (CMSRES1)

Sonda atpA atp9 cox I orfH522
Enzima restriccion | Bglll | EcoRI | HInDIIl | Sall | Bglll | EcoRI | HInDIll | Sall | Bgll | EcoRI | HInDIIl | Sall | Bglll | EcoRI | HInDIII | Sall
Genotipo
8 56 37 23 18,5 45 8 47 7 9 - -
38 4.8 6 35
HA89 B 28.5
25
23 11 8 9 1 1
HA89 CMSPET1 198 10
49
8 56 37 23 11 45 55 47 5 9 - -
HA89 CMSRES1 38 18 6 35 7,5
4.7 28,5 3
HABY CMSMAX1 | 78 2 2
9 11 55
HA89 CMSPET2 8 10
6

- continlia -
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- continuacion -
5,5 42 29 23 10 45 47
38 9 35
RHA271 285
25
8 37 23 35 5,5 47
RHA271CMSRES1 28,5 7,5
3
55 23 10 8
RHA801 9
RHAB01CMSRESL | © 23 55

NOTA: en azul, diferencias que mas se destacan
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Figura 4.4. Southern blots obtenidos con la sonda atpA en distintas lineas
isoplasmicas de girasol, HA89 fértil (B) y androestéril (CMS RES1y PET1). (A) ADN
digerido con la enzima de restriccion Sall. (B) ADN digerido con la enzima de
restriccion Bglll

cms RES1
. HABSS cmsPETY




Figura 4.5. Southern blot obtenido con la sonda atpA en distintas lineas
isopldsmicas de girasol, HA89 fértil (B) y androestéril (CMSRES1); ADN digerido con

la enzima de restriccion EcoRlI

HABIE ©meRES1
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Figura 4.6. Southern blots obtenidos con la sonda atp9 en distintas lineas
isoplasmicas de girasol, HA89 fértil (B) y androestéril (CMS RES1y PET1). (A) ADN
digerido con la enzima de restriccion HinDIIl. (B) ADN digerido con la enzima de

restriccion Eco RI




Figura 4.7. Southern blot obtenido con la sonda coxlll en distintas lineas
isopldsmicas de girasol, HA89 fértil (B) y androestéril (CMS RES1y PET1); ADN
digerido con la enzima de restriccion Bglll

CMSRES1

HA89B CMSPET1
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Figura 4.8. Southern blot obtenido con la sonda orfH522 en distintas lineas
isoplasmicas de girasol, HA89 fértil (B) y androestéril (CMS RES1, PET1 y MAX1);
ADN digerido con la enzima de restriccion Bglll
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DISCUSION

A partir de los patrones de bandeo obtenidos por la amplificacion de secuencias
especificas universales, no fueron encontradas diferencias entre las lineas
isoplasmicas HA89 B, HA89 CMSPET1 y HA89 CMSRES], tanto al utilizar los
cebadores nucleares como los mitocondriales y los cloroplésticos. Considerando que
los cebadores mitocondriales utilizados son universales, quizas se analizo la regién
donde no se habian producido los cambios estructurales y por lo tanto, no se
encontraron diferencias. Ademas, tampoco se detectaron polimorfismos en los
fragmentos amplificados con coxlll, rpS14 — cob y nad4 exones 2 — 4, lo que reafirma
la similitud de los fragmentos de ADNmt de las lineas isoplasmicas, correspondientes

a estos cebadores.

Al analizar los productos obtenidos en las reacciones de amplificacién con el
cebador especifico orfH522, se observo que la banda obtenida en las plantas
CMSPET1 y CMSMAX1 concuerda con lo citado por Rambaud et al. (1997). Este
cambio estructural que se manifiesta tanto en las plantas CMSPET1 como en las
CMSMAX1 no se observé en todas las lineas CMSRESL1 ni en HA89 B. Esto indica
gue el orfH522 no esta presente en el genoma del ADNmt de las plantas CMSRESL1 vy,

por lo tanto, no seria el responsable de la condiciéon de androesterilidad.

Cuando se utilizo el triplete de cebadores, aparecié la banda de 1450 pb en las
lineas HA89 CMSPET1, RHA271 y RHA801 la cual era la que se esperaba encontrar
en estos genotipos portadores de CMSPET1. La presencia de la banda de 840 pb
sefala la falta de hibridacion del cebador orfH522 antisentido en los genotipos
evaluados. Este resultado corrobord, por un lado, la similitud estructural de la region
3" del gen atpA - orfH873 entre los ADNmt de la linea HA 89 fértil y las tres lineas
CMSRESL1 vy, por el otro, la diferencia que presentan los ADNmt de las lineas

CMSPET1 y CMSMAX1, en esta region. Por ultimo, la banda de 790 pb encontrada
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en las plantas CMSMAX1 puede ser explicada por la hibridacién de los cebadores
orfH522 antisentido y orfH873 antisentido, pues en HA89 CMSMAX1 estos marcos

abiertos de lectura son contiguos y divergentes (Hahn y Friedt 1994).

Los analisis de hibridacion por Southern han demostrado que varias fuentes
CMS del género Helianthus presentan diferencias en las regiones de las familias de
genes cox y atp (Horn 2002). También se encontraron alteraciones estructurales
alrededor de estos genes en las plantas de lineas CMS de otras especies, como
Petunia (Young y Hanson 1987), Brassica napus (Dieterich et al. 2003), zanahoria
(Szklarczyk et al. 2000) y Lolium perenne (Kiang y Kavanagh 1996). En el presente
analisis, se ha mostrado que CMSRES1 también presenta secuencias génicas en el
ADNmt diferentes a las del ADNmt de la linea HA89 B. A pesar de que no se
detectaron diferencias estructurales asociadas a las regiones rpS14, cob, nadl y nad4
u orfH522, se encontraron diferencias en los patrones de hibridacion entre las lineas
isoplasmicas HA89 B y CMSRESI en el area que circunda a los genes atp9 y coxlll.
En dichas areas podrian localizarse las diferencias estructurales responsables del
fenotipo CMSRESL1. Schnable y Wise (1998) determinaron el rol central que tienen los
transcriptos anormales de atp9, asociados a la androesterilidad, en varias especies
vegetales tales como Brassica napus (Dieterich et al. (2003) y sorgo (Tang et al.
1996). En girasol, Spassova et al. (1994) involucraron a este mismo locus en el
citotipo CMS3, mientras que De la Canal et al. (2001) explicaron la androesterilidad en
las plantas CMSPEF1 a partir de la existencia de una insercién de 0,5 Kb en el
extremo 3" no codificante del gen atp9. Por otro lado, si se agregan las evidencias
aportadas por la amplificacion del cebador orfH522, se puede concluir que la base
molecular responsable de la androesterilidad de las plantas de girasol con el
citoplasma RES1 es diferente a la propuesta para las plantas CMSPET1 y CMSMAX1.

Con el fin de determinar con mayor precisién cuales son los cambios estructurales
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que se presentan en el ADNmt de las plantas CMSRES]1, se deberia determinar la
secuencia de la region circundante a los loci atp9 y coxlll y a partir de alli, precisar las
homologias y diferencias con las secuencias de ADNmt establecidas en otras fuentes
CMS. De esta manera, se podria dilucidar la presencia y naturaleza de una

modificacion génica en las plantas CMSRESL1.

CONCLUSIONES

- El citoplasma RES1 presenta diferencias estructurales en las areas
circundantes a los genes atp9 y coxlll, los cuales se encuentran dentro de la region

comprendida entre los genes atp6 y coxIll del ADNmt.

- El citoplasma RES1 se diferencia de los citoplasmas PET1 y MAX1 por la

ausencia del orfH522 en el ADNmt.



101

CONCLUSIONES FINALES

La androesterilidad genética—citoplasmica es un sistema que se ha utilizado con
éxito en la produccién de hibridos en varias especies de importancia econémica
mundial como lo son el maiz, trigo, sorgo, colza y el girasol. Con excepcion del maiz,
donde la produccién de semilla hibrida puede prescindir del sistema de
androesterilidad genético — citopladsmico, en el resto de las especies antes
mencionadas es imposible la produccién comercial de este tipo de cultivar si no se

cuenta con este mecanismo genético.

Como se dijo anteriormente, en la siembra del girasol se utiliza semilla de hibridos
desarrollados sobre la base del sistema de androesterilidad genético-citoplasmico. Se
considera que el 100% de la semilla hibrida se produce utilizando el citoplasma PET1,
por lo cual es evidente que el cultivo de girasol presenta una vulnerabilidad genética
muy grande por el uso exclusivo de esta fuente CMS. Es por ello que en diferentes
centros de investigacion del mundo se han conducido proyectos de investigacién con
el objetivo de identificar nuevas fuentes de androesterilidad. La Unidad Integrada de
Balcarce fue uno de los centros de investigacion que, a través de un programa de
hibridacion interespecifica, identificd una fuente CMS denominada RESL1 y proveniente

de la especie perenne hexaploide H. resinosus.

Cuando se identifica una nueva fuente CMS, es necesario que la misma cumpla
con tres caracteristicas para que pueda ser utilizada de manera eficiente en la
produccién de cultivares hibridos, donde el producto econémico es la semilla. La
expresion del fenotipo androestéril por parte de las plantas debe ser estable en los
diferentes ambientes de crecimiento de las mismas. A su vez, se tienen que identificar
genotipos restauradores de la fertilidad masculina y conocer el modo de herencia, el

cual debe estar bajo el control de genes simples para facilitar la incorporacion de los
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mismos en los individuos que serén los parentales masculinos en la produccién de los
hibridos. Otra condicion que debe cumplir el sistema CMS es que no tenga efectos

adversos sobre caracteres de importancia agronémica.

Una parte significativa de este trabajo fue desarrollada con la finalidad de
caracterizar al citoplasma RES1 con respecto a los tres requerimientos que se

mencionaron. Los resultados obtenidos permiten concluir que:

» La androesterilidad citoplasmica RES1 es estable y completa cuando el
genoma citoplasmico de H. resinosus que la produce se combina con el genoma

nuclear de H. annuus.

» Las plantas CMSRES1 presentan anteras mas cortas que las normales de
las plantas fértiles y escasa produccion de granos de polen, que resultan inviables.

= Enlas plantas CMSRES1, el proceso meibético se desarrolla normalmente,
por lo que los sucesos que conducen a la androesterilidad se producen en estadios

post-meidticos.

* Los genes responsables de la restauracion de la fertilidad masculina de las

plantas CMSRESL1 no se encuentran en el germoplasma diploide evaluado.

= Los genes Rf se encuentran en las especies hexaploides, H. resinosus, H.

pauciflorus, H. tuberosus y H. x laetiflorus .

= - El/los gen/es Rf estaria/n localizado/s en cromosomas de H. resinosus que
son homeologos con los de H. annuus, por lo cual seria factible la transferencia de

este/os gen/es al girasol cultivado.

= Las plantas androestériles, con citoplasma RES1, de los genotipos evaluados
tienen un menor tamafio del capitulo que las plantas que portan el citoplasma

PET1.
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» La produccién de semillas, y por lo tanto, la fertilidad femenina no se afecta

en las plantas portadoras del citoplasma RESL1.

» El citoplasma RES1 presenta diferencias estructurales en las areas
circundantes a los genes atp9 y coxlll, los cuales se encuentran dentro de la regién

comprendida entre los genes atp6 y coxIll del ADNmt.

= El citoplasma RES1 se diferencia de los citoplasmas PET1 y MAX1 por la

ausencia del orfH522 en el ADNmt.

El citoplasma RES1 es apropiado para ser utilizado en programas de produccion
de hibridos de girasol, si se logra transferir el gen responsable de la restauracion de la
fertilidad a plantas de H. annuus. De todas maneras, puede ser usado con éxito en
programas de mejoramiento genético de girasoles ornamentales en los que la finalidad

no es la produccion de semilla.
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