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1. ABREVIATURAS Y SIMBOLOS 

α   alfa. 

β   beta. 

γ   gama. 

°C   grados centígrados. 

Ψa   potencial hídrico o potencial agua. 

Ψt   potencial de turgencia. 

Ψs   potencial osmótico o soluto. 

Ψsuelo   potencial hídrico del suelo. 

µL   microlitro. 

µM   micromolar. 

MgCl2:  cloruro de magnesio. 

X2   chi-cuadrado. 

ACP   análisis de componentes principales. 

ADN   ácido desoxirribonucleico.  

AF   área foliar. 

AFLP   Amplified Fragment Length Polymorphism. 

AGI   ácidos grasos insaturados. 

AGS   ácidos grasos saturados. 

AOl   ácido oleico. 

AOs   ajuste osmótico. 

BAG-IM  Banco Activo de Germoplasma de INTA Manfredi. 

BC   Backcross.  

CC   capacidad de campo. 

cm   centímetro. 

CTAB   Cethyl Trimethyl Ammonium Bromide. 

D   Índice de diversidad genética. 

DH   doble haploide. 

dNTP   desoxirribonucleótido trifosfato.  

DPV   déficit de presión de vapor. 

EDTA   Ethylene-diamine-tetraacetic acid. 

EH   estrés hídrico. 

EST-SSR  Expressed Sequence Tags- Simple Sequence Repeats. 
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ET   eficiencia transpiratoria. 

EUA   eficiencia en el uso del agua. 

F2   filial 2.  

g   gramos. 

GAF   ganancia de área foliar. 

Gb   gigabases. 

GL   grupo de ligamiento. 

gSSR   genomic Simple Sequence Repeats. 

GxT   genotipo por tratamiento. 

h   hora. 

Ha   hectárea. 

He   heterocigosidad esperada o insesgada de Nei. 

Hg   humedad gravimétrica. 

HR   humedad relativa. 

Kg   kilogramo. 

kPa   kilopascal. 

K   conductancia hidráulica. 

LDS   loci de distorsión de la segregación. 

m   metro. 

mL   mililitro. 

min   minuto. 

mm   milímetro. 

mM   milimolar. 

M   molar. 

MAS   Marker-Assisted Selection  

MHa   millones de hectáreas. 

MPa   megapascal. 

MTn   millones de toneladas. 

Na   número de alelos por locus. 

Ne   número efectivo de alelos por locus. 

ng   nanogramos. 

pb   pares de bases. 

PCR   Polymerase Chain Reaction. 
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PGR   porcentaje de germinación relativo. 

pH   potencial hidrógeno. 

PIC   contenido de información polimórfica. 

PMP   punto de marchitez permanente. 

p/v   peso/volumen. 

QTLs   Quantitative Trait Loci. 

R   estadio reproductivo. 

RAPD   Random Amplified Polymorphic DNAs. 

RDS   regiones de distorsión de la segregación. 

RFLP   Restriction Fragment Length Polymorphism. 

RILs   Recombinant Inbred Lines. 

RNAsa  Ribonucleasa. 

rpm   revoluciones por minuto. 

s   segundo. 

s.f.  sin fecha. 

SNP   Single Nucleotide Polymorphisms. 

SSR   Simple Sequence Repeats. 

TAE   Tris Acetato EDTA. 

TAN   tasa de asimilación neta. 

TBE   Tris Borato EDTA. 

TE   Tris EDTA.  

Tn   toneladas. 

TRAP   Target Region Amplification Polymorphism. 

TT   tasa transpiratoria. 

TTmáx   tasa transpiratoria máxima. 

U   unidades. 

UPGMA  Unweighted Pair-Group Method using an Arithmetic Average. 

V   voltios. 

V   estadio vegetativo. 

VE   vegetativo-emergencia. 

vol   volumen. 

W   watts. 
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2. RESUMEN 

Argentina es el cuarto productor de aceite de girasol (Helianthus annuus var. macrocarpus 

(DC) Cockerell) a nivel mundial. Sin embargo, debido al creciente desarrollo de los cultivos 

extensivos, el desplazamiento del cultivo hacia zonas marginales con déficit hídrico acentuado 

provocó pérdidas significativas en el rendimiento. Por consiguiente, resulta interesante identificar 

las regiones genómicas asociadas a la tolerancia al estrés hídrico para utilizarlas en la 

implementación de Selección Asistida por Marcadores (MAS) en este cultivo. El objetivo del 

presente trabajo fue seleccionar una población de mapeo F2 adecuada para el desarrollo de un 

mapa de ligamiento mediante el análisis molecular con marcadores microsatélites (SSR) y la 

caracterización fenotípica de las líneas parentales frente al estrés hídrico. Se evaluaron siete 

líneas endocriadas (B59, HA64, HA89, HAR4, R419, R423 y R432) mediante un ensayo en 

invernáculo durante el período vegetativo y bajo dos tratamientos: control a capacidad de campo 

(CC) y estresado (EH: 70% de CC). Las variables analizadas fueron: ganancia de área foliar 

(GAF), transpiración total acumulada (Tta), tasa de asimilación neta (TAN), eficiencia en el uso 

de agua (EUA) y de la relación tasa transpiratoria (TT) – déficit de presión de vapor (DPV), 

mediante la determinación de la pendiente y el punto C. Los datos fenotípicos se analizaron 

mediante un análisis de componentes principales (ACP) y por modelos lineales generalizados 

mixtos para determinar la existencia de diferencias significativas entre genotipos y entre 

tratamientos, como así también la interacción genotipo por tratamiento (GxE). Paralelamente, las 

líneas se caracterizaron con 127 marcadores SSR y se realizó un análisis de conglomerados a 

partir de la distancia de Nei Standard. Cuatro de estas líneas (B59, R419, R423 y R432), 

caracterizadas previamente en el campo, se utilizaron para generar cinco poblaciones F2 

segregantes, caracterizadas con 34 SSR polimórficos; los cuales fueron seleccionados a partir 

del análisis genotípico de los parentales a fin de determinar si presentaban segregación 

mendeliana (1:2:1). A partir de los datos fenotípicos se detectaron diferencias significativas entre 

genotipos y entre tratamientos para todas las variables evaluadas, además de interacción 

significativa GxT para TAN, EUA y el punto C (p<0,05). Bajo estrés se observó una reducción 

significativa de GAF (18%, p=0,0004) y como consecuencia, una disminución en la Tta (23%, 

p<0,0001), lo cual quedó reflejado en la correlación positiva entre ambas variables (r=0,60, 

p<0,0001). En cuanto a TAN y EUA, el tratamiento EH mostró un aumento significativo con 

respecto a CC para todos los genotipos analizados (p<0,0001) y una alta correlación positiva 

entre TAN y EUA (r=0,77, p<0,0001). Por otro lado, bajo estrés todos los genotipos redujeron 
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tanto la pendiente como el punto C de la relación TT-DPV (p<0,05); alcanzando la TTmáx a un 

valor de DPV más bajo y reduciendo así la transpiración. El ACP explicó el 80% de la variabilidad 

total observada, donde la CP1 separó a HA89 y R419 de los demás genotipos por presentar 

menor pendiente y mayor punto C en ambos tratamientos. A su vez, las variables con mayor peso 

para la CP2 (Tta y EUA), discriminaron a los genotipos por tratamiento. Teniendo en cuenta estos 

resultados se clasificaron a los genotipos como de eficiencia transpiratoria alta (HA64 y HAR4), 

intermedia (B59, R423 y R432) y baja (HA89 y R419). De los 127 SSR analizados, 94 de ellos 

detectaron en promedio 54% de polimorfismo entre los parentales e identificaron un total de 262 

alelos. A partir del análisis de conglomerados se identificaron dos grupos, uno formado por HAR4 

y B59 y el otro que incluyó a los demás genotipos. Dentro de este grupo se formaron dos 

subgrupos, uno conformado por R423, HA89 y R419 y otro por R432 y HA64. El análisis de 

segregación de los 34 marcadores analizados en cada población F2 mostró distorsión en todas 

ellas, siendo R423xR419 la que presentó el 100% de los marcadores distorsionados con un 

desvío hacia R423. Sin embargo, las demás poblaciones mostraron un porcentaje variable de 

distorsión (B59xR432: 9%, B59xR423: 21%, R419xR423: 15% y R419xR432: 15%). En todos los 

casos, la selección gamética y cigótica estaría causando dicha distorsión. No obstante, el patrón 

diferencial de segregación observado entre las poblaciones R423xR419 y R419xR423, se 

debería a un efecto del citoplasma materno. Con base en el análisis fenotípico y molecular de las 

líneas parentales, así como también en el análisis genotípico de las cinco poblaciones 

segregantes, se concluye que la población F2 elegida a fin de ser utilizada en el desarrollo de un 

mapa de ligamiento en girasol es R419xR432. La misma mostró mayor polimorfismo entre las 

líneas parentales (64%) y sólo un 15% de distorsión en la segregación de marcadores. Además, 

sus parentales se ubicaron en subgrupos distintos del dendrograma y mostraron un 

comportamiento contrastante frente al estrés hídrico. 
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3. ABSTRACT 

 

“Molecular characterization of five F2 segregating populations for drought tolerance in 

sunflower (Helianthus annuus var. macrocarpus (DC) Cockerell) by Simple Sequence 

Repeats (SSR)” 

Sunflower is the second most important sources of vegetable oil in Argentina. The aim of 

this study was to identify an adequate F2 segregating population to develop a genetic linkage map. 

Phenotyping of seven inbred lines (ILs) was conducted in the greenhouse during vegetative stage, 

under well-watered (WW) and water-deficit (WD) conditions. Traits evaluated were: gain of leaf 

area (GLA), total water use (TWU), net assimilation rate (NAR), water use efficiency (WUE) and 

transpiration rate (TR) response to vapor pressure deficit (VPD) (slope and breakpoint). These 

seven ILs were evaluated with 127 SSR markers and a cluster analyses was conducted. Five F2 

populations were derived from initial crosses between four contrasted ILs previously evaluated in 

the field (B59, R419, R423 and R432). Each F2 population was genotyped with 34 SSR previously 

selected and the marker segregation analysis was conducted. Significant differences between ILs 

and between treatments were found for all the traits. Significant genotype for treatments 

interaction was observed for NAR, WUE and breakpoint in the VPD response. Under WD 

condition, all genotypes showed lower GLA and TWU than WW treatment, whereas NAR and 

WUE increased their values for WD treatments. All genotypes showed reduction of the slope and 

breakpoint in high VPD response on the WD treatment. PCA analysis was performed and explains 

80% of the total variability. PC1 discriminated HA89 and R419 from the other genotypes due to a 

lower slope and higher breakpoint, whereas PC2 separated all genotypes by treatment based on 

WUE and TWU values. Genotyping of ILs was performed and 91 SSR were amplified detecting 

262 alleles. Genotyping of F2 populations showed significant distorted segregation ratios for all 

populations (p<0.05) and R423xR419 population showed 100% of distortion ratios, whereas the 

reciprocal population R419xR423 showed only 15% of distorted markers. In conclusion, the most 

suitable F2 population to be used is R419xR432, because it showed a low degree of distortion 

segregation (15%) and their parents presented a high polymorphism level (64%), were located in 

different genetic clusters and have contrasting response to drought tolerance. 
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4. INTRODUCCION 

 

4.1. Origen y dispersión del girasol 

El género Helianthus abarca 14 especies anuales y 37 especies perennes, y pertenece a la 

familia de las Asteráceas (Schilling, 2006). Uno de sus representantes cultivados, es el girasol 

(Helianthus annuus ssp. macrocarpus) originario de la región centro-este de Estados Unidos, 

donde las poblaciones indígenas cultivaban las formas silvestres para alimento y extracción de 

aceite. Dicha especie surgió a partir de Helianthus annuus ssp. annuus por selección de mutantes 

menos ramificados y de semillas más grandes. El girasol así domesticado fue llevado a España 

en 1569, donde se dispersó como planta ornamental (Figura 1). Más tarde, en el siglo XVIII, fue 

introducido a Rusia donde adquirió importancia como cultivo oleaginoso. En 1880, el cultivo se 

reintroduce nuevamente en Norteamérica, donde se lo cultiva como silaje para el ganado y semilla 

para aves de corral (Kugler y Godoy, 1964; Paniego et al., 2007; Seiler y Jan, 2010). 

 

Figura 1: Origen y distribución del girasol cultivado. Fuente: Asociación Argentina de Girasol (ASAGIR). 

 

En Argentina, en el siglo XIX, los colonos hebreos introducen el girasol para consumo 

propio. A partir de 1900 comienza su distribución por agricultores para consumo familiar y entre 

1930 y 1959 se produce su expansión como cultivo oleaginoso, posicionando a la Argentina como 

primer productor mundial de semilla de girasol. Entre 1950 y 1960 ocurre una etapa de crisis 

sanitaria que fue superada por el aporte del mejoramiento genético, dando como resultado la 

recuperación del cultivo. Así, en 1960 el INTA obtiene la primera variedad “Manfredi INTA” 

resistente a roya, pero su falta de uniformidad y facilidad de desgrane limitaron su difusión. No 

obstante, a partir de 1975 con el descubrimiento de la androsterilidad genética y citoplasmática 

por Leclercq (1966), se produjo un gran desarrollo de híbridos comerciales con alto rendimiento, 

resistencia a enfermedades y alto contenido de aceite (ASAGIR, s.f.). 
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4.2. Importancia económica del cultivo y su producción en la Argentina 

El girasol es uno de los cultivos oleaginosos más importantes a nivel mundial, ya que su 

aceite ocupa el cuarto lugar después de la palma (Elaeis guineensis Jacq.), la soja (Glycine max 

(L.) Merr.) y la colza (Brassica napus L.); con una producción mundial de 17.38 millones de 

toneladas (MTn) para la campaña 2016/2017. En este sentido, Argentina es el cuarto productor 

de aceite con 7,3% de la producción mundial. En cuanto a la producción de semillas, para la 

campaña 2016/2017, se registró un área mundial cosechada de 24.97 millones de hectáreas 

(MHa), con una producción de 45.75 MTn. Es así que, los principales productores para esta 

campaña fueron: Ucrania (30,1%), Rusia (23,6%), Unión Europea (18,5%) y Argentina (7,3%), 

con el 79,5% de la producción total de semillas de girasol entre los cuatro países (USDA, 2017).  

En la Argentina, el cultivo se extiende desde el sudeste de la región pampeana hasta la 

región chaqueña (Figura 2), con una superficie cosechada para la campaña 2016/2017 de 1.82 

MHa y una producción de semillas de 3.54 MTn. Las principales provincias productoras en dicha 

campaña fueron Buenos Aires (1.89 MTn), Chaco (711.027 Tn), La Pampa (447.340 Tn) y Santa 

Fe (346.230 Tn). Mientras que en Córdoba se cosechó una superficie total igual a 16.970 Ha, con 

una producción de 45.756 Tn para la campaña 2016/2017 (MA, 2017). En este sentido, el 

mercado argentino comercializa girasol confitero y para aceite. El primero se destina para el 

consumo directo en forma de snack, como insumo para panaderías y como aderezo para 

ensaladas y otras comidas. El girasol para aceite proviene de cultivares orientados para alto 

contenido de aceite; siendo del tipo linoleico (aceite tradicional) (ASAGIR, s.f.). En cuanto a la 

producción nacional de aceite para la campaña 2016/2017 fue de 1.3 MTn, exportándose el 

41,9% del volumen producido y destinando el resto al consumo interno (FAS USDA, 2017).  

Cabe destacar que, los principales productos obtenidos de la molienda son el aceite crudo, 

el aceite refinado y las harinas proteicas. El primero se obtiene por prensado y extracción con 

solventes de la materia grasa contenida en la semilla. El aceite refinado, es el aceite crudo que 

se sometió a procesos químicos y físicos para dotarlo de sabor, aroma y color adecuados para 

su consumo. En tanto que, las harinas proteicas resultan de la extracción con solventes de la 

semilla y se las comercializa principalmente como insumo forrajero para ganado y aves de corral, 

por su alto contenido en proteínas y materia grasa (Melgarejo, 2003).



  Introducción 

16 
 

 

Figura 2: Área de producción de girasol en Argentina. NEA: Nordeste Argentino, ER: Entre Ríos, SL: San 

Luis, LP: La Pampa, OBA: Oeste de Buenos Aires, CBA: Centro de Buenos Aires, SE: Sureste, SO: Suroeste. 

Fuente: Asociación Argentina de Girasol (ASAGIR). 

 

4.3. Información nutricional 

La semilla entera de girasol es una fuente de fibras, proteínas y vitamina E (tocoferoles). 

Además contiene entre 28 y 35% de aceite y, por ende, su contenido dependerá del porcentaje 

de cáscara y la concentración de aceite en el grano (Tabla 1), (Nagaraj, 2009; Seiler y Jan, 2010). 

 

Tabla 1: Composición de la semilla de girasol. 

Componentes Valores en % 

Cáscara 21  - 27 

Aceite en grano 48  - 53 

Proteína 14  - 19 

Azúcares solubles 7,5 - 9,4 

Fibra 16  - 27 

Cenizas 2,4 - 3,0 

              Fuente: Adaptado de Nagaraj (2009). 

 

El aceite de girasol es un aceite de primera calidad por su alta concentración en ácidos 

grasos insaturados (AGI) y por sus propiedades nutricionales. Su uso primario es en ensaladas 

y cocción de alimentos. Según su composición en ácidos grasos, se diferencian tres tipos de 

aceites que se caracterizan por tener bajo porcentaje de ácidos grasos saturados (AGS) y alta 

cantidad de tocoferoles. El aceite tradicional es el más difundido y el que se destina para todo 

tipo de cocina. Se lo extrae de las variedades tradicionales que tienen entre 40 y 55% de aceite 

con 22,5% de ácido oleico (AOl) y 77,5% ácido linoleico. Este aceite, por sus propiedades 

secantes se lo utiliza en la elaboración de pinturas, barnices y plásticos; así como en 
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emulsificantes y surfactantes para la elaboración de agroquímicos. El aceite medio oleico tiene 

entre 62 y 79% de AOl y se caracteriza porque no necesita ser hidrogenado antes de ser usado 

en las frituras, además de poseer una composición saludable de AGI vs. AGS. El aceite alto oleico 

se caracteriza por tener 88% de AOl; lo cual lo hace menos susceptible a cambios oxidativos 

durante la refinación, el almacenaje y las frituras. Por otro lado, el valor nutricional de las harinas 

proteicas varía con el contenido de cáscara presente (Tabla 2), (Melgarejo, 2003; Nagaraj, 2009; 

Seiler y Jan, 2010; MA, 2016). 

 

Tabla 2: Composición de las harinas de girasol. Valores expresados en %. 

Constituyentes Baja proteína 

(con cáscara) 

Media proteína (parcialmente 

descascarada) 

Alta proteína (completamente 

descascarada) 

Proteina 29 37 42 

Grasas   1     9,1 10 

Carbohidratos 32   22,4 28 

Fibra 29   15,8 15 

Cenizas        6,56     6,5   8 

     Fuente: Adaptado de Nagaraj (2009). 

Los tocoferoles (α, β, γ) son antioxidantes liposolubles que inhiben la oxidación lipídica en 

comidas y sistemas biológicos, siendo el α-tocoferol el mayoritario que hace al aceite menos 

estable para frituras. Por ello, el mejoramiento tradicional consiguió aumentar el contenido de β- 

y γ-tocoferoles y en consecuencia, la estabilidad oxidativa del aceite (Tabla 3) (Seiler y Jan, 2010).  

 

Tabla 3: Compisición de tocoferoles en la semilla de girasol. 

Tipos de tocoferoles Girasol silvestre (%) Girasol cultivado (%) 

α-tocoferol 99 92,4 

β-tocoferol      0,7   5,6 

γ-tocoferol      0,3   2,0 

     Fuente: Adaptado de Seiler y Jan (2010). 

 

4.4. Descripción botánica 

El girasol cultivado (Helianthus annuus var. macrocarpus (DC) Cockerell) es una especie 

diploide (2n=2x=34), con un genoma haploide igual a 3.6 Gb (Badouin et al., 2017); de ciclo anual 

y porte erecto. La raíz principal es pivotante y con ramificaciones (Figura 3A); alcanzando el 

máximo de su crecimiento durante la floración (4-5 m de profundidad) (Rossi, 1997). Las raíces 

secundarias se desarrollan cerca de la superficie, pudiendo alcanzar hasta 1 m de profundidad. 
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Además, las ramificaciones terciarias y cuaternarias colaborarían en la exploración de nuevas 

zonas y en la absorción de agua y nutrientes (Kugler y Godoy, 1964; Aguirrezábal et al., 2001).  

El tallo, pubescente y estriado, se vuelve leñoso terminando en el receptáculo floral o 

capítulo (Figura 3B y 3C). La forma cultivada posee un tallo no ramificado que alcanza entre 1,20 

y 1,50 m de altura y presenta una sola inflorescencia. La forma silvestre en cambio, posee 

ramificaciones y puede alcanzar hasta 3 m de altura (Seiler y Jan, 2010).  

 

Figura 3: A) Raíz de girasol. B) Tallo principal que termina en el capítulo. C) Tallo con estrías 

longitudinales, pubescente y no ramificado. 

 

Los cotiledones son peciolados y cumplen la función de órganos fotosintetizadores (Figura 

4A). Las hojas son pecioladas, aserradas en el margen y pubescentes en ambas caras. El borde 

de las primeras hojas es entero y el 2° par de hojas son lanceoladas con borde aserrado (Figura 

4B). A partir del 3° par de hojas muestran la forma típica de corazón (Figura 4C). La disposición 

es opuesta en las primeras hojas y alterna a partir del 4° par de hojas. (Kugler y Godoy, 1964; 

Rossi, 1997; Seiler y Jan, 2010). 

 

A B C 

B A C 
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Figura 4: A) Cotiledones. B) Estadio vegetativo de cuatro hojas (V4). C) Hoja típica de girasol. 

 

La inflorescencia es un disco plano que lleva insertas las flores tubulares en el centro y las 

liguladas en la periferia y está rodeada por las brácteas que forman el involucro (Figura 5A), 

(Rossi, 1997). Las flores liguladas son incompletas y estériles, y la corola tiene forma de pétalo 

de color amarillo (Figura 5B). Las flores tubulares, son perfectas y hermafroditas (Figura 5C). La 

fecundación es alógama sin embargo, se puede obtener descendencia fértil por autofecundación 

(Kugler y Godoy, 1964; Seiler y Jan, 2010).  

 

 

Figura 5: A) Involucro. B) Flores liguladas. C) Flores tubulares. 

 

La semilla o cipsela es un fruto seco, uniseminado con forma romboidal y alargada (Figura 

6). Está constituido por el grano o pepita (que contiene al embrión) y el pericarpio o cáscara; la 

cual puede ser estriada, gris y blanca o completamente negra. Después de la fecundación, el 

llenado del grano se produce desde la periferia hacia el centro del capítulo; pudiendo albergar 

entre 1000 y 1500 semillas (Kugler y Godoy, 1964; Seiler y Jan, 2010). 

 

Figura 6: Representación esquemática de una semilla de girasol en corte transversal. Fuente: 

Melgarejo, 2003. 

B A C 
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4.5. Ciclo ontogénico 

El desarrollo del cultivo es una sucesión progresiva de cambios morfofisiológicos que dan 

lugar a distintas fases de desarrollo en la planta y cuya duración está controlada por la 

temperatura y el fotoperíodo. Es así que, el girasol presenta cuatro fases (Trápani et al., 2003). 

a) Siembra – emergencia: Durante esta fase se produce la imbibición de la semilla, la 

emergencia de la radícula y la elevación de los cotiledones sobre la superficie del suelo (Estado 

fenológico VE de la escala fotográfica de Zuil, 2011) (Figura 7A).  

b) Emergencia – iniciación floral: Comienza con la emergencia de los cotiledones y finaliza 

cuando el ápice vegetativo deja de producir hojas y se transforma para producir la inflorescencia 

(Estado fenológico R1) (Figura 7A). Durante esta fase queda fijado el número de hojas por planta 

(Figura 7B). En este caso, las hojas verdaderas de más de 4 cm de largo se numeran (Vn); por 

lo que, el estado vegetativo continúa hasta aproximadamente V10 - 12 (dependiendo del 

genotipo), donde se inicia el estado reproductivo (R) (Zuil, 2011).  

c) Iniciación floral – primera antesis: la fase reproductiva comienza con la aparición del 

primer primordio floral en el ápice y finaliza con el comienzo de la antesis de las flores periféricas 

(Estado fenológico R5) (Figura 7A). Las modificaciones que se producen en esta etapa van desde 

el cambio de forma del meristema (Estado floral 1 de la escala de Marc y Palmer, 1981) hasta la 

finalización del desarrollo de las flores (Estado floral 10). Una vez finalizada esta diferenciación y 

hasta la antesis las flores crecen y adquieren funcionalidad. Durante esta fase, la expansión foliar 

finaliza y el índice de área foliar alcanza su valor máximo (Figura 7B).  

d) Primera antesis – madurez fisiológica: esta fase comienza con la antesis de las flores 

periféricas del capítulo y finaliza con la madurez fisiológica, cuando el receptáculo se torna de 

color marrón y los granos alcanzan su peso seco máximo (Estado fenológico R9) (Figura 7A). La 

floración se inicia con la apertura de los primeros 1 a 4 círculos florales que se abren diariamente 

durante 5 a 10 días, dependiendo de la temperatura. Después de la fecundación, el posterior 

llenado del fruto dependerá de la continuidad en el desarrollo del embrión; produciéndose el cuaje 

cuando se inicia el llenado efectivo del grano (Figura 7B).  

La determinación de los componentes del rendimiento atraviesa las distintas fases del 

cultivo (Figura 7C). El número de plantas comienza a determinarse en la siembra y finaliza luego 

de la emergencia (Estado fenológico V4). El número de granos comienza a establecerse con la 

iniciación floral y finaliza después de la floración (Estado fenológico R6). Por otro lado, el peso 

del grano empieza a determinarse al final de la primera antesis, quedando establecido en 
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madurez fisiológica. El porcentaje de aceite, empieza a definirse después que el peso del grano 

y queda determinado antes de la madurez fisiológica (Aguirrezábal y Andrade, 2002). 

 

Figura 7: A) Representación esquemática del ciclo ontogénico del girasol. B) Eventos asociados a las 

distintas fases. C) Período en los que se definen los componentes del rendimiento. Fuente: Trápani et al. 

(2003). 

4.6. Efectos del estrés hídrico y mecanismos fisiológicos de adaptación y 

tolerancia al mismo 

La transpiración implica un flujo de agua desde la fuente (el suelo), hasta el destino (la 

atmósfera); el cual es impulsado por la diferencia de potencial hídrico (Ψa) entre ambos 

compartimientos. Sin embargo, dicho movimiento depende de las resistencias al flujo del agua 

ofrecidas por los componentes del sistema. Por lo tanto, las resistencias aumentan a medida que 

el Ψa de la planta disminuye y el suelo se seca (Dardanelli et al., 2003). En este sentido, se define 

al déficit hídrico como la disminución del Ψa que causará alteraciones en las funciones 

fisiológicas, afectando al crecimiento de la planta (Andriani, s.f.). En condiciones de campo, los 

cultivos pueden manifestar deficiencias hídricas durante las horas de máxima demanda 

atmosférica, cuando la absorción de agua no compensa las pérdidas por transpiración. Si este 

desbalance es prolongado en el tiempo se genera una situación de estrés hídrico que ocasionará 

grandes pérdidas en el rendimiento (Dardanelli et al., 2003). Es así que, las plantas desarrollan 

estrategias para adaptarse y tolerar el estrés mediante diferentes mecanismos fisiológicos.  
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Debido a que tanto la división como la expansión celular son sensibles al déficit hídrico, su 

ocurrencia en etapas tempranas del desarrollo afectará a la expansión foliar, principalmente a 

través de una disminución en la tasa de expansión y de aparición de hojas. Por lo tanto, las 

plantas adecúan el tamaño de las hojas a la disponibilidad hídrica, regulando así la pérdida de 

agua por reducción de la intercepción de la radiación. Por otro lado, el movimiento foliar también 

permite reducir temporariamente el área expuesta a la radiación incidente, por pérdida de la 

turgencia que ocasionará el enrollamiento o el marchitamiento de las hojas. Si el déficit aumenta 

o se mantiene en el tiempo, la reducción en el área foliar se intensificará a través de la 

senescencia de las hojas (Aguirrezábal et al., 2001; Dardanelli et al., 2003). 

A su vez, la elongación de las raíces también disminuye debido a la reducción de la presión 

de turgencia (Ψt) causada por el estrés hídrico (Taiz y Zeiger, 2002). En consecuencia, ante un 

déficit hídrico moderado la parte aérea reduce su crecimiento mucho más que el de las raíces, 

produciéndose una relación raíz/vástago superior en aquellas plantas sometidas a estrés 

(Golberg, 2008). Además, bajo estas condiciones las raíces inducen una cascada de señalización 

hacia el vástago, causando cambios fisiológicos que determinarán el nivel de adaptación a dicho 

estrés. Diferentes moléculas señal (ácido abscísico, citoquininas, etileno y malato, entre otras), 

estarían implicadas en esta vía de señalización (Anjum et al., 2011). Así, este mecanismo 

inducido por estrés resultaría en la disminución de la conductancia estomática para reducir la 

transpiración y conservar el agua en los tejidos. 

En etapas tempranas del crecimiento, la conductividad estomática es elevada debido a que 

los estomas están abiertos. Esto se produce cuando hay buena disponibilidad hídrica en el suelo 

y menores demandas atmosféricas, manteniendo así el flujo transpiratorio alto. Sin embargo, 

cuando la disponibilidad hídrica no satisface a la demanda y el potencial hídrico (Ψa) de la hoja 

disminuye, se produce el cierre estomático. Dicha respuesta se produce frente a condiciones de 

estrés superiores a los que provocan una reducción de la elongación celular; por ello, la 

asimilación de dióxido de carbono disminuye mucho más tarde que la expansión foliar (Boyer, 

1970; Dardanelli et al., 2003). Así que, la tasa fotosintética no solo se verá afectada por el cierre 

estomático sino también por un déficit hídrico severo, dado que la deshidratación celular inhibe 

la fotosíntesis por la acción directa del estrés sobre el metabolismo del cloroplasto (Turner et al., 

1985). No obstante, ante una limitación hídrica moderada se produce un aumento en la eficiencia 

del uso del agua (EUA), debido a que la reducción en la conductancia estomática limita más la 

pérdida del vapor de agua que la absorción de dióxido de carbono (Taiz y Zeiger, 2002).  
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El ajuste osmótico es otro rasgo adaptativo que permite mantener la presión de turgencia 

(Ψt) elevada a bajos Ψa. Este consiste en la acumulación activa de solutos orgánicos (betaína, 

prioles, azúcares y prolina) dentro de la célula provocando así, la reducción del potencial osmótico 

(Ψs) (Dardanelli et al., 2003). Debido a esto, las células radicales pueden mantener un gradiente 

de Ψa que les permite sostener el flujo de agua hacia las raíces. Dicha osmorregulación involucra 

cambios metabólicos que permiten mantener la expansión celular, la apertura estomática, la 

fotosíntesis y el crecimiento en raíces, entre otros. Estos osmolitos son compuestos solubles 

inocuos, sin carga neta a pH fisiológico y se encuentran mayoritariamente en el citoplasma 

(Golberg, 2008). 

 

4.7. Mejoramiento de girasol en Argentina 

Los primeros trabajos de selección en el país se iniciaron en 1931 a partir de germoplasma 

ruso, que se cultivaba en el país desde finales del siglo XIX. Posteriormente, en 1938 y en 1950, 

se desarrollan los programas de mejoramiento de girasol en las Estaciones Experimentales de 

INTA Pergamino y Manfredi, respectivamente. Así que, entre 1960 y 1965 se obtuvieron las 

primeras variedades locales. En este sentido, durante los siguientes años mediante el 

mejoramiento, se creó una rica variabilidad genética que permitió conformar tres tipos de 

germoplasmas: el de INTA Manfredi, el de INTA Pergamino y el derivado de las variedades de 

INTA Sáenz Peña. Los tres generados a partir de materiales de origen ruso, variedades locales 

y especies silvestres (Vásquez, 2002). 

En la actualidad, ambos programas de mejoramiento han liberado germoplasma de valor 

fitotécnico, no solo en Argentina sino también en Estados Unidos y Europa; contribuyendo así a 

aumentar la ganancia genética de la especie. Si bien el objetivo principal de ambos programas 

es aumentar el rendimiento en kilos de aceite por ha, también dirigen sus esfuerzos a la obtención 

de líneas que reúnan otros caracteres tales como, buen comportamiento frente a Verticillium, 

Downy mildew y Sclerotinia, calidad industrial (alto contenido de ácido oleico) (González, 2016) y 

tolerancia al déficit hídrico. En este sentido, hasta la fecha se han desarrollado una gran variedad 

de líneas que cumplen con los objetivos especificados anteriormente (González et al., 2015). 

En este contexto, el Banco Activo de Germoplasma de INTA Manfredi (BAG-IM) alberga 

cerca de 1200 entradas en total con 96% de especies cultivadas y 4% especies silvestres. Entre 

las cultivadas se encuentran poblaciones, compuestos y líneas endocriadas, las cuales fueron 

generadas a partir de diferentes metodologías de mejoramiento y que provienen de diversos 

orígenes geográficos. Por lo tanto, este material constituye así una invaluable fuente de 
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variabilidad para el desarrollo de los programas de mejoramiento en curso (D. Álvarez, 

comunicación personal).  

 

4.8. Mejoramiento asistido por marcadores 

Si bien el mejoramiento tradicional fue exitoso para la selección de caracteres simples, es 

poco eficiente para la mejora de caracteres cuantitativos como la tolerancia a estreses abióticos. 

Por ello, la biotecnología contribuye al mejoramiento convencional por medio de la selección 

asistida por marcadores moleculares; reduciendo el tiempo de desarrollo de nuevos cultivares e 

incrementando la eficiencia y la efectividad del proceso de selección (Collard et al., 2005; Francia 

et al., 2005). Por este motivo se ha impulsado el desarrollo y la aplicación de los marcadores 

moleculares en el mejoramiento de girasol, permitiendo realizar diferentes estudios de diversidad 

(Mandel et al., 2011; Moreno et al., 2013; Mangin et al., 2017), construcción de mapas de 

ligamiento genético (Rieseberg et al., 1993; Berry et al., 1995; Tang et al., 2002; Poormohammad 

Kiani et al., 2007; Talia et al., 2010; Zubrzycki, 2014) análisis de QTLs (Quantitative Trait Loci) 

(Hervé et al., 2001; Mokrani et al., 2002; Ebrahimi et al., 2008, 2009; Poormohammad Kiani et al., 

2008, 2009; Abdi et al., 2012; Zubrzycki et al., 2017), estudios poblacionales y filogenéticos (Filippi 

et al., 2015) y de mapeo por asociación (Fusari et al., 2012; Moreno et al., 2012; Mandel et al., 

2013). 

Un marcador genético se define como un carácter que presenta polimorfismo o variabilidad 

detectable en los individuos de una población segregante (F2, RILs, DH o BC) y un tipo de 

herencia Mendeliana. Dicha variación puede corresponder desde cambios fenotípicos heredables 

(marcador morfológico) hasta la variación en la secuencia de ADN (marcador molecular) 

(Martínez et al., 2010). Es así que, actualmente se cuenta con una gran variedad de marcadores 

moleculares desarrollados en girasol, tales como: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNAs), 

(Rieseberg et al., 1993; Quillet et al., 1995), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

(Berry et al., 1995; Gentzbittel et al., 1995), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 

(Gedil et al., 2001; Mokrani et al., 2002), microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats) 

(Paniego et al., 2002; Tang et al., 2002), TRAP (Target Region Amplification Polymorphism) (Hu 

y Vick, 2003), SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) (Lai et al., 2005; Kolkman et al., 2007; 

Fusari et al., 2008), entre otros. Entre ellos, los SSR han ganado preferencia debido a su alta 

reproducibilidad, buena cobertura genómica, herencia codominante, neutralidad y polimorfismo 

elevado (Varshney et al., 2005). Estos marcadores consisten en pequeñas secuencias de 1-6 pb 

de largo, repetidas en tándem. En plantas, el repetido más frecuente es el dinucleótido AT con 
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un bajo grado de repetición por locus (5 a 100 unidades) y se distribuyen en el genoma con una 

frecuencia de uno cada 50.000 pb (Kalia et al., 2011). La base genética del polimorfismo 

detectado en los microsatélites se centra en la variabilidad del número de repeticiones en tándem 

y, consecuentemente, del tamaño del microsatélite amplificado (Martínez et al., 2010). 

Los SSR pueden proceder de regiones genómicas (gSSR) o de secuencias expresadas 

(EST-SSR). La ventaja que ofrecen estos últimos es su alta calidad y robustez en el patrón de 

amplificación y en que detectan variabilidad en regiones codificantes del genoma; pudiendo 

contribuir a una selección alélica directa si se conoce su asociación con un carácter específico 

(Varshney et al., 2005; Kalia et al., 2011). Además, son transferibles entre especies en un 75% 

más que los gSSR (Pashley et al., 2006). Sin embargo, debido a que proceden de regiones 

codificantes conservadas, presentan menor polimorfismo que los gSSR. 

 

4.9. Mapeo genético 

La selección asistida por marcadores (MAS: Marker-Assisted Selection) es un método por 

el cual el fenotipo es seleccionado por medio del genotipo del marcador (Collard et al., 2005). 

Para ello, el primer objetivo que se debe cumplir es establecer un mapa de ligamiento genético 

con marcadores moleculares. Este es una representación gráfica lineal del orden más probable 

de los marcadores, determinado a partir de la frecuencia de recombinación observada entre ellos 

(Cervigni et al., 2010). En este sentido, el mapeo biparental es una estrategia que consiste en 

determinar la ubicación de una región genómica o un QTL, responsable del carácter de interés, 

por medio de su asociación con un marcador molecular. Por consiguiente, el primer paso es 

establecer una población de mapeo (F2, RILs, DH o BC) resultante del cruzamiento de dos líneas 

parentales contrastantes para el carácter en estudio (Figura 8) (Collard et al., 2005). Debido a 

esto, la selección de los parentales es crucial a la hora de conformar dicha población, ya que 

deben cumplir con ciertas características como ser: líneas genéticamente distantes y presentar 

el mayor contraste posible en el carácter de interés (Cervigni et al., 2010). Por lo expuesto, la 

evaluación fenotípica del carácter realizado para la selección de las líneas debe ser precisa y 

presentar un diseño experimental que permita encontrar diferencias significativas que acentúen 

dicho contraste. 

Así mismo, la población de mapeo establecida debe presentar segregación mendeliana 

para los marcadores que resultaron polimórficos entre los parentales. A través de la prueba X2 es 

posible evaluar si las proporciones observadas son consistentes con la segregación esperada 

para el tipo de población utilizada (F2, RILs, DH o BC) y el marcador analizado (dominante o 
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codominante) (Cervigni et al., 2010). La mayoría de los marcadores se localizan en regiones 

neutras del genoma donde no están sujetos a una presión de selección que altere estas 

proporciones (Collard et al., 2005); además de no verse afectados por las condiciones de 

crecimiento de la planta y ser detectados en cualquier estadio de desarrollo (Francia et al., 2005). 

Sin embargo, es posible incluir en los mapas genéticos marcadores que presenten algún grado 

de distorsión de segregación sin alterar la solidez de aquellos (Rieseberg et al., 1993; Tang et al., 

2002). Estos marcadores se utilizan para extender grupos de ligamiento y saturar zonas donde 

las distancias de recombinación son muy extensas.  

 

 

Figura 8: Representación esquemática de las principales poblaciones de mapeo. P1: parental 

homocigota dominante para el carácter; P2: parental homocigota recesivo para el carácter; F1: filial 1; F2: filial 2; BC1: 

retrocruza 1; BC1 F2: filial 2 de la retrocruza 1; Recombinant Inbred Lines (RILs); Doubled haploid (DH); Brackcross 

(BC). Fuente: Collard et al. (2005). 

 

4.10. Efectos de la distorsión en el mapeo genético 

La distorsión de la segregación se define como el desvío de las frecuencias genotípicas 

observadas con respecto a la proporción esperada en una población segregante (Lu et al., 2002); 

y comúnmente se detecta por mapeo genético (Zhu et al., 2007). Está influenciada por varios 

factores tales como el grado de proporción, la dirección y el efecto genético, los cuales a su vez 

varían con la especie, el cruzamiento, la población de mapeo y el tipo de marcador utilizado (Liu 

et al., 2010). Por otro lado, la base genética de la distorsión estaría dada por la selección gamética 

y cigótica, la translocación cromosómica y los elementos transponibles; como así también por un 
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efecto citoplasmático materno (Zhao et al., 2006; Liu et al., 2010). Así que, este fenómeno se ha 

documentado en diferentes cultivos como arroz (Xu et al., 1997), girasol (Quillet et al., 1995), 

maíz (Yan et al., 2003), soja (Baumbach et al., 2012) y trigo (Li et al., 2015), entre otros. 

La distribución de los marcadores distorsionados entre los grupos de ligamiento puede ser 

de dos tipos, al azar o en grupos. Los primeros son loci individuales que se desvían de las 

proporciones mendelianas hacia cualquiera de las clases parentales y se distribuyen al azar en 

el genoma. Los últimos, se desvían en la misma dirección y se agrupan en pequeñas regiones 

cromosómicas llamadas regiones de distorsión de segregación (RDS), dentro de las cuales se 

ubicarían los loci de distorsión de segregación (LDS) (Song et al., 2006). Estos LDS controlarían 

diferentes efectos como la competencia del tubo polínico, la generación de polen letal, la 

fertilización preferencial y la selección cigótica (Liu et al., 2010). Los primeros tres efectos 

corresponden a la selección gamética. Por lo tanto, los LDS que se expresan antes de la 

fecundación alterarían las proporciones gaméticas y genotípicas; sin embargo, los loci que se 

expresen después de la fecundación, afectarían a las frecuencias genotípicas solamente (Song 

et al., 2006).  

En girasol existen antecedentes de distorsión de segregación en marcadores utilizados en 

mapeo biparental (Rieseberg et al., 1993; Tang et al., 2002). Así, Maringolo (2007), encontró 

distorsión de segregación en el 62% de los marcadores analizados en una población de mapeo 

F2 HA89 x RHA801, segregante para la tolerancia a la Podredumbre Húmeda del Capítulo (PHC); 

de los cuales el 12% mostraron igual proporción de homocigotas HA89, heterocigotas, y 

homocigotas RHA801, el 18% evidenciaron menor proporción de homocigotas para alelo del 

parental RHA 801 y el 69% mostraron una mayor proporción de heterocigotas. Así también 

Fernández (2014) realizó un análisis de segregación de marcadores SSR en una población F2 

R023 x R285, segregante para el carácter alto ácido oleico y encontró que el 100% de los 

marcadores analizados (41 SSR) presentaron desvíos hacia el parental R285 en el 60% de los 

individuos de la población.  

En estudios previos realizados por el equipo de trabajo del Laboratorio de Biotecnología 

(INTA-EEA Manfredi), se encontró un 40% de distorsión en 42 SSR analizados en la población 

F2 B59 x R432, segregante para estrés hídrico (datos no publicados). En este caso, la estrategia 

de mapeo utilizada fue BSA (Bulked Segregant Analysis) con seis individuos F2 por cada bulk 

segregante T (tolerante) y S (susceptible). Estos resultados indican que para la construcción de 

mapas genéticos en girasol basados exclusivamente en SSRs es necesario identificar parentales 

no solo contrastantes para el carácter en estudio, sino también que generen poblaciones de 
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mapeo estables con marcadores que presenten segregación independiente para sus alelos. Por 

ello, sería pertinente analizar otras combinaciones posibles de parentales de manera tal de 

esclarecer si la distorsión detectada en dicho cruzamiento se debe a algún efecto causado por 

alguno de sus parentales o por la combinación de ambos.  

 

4.11. Importancia para el programa de mejoramiento del INTA 

La traslación del cultivo hacia zonas con mayor riesgo agroecológico y tierras de menor 

calidad y aptitud, ha hecho que los rendimientos, pese a los cambios tecnológicos incorporados, 

no hayan experimentado aumentos significativos en los últimos cinco años (FAS USDA, 2017). 

La región de la pampa arenosa, descripta ecológicamente como la región girasolera central de la 

Argentina, resulta un ambiente apto para el desarrollo del cultivo. Sin embargo, la evolución del 

área cultivada ha disminuido a partir de la década del ´90 en detrimento de la superficie dedicada 

a la ganadería y a los cultivos extensivos. Una de las razones, es la pérdida de competitividad 

física y económica respecto a estos cultivos que se expandieron en la región (ASAGIR, s.f.). 

En consecuencia, el cultivo del girasol se desplazó hacia zonas marginales caracterizadas 

por un déficit hídrico marcado, debido a la reducción en la frecuencia de las precipitaciones 

anuales. Estos cambios en la distribución estacional de las precipitaciones ocasionan un 

desfasaje entre los ciclos de los cultivos y la disponibilidad hídrica en el suelo. Por consiguiente, 

el estrés hídrico producido durante este período provoca pérdidas significativas de rendimiento, 

afectando también el contenido y la calidad química del aceite en el grano (D. Álvarez, 

comunicación personal). Por esto, el aumento de la tolerancia al déficit hídrico, en los híbridos de 

girasol es de gran importancia. Para lograr este objetivo resulta interesante explorar los recursos 

genéticos de la especie con el fin de identificar regiones genómicas asociadas a dicha tolerancia. 

En este sentido, en los últimos años se realizaron diversos trabajos con materiales del Banco de 

Germoplasma de Girasol (BAG-IM), con el fin de ampliar el conocimiento sobre el carácter e 

identificar nuevas fuentes de tolerancia al estrés hídrico (Bigo, 2005; Andrade et al., 2009; 

Fernández, 2010; Moreno, 2010; Moreno et al., 2013; Andrade et al., 2014; Escalante et al., 2014; 

Moreno et al., 2014; Fernandez, 2016).  

En este contexto, el presente trabajo pretende determinar cuál sería la población 

segregante más adecuada para desarrollar un mapa de ligamiento genético sólido y 

medianamente saturado; que posteriormente permita identificar las regiones genómicas 

asociadas a la tolerancia al estrés hídrico. 
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5. HIPOTESIS 

Es posible seleccionar la población de mapeo F2 más adecuada para construir un mapa 

genético en girasol, realizando una caracterización molecular y fenotípica previa de las líneas 

endocriadas parentales; buscando el mayor contraste para la tolerancia al estrés hídrico. 

Es posible determinar a qué línea parental del cruzamiento B59xR432 se debe la distorsión 

de segregación para SSR, analizando si dicho efecto se reduce o desaparece en nuevos 

cruzamientos con otras líneas parentales no relacionadas.  

 

6. OBJETIVOS 

6.1. Objetivo general 

Seleccionar una población de mapeo F2 de Helianthus annus var. macrocarpus adecuada 

para el desarrollo de un mapa de ligamiento mediante el análisis molecular con marcadores SSR 

y la caracterización fenotípica de las líneas parentales. 

6.2. Objetivos específicos 

1. Caracterizar fenotípicamente las líneas parentales para evaluar su respuesta al estrés 

hídrico en condiciones controladas en invernáculo.  

2. Caracterizar genotípicamente las líneas parentales con al menos 100 marcadores 

SSR.  

3. Identificar y seleccionar los marcadores SSR polimórficos entre las distintas líneas 

parentales para genotipificar las poblaciones F2. 

4. Analizar la segregación de los marcadores SSR polimórficos previamente 

seleccionados en cinco poblaciones segregantes F2. 

5. Seleccionar una población segregante F2 apta para el desarrollo de un mapa de 

ligamiento a emplear en mapeo para tolerancia al estrés hídrico. 
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7. MATERIALES Y METODOS 

El trabajo experimental se desarrolló en el laboratorio e invernáculo del Grupo de 

Biotecnología del INTA–EEA Manfredi. Además, tanto las líneas parentales como las poblaciones 

F2 evaluadas en la presente tesis, fueron generadas por el Grupo de Mejoramiento de Girasol de 

INTA–EEA Manfredi, a cargo del Ing. Agr. Daniel Álvarez. 

7.1. Caracterización fenotípica de las líneas parentales  

 

7.1.1 Material vegetal 

Se evaluaron siete líneas endocriadas de girasol (Tabla 4) pertenecientes al panel de 

asociación establecido por el grupo de Biotecnología de INTA Castelar en conjunto con el 

Laboratorio de Biotecnología y el Grupo de Mejoramiento de Girasol del INTA-EEA Manfredi 

(Fusari et al., 2012). Seis de estas siete líneas se caracterizaron previamente en el campo para 

determinar su respuesta frente al estrés hídrico (EH) durante todo el ciclo del cultivo (Andrade et 

al., 2009). La clasificación de aquellas en susceptibles y tolerantes, se realizó con base en el 

rendimiento en grano y en aceite, y en el porcentaje de germinación relativa (PGR) en manitol 

(200 y 400 mM). Por su parte, el genotipo HA64 no fue evaluado en ese ensayo pero, está 

clasificado como tolerante al EH por Pereyra-Irujo et al. (2007) en un ensayo para estudiar la 

variabilidad genética en la expansión foliar bajo estrés. Con base en estos resultados y para 

profundizar en el conocimiento de las variables ecofisiológicas relacionadas al EH, se realizó una 

caracterización en invernáculo y durante el estadio vegetativo del cultivo por 16 días.  

 Tabla 4: Descripción de las siete líneas endocriadas evaluadas en la presente tesis. 

Línea Pedigree Origen Tipo de androesterilidad Comportamiento frente a EH en campo 

B59 derived B85-9-7 Argentina Mantenedora Susceptible 

R419 HA89/T-//CF9 Argentina Restauradora Susceptible 

HA89 “Vniimk 8931” USA Mantenedora Intermedio 

R423 M734/PNMR651 Argentina Restauradora Intermedio 

HAR4 derived SAENZ PEÑA 74-1-2 Argentina Mantenedora Tolerante 

R432 PION6440/91T608//R049 Argentina Restauradora Tolerante 

HA64 derived VNIIMK 1646 USA Mantenedora Tolerante 

Fuente: Adaptado de Pereyra-Irujo et al. (2007), Andrade et al. (2009) y Filippi et al. (2015).  
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7.1.2. Diseño experimental 

La evaluación de las líneas se realizó durante los meses de septiembre y octubre de 2016, 

en el invernáculo del grupo de Biotecnología en Cultivos del INTA-EEA Manfredi; el cual cuenta 

un sistema automatizado de regulación del fotoperíodo (16 h de luz y 8 h de oscuridad), 

temperatura y humedad. Cada genotipo se implantó en macetas de 5 L, dispuestas según un 

diseño alfa-lattice con seis repeticiones por genotipo y bajo dos regímenes hídricos: control con 

el contenido de humedad a capacidad de campo (CC) y estrés hídrico moderado (EH: 70% de 

CC). Dicho estrés se aplicó a partir del estadio fenológico de V8 (estadio vegetativo de ocho hojas 

expandidas con más de 4 cm de largo) (Zuil, 2011) y durante 16 días consecutivos.  

El sustrato utilizado se extrajo de los primeros 20 cm del perfil del suelo, proveniente de un 

lote productivo; que se caracteriza por ser un suelo Haplustol típico profundo (Serie Oncativo), 

bien drenado, de textura franco limosa (arena 12%, limo 62% y arcilla 26%) y de reacción neutra 

a ligeramente alcalina (pH 7 a 8,5). Presenta un contenido de materia orgánica del 2% en el 

horizonte superficial y una capacidad de almacenamiento de agua útil de 300 mm hasta los 2 m 

de profundidad (Lovera et al., 1993; Lovera y Basanta, 2007). Dicho sustrato se analizó en cuanto 

a las siguientes constantes hídricas: porcentaje de humedad gravimétrica a capacidad de campo 

(Hg CC), al punto de marchitez permanente (Hg PMP) y al nivel de estrés (Hg EH); además de 

determinar la saturación y la densidad aparente. Todos los análisis fueron realizados por el 

Laboratorio de Suelos del INTA–EEA Manfredi. 

La humedad gravimétrica (Hg) indica la cantidad de agua presente en el perfil del suelo a 

una profundidad dada y corresponde a la relación entre la masa de la fracción líquida y la masa 

de la fracción sólida; expresado como gramos de agua por gramos de suelo. Por lo tanto, la Hg 

a CC corresponde al agua retenida en el suelo luego de ser saturado por una lluvia o riego 

(potencial hídrico del suelo o Ψsuelo = - 0,03 MPa). La Hg al PMP es el contenido de agua que 

tiene el suelo cuando la planta se marchita y no recupera la turgencia con 100% HR (Ψsuelo = - 

1,5 MPa). La saturación es la capacidad máxima de almacenamiento de agua y la densidad 

aparente es la relación entre el peso seco de una muestra de suelo y el volumen que ocupó dicha 

muestra a campo (Gil, 2002; Andriani, s.f.). 
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La Hg al nivel de EH se calculó a partir de la siguiente expresión:  

Hg EH = [(Hg CC - Hg PMP)*0,3] + Hg PMP,  

donde 0,3 corresponde al 30% de reducción en la disponibilidad de agua con respecto a 

CC.  

Se llenaron 84 macetas con aproximadamente 4 Kg de tierra cada una y se tomaron 

muestras de suelo para determinar la humedad al inicio del ensayo. Luego se sembraron cuatro 

semillas de girasol por genotipo, junto con tres semillas de maíz en cada maceta. Estas últimas 

actuaron como bomba extractora de agua durante los primeros días del ensayo hasta el inicio del 

estrés hídrico, momento en el que se las eliminó (Pereyra-Irujo et al., 2007).  

Después de la emergencia de los cotiledones siete días posteriores a la siembra, se 

ralearon las plántulas excedentes de girasol, dejando una sola por maceta. Desde ese momento 

y hasta el estadio V8, las macetas se mantuvieron bajo riego a CC. Una vez que las plantas 

llegaron a dicho estadio fenológico se suspendió el riego para alcanzar el nivel de estrés deseado 

(70% de CC); marcando el inicio del estrés propiamente dicho. Se retiraron las plantas de maíz y 

se taparon las macetas con polietileno para evitar la evaporación desde el suelo. El riego se 

realizó con base en las necesidades y requerimientos especiales de cada maceta en función de 

su consumo diario; el cual se determinó por medio del método gravimétrico.  

7.1.3. Determinación de variables agronómicas y climáticas 

a) Variables climáticas: se registraron la temperatura y la humedad relativa ambiente cada 

hora mediante el uso de un data logger (Lascar, China), durante los dos meses que duró el 

ensayo. Con base en dichas variables se calculó el déficit de presión de vapor (DPV) diario como 

la diferencia entre la presión de vapor saturado (ea) y la presión de vapor actual (ed) y se expresa 

en kPa; según el procedimiento de Allen et al. (1998) y modificado por Abbate et al. (2004): 
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donde VPD: vapor pressure déficit; θ es un parámetro ponderador: 0,72 a T°max y 0,28 a 

T°mín; Ti: T°max o T°mín; Tmax: temperatura máxima; Tmin: temperatura mínima; HRmin: humedad 

relativa mínima; HRmax: humedad relativa máxima. 

b) Fenología: se registró desde la emergencia de los cotiledones y cada dos o tres días 

para determinar el estado fenológico de cada planta. Para ello se utilizó la escala fenológica 

fotográfica de Zuil (2011). El objetivo de esta medición fue determinar el momento correcto para 

el inicio del estrés. 

c) Área Foliar (AF): se registró el AF total sobre todas las hojas medibles (>1 cm) de cada 

planta midiendo el ancho de cada hoja en cm. Dicha variable se midió en diferentes momentos 

del ensayo (7, 14, 21, 28 y 35 días post-emergencia) así como también al inicio y al final de la 

imposición del estrés. Para el cálculo del AF por planta se utilizó un modelo alométrico ajustado 

a partir de un muestreo destructivo con la siguiente fórmula y se expresa en cm2. 

AFi = [0,6185*(AHi)2] + [(2,1849* AHi) + 0,5471] 

AFTp = ∑ AFi 

GAF = AFTp (fEH) - AFTp (iEH) 

donde, AFi: área foliar de la hoja i; AHi: ancho de la hoja i; AFTp: área foliar total por planta; 

GAF: ganancia de área foliar; AFTp (iEH): área foliar total por planta al inicio del estrés hídrico; 

AFTp (fEH): área foliar total por planta al final del estrés hídrico. 

d) Peso fresco y peso seco total: dichos pesos se estimaron al inicio por medio de modelos 

alométricos a partir del volumen de la planta (altura planta*diámetro de tallo) y el AF (calculado 

como se muestra en el punto anterior). Las mediciones se registraron cada 7, 14, 21, 28 y 35 días
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post-emergencia y al final del estrés por un muestreo destructivo. Cada muestra verde se pesó 

(balanza Metler Toledo, Suiza) y se secó en estufa a 105 °C, durante 24 h; registrándose 

posteriormente los pesos secos respectivos (balanza Denver Instrument, USA). Así mismo, el 

peso fresco se utilizó para corregir el peso objetivo de las macetas y así obtener un dato real del 

agua transpirada diariamente y del agua disponible en la maceta. Los pesos se calcularon según 

las siguientes fórmulas: 

VP = 3,14 [(DT/10/2)2 * AP] 

PFt = (1,576 * VP) + 6,5963 

PFh = (0,0899 * AFTp) + 0,1598 

PFTp = 0,7494 * [(PFt * PFh)0,4367] 

PSTp = [0,0007 * (VP * AFTp)] + 0,1955 

donde VP: volumen de la planta; DT: diámetro de tallo; AP: altura de planta; PFt: peso fresco 

del tallo; PFh: peso fresco de la hoja; AFTp: área foliar total por planta; PFTp: peso fresco total 

estimado por planta; PSTp: peso seco total estimado por planta. 

e) Transpiración total acumulada (Tta): hace referencia a la pérdida de agua en gramos, 

en forma de vapor desde la superficie de la hoja. El agua transpirada se determinó mediante 

método gravimétrico y registrando el consumo hídrico diario durante el período de estrés efectivo; 

se expresa en gH2O día-1. 

TDx = PMx – (PMx-1 – ARx-1) 

Tta = ∑ TDx 

donde, TDx: transpiración diaria del día x; PMx: peso de la maceta del día x; PMx-1: peso de 

la maceta del día anterior (x-1); ARx-1: agua de riego del día anterior (x-1); Tta: transpiración total 

acumulada para el periodo de estrés efectivo por maceta. 

f) Tasa de Asimilación Neta (TAN): indica la eficiencia fotosintética de la planta y 

representa la ganancia de peso seco generada por unidad de área foliar en un período de tiempo 

determinado y se expresa en g cm-2 día-1. Esta variable se determinó mediante el registro del AF 

detallado en el punto c) y el peso seco (PS) total incluyendo raíces registrado al inicio y al final 

del estrés como se detalló en el punto d); mediante la siguiente fórmula: 
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donde PS2 y PS1 son peso seco total al final y al inicio del estrés, respectivamente; AF2 y 

AF1 son el área foliar total al final y al inicio del estrés, respectivamente; log es el logaritmo natural 

del área foliar y t2 y t1 son tiempo (valor final e inicial, en todos los casos).  

g) Eficiencia en el Uso de Agua (EUA): se define como la cantidad de materia seca 

producida por unidad de agua transpirada y se expresa en g g-1. Dicha variable se estimó a partir 

de la siguiente fórmula: 

EUA = GPS 

      Tta 

GPS = PSTp(fEH) – PSTp(iEH) 

donde, EUA: eficiencia en el uso del agua; GPS: ganancia de peso seco; Tta: transpiración 

total acumulada durante el período de estrés efectivo; PSTp(fEH): peso seco total por planta al final 

del estrés hídrico; PSTp(iEH): peso seco total por planta al inicio del estrés hídrico. 

h) Relación Tasa Transpiratoria (TT) – Déficit de Presión de Vapor (DPV): la TT se define 

como el agua transpirada por unidad de área foliar y unidad de tiempo (Tanner et al., 1983). La 

TT diaria se calculó como el cociente entre el agua transpirada y el AF diarios por planta y se 

expresa como g cm-2 día-1. El DPV se calculó según Allen et al. (1998) como se detalló en el punto 

a). Dicha relación se estableció a partir de la determinación de la pendiente y el punto de quiebre 

o punto C, por medio de un modelo de regresión no lineal Plateau.  

Los modelos alométricos utilizados para las estimaciones de las variables, se ajustaron al 

inicio del estrés mediante un muestreo destructivo. Los modelos matemáticos se construyeron 

según Vega et al. (2001) y Druetta (2016). Al finalizar los 16 días de estrés efectivo se realizó un 

muestreo destructivo registrándose fenología, área foliar, altura, diámetro de tallo y peso fresco 

de cada planta.  
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7.1.4. Análisis estadístico 

Los datos fenotípicos se analizaron mediante estadística descriptiva, Análisis de 

Componentes Principales (ACP), regresión lineal simple y no lineal Plateau, modelos lineales 

generalizados mixtos para determinar diferencias significativas y comparación de medias 

mediante la prueba LSD de Fisher. El grado de correlación entre las variables se determinó 

mediante el coeficiente de correlación de Pearson. Para el análisis estadístico se utilizaron los 

programas InfoStat (Di Rienzo et al., 2011) y SAS University Edition 3.6 (SAS, 2016). 

7.2. Caracterización genotípica de las líneas parentales  

 

7.2.1. Extracción de ADN 

El ADN de las siete líneas parentales previamente descriptas (Tabla 4) se extrajo a partir 

de hojas jóvenes liofilizadas durante 60 h en liofilizador modelo FreeZone 7949030 (LABCONCO, 

USA) y mediante el protocolo de extracción con CTAB modificado, según Doyle y Doyle (1987) 

(Anexo: protocolo 1). Para determinar la calidad del ADN se realizó una corrida electroforética en 

gel de agarosa 0,8%, con buffer TAE 1X, durante 40 min a 90 V en una cuba horizontal modelo 

Horizon 11.14 Watman (Biometra, Alemania) y tinción con GelRed Nucleic Acid Gel Stain 10000X 

(Biotium, USA). La visualización del ADN extraído se realizó empleando un digitalizador de 

imagen (Bio-Rad, USA) y para el análisis de la corrida se utilizó el programa Quantity One 1 D 

(Bio-Rad, USA). La cuantificación del ADN extraído se realizó con un espectrofotómetro 

NanoDrop 8000 (Thermo Fisher Scientific, USA). 

7.2.2. Amplificación por PCR 

Se analizaron un total de 127 marcadores microsatélites (SSR) disponibles en base pública 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore), de los cuales 116 son gSSR desarrollados por el Instituto 

de Biotecnología del INTA Castelar (Serie HA) (Paniego et al., 2002) y por la Universidad de 

Oregon (Serie ORS) (Tang et al., 2002); además de 11 EST-SSR analizados previamente por 

Filippi et al. (2015) en el panel de asociación (Anexo: tabla 1). Las reacciones de amplificación 

del ADN de los parentales se realizaron mediante PCR multiplex diseñadas con el programa 

Multiplex Manager (Holleley y Geerts, 2009). Los parámetros seleccionados incluyeron: un 

máximo de hasta tres cebadores por reacción con una diferencia mínima de separación entre 

cebadores de 50 pb. Dichas reacciones se desarrollaron utilizando el kit multiplex PCR de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
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QIAGEN (Hilden, Alemania) y ajustando el volumen final a 5 µL con 1X de master mix, 0,2 µM de 

cebadores (forward y reverse) y 10 ng de ADN genómico. Las amplificaciones se realizaron en 

un termociclador AB GeneAmp system 9700 (Applied Biosystems, USA) con el siguiente 

programa de ciclado: desnaturalización inicial de 15 min a 95°C, seguidos por 30 ciclos 

compuestos por desnaturalización de 30 s a 94°C, hibridación de 90 s a 60°C y extensión de 60 

s a 72°C, seguidos de una extensión final de 20 min a 60°C. Los cebadores que no formaron 

parte de ninguna PCR multiplex se amplificaron solos en reacciones separadas en un volumen 

final de 6 µL que incluyeron buffer de PCR 1X, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP 

(Fermentas, Lituania), 0,25 µM de cebadores (forward y reverse), 0,25 U de Taq polimerasa 

Platinum (Invitrogen, USA) y 10 ng de ADN genómico. El programa de ciclado consistió en una 

desnaturalización inicial de 10 min a 94°C, seguido por 30 ciclos compuestos por 

desnaturalización de 30 s a 94°C, hibridación de 90 s a 60°C y extensión de 60 s a 72°C, seguidos 

de una extensión final de 10 min a 72°C. La amplificación de los fragmentos se comprobó en 

geles de agarosa al 2% con buffer TAE 1X, durante 40 min a 90 V en una cuba horizontal modelo 

Horizon 11.14 Watman (Biometra, Alemania) y tinción con GelRed Nucleic Acid Gel Stain 10000X 

(Biotium, USA). Para la visualización de los fragmentos amplificados, se empleó un digitalizador 

de imagen (Bio-Rad, USA). 

7.2.3. Genotipificación en geles de poliacrilamida 

Los fragmentos amplificados se resolvieron por electroforesis en geles desnaturalizantes 

de poliacrilamida al 6% (p/v) en una cuba vertical Gibco-BRL modelo S2 (Biometra, Alemania). 

Los buffers de corrida utilizados fueron TBE 0,5X en la parte superior y TBE 1X en la parte inferior. 

El tiempo de corrida fue de aproximadamente 1h 30 min a 2 h dependiendo del tamaño del 

fragmento amplificado, a 60 W. Como patrón de peso molecular se utilizó un DNA ladder de 10 

bp (Invitrogen, USA). La visualización de los fragmentos, se realizó mediante la tinción con Nitrato 

de Plata según el protocolo modificado de Creste et al. (2001) (Anexo: protocolo 2). El tamaño de 

los alelos amplificados se estimó por comparación con el peso molecular del patrón utilizado. 

7.2.4. Análisis de diversidad de marcadores 

La diversidad genética por locus se determinó a partir de la riqueza alélica, mediante el 

cálculo del número total de alelos detectados, el número de alelos por locus (Na), el número 

efectivo de alelos por locus (Ne) y a partir del cálculo de los siguientes índices de diversidad: D, 

He y PIC.  
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La diversidad genética (D) es una medida de la variabilidad apropiada para poblaciones 

endocriadas; es una función de la heterocigosidad y se calcula como D=1-∑pij
2, donde pij

2 es la 

frecuencia del alelo i en el locus j.  

La heterocigosidad esperada o insesgada de Nei (He) (Nei, 1978) por locus, se calcula 

como , donde N es el tamaño de la muestra.  

El contenido de información polimórfica (PIC) (Botstein et al., 1980) por locus, se calculó 

como  
1

2 2 2

1 2 1

1 2
l l i

i i j

i i j

PIC p p p


  

    .  

7.2.5. Análisis de conglomerados 

A partir de los datos genotípicos obtenidos con los marcadores SSR para cada línea 

parental y con el objetivo de establecer la relación genética entre estas, se realizó el análisis de 

conglomerados a partir de las distancias genéticas calculadas con el índice de similitud de Nei 

Standard (Nei, 1972) y las medias aritméticas calculadas con UPGMA (Unweighted Pair-Group 

Method using an Arithmetic Average). Se calculó el índice de correlación cofenética para 

determinar el grado de correlación entre los datos de la matriz y el dendrograma generado. Tanto 

para el punto anterior (7.2.4) como para este, el análisis se realizó con el programa Infogen 

(Balzarini y Di Rienzo, 2011).  

7.3. Caracterización genotípica de las poblaciones F2 segregantes 

Cuatro de las líneas parentales caracterizadas inicialmente (B59, R419, R423 y R432) se 

utilizaron para generar cinco poblaciones F2 segregantes para la tolerancia al estrés hídrico. La 

selección de las líneas parentales para la generación de las siguientes poblaciones se basó en 

la caracterización fenotípica realizada previamente en el campo, por el Grupo de Mejoramiento 

de Girasol del INTA-EEA Manfredi (Andrade et al., 2009). Dichas poblaciones se denominaron 

de acuerdo al cruzamiento que le dio origen, estas son: B59xR432, B59xR423, R423xR419, 

R419xR423 y R419xR432. Cabe aclarar que dichas poblaciones habían sido generadas 

previamente en 2005, quedando a la espera de ser analizadas mediante marcadores 

moleculares. Así, un total de 70 individuos de cada población F2 se analizaron mediante 34 SSR 

polimórficos seleccionados previamente a partir de la caracterización de las líneas parentales 
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descriptas en el punto 7.2 (Anexo: tablas 12 a 16). La extracción del ADN se realizó según lo 

detallado en el punto 7.2.1. Los 34 marcadores se seleccionaron con base en su correcta 

amplificación dentro de la PCR multiplex y en su buena resolución en el gel de poliacrilamida. Las 

reacciones de amplificación se realizaron mediante PCR multiplex diseñadas como se detalló en 

el punto 7.2.2 (página 36). Para las amplificaciones multiplex (dos o tres cebadores por reacción) 

se utilizó el kit para PCR multiplex de QIAGEN (Hilden, Alemania) en un volumen final de 5 µL y 

10 ng de ADN molde; y las amplificaciones simples (un cebador por reacción) se realizaron en un 

volumen final de 6 µL y 10 ng de ADN genómico, según lo descripto en el punto 7.2.2 (página 

36). Todas las amplificaciones se realizaron en un termociclador AB GeneAmp system 9700 

(Applied Biosystems, USA) con el programa de ciclado específico para las PCR multiplex y 

simples descriptas en el punto 7.2.2 (página 36). La amplificación de los fragmentos se comprobó 

en geles de agarosa al 2%, teñidos con GelRed Nucleic Acid Gel Stain 10000X (Biotium, USA) y 

visualizados con un digitalizador de imagen (Bio-Rad, USA) (ver punto 7.2.2, página 36). Los 

fragmentos amplificados se resolvieron por electroforesis vertical en geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida al 6% (p/v) en una cuba Gibco-BRL modelo S2 (Biometra, Alemania) (ver punto 

7.2.3, página 37). La visualización de los fragmentos, se realizó mediante la tinción con Nitrato 

de Plata según el protocolo modificado de Creste et al. (2001) (Anexo: protocolo 2), y los alelos 

detectados se codificaron según el manual del programa utilizado: A (alelo materno), B (alelo 

paterno) y H (heterocigota). 

7.4. Análisis de segregación de marcadores microsatélites en las poblaciones F2 

segregantes 

Para el análisis de segregación de marcadores se utilizó el programa MapDisto 1.7.7 

(Lorieux, 2012), con el fin de determinar si presentaban segregación mendeliana esperada (1:2:1) 

para un marcador codominante como los SSR en una población F2. Se consideraron como 

marcadores con segregación mendeliana aquellos que presentaron valores de X2 ≤ X2 crítico para 

un nivel de significancia α=0,05. Asimismo, para determinar la posible causa de la distorsión en 

dichos marcadores, se analizó la segregación de las frecuencias alélicas (p=q) y genotípicas 

(p2:2pq:q2) mediante la prueba de X2 (Pham et al., 1990). 
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7.5. Selección de una población F2 segregante apta para el desarrollo de un mapa 

de ligamiento de marcadores 

A partir de los datos fenotípicos y genotípicos de las líneas parentales y del análisis de 

segregación de los marcadores, se seleccionó aquella población F2 que presentó el menor 

porcentaje de marcadores distorsionados (χ2> χ2
α=0,05), cuyas líneas parentales presentaron 

mayor nivel de polimorfismo, mayor distancia genética y mayores diferencias significativas 

(α=0,05) para las variables fenotípicas evaluadas en el ensayo de invernáculo.  
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8. RESULTADOS 

 

8.1. Caracterización fenotípica de las líneas parentales  

Con el objetivo de caracterizar fenotípicamente las siete líneas endocriadas de girasol 

cultivado, se realizó un ensayo en invernáculo durante el período vegetativo, para determinar su 

comportamiento frente al estrés hídrico (Figura 9). Para evitar el sombreado que las plantas 

pudieran provocarse entre sí, las macetas se dispusieron a una distancia de 25 cm. Las 

constantes hídricas analizadas en el sustrato utilizado se muestran en la tabla 5. 

 

Figura 9: Distribución de macetas según un diseño alfa-lattice. Macetas a capacidad de campo 

(rótulos en verde); macetas bajo estrés (rótulos en rojo). 

Tabla 5: Constantes hídricas del sustrato utilizado. Valores expresados en %. 

Constantes Hídricas Valores (%) 

Hg PMP 13,3 

Hg CC 30,0 

Hg EH 18,0 

Saturación 50,0 

Densidad aparente   1,31 g cm-3 

Hg PMP: humedad gravimétrica a punto de marchitez permanente; Hg CC: humedad gravimétrica a capacidad 

de campo; Hg EH: humedad gravimétrica a nivel de estrés hídrico. 
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Con base en dichas constantes, se determinó el peso objetivo para cada tratamiento control 

(CC) y estrés (EH), el cual se mantuvo con el riego aplicado diariamente mediante el método 

gravimétrico detallado en Materiales y Métodos (Figura 10).  

 

Figura 10: A) Registro diario del peso de las macetas desde el estadío fenológico V2 hasta el final 

del estrés. B) Riego diario. 

Después de la emergencia de los cotiledones y hasta el estadio fenológico V8, las macetas 

se mantuvieron a CC. Cada dos o tres días se registró la fenología para determinar el momento 

justo para el inicio del estrés. Es así que, cuando los genotipos alcanzaron el estadio V8 se 

suspendió el riego para llegar al nivel de estrés deseado (70% de CC) y dar inicio del estrés 

propiamente dicho. Tanto al inicio como al final de los 16 días de estrés hídrico efectivo, se 

registró fenología (Figura 11A), área foliar (Figura 11B), altura y diámetro de tallo (Figura 12A y 

12B) y solo al final del estrés se registró el peso fresco de la parte aérea (Figura 12C) y el peso 

seco total (parte aérea: Figura 12D y raíces) mediante un muestreo destructivo. Las 

observaciones sobre la raíz, revelaron que las plantas han explorado el volumen total de suelo 

en la maceta. Así todo el contenido hídrico transpirable estuvo accesible a las plantas. A partir de 

estas variables se determinaron la ganancia de área foliar (GAF), la transpiración total acumulada 

(Tta) durante los 16 días de estrés, la tasa de asimilación neta (TAN), la eficiencia en el uso del 

agua (EUA) y la relación tasa de transpiratoria (TT) – déficit de presión de vapor (DPV). 

A B 
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Figura 11: A) Fenología: se consideraron todas las hojas expandidas con un largo no menor a 4 

cm. B) Área foliar: se registró el ancho de todas las hojas medibles >1 cm. 

 

Figura 12: Muestreo destructivo: A) Altura de la planta. B) Diámetro del tallo. C) Peso fresco. D) 

Peso seco. 

Las variables ambientales, temperatura (T°C) y humedad relativa (HR%) se registraron 

diariamente, cada hora, durante los dos meses que duró el ensayo, como se observa en la figura 

13. En esta se puede visualizar que la temperatura evidenció menor variación a lo largo del 

A B 

A B 

C D 
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ensayo que la HR%. La temperatura promedio registrada para el periodo de evaluación fue de 

14°C mínima y 32°C máxima, con una humedad relativa promedio de 39% mínima y 79% máxima 

y un DPV diario promedio igual a 1,43 kPa mínimo y 3,24 kPa máximo. La figura 14 muestra la 

evolución de la temperatura y la humedad para los días que duró el período de estrés efectivo. 

 

Figura 13: Evolución de la temperatura (T°C) y la humedad relativa (HR%) para el período completo 

de evaluación. 

 

Figura 14: Evolución de la temperatura (T°C) y la humedad relativa (HR%) durante los días de estrés 

efectivo. 
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El análisis estadístico de las variables ecofisiológicas evaluadas se realizó teniendo en 

cuenta el período de estrés efectivo de 16 días. Para determinar si existen diferencias 

significativas entre genotipos y tratamientos para dichas variables, se utilizaron modelos lineales 

generalizados mixtos, con efectos fijos para el factor estrés (con dos niveles CC y EH), el factor 

genotipo (con siete niveles) y sus interacciones (14 niveles). Como efecto aleatorio se incluyeron 

las repeticiones de cada nivel de tratamiento anidadas en cada mesada. En el anexo (página 84) 

se muestran las medias, desvíos estándar y coeficientes de variación por genotipo (Tabla 2), por 

tratamiento (Tabla 3) y por genotipo por tratamiento de las variables evaluadas (Tabla 4). 

El análisis estadístico mostró que existen diferencias significativas entre genotipos 

(p<0,0001) para ganancia de área foliar (GAF), siendo B59 (502,72 ± 109,16 cm2) el que se 

diferenció del resto de las líneas por presentar el valor promedio más alto para esta variable. En 

cambio, R419 fue el genotipo con menor GAF promedio (162,43 ± 100,39 cm2) (Figura 15) 

(Anexo: tabla 2). También se observaron diferencias significativas entre tratamientos CC (333,90 

± 143,94 cm2) y EH (273,00 ± 104,37 cm2); con una reducción del 18% en GAF promedio para 

las plantas bajo estrés (p=0,0004). Por otro lado, no se evidenció interacción GxT significativa; 

sin embargo, el único genotipo que mostró una reducción importante del AF entre EH y CC fue 

HA64 con un 27% de diferencia (p=0,0080) (Anexo: tablas 4 y 5); no así la línea R423 (9%) que 

fue el genotipo con menor diferencia en GAF entre CC y EH (Figura 15) (Anexo: tabla 4).  

 

Figura 15: Ganancia de área foliar (cm2) para siete líneas de girasol bajo dos regímenes hídricos 

durante 16 días de estrés efectivo. Tratamiento CC: barras azules; tratamiento EH: barras rojas. 
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Para la variable transpiración total acumulada (Tta) también se observaron diferencias 

significativas para genotipo y tratamientos (p<0,0001), siendo no significativa la interacción GxT 

(p=0,0696). En este caso se observó que la línea B59 fue el genotipo con mayor transpiración 

promedio (2524,00 ± 554,20 gH2O.día-1) y el genotipo R419 presentó un valor promedio menor 

para dicha variable (1685,75 ± 399,72 gH2O.día-1) (Anexo: tabla 2). Los demás genotipos 

presentaron valores intermedios similares (Figura 16). En cuanto a la diferencia entre 

tratamientos, se produjo una reducción del 23% de la transpiración promedio entre CC (2483,95 

± 441,15 gH2O.día-1) y EH (1921,12 ± 257,56 gH2O.día-1). Esta situación se hizo evidente entre 

los tratamientos de los genotipos HAR4 (32% de reducción entre CC y EH), B59 y R419 ambos 

con una disminución del 29% entre tratamientos (Anexo: tabla 4); siendo los genotipos con 

mayores diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos para esta variable (Anexo: tabla 6).  

 

Figura 16: Transpiración total acumulada (g) para siete líneas de girasol bajo dos regímenes hídricos 

durante 16 días de estrés efectivo. Tratamiento CC: barras azules; tratamiento EH: barras rojas. 

Para la variable tasa de asimilación neta (TAN) se observaron diferencias significativas 

entre genotipos y tratamientos (p<0,0001) y para la interacción (p=0,0022). El genotipo R423 se 

destacó por sobre los demás con un valor de TAN=0,0014 g cm-2 día-1, en contraposición a R419 

que presentó el valor más bajo para dicha variable (TAN=0,0010 g cm-2 día-1) (Figura 17) (Anexo: 

tabla 2). Sin embargo, HA64 (p<0,0001) y HAR4 (p=0,0006) fueron los únicos que mostraron 

diferencias significativas entre tratamientos (Anexo: tabla 7). Esto se evidenció en un aumento de 

TAN bajo estrés con respecto al CC de un 35% y 23%, respectivamente (Anexo: tabla 4). Sin 
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embargo, los demás genotipos no presentaron diferencias significativas entre CC y EH (p>0,05) 

(Anexo: tabla 7).  

 

Figura 17: Tasa de asimilación neta (TAN) (g cm-2 día-1) para siete líneas de girasol bajo dos 

regímenes hídricos durante 16 días de estrés efectivo. Tratamiento CC: barras azules; tratamiento EH: 

barras rojas. 

Para la eficiencia en el uso del agua (EUA) el análisis estadístico evidenció diferencias 

significativas entre genotipos (p=0,0011) y tratamientos (p<0,0001) (Figura 18), como así también 

para la interacción GxT (p=0,0264). Los genotipos HA64 y HAR4 fueron los que presentaron 

mayores diferencias (55 y 39%, respectivamente) en la eficiencia del tratamiento estresado con 

respecto al control (Anexo: tabla 4). Sin embargo, R423 fue el genotipo que en promedio presentó 

la mayor eficiencia bajo estrés (EH: 0,0053 ± 0,0005 g g-1) (Anexo: tabla 4). Por otro lado, los 

demás genotipos evidenciaron un aumento significativo (p<0,05) entre 19 y 35% del tratamiento 

EH con respecto a CC (Anexo: tabla 8).  
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Figura 18: Eficiencia en el uso del agua (EUA) (g g-1) para siete líneas de girasol bajo dos regímenes 

hídricos durante 16 días de estrés efectivo. Tratamiento CC: barras azules; tratamiento EH: barras rojas. 

Se determinó la relación lineal entre EUA y TAN durante los 16 días de estrés efectivo. El 

análisis de varianza mostró que existe una relación lineal entre ambas variables (p<0,0001) 

(Figura 19A). También se observa que el modelo propuesto no presenta falta de ajuste 

(p=0,1990). Así que, por cada aumento de TAN, EUA aumenta en promedio 3,52 g de materia 

seca/g agua transpirada. Por lo tanto, el modelo lineal es el siguiente: 

EUA = 0,00023 + 3,52 * TAN (R2=0,60). 

Si se considera por tratamiento se tienen los siguientes modelos para cada uno:  

EUA (CC) = 0,0008 + 2,659 * TAN (R2=0,71).  

EUA (EH) = 0,0018 + 2,566 * TAN (R2=0,67). 

En este sentido, la figura 19B muestra que el tratamiento estresado presentó una mayor 

eficiencia que el control, para un mismo valor de TAN. En este caso se observa que las plantas 

a CC tienen mayor pendiente en comparación con las plantas bajo EH; sin embargo, para un 

mismo valor de TAN=0,0011 g cm-2 día-1 las que están a CC tienen menor eficiencia (EUA=0,0037 

g g-1) que las plantas estresadas (EUA=0,0046 g g-1). 
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Figura 19: A) Relación lineal entre EUA y TAN para las siete líneas de girasol bajo dos regímenes 

hídricos. B) Relación lineal particionada por tratamiento (CC: punto azul y EH: punto rojo) durante 16 días 

de estrés efectivo EUA: Eficiencia en el uso del agua (g g-1); TAN: Tasa de asimilación neta (g cm-2 día-1); CC: 

capacidad de campo; EH: estrés hídrico. 

 

En el caso de la pendiente de la relación TT-DPV, solo se observaron diferencias 

significativas para genotipo (p<0,0001) y tratamiento (p=0,0026) (Figura 20). Los genotipos HA64 

(0,21 ± 0,05) y R432 (0,20 ± 0,02) fueron los que presentaron una mayor pendiente (en rojo, 

Figura 20A) y R419 (0,13 ± 0,02) y HA89 (0,12 ± 0,01), los que mostraron una menor pendiente 

de la relación (en azul, Figura 20A) (Anexo: tabla 2). Entre CC y EH se determinó una disminución 

del 6% del tratamiento estresado con respecto al control (Figura 20B) (Anexo: tabla 3). Por otro 

lado, los únicos genotipos que mostraron diferencias entre tratamientos fueron R419 (p=0,0480) 

y R423 (p=0,0111) (Anexo: tabla 9); siendo este último el que evidenció mayor diferencia entre 

CC (0,21 ± 0,01) y EH (0,17 ± 0,01), con un 19% de reducción de la pendiente bajo estrés (Anexo: 

tabla 4). Por el contrario, HA64 no mostró diferencias significativas entre tratamientos (p=0,628) 

(Anexo: tabla 9).  
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Figura 20: A) Relación entre TT diaria y DPV del día en siete líneas de girasol sometidos a dos 

condiciones hídricas (CC y EH) durante 16 días de estrés: pendientes en rojo (B59, HA64, R423 y R432); 

pendiente en negro (HAR4) y pendientes en azul (R419 y HA89). B) Relación entre TT diaria y DPV del día 

para dos condiciones hídricas (CC: pendiente en azul y EH: pendiente en rojo) durante los 16 días de estrés 

efectivo. TT: Tasa Transpiratoria (g cm-2 día-1); DPV: Déficit de Presión de Vapor (kPa); CC: capacidad de campo; EH: 

estrés hídrico. 

Para el punto de quiebre o punto C (valor de DPV por encima del cual la TT se mantiene 

constante alcanzando la TTmáx), existen diferencias significativas para genotipos y tratamientos 

(p<0,0001), siendo significativa también la interacción GxT (p=0,0021). Es así que, HA64 y R432 

al tener un punto C menor en ambos tratamientos, alcanzaron la TTmáx a un valor de DPV más 

bajo (Figuras 21A y 21B) mientras que, R419 y HA89 presentaron mayor valor para el punto C 

tanto en CC como en EH (Figuras 21F y 21G). Los genotipos B59 (Figura 21C), HAR4 (Figura 

21D) y R423 (Figura 21E) presentaron valores intermedios para dicha variable en ambos 

tratamientos (Anexo: tabla 4). Por otro lado, sólo HA64 (p=0,0493), R432 (p=0,0041) y HA89 

(p<0,0001) mostraron diferencias significativas entre tratamientos, siendo este último el que 

mostró la mayor diferencia entre CC y EH; con un 13% de reducción del tratamiento estresado 

con respecto al control para dicho genotipo (Anexo: tabla 4). Por otra parte, HAR4 no evidenció 

diferencias significativas entre tratamientos (p=0,9067), por lo tanto, bajo estrés mantuvo su TTmáx 

(Anexo: tabla 10). En la figura 21 se pueden observar las diferencias en la relación TT-DPV para 

cada genotipo durante el período vegetativo bajo dos regímenes hídricos (CC y EH).  
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Figura 21: Relación entre Tasa Transpiratoria diaria y Déficit de Presión de Vapor del día para cada 

una de las siete líneas de girasol sometidos a dos condiciones hídricas (CC: puntos en azul y EH: puntos 

en rojo) durante 16 días de estrés efectivo: A) HA64 B) R432 C) B59 D) HAR4 E) R423 F) R419 G) HA89. 

TT: Tasa Transpiratoria (g cm-2 día-1); DPV: Déficit de Presión de Vapor (kPa); CC: capacidad de campo; EH: estrés 

hídrico. 

El análisis de componentes principales (ACP) se realizó a partir de los datos agronómicos 

estandarizados y se consideraron las dos primeras componentes principales que explican el 80% 

de la variabilidad total observada en los datos (Figura 22). La CP1 explica la mayor variabilidad 

(43,8%) y muestra que las variables con mayor inercia son la pendiente y el punto C de la relación 

TT-DPV. Dichas variables separaron a HA89 y R419 de los demás genotipos tanto para CC como 

para EH, debido a que presentaron una menor pendiente y mayor punto C para dicha relación. 

Para la CP2 (35,9%), las variables con mayor peso resultaron la Transpiración y EUA, separando 

los genotipos del tratamiento CC de los del tratamiento EH; evidenciando que, las plantas bajo 

estrés transpiraron menos y fueron más conservadoras con el agua en los tejidos. 

 

Figura 22: Gráfico biplot obtenido a partir del ACP. Ordenamiento producido por seis variables 

morfofisiológicas y ecofisiológicas de la media de los genotipos y tratamientos. Pendiente TT: Pendiente de 

la relación TT-DPV; GAF: Ganancia de Área Foliar; Tta: Transpiración total acumulada; Punto C: Punto de quiebre de 

la relación TT-DPV; EUA: Eficiencia en el Uso del Agua; TAN: Tasa de Asimilación Neta; CC: capacidad de campo; 

EH: estrés hídrico; CP1: Componente Principal 1; CP2: Componente Principal 2. 
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En cuanto a la correlación entre variables, el ACP y el análisis de correlación de Pearson 

(Tabla 6) muestra una correlación positiva entre GAF y transpiración (p<0,0001). También se 

observó una alta correlación positiva entre TAN y EUA (p<0,0001); es por esto que, un aumento 

en TAN producirá un incremento en EUA, principalmente en genotipos bajo estrés. No así para 

la pendiente TT y el punto C que muestran una alta correlación negativa (p<0,0001).  

Tabla 6: Coeficientes de correlación de Pearson entre las variables analizadas y su 

significancia. 

Variables EUA Pendiente TT Punto C Transpiración GAF TAN 

EUA 1 0,957 0,003 0,004 0,975 0,000 

Pendiente TT -0,01 1 0,000 0,017 0,172 0,003 

Punto C -0,32 -0,73* 1 0,029 0,022 0,001 

Transpiración -0,32 0,26 -0,24 1 0,000 0,292 

GAF 0,00 0,15 -0,25 0,60* 1 0,786 

TAN 0,77* 0,32 -0,36 -0,12 0,03 1 

Coeficiente de correlación (r): diagonal inferior; p-valor: diagonal superior. * Correlación significativa al 5%. 

EUA: Eficiencia en el uso del agua; GAF: ganancia de área foliar; TAN: tasa de asimilación neta. 

Teniendo en cuenta los resultados hallados en la caracterización fenotípica en invernáculo, 

se clasificó a los genotipos evaluados como de eficiencia transpiratoria (ET) alta (HA64 y HAR4), 

intermedia (B59, R423 y R432) y baja (HA89 y R419). Las líneas HAR4 (alta ET) y R419 (baja 

ET) mostraron el mismo comportamiento frente al estrés hídrico tanto en el ensayo de invernáculo 

como en el ensayo a campo; manteniendo la eficiencia de cada genotipo tanto en el estadío 

vegetativo como durante el estadío reproductivo. 

8.2. Caracterización genotípica de las líneas parentales  

Con el objetivo de genotipificar las siete líneas de girasol se realizó una caracterización con 

127 marcadores SSR (116 gSSR y 11 EST-SSR), de los cuales, 94 amplificaron en todas las 

líneas mostrando polimorfismo entre ellas (Tabla 7). De los 33 marcadores restantes, uno mostró 

duplicación, tres fueron heterocigotas, diez monomórficos, dos multilocus y 17 no amplificaron en 

ninguna de las líneas; pese a modificar las condiciones de amplificación y ciclado (Anexo: tabla 

1). De los 94 marcadores que amplificaron, el 78% presentaron entre dos y tres alelos; mientras 

que solo un marcador logró diferenciar hasta seis alelos (HA4011) (Tabla 7). Esta caracterización 

permitió detectar un nivel de polimorfismo entre 46 y 64% entre las posibles combinaciones de 
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parentales teniendo en cuenta su comportamiento frente al estrés en campo e invernáculo (Tabla 

8).  

Tabla 7: Número de alelos detectados por los marcadores analizados. 

N° alelos/locus N° marcadores 

6 1 

5 6 

4 13 

3 31 

2 43 

Total 94 

 

Tabla 8: Nivel de polimorfismo detectado entre las posibles combinaciones de parentales 

para 94 marcadores SSR. 

Combinación de parentales Comportamiento 

frente al EH en campo 

Comportamiento frente 

al EH en invernáculo 

Nivel de 

polimorfismo Parental femenino Parental masculino 

B59 R432 S x T EI x EI 58% 

B59 R423 S x I EI X EI 54% 

R423 R419 I x S EI X EB 46% 

R419 R423 S x I EB x EI 46% 

R419 R432 S x T EB x EI 64% 

R419 HA64 S x T EB x EA 59% 

R419 HAR4 S x T EB x EA 59% 

HA89 HAR4 I x T EB x EA 60% 

HA89 HA64 I x T EB x EA 43% 

EH: estrés hídrico; S: susceptible; I: comportamiento intermedio; T: tolerante; EB: eficiencia baja; EI: eficiencia 

intermedia; EA: eficiencia alta. 

Para determinar la variabilidad genética presente en el conjunto de marcadores utilizados 

se eliminaron tres marcadores que mostraron más del 30% de dato faltante. Es así que, se 

identificaron un total de 262 alelos para los 91 loci analizados, para los cuales se encontraron 26 

alelos nulos con una frecuencia igual a 0,099. La tabla 9 muestra la riqueza alélica y la diversidad 

genética encontrada para estos marcadores analizados. Si bien el número de alelos detectados 

es alto, se obtuvo un 47% de marcadores que solo amplificaron dos alelos, por lo que el número 

de alelos promedios por locus fue 2,88 (Tabla 7 y 9). Por otro lado, se identificaron 21 marcadores 

SSR altamente polimórficos con un PIC≥0,57, de los cuales 19 son gSSR y dos EST-SSR y han 
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permitido discriminar entre cuatro y seis alelos. Entre estos, el marcador HA4011 fue el que 

presentó el mayor número de alelos y, por ende, resultó ser el más polimórfico (PIC=0,79) (Anexo: 

tabla 11). En la Tabla 10 se puede observar la riqueza alélica y la diversidad genética encontrada 

para los gSSR e EST-SSR por separado, donde se evidencia una reducción de las medidas de 

diversidad estimadas para estos últimos con respecto a los gSSR. 

Tabla 9: Medidas de diversidad genética por locus. 

Diversidad Genética Valor Promedio 

Na 2,88 

Ne 2,34 

D 0,52 

He  0,56 

PIC 0,46 

Na: número promedio de alelos por locus; Ne: número efectivo promedio de alelos por locus; D: Índice de 

Diversidad Genética; He: Heterocigosidad Insesgada de Nei; PIC: Contenido de Información Polimórfica. 

Tabla 10: Medidas de diversidad genética por tipo de marcador. 

Tipo marcador N Na Ne D He PIC 

gSSR 80 2,91 2,37 0,52 0,57 0,46 

EST-SSR 11 2,64 2,08 0,50 0,54 0,42 

N: número de marcadores analizados; Na: número promedio de alelos por locus; Ne: número efectivo promedio 

de alelos por locus; D: Índice de Diversidad Genética; He: Heterocigosidad Insesgada de Nei; PIC: Contenido de 

Información Polimórfica. gSSR: genomic Simple Sequence Repeats; EST-SSR: Expressed Sequence Tags-Simple 

Sequence Repeats. 

Con el fin de determinar la relación genética entre las siete líneas estudiadas se realizó un 

análisis de conglomerados a partir de los 91 marcadores SSR. En la figura 23 se observa el 

dendrograma obtenido a partir de dicho análisis mediante la distancia de Nei Standard (Nei, 

1972). Si se realiza un corte a una distancia igual a 1,05 de la distancia total, se pueden identificar 

dos grupos bien definidos, quedando HAR4 y B59 en uno (grupo azul) y los demás genotipos en 

el otro (grupo rojo). Dentro de este segundo grupo se formaron dos subgrupos (nodo: 0,95), uno 

conformado por R423, HA89 y R419 y otro por R432 y HA64.  
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Figura 23: Dendrograma UPGMA calculado a partir de la distancia de Nei Standard para las siete 

líneas parentales de girasol con base en 91 marcadores SSR. Coeficiente de correlación cofenética: 0,71. 

 

Si bien el número de posibles cruzamientos entre parentales susceptibles y tolerantes 

asciende a nueve (Tabla 8), al momento de comenzar con el desarrollo de la presente tesis de 

maestría solo se disponían las siguientes poblaciones: B59xR432, B59xR423, R423xR419, 

R419xR423 y R419xR432; no así de las demás combinaciones de parentales como R419xHA64 

y HA89xHAR4 que fueron generadas al finalizar el presente trabajo.  

 

8.3. Caracterización genotípica de las poblaciones F2 y análisis de segregación de 

marcadores 

Un total de 70 individuos por cada una de las cinco poblaciones F2 se genotipificaron con 

34 marcadores SSR polimórficos seleccionados para cada cruzamiento, a partir de los datos 

obtenidos de la caracterización molecular de las líneas parentales (Anexo: tablas 12 a 16). En la 

figura 24 se observan los resultados obtenidos de una corrida electroforética para una PCR 

multiplex con tres cebadores (HT292, ORS510 y HA2579) para la población B59xR432. Los 

cebadores que no pudieron incorporarse a ninguna PCR multiplex se corrieron solos en el gel de 

poliacrilamida como se muestra en la figura 25. 
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Figura 24: Imagen obtenida de una corrida electroforética en gel de poliacrilamida 6% (p/v) de una 

PCR multiplex con tres marcadores (HT292, ORS510 y HA2579). Los alelos se indican con flechas. pb: 

pares de bases. Ladder 10 pb: marcador de peso molecular.  

 

Figura 25: Imagen obtenida de una corrida electroforética en gel de poliacrilamida 6% (p/v) del 

marcador HA4057 en la población B59xR432. Los alelos se indican con flechas. pb: pares de bases. 

Con la finalidad de determinar si los marcadores seleccionados para la genotipificación 

presentaban segregación mendeliana esperada (1:2:1) para una población F2, se realizó el 

análisis de segregación de los 34 marcadores SSR para cada población (Anexo: tablas 12 a 16). 

En dichas tablas se muestran los valores de X2 obtenidos para cada una de las cinco poblaciones. 

Es así que, para un 10% de dato faltante y un valor crítico de X2=5,991 (α=0,05), se observó 

distorsión de la segregación en las cinco poblaciones F2 analizadas. Para R423xR419 se vio una 

fuerte distorsión de la segregación respecto a la proporción genotípica esperada (1:2:1) para 

todos los loci, con el 100% de los individuos distorsionados hacia el parental femenino R423 

(Anexo: tabla 14). Las cuatro poblaciones restantes evidenciaron un número variable de 

marcadores distorsionados que presentaron una desviación de la segregación hacia el alelo 

materno (Tabla 11: superíndice a), hacia el alelo paterno (Tabla 11: superíndice b) y un exceso de 

heterocigotas (Tabla 11: superíndice c).  
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Tabla 11: Lista de marcadores distorsionados en cuatro de las cinco poblaciones (valores 

expresados en porcentaje). 

Población F2 Marcador GL 2
1:2:1 A% H% B% 

B59xR432 HA2905  234,00 100a   0   0 

 HA920 10 112,56   26   0 74b 

  ORS316 13   11,26     9 65c 26 

B59xR423 HA1402 17     8,92   39a 43 17 

 HA2053   9   18,53   32 26 42b 

 HA2178    20,55   14 32 55b 

 HA3627   5   10,18   12 67c 21 

 ORS1041   7     6,33   24 39 38b 

 ORS297 17     8,63   32a 58 11 

  ORS371   1     6,15   16 64c 19 

R419xR423 HA4011 13   15,72   44a 32 24 

 HT761   2 104,77   25   3 73b 

 HT974   1 110,11   26   0 74b 

 ORS297 17   13,15   46a 24 29 

  ORS959   1 116,29   76a   1 22 

R419xR432 HA2053   9     9,73   33 30 37b 

 HA2579 10 213,00 100a   0   0 

 HA3555 12   94,31   25   4 71b 

 HT974   1 223,10     1   0 99b 

  ORS613 10 228,00 100a   0   0 

GL: Grupo de Ligamiento; 2
1:2:1: Chi-cuadrado (α=0,05); A%: porcentaje de individuos con el alelo A; H%: 

porcentaje de individuos heterocigotas; B%: porcentaje de individuos con el alelo B. a cebadores con distorsión para el 

alelo A; b cebadores con distorsión para el alelo B; c cebadores con distorsión para el heterocigota. 

Con el objetivo de determinar el tipo de selección que subyace dicha distorsión, se realizó 

una prueba X2 para las frecuencias alélicas y genotípicas (Tabla 12). De los 17 marcadores 

analizados en cuatro de las cinco poblaciones, cinco presentaron distorsión significativa de la 

segregación alélica solamente (X2
c=3,841; α=0,05); tres de ellos exhibieron distorsión de las 

frecuencias genotípicas (X2
c=5,991; α=0,05) y los siete restantes mostraron distorsión de las 

frecuencias alélicas y genotípicas. ORS 297 fue el único marcador que presentó distorsión de la 

frecuencia alélica en la población B59xR423 y de la frecuencia genotípica en el cruzamiento 

R419xR423; los demás marcadores que se repiten (HA2053 y HT974) en el análisis evidenciaron 

el mismo tipo de distorsión en las dos poblaciones en las que se genotipificaron. Por otro lado, 

ORS 1041 fue el único marcador que no presentó distorsión para ninguna de las dos frecuencias. 
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Tabla 12: Resultados del análisis de distorsión de las frecuencias alélicas y genotípicas 

para 17 marcadores analizados. 

Población Marcador 
Frecuencias alélicas X2 

p q p=q p2:2pq:q2 

B59xR432 HA2905 1,00 0,00 156,00* 0,00 

 HA920 0,26 0,74 35,56* 77,00* 

 ORS316 0,42 0,58 4,39* 8,73* 

B59xR423 HA1402 0,61 0,39 7,61* 0,56 

 HA2053 0,45 0,55 1,75 16,34* 

 HA2178 0,30 0,70 14,73* 2,45 

 HA3627 0,45 0,55 1,29 9,50* 

 ORS1041 0,43 0,57 2,78 3,33 

 ORS297 0,61 0,39 6,74* 3,40 

 ORS371 0,49 0,51 0,11 6,08* 

R419xR423 HA4011 0,60 0,40 6,00* 8,33* 

 HT761 0,26 0,74 35,56* 66,95* 

 HT974 0,26 0,74 34,11* 76,00* 

 ORS297 0,59 0,41 2,39 10,15* 

 ORS959 0,77 0,23 44,24* 70,46* 

R419xR432 HA2053 0,48 0,52 0,13 9,57* 

 HA2579 1,00 0,00 142,00* 0,00 

 HA3555 0,27 0,73 30,83* 60,66* 

 HT974 0,01 0,99 146,10* 77,00* 

 ORS613 1,00 0,00 152,00* 0,00 

     p: alelo A. q: alelo B. X2: Chi cuadrado. *: significativo al 5% (α=0,05). 

8.4. Selección de una población F2 segregante apta para el desarrollo de un mapa 

de ligamiento de marcadores 

A partir de los datos fenotípicos y genotípicos de las líneas parentales y del análisis de 

segregación de los marcadores en las distintas poblaciones segregantes, se seleccionó aquella 

población F2 con el menor número de marcadores distorsionados y cuyas líneas parentales 

presentaron mayor nivel de polimorfismo, mayor distancia genética entre ellas y las mayores 

diferencias significativas (α=0,05) para las variables fenotípicas evaluadas (Tabla 13).  
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Tabla 13: Resumen de la caracterización fenotípica y molecular de las cuatro líneas 

parentales y de las cinco poblaciones segregantes F2. 

Combinación 

de parentales 

Comportamiento fenotípico 

frente al EH en invernáculo 
Nivel de 

polimorfismo 

entre líneas (%) 

Porcentaje de 

marcadores 

distorsionados (%) 

Distancia 

genética de Nei 

Standard  
Parental 

femenino 

Parental 

masculino 

B59 y R432 EI EI 57,5 9 0,94 

B59 y R423 EI EI 54 21 1,19 

R423 y R419 EI EB 46 100 0,81 

R419 y R423 EB EI 46 15 0,81 

R419 y R432 EB EI 64 15 1,29 

EH: estrés hídrico; EI: Eficiencia transpiratoria intermedia; EB: Eficiencia transpiratoria baja. 

Debido a que B59 presentó una eficiencia transpiratoria intermedia en la evaluación en 

invernáculo y en el campo se comportó como susceptible al estrés hídrico, las poblaciones F2 

provenientes del cruzamiento de esta línea con otro parental, por el momento no fueron 

consideradas como posibles poblaciones de mapeo. En cuanto a la población R423xR419 se la 

descartó debido al alto porcentaje de distorsión que presentó en la caracterización molecular. Por 

otro lado, las poblaciones R419xR423 y R419xR432 mostraron el mismo porcentaje de 

marcadores distorsionados (15%). Sin embargo, debido a que R419 y R423 se ubicaron en el 

mismo subgrupo en el dendrograma, no serían parentales propicios debido a la estrecha relación 

genética que presentaron y al bajo porcentaje de marcadores polimórficos (Tabla 13). Por 

consiguiente, la población elegida fue la que resultó del cruzamiento entre R419 y R432, ya que 

mostró mayor polimorfismo entre las líneas (64%) y sólo un 15% de distorsión en la segregación 

de marcadores; además, se ubicaron en subgrupos distintos del dendrograma y mostraron un 

comportamiento diferencial frente al estrés hídrico. 
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9. DISCUSIÓN 

El girasol es uno de los cultivos oleaginosos más importantes a nivel mundial ya que su 

aceite ocupa el cuarto lugar en producción entre los principales aceites vegetales. En este 

sentido, Argentina es el cuarto productor con 7,3% de la producción mundial de aceite (USDA, 

2017). Sin embargo, con el avance de los cultivos extensivos, el cultivo de girasol se desplazó 

hacia zonas marginales, caracterizadas por un déficit hídrico marcado. Por consiguiente, resulta 

interesante explorar los recursos genéticos de la especie para identificar regiones genómicas 

asociadas a dicha tolerancia. Es por ello que, con el objetivo de seleccionar una población de 

mapeo F2 de girasol cultivado adecuada para el desarrollo de un mapa de ligamiento se realizó 

una caracterización fenotípica de siete líneas parentales y un análisis molecular con marcadores 

SSR de estas líneas y cinco poblaciones F2 generadas a partir de dichas líneas.  

Para ello, la selección de las líneas endocriadas de girasol cultivado analizadas en la 

presente tesis se realizó con base en las evaluaciones previas realizadas en el campo por el 

Grupo de Mejoramiento en Girasol (Andrade et al., 2009). Dicha caracterización se realizó bajo 

dos regímenes hídricos: en secano y bajo riego. Las variables agronómicas analizadas en ese 

ensayo fueron altura de planta, peso de 1000 semillas, número de semillas por capítulo, 

rendimiento en aceite Kg ha-1 y rendimiento en semilla Kg ha-1. Así mismo, se determinó el 

porcentaje de germinación relativo (PGR) en manitol (200 y 400 mM) en cámara de crecimiento 

para determinar el comportamiento de las plántulas frente al estrés hídrico durante la 

germinación. Es así que, los autores sólo observaron diferencias significativas para las variables 

rendimiento en aceite Kg ha-1, en semilla Kg ha-1 y para PGR. Por lo que, la clasificación de las 

líneas se realizó con base en dichas variables. Por lo tanto, las líneas B59 y R419 fueron 

clasificadas como susceptibles a la sequía y a R432 y HAR4 como tolerantes, mientras que HA89 

y R423 mostraron un comportamiento intermedio frente al estrés. Por su parte, el genotipo HA64 

no fue evaluado en ese ensayo, sin embargo, está clasificado como tolerante al estrés hídrico por 

Pereyra-Irujo et al. (2007) en un ensayo para estudiar la variabilidad genética en la expansión 

foliar bajo estrés. 

Con el fin de caracterizar fenotípicamente estas siete líneas en invernáculo, se realizó un 

ensayo durante el período vegetativo para determinar su comportamiento frente al estrés hídrico. 

Es así que, los resultados obtenidos en esta evaluación muestran que existe una gran variabilidad 

genotípica de respuesta al estrés hídrico en cuanto a los caracteres evaluados y al nivel de estrés 
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aplicado. La ventaja de realizar ensayos en invernáculo es que se puede tener un mayor control 

de algunas variables climáticas y de cuestiones de manejo como el régimen hídrico aplicado. Sin 

embargo, hay que tener cuidado a la hora de extrapolar los resultados al campo. Es por ello que, 

se recomienda también realizar evaluaciones en dicha condición para elaborar una idea más 

acabada de las bases ecofisiológicas que gobiernan el carácter en estudio (Casadebaig et al., 

2008; Velázquez et al., 2017). 

A partir de los datos fenotípicos obtenidos del ensayo en invernáculo, se pudo detectar 

diferencias significativas entre genotipos y entre tratamientos para todas las variables evaluadas; 

además de encontrar interacción genotipo por tratamiento significativa para la tasa de asimilación 

neta (TAN), la eficiencia en el uso del agua (EUA) y el punto C. Así que, se observó una reducción 

de la ganancia de área foliar (GAF) en un 18% entre tratamientos, como así también una 

disminución de la transpiración del tratamiento estresado con respecto al control en un 23%. 

Dicha asociación quedó en evidencia por la alta correlación positiva encontrada entre dichas 

variables (r=0,60, p<0,0001). Así mismo, esta relación también fue observada por Pereyra-Irujo 

et al. (2007), quienes determinaron que la tasa de consumo hídrico depende ampliamente del 

área foliar de cada genotipo. Por lo tanto, bajo estrés se produce una reducción en el volumen de 

agua transpirada como consecuencia de la disminución en el área foliar total de la planta 

(Golberg, 2008). En este sentido, HA64 fue el único genotipo que mostró una reducción 

significativa del área foliar del tratamiento estresado en 27% y en consecuencia una reducción 

en la transpiración del 18%. De igual manera, Pereyra-Irujo et al. (2008) encontraron variabilidad 

para la expansión foliar entre los genotipos que analizaron, sugiriendo que las plantas que 

presentaron mayor reducción en la tasa de expansión presentaban un alto ajuste osmótico (AOs). 

Estos resultados concuerdan con los hallados por Chimenti y Hall (1994), quienes observaron 

que genotipos de girasol con alto AO mostraron menor expansión foliar. Es así que, concluyen 

que existe una asociación negativa entre estas variables, probablemente debido a que la 

reducción en la expansión foliar, es uno de los mecanismos más importantes para restringir la 

pérdida de agua por deshidratación.  

Por otro lado, la reducción significativa de la transpiración entre control y estrés, como 

consecuencia de una menor GAF, se hizo evidente entre los tratamientos de las líneas HAR4, 

B59 y R419, siendo los genotipos con mayores diferencias significativas para esta variable 

(p<0,05). Si bien, la expansión foliar es el primer proceso morfofisiológico afectado por el estrés 

(Connor y Jones, 1985) debido a la reducción en la división y en la expansión celular (Pereyra-
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Irujo et al., 2008), también se vería afectada la conductancia de la hoja por cierre estomático. 

Dicho mecanismo es una de las principales causas de disminución en la transpiración bajo una 

situación de estrés; ya que, al haber una reducción del potencial hídrico de la hoja disminuye 

dicha conductancia evitando la pérdida excesiva de vapor de agua (Hsiao, 1973). Así mismo, 

Nardini y Salleo (2005) reportaron que la apertura estomática se reducía entre 28 y 50% cuando 

el estrés aumentaba de moderado a severo, respectivamente. 

La tasa de asimilación neta (TAN) es un índice que mide la eficiencia fotosintética promedio 

y mide la ganancia neta de asimilados por unidad de área foliar y unidad de tiempo (Morales-

Morales et al., 2015). Dicha variable alcanza valores máximos en los primeros estadios 

fenológicos para luego disminuir debido al incremento de materia seca no fotosintetizante; por el 

aumento de la senescencia foliar a medida que avanza el desarrollo fenológico de la planta y por 

la translocación de los fotoasimilados a los diferentes órganos reproductivos. Dicha eficiencia se 

ve modificada por la temperatura que afecta tanto a la fotosíntesis como a la respiración, por la 

disminución de la concentración de dióxido de carbono que produce una reducción de la actividad 

fotosintética y, además, por la eficiencia de intercepción de la radiación que depende del índice 

de área foliar y la arquitectura de la planta (Anónimo, s.f.). Sin embargo, los resultados obtenidos 

en el presente trabajo muestran un aumento en TAN del tratamiento estresado con respecto al 

control, lo cual indicaría que las plantas bajo estrés aumentaron su eficiencia fotosintética a pesar 

de la reducción en GAF. Así pues, los únicos genotipos que mostraron diferencias significativas 

entre tratamientos fueron HA64 y HAR4; los cuales evidenciaron un aumento de TAN bajo estrés 

de 35% y 23%, respectivamente. Esto se podría explicar de acuerdo a lo reportado por Velázquez 

et al. (2017), quienes observaron un aumento bajo estrés del número de estomas por unidad de 

área foliar (75% más en HA64); en cambio, no observaron que el estrés afecte significativamente 

la eficiencia fotosintética del fotosistema II. Por lo tanto, esto mantendría activa la fotosíntesis sin 

verse afectada la acumulación de biomasa.  

Por su parte, la eficiencia en el uso del agua (EUA) se define como la biomasa producida 

por unidad de agua transpirada y expresa la eficiencia con la cual un cultivo fija el CO2 en relación 

con el agua que pierde (Dardanelli et al., 2003). Prieto et al. (2007, 2011) demostraron que EUA 

es un carácter de naturaleza constitutiva que presenta variabilidad intraespecífica y que aumenta 

en respuesta al déficit hídrico durante la fase vegetativa en soja. Es por ello que, esta variable ha 

sido considerada como criterio de selección por su asociación con la tolerancia al estrés hídrico 
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en otros cultivos tales como trigo, cebada y soja (Condon et al., 2004; Prieto et al., 2007). En este 

sentido, los resultados del presente trabajo mostraron diferencias significativas entre tratamientos 

con un aumento de la eficiencia bajo estrés del 32% (p<0,0001). Por consiguiente, las plantas 

estresadas fueron más eficientes y conservadoras con el agua disponible en el suelo, 

produciendo mayor cantidad de materia seca por gramo de agua transpirada; de modo similar a 

lo observado por Prieto et al. (2011) en soja durante la fase vegetativa. En el presente trabajo 

también se observó gran variabilidad genotípica para la EUA durante el estadio vegetativo, siendo 

las líneas HA64 y HAR4 las que presentaron mayores diferencias significativas (p<0,05) entre CC 

y EH. Esta diferencia entre tratamientos, también fue observada por Velázquez et al. (2017) 

quienes detectaron entre 15 y 30% de aumento en la eficiencia bajo estrés en girasol durante el 

estadio vegetativo.  

La tasa transpiratoria (TT) se define como la cantidad de agua transpirada por unidad de 

superficie foliar y por unidad de tiempo. Dicha tasa depende directamente del gradiente de 

concentración de vapor de agua (estimado a partir del Déficit de Presión de Vapor o DPV) entre 

la cavidad subestomática y el aire que rodea a la hoja (Tanner et al., 1983). A medida que el DPV 

aumenta, la TT también aumenta; sin embargo, este incremento no es ilimitado ya que la TT 

alcanza un máximo (TTmáx) por encima de un valor umbral de DPV o Punto C (Turner et al., 1984). 

Por todo esto, con el objetivo de establecer la relación entre TT diaria y DPV durante el período 

vegetativo y bajo dos regímenes hídricos en girasol cultivado, se determinó dicha función a partir 

de la relación no lineal Plateau. En consecuencia, bajo estrés todos los genotipos redujeron la 

pendiente de dicha relación en promedio un 6%, lo cual revela que bajo estas condiciones los 

genotipos reducen la TTmáx. Por otro lado, los únicos genotipos que mostraron diferencias 

significativas en la pendiente entre tratamientos fueron R419 y R423, probablemente debido a 

que el estrés alcanzado no fue tan severo como para detectar mayores diferencias entre los 

tratamientos de los demás genotipos analizados.  

No obstante, el punto de quiebre o punto C de la relación también se redujo bajo estrés en 

promedio un 5%, disminuyendo así la TTmáx alcanzada por cada línea. Es decir, que los genotipos 

que presentaron mayor pendiente, mostraron menor punto C (HA64 y R432) y los que mostraron 

menor pendiente evidenciaron mayor punto C (R419 y HA89). Por esto, los dos primeros 

genotipos que alcanzaron la TTmáx a un valor de DPV más bajo, redujeron la conductancia 

estomática y en consecuencia la transpiración. En cambio, R419 y HA89 alcanzaron su TTmáx a 

un DPV más alto, probablemente debido a que sus estomas presentarían menor sensibilidad al 
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déficit hídrico (Turner et al., 1985). Por otro lado, HAR4 presentó una de las TTmáx más altas en 

comparación con los demás genotipos; no obstante, dicha tasa la alcanzó a un valor de DPV igual 

a 2,46 kPa. Si bien la tasa fotosintética es proporcional a la TT (Tanner et al., 1983), esta podría 

ser mayor en momentos del día donde el DPV es menor a 2,46 kPa. En este sentido, la 

significancia práctica de la relación TT-DPV es que a un valor de DPV por encima del punto C 

(específico para cada genotipo) se produciría una reducción en la TT por aumento de la 

sensibilidad estomática; lo cual resultaría en la conservación del agua en los tejidos. De modo 

que, los resultados del presente trabajo contribuyen a demostrar la existencia de diferencias 

significativas entre genotipos para esta relación en condiciones de limitación hídrica durante el 

estadio vegetativo en girasol. 

Por otro lado, según Sinclair et al. (2008), el punto C resultaría de una conductancia 

hidráulica (K) limitada en la hoja que restringe el flujo de agua desde el xilema a las células 

oclusivas, bajo condiciones de alta demanda evaporativa (por ejemplo, DPV alto). Se entiende 

por K, la capacidad del xilema para conducir el agua desde la raíz hasta las hojas. Esto llevaría 

a una pérdida de turgencia en las células oclusivas y, en consecuencia, a una disminución de la 

conductancia estomática (Turner et al., 1985; Nardini y Salleo, 2005). En este sentido, Sadok y 

Sinclair (2010) y Nardini et al. (2005), determinaron que la reducción de la conductancia hidráulica 

se asociaría a la merma en la expresión o actividad de las acuaporinas sensibles a nitrato de plata 

(AgNO3) en soja y a cloruro de mercurio (HgCl2) en girasol. Por lo tanto, dichos autores sugieren 

que, en ausencia de estas proteínas, el flujo de agua podría restringirse causando que la TT 

alcance un máximo y se mantenga estable a un DPV alto.  

El ACP explicó el 80% de la variabilidad total observada, siendo la CP1 la componente que 

explicó la mayor variabilidad (43,8%) y separó a HA89 y R419 de los demás genotipos como los 

que presentaron menor pendiente y mayor punto C, tanto para CC como para EH. Esta alta 

correlación negativa entre estas variables (r=-0,73, p<0,0001), también fue reportada por 

Gholipoor et al. (2010) en sorgo. A su vez, las variables con mayor peso para la CP2 

(Transpiración y EUA), la cual explicó un 35,9% de la variabilidad total, discriminaron a los 

genotipos por tratamiento, separando el control del estresado. Esto tiene relación con la mayor 

EUA para los genotipos bajo estrés, que requirieron menor cantidad de agua para producir 1 g 

de materia seca. Esta correlación negativa entre EUA y transpiración (r=-0,32, p=0,004) también 

fue observada por Adiredjo et al. (2014a, 2014b) y Velázquez et al. (2017); ya que una mayor 

transpiración reduciría la eficiencia. Dado que, HA89 y R419 fueron los que mostraron menor 
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EUA y menor TAN, se los podría clasificar como genotipos de baja eficiencia transpiratoria (ET) 

y fotosintética. No así los demás genotipos que presentaron un nivel de eficiencia intermedia-alta. 

Por otro lado, la alta correlación positiva entre TAN y EUA (r=0,77, p<0,0001), también se hizo 

evidente con la relación lineal positiva entre ambas variables (R2=0,60, p<0,0001). 

Teniendo en cuenta los resultados hallados a partir de la evaluación en invernáculo durante 

el periodo vegetativo, se podría clasificar a los genotipos evaluados como de eficiencia 

transpiratoria alta (HA64 y HAR4), intermedia (B59, R423 y R432) y baja (HA89 y R419). A partir 

de estos resultados y los de Andrade et al. (2009), se observó que R419 y HAR4 tienen el mismo 

comportamiento frente al estrés hídrico tanto en el ensayo de invernáculo como en la evaluación 

a campo; lo cual permitió concluir que cada genotipo, mantiene así su eficiencia transpiratoria 

tanto en el estadío vegetativo como en el estadío reproductivo. Sin embargo, B59 y R432 

mostraron una eficiencia transpiratoria intermedia en invernáculo, en contraposición a lo que se 

observó en la evaluación a campo realizada por Andrade et al. (2009). Por lo tanto, sería 

interesante volver a evaluar los mismos genotipos hasta final de ciclo bajo condiciones de campo 

y tener en cuenta las variables evaluadas en el presente trabajo de tesis.  

Las mismas siete líneas evaluadas previamente en el ensayo de invernáculo, fueron 

caracterizadas mediante marcadores microsatélites (SSR). En total se analizaron 127 

marcadores SSR de los cuales, 94 lograron discriminar de dos a seis alelos, permitiendo detectar 

entre 46 y 64% de marcadores polimórficos entre las líneas parentales. Por otro lado, en cuanto 

a las medidas de diversidad genética por locus, tanto los índices D (0,52) como He (0,56) 

mostraron una variabilidad intermedia para el conjunto de marcadores analizados. Por su parte, 

los valores observados para Na y Ne resultaron bajos (2,8 y 2,3, respectivamente), debido 

principalmente a que el 47% de los marcadores amplificaron solo dos alelos. Esta diversidad 

genética baja se relacionaría directamente con la reducción de la base genética que sufren las 

líneas durante los distintos ciclos de selección, disminuyendo así la variabilidad de los materiales 

utilizados en el mejoramiento de la especie (Moreno, 2010). A su vez, Cervigni et al. (2010) 

sostiene que, la falta de polimorfismos es común en poblaciones derivadas de cruzamientos entre 

progenitores de base genética estrecha. Además, el girasol sufre una marcada depresión por 

endogamia al inducirse la autofecundación para la generación de las líneas. Acorde con esto, 

Moreno (2010) encontró que las estimas de diversidad calculadas para las líneas endogámicas 

fueron menores en comparación con los compuestos y las poblaciones de polinización abierta de 

la especie.  
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Otra forma de cuantificar el polimorfismo presente en un locus determinado es a través del 

contenido de información polimórfica (PIC). Un valor PIC menor a 0,25 indica bajo polimorfismo,   

uno entre 0,25 y 0,50 muestra un polimorfismo intermedio y un valor mayor a 0,50 indica que el 

locus es altamente polimórfico (Liu et al., 2007). Cuando el número de alelos es grande el PIC se 

aproxima a He, mientras que cuando las frecuencias alélicas se parecen entre sí, el PIC es menor 

que He. Este es el caso del PIC promedio detectado para los 91 SSR analizados en el presente 

trabajo (PIC=0,46). En este sentido, los valores de PIC y He (0,56) detectados aquí, serían 

consistentes con los informados por Filippi et al. (2015), quienes reportaron un valor PIC=0,50 y 

He=0,51 para 42 SSR analizados en 170 entradas de un panel de asociación. No obstante, el 

menor valor de PIC detectado en el presente trabajo posiblemente tenga relación con el alto 

número de marcadores que solo detectaron dos alelos, reduciendo así la variabilidad total del 

conjunto de marcadores analizados. En cambio, a diferencia de Filippi et al. (2015), la He que se 

detectó con este grupo de marcadores fue mayor posiblemente, por el alto número de marcadores 

SSR seleccionados para este análisis; permitiendo detectar un gran número de alelos totales.  

En cuanto a la riqueza alélica y los índices de diversidad por tipo de marcador se evidenció 

una reducción de las medidas de diversidad estimadas para los EST-SSR, posiblemente 

relacionado con la naturaleza de este tipo de marcadores. Los SSR genómicos (gSSR) capturan 

una mayor diversidad que los EST-SSR, debido a que estos últimos provienen de regiones 

codificantes más conservadas que los gSSR. En este sentido, Filippi et al. (2015) reportó datos 

similares para 22 gSSR y 20 EST-SSR analizados. Así mismo, Moreno et al. (2013) detectaron 

un valor PIC=0,50 y He=0,56 para 16 gSSR en 14 entradas del Banco Activo de Germoplasma 

de Girasol de INTA- EEA Manfredi (BAG-IM). Cabe destacar además que se pudo identificar un 

panel de 21 marcadores SSR altamente polimórficos (PIC≥0,57) que permitieron detectar de 

cuatro a seis alelos. Así mismo, Paniego et al. (2002) obtuvieron resultados similares logrando 

identificar 20 gSSR altamente informativos y capaces de discriminar entre 16 líneas endocriadas 

de girasol cultivado. Por lo que, dicho número de marcadores sería suficiente para la identificación 

inequívoca de genotipos únicos. 

A partir de los datos moleculares y con el fin de determinar la relación genética entre las 

siete líneas estudiadas se realizó un análisis de conglomerados. Así que, el dendrograma se 

obtuvo a partir las distancias calculadas con el índice de Nei Standard y mediante el algoritmo de 

encadenamiento promedio (UPGMA); con un coeficiente de correlación cofenética igual a 0,71. 

Esto último indica que el gráfico estaría reflejando los valores de la matriz de distancia. A una 
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distancia igual a 1,05 se diferenciaron dos grupos bien definidos, uno formado por HAR4 y B59 

(mantenedoras de androesterilidad y de origen argentino) y el otro, por los demás genotipos 

separados a su vez en dos subgrupos a una distancia de 0,95. Uno de estos subgrupos contiene 

a R423, HA89 y R419, lo cual es esperable ya que R419 deriva de HA89. El agrupamiento de 

estas líneas con R423 probablemente se debió a que esta última es una restauradora de la 

fertilidad y de origen argentino, igual que R419. Por otro lado, el segundo subgrupo constituido 

por R432 y HA64 podría deberse a que comparten un 45% de similaridad entre los marcadores 

SSR analizados. Ambas líneas poseen en su pedigree materiales provenientes de Rusia, dado 

que HA64 fue generada en EEUU a partir de una selección rusa y R432 es una línea generada 

en Argentina a partir del cruzamiento entre un silvestre y una línea norteamericana derivada de 

material ruso (Álvarez D., comunicación personal). Con base en lo descripto se observó en el 

análisis de conglomerados que ambas líneas se ubicaron próximas entre sí (distancia = 0,76). 

Los grupos así obtenidos son coincidentes con lo encontrado por Filippi et al. (2015) en su análisis 

de conglomerados para las 170 entradas del panel de asociación con 42 SSR. En este caso, los 

autores reportaron estos dos mismos grandes grupos; excepto que en dicho trabajo R432 se 

agrupó con B59 y HAR4, posiblemente debido a que comparten el mismo origen geográfico.  

En estudios previos realizados por el equipo de trabajo del Laboratorio de Biotecnología 

(INTA-EEA Manfredi), se detectó un gran número de marcadores con segregación distorsionada 

en una población segregante F2 de girasol. Es por ello, que cinco poblaciones obtenidas 

previamente por el grupo de Mejoramiento de Girasol de INTA-EEA Manfredi (B59xR432, 

B59xR423, R419xR432, R423xR419 y R419xR423), y se encontraban disponibles al iniciar la 

presente tesis, fueron sometidas al análisis de segregación. Estas últimas dos poblaciones 

también se analizaron con el fin de determinar la posible presencia de algún efecto materno en 

dicha distorsión. Así que, con base en la caracterización molecular de las líneas, se seleccionó 

un subgrupo de marcadores que presentaron una correcta amplificación dentro de la PCR 

multiplex y una buena resolución en el gel de poliacrilamida. Estos permitieron caracterizar las 

cinco poblaciones F2 segregantes obtenidas a partir del cruzamiento inicial de cuatro de las siete 

líneas previamente evaluadas. En total se seleccionaron 34 marcadores para cada cruzamiento 

y estos fueron evaluados en 70 individuos F2 de cada población. Con los datos obtenidos de la 

genotipificación se realizó una prueba X2 a fin de determinar si los marcadores presentaban 

distorsión en su segregación. Este fenómeno se define como el desvío de las frecuencias alélicas 

observadas en un locus con respecto a la proporción mendeliana esperada en una población 
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segregante y se detecta comúnmente por mapeo genético (Song et al., 2006). Estos desvíos en 

la segregación mendeliana han sido documentados y estudiados en diferentes cultivos tales como 

algodón (Li et al., 2007; Dai et al., 2017), arroz (Xu et al., 1997; Zhao et al., 2006; Yang et al., 

2012), girasol (Rieseberg et al., 1993; Berry et al., 1995; Quillet et al., 1995; Tang et al., 2002; Liu 

et al., 2013), maíz (Yan et al., 2003; Wang et al., 2012, Tang et al., 2013), soja (Baumbach et al., 

2012) y trigo (Li et al., 2015) entre otros.  

El análisis de segregación de marcadores evidenció distorsión de la segregación en las 

cinco poblaciones F2 evaluadas; siendo R423xR419 la que presentó la mayor distorsión para los 

34 loci analizados con un desvío hacia el parental femenino (R423) en el 100% de los individuos 

analizados. En cuanto a las demás poblaciones se observó un porcentaje variable de marcadores  

distorsionados (B59xR432: 9%, B59xR423: 21%, R419xR423: 15% y R419xR432: 15%), con 

desvíos hacia alguno de los parentales o hacia el heterocigota. De modo que, el nivel de distorsión 

detectado para B59xR432 fue mucho menor que el encontrado previamente por el grupo de 

trabajo del Laboratorio de Biotecnología (40% en 42 SSR analizados). Esto probablemente se 

debió al bajo número de individuos analizados (seis por cada bulk segregante) en dicho trabajo 

(Michelmore et al.,1991; Collard et al., 2005). Por otro lado, cuando a R419 se lo cruza con R423, 

el porcentaje de marcadores distorsionados se reduce a 15%. Sin embargo, cuando R423 es 

utilizado como parental femenino, dicha distorsión aumenta significativamente, con el 100% de 

los marcadores distorsionados. Este resultado tiene relación con los reportados por Tang et al. 

(2013) quienes encontraron un patrón diferencial de segregación de marcadores (asociados a 

loci de distorsión de segregación o LDS en maíz) en dos poblaciones F2 recíprocas. Por esto, 

concluyen que existiría una asociación entre la distorsión de la segregación y el ambiente 

citoplasmático materno; sugiriendo que la incompatibilidad citonuclear podría explicar 

parcialmente la selección de la viabilidad de gametas y cigotos en ambientes citoplasmáticos 

diferentes. Así mismo, trabajos previos arribaron a las mismas conclusiones (Goloenko et al., 

2002; Mangum y Peffley, 2005). Dichos LDS se consideran como elementos genéticos que 

manipulan la transmisión mendeliana para su propio beneficio (Tang et al., 2013). Por 

consiguiente, no distorsionarían la meiosis per se, sino que alterarían los productos de esta, 

rompiendo cromosomas homólogos o abortando gametas que no los porten. Así mismo, las 

gametas masculinas son las que se ven afectadas con mayor frecuencia, por ejemplo, por la 

presencia de un sistema de “polen asesino” como se ha detectado en arroz (Yang et al., 2012). 

Estos loci de distorsión se han asociado a loci gametofíticos y genes de esterilidad (Kinoshita, 
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1993; Cheng et al., 1996; Zhao et al., 2006; Yang et al., 2012; Dai et al., 2017), los cuales podrían 

ser los determinantes de la selección gamética y cigótica y, en consecuencia, causantes de la 

distorsión de segregación. En el caso del girasol, estos loci podrían estar relacionados con la 

viabilidad del polen (Quillet et al., 1995) o a genes restauradores de la androesterilidad (Liu et al., 

2013). En este sentido, dichos loci podrían estar causando el desvío extremo hacia uno de los 

parentales en el cruzamiento R423 x R419, causando que el 100% de los individuos analizados 

presenten solo el alelo del parental R423 en el 100% de los marcadores genotipados.  

Si bien la mayoría de los marcadores distorsionados se distribuyen al azar en los mapas de 

referencia de girasol utilizados (Tang et al., 2002; Talia et al., 2010; Zubrzycki, 2014), los 

marcadores moleculares HA2579 y ORS613 (GL 10) mapean en una región de marcadores 

distorsionados presentes en el mapa de Tang et al. (2002). En este caso, el desvío que 

presentaron ambos marcadores fue hacia el alelo presente en el parental R419, en el 100% de 

los individuos analizados de la población R419xR432. En este sentido, solamente Tang et al. 

(2002) encontraron un 12,6% de marcadores distorsionados con un defecto de heterocigotas. 

Algo parecido se observó en B59xR432 que mostró un déficit de heterocigotas en dos de los tres 

marcadores distorsionados. En este caso, la selección estaría operando en contra de uno de los 

dos genomas parentales como observó Tang et al. (2002), en seis regiones genómicas en donde 

los marcadores distorsionados tendieron a agruparse. De ahí que los autores suponen la 

existencia de loci de distorsión de segregación (LDS), los cuales provocarían dicho patrón de 

distorsión. Así mismo, las poblaciones R419xR423 y R419xR432 también evidenciaron un déficit 

de heterocigotas en tres y en cuatro de los cinco marcadores distorsionados, respectivamente. 

Por el contrario, B59xR423 evidenció distorsión hacia alguno de los parentales o hacia el 

heterocigota, dependiendo del marcador. Estos resultados son consistentes con otros autores  

que han encontrado distorsión de segregación con desvíos hacia alguno de los parentales 

(Rieseberg et al., 1993; Tang et al., 2002; Zhao et al., 2006; Li et al., 2007) así como también un 

déficit de heterocigotas (Quillet et al., 1995) o un exceso de estos (Zhao et al., 2006; Dai et al., 

2017).  

A pesar de que la distorsión de segregación está bien documentada en diversos cultivos, 

en girasol los únicos trabajos que hacen referencia a este fenómeno son Quillet et al. (1995) y Liu 

et al. (2013). En ambos trabajos reportaron que dicha distorsión se relaciona con loci asociados 

a la viabilidad del polen (Quillet et al., 1995) y a un gen restaurador de la androesterilidad (Rf6) 

(Liu et al., 2013). Los marcadores mapeados por los autores tendieron a agruparse con estos 
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loci; motivo por el cual Liu et al. (2013) asumen que existiría supresión de la recombinación o 

selección gamética en dicha región; además de genes S interespecíficos y translocación 

cromosómica. Por lo tanto, a fin de determinar si la distorsión de la segregación observada en el 

conjunto de marcadores analizados se debía a una selección gamética o cigótica, se realizó la 

prueba X2 para las frecuencias alélicas y genotípicas en las cinco poblaciones evaluadas en la 

presente tesis. Es así que, de los 17 marcadores distorsionados, el 29% presentó distorsión de 

la segregación alélica solamente, el 18% distorsión de las frecuencias genotípicas y el 41% 

restante presentó distorsión de ambos tipos de frecuencias. Por lo tanto, en los dos primeros 

casos estaría actuando la selección gamética y cigótica por separado, mientras que, en el último, 

ambos tipos de selección actuarían simultáneamente. No obstante, un solo marcador molecular 

(ORS1041) no presentó ningún tipo de distorsión en sus frecuencias tanto alélica como 

genotípica.  

Estos resultados son consistentes con los encontrados por Zhao et al. (2006) en arroz y Li 

et al. (2007) en algodón. Dichos autores analizaron la distorsión de la segregación de marcadores 

SSR en poblaciones F2 y en ambos estudios concluyen que la razón de la distorsión se 

relacionaría con genes gametofíticos y de esterilidad cercanos a los marcadores distorsionados. 

Estos, tendieron a agruparse en regiones especiales dentro del cromosoma llamadas Regiones 

de Distorsión de Segregación (RDS) (Xu et al., 1997; Lu et al., 2002; Zhao et al., 2006; Li et al., 

2010; Li et al., 2015), dentro de las cuales se encontrarían los loci de distorsión de segregación 

(LDS) previamente citados (Song et al., 2006). Si estos loci segregan en una población, el 

marcador que esté ligado a ellos, mostrará distorsión y cuanto mayor sea ese ligamiento entre 

ambos, mayor será el valor X2 que presente. Por lo tanto, se podría determinar la localización de 

un LDS mediante la relación entre el valor X2 y la localización del marcador (Cheng et al., 1996).  

Este podría ser el caso de alguno de los marcadores analizados en este trabajo de tesis, los 

cuales han presentado un valor alto de X2, no obstante, debido al bajo número de marcadores 

analizados por cada grupo de ligamiento no se pudo establecer dicha relación. Este tipo de LDS 

han sido identificados y mapeados en diferentes cultivos como algodón (Dai et al., 2017), arroz 

(Wang et al., 2005), maíz (Tang et al., 2013) y trigo (Kumar et al., 2007) entre otros. Estos loci 

han sido asociados a loci gametofíticos y genes de esterilidad (Kinoshita, 1993; Cheng et al., 

1996; Zhao et al., 2006; Yang et al., 2012; Dai et al., 2017), los cuales podrían ser los 

determinantes de la selección gamética y cigótica y en consecuencia, causantes de la distorsión 

de segregación. En el caso del girasol, estos loci podrían estar relacionados con genes 
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restauradores de la androesterilidad (Liu et al., 2013). En este sentido, el marcador ORS613 fue 

mapeado cerca del gen ms9 que causa androesterilidad en girasol (Chen et al., 2006).  

Con base en el análisis fenotípico y molecular de las líneas parentales, así como también 

en el análisis genotípico de las cinco poblaciones segregantes, se procedió a determinar cuál de 

ellas sería la más adecuada para llevar adelante el desarrollo de un mapa de ligamiento para la 

posterior identificación y localización de regiones genómicas asociadas al estrés hídrico. Por lo 

tanto, de acuerdo con la evaluación fenotípica se infiere que la población elegida para realizar un 

mapa de ligamiento debería proceder del cruzamiento de los genotipos de baja eficiencia 

transpiratoria (ET) (R419 y HA89) con aquellos pertenecientes al grupo de alta ET (HA64 y 

HAR4). No obstante, no pudieron ser evaluadas ya que no estaban disponibles al momento de 

iniciar el presente trabajo de tesis. Por otro lado, a partir del dendrograma se infiere que la 

población F2 elegida para realizar un mapa genético debería proceder del cruzamiento entre B59 

o HAR4 con algún genotipo del otro grupo (R419, HA89, R423, R432 y HA64). Así mismo, debería 

provenir del cruzamiento de líneas parentales con un alto nivel de polimorfismo entre ellas, de 

manera tal de maximizar esa distancia. Sin embargo, debido a que B59 presentó una eficiencia 

transpiratoria intermedia en la evaluación en invernáculo y en el campo se comportó como 

susceptible al estrés hídrico, las poblaciones F2 que provienen del cruzamiento de esta línea con 

otro parental, por el momento no deberían ser consideradas como posibles poblaciones de 

mapeo. Por lo tanto, sería prudente tener en cuenta alguna población proveniente del cruzamiento 

entre HAR4 y algún genotipo del otro grupo. De lo contrario, también se podría recurrir al 

cruzamiento proveniente de una de las líneas de los subgrupos formados dentro del segundo 

grupo (subgrupo 1: R423, HA89 y R419; subgrupo 2: R432 y HA64); siempre considerando su 

comportamiento contrastante frente al estrés hídrico. 

Si bien se dijo que la elección de la mejor población F2 para realizar un mapa de ligamiento 

genético era aquella que presentara además un menor número de marcadores distorsionados, 

no sería oportuno considerar a B59xR432 y a B59xR423 por las razones expuestas previamente; 

además porque esta última presentó 21% de distorsión de la segregación. En cuanto a 

R423xR419 se la descartó como posible población de mapeo debido al alto porcentaje de 

distorsión que presentó. Mientras que las poblaciones, R419xR423 y R419xR432 han tenido el 

mismo porcentaje de marcadores distorsionados (15%). Sin embargo, debido a que R419 y R423 

se ubicaron en el mismo subgrupo en el dendrograma, no serían parentales propicios debido a la 

estrecha relación genética que presentaron. No obstante, la segunda población (R419xR432) 
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mostró mayor número de marcadores polimórficos entre las líneas (64%) y los parentales se 

ubicaron en subgrupos distintos del dendrograma, con una distancia entre ellos igual a 1,29. Por 

lo tanto, dicha población sería la más adecuada para continuar las evaluaciones a fin de identificar 

las regiones genómicas involucradas en la tolerancia al estrés hídrico.  

Así mismo, de estos resultados se desprende que entender la respuesta genética y 

fenotípica al estrés hídrico es esencial para una comprensión holística del mecanismo de 

tolerancia. Es por ello, que indagar en la asociación entre las variables evaluadas en el presente 

trabajo permitirá crear bases ecofisiológicas para la selección de parentales contrastantes y para 

la identificación de QTLs asociados a dicho carácter. En este sentido, la variabilidad genotípica 

identificada a partir de este estudio ofrece líneas parentales candidatas para una estrategia de 

mejoramiento buscando optimizar el rendimiento en girasol bajo condiciones de déficit hídrico y 

la generación de poblaciones segregantes para el estudio del carácter. 
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10. CONCLUSIONES 

Mediante este estudio fue posible seleccionar una población F2 de mapeo adecuada para 

construir un mapa genético en girasol por medio de la caracterización molecular y fenotípica de 

las líneas parentales y el análisis de segregación de marcadores en sus poblaciones F2. A su vez, 

fue posible identificar genotipos contrastantes para la eficiencia transpiratoria por medio de la 

evaluación fenotípica en invernáculo durante el periodo vegetativo. Por otro lado, no se pudo 

determinar a qué línea parental del cruzamiento B59xR432 se debió la distorsión de segregación 

previamente detectada, probablemente debido al bajo número de individuos utilizados en los bulk 

segregantes. 

11. PERSPECTIVAS 

Si bien R432 mostró eficiencia transpiratoria intermedia en invernáculo, resultó tolerante en 

el ensayo de campo realizado por el Grupo de Mejoramiento de Girasol (Andrade et al., 2009). 

Por lo tanto, antes de considerar a R419xR432 como una posible población de mapeo, sería 

oportuno realizar un nuevo ensayo para evaluar estas mismas líneas bajo condiciones de campo 

y teniendo en cuenta las mismas variables evaluadas en el ensayo de invernáculo realizado en 

la presente tesis. 

Por otro lado, se cuenta con dos poblaciones F2 segregantes nuevas (HA89xHAR4 y 

R419xHA64), generadas recientemente por el Grupo de Mejoramiento de Girasol (INTA-EEA 

Manfredi). De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente tesis, las líneas parentales 

presentan 60% de polimorfismo entre ellas y eficiencia transpiratoria contrastantes. Por ello, se 

prevé analizar estas poblaciones segregantes con marcadores moleculares al finalizar la presente 

tesis de maestría, a fin de determinar la segregación de los marcadores.  
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13. ANEXO 

1. Protocolo modificado de extracción de ADN con CTAB (Doyle y Doyle, 1987) 

a) Pesar 0,01 g de material verde o liofilizado en un tubo eppendorf. 

b) Agregar 800 µL de buffer de extracción y vortexear e incubar a 65ºC durante 40-50 min. 

Volver a vortexear una vez más durante la incubación. 

c) Agregar 600 µL de cloroformo-octanol (24:1) y mezclar fuertemente por agitación 

manual. 

d) Centrifugar 10 min a 14.000 rpm y trasvasar la fase acuosa a un tubo nuevo. 

e) Agregar 600 µL de cloroformo-octanol (24:1) y mezclar fuertemente por agitación 

manual. 

f) Centrifugar 10 min a 14.000 rpm y trasvasar la fase acuosa a un tubo nuevo. 

g) Agregar 0.6 vol. de isopropanol frío (-20ºC) y mezclar suavemente por inversión. 

h) Centrifugar 5 min a 13.000 rpm y descartar el sobrenadante. 

i) Agregar 500 µL de Etanol 70% frío (-20ºC). Lavar por inversión y descartar el alcohol. 

j) Agregar 250 µL de Etanol 100% frío (-20ºC). Lavar por inversión y descartar el alcohol. 

k) Agregar 500 µL de NaCl 2M y resuspender el pellet. 

l) Incubar a 65ºC durante 40 min. Retirar y tratar de resuspender el pellet lo mejor que se 

pueda. Si hace falta colocar unos minutos en heladera (4ºC) para que baje la 

temperatura (10 min.). 

m) Centrifugar 10 min a 2.000 rpm y transferir el sobrenadante a un tubo nuevo. 

n) Agregar 0.6 vol. de isopropanol frío (-20ºC) y centrifugar 5 min a 13.000 rpm. 

o) Descartar el sobrenadante y agregar 500 µL de Etanol 70% frío (-20ºC). Lavar por 

inversión y descartar el alcohol. 

p) Agregar 250 µL de Etanol 100% frío (-20ºC). Lavar por inversión y descartar el alcohol. 

q) Dejar secar los tubos destapados a temperatura ambiente toda la noche. 

r) Agregar 50-100 µL de buffer TE. 

s) Agregar 1 µL de RNasa e incubar 1 h a 37ºC. 

t) Hacer un gel de agarosa 0,8% y chequear la calidad del ADN. 
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2. Protocolo modificado de tinción con Nitrato de Plata (Creste et al., 2001). 

a) 1º Fijación: 10 min en agitación en solución fijadora. 

b) 1º Lavado: 1 min en agitación con agua destilada. 

c) Pre-tratamiento: 3 min en agitación con ácido nítrico. 

d) 2º Lavado: 1 min en agitación con agua destilada. 

e) Tinción: 15 min en agitación con nitrato de plata. 

f) 3º Lavado: 10 s en agua destilada. 

g) 1º Revelado: con Hidróxido de Sodio en agitación durante 30-40 s. 

h)  2º Revelado: con carbonato de sodio (frío a 4°C), en agitación hasta que aparezcan 

las bandas. 

i) 2º Fijación: 5 min en agitación con solución fijadora. 

j) 4º Lavado: 5 min en agitación con agua destilada. 

Soluciones utilizadas: 

Soluciones de trabajo Componentes Concentración 

Sn. 1° Fijador Etanol absoluto 100 mL 

  Ácido Acético   10 mL 

Sn. Pre-tratamiento Ácido Nitrico   15 mL 

Sn. Tinción Nitrato de Plata   2 g 

Sn. 1° Revelado Hidróxido de Sodio 15 g 

  Formaldehído 540 uL 

Sn. 2° Revelado Carbonato de Sodio 30 g 

  Formaldehído 540 uL 

Sn. 2° Fijador Ácido Acético    50 mL 

 

Nota: Enrazar las soluciones a 1 L con agua bidestilada. 
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Tabla 1: Lista de marcadores SSR utilizados en la genotipificación de las siete líneas parentales. 

Serie Nº Cebador GL Foward Reverse 
Tamaño 

esperado 
Motivo 

Tipo 
marcador 

N° 
alelos/locus 

HA 102  CCTCAAAACACATCTCCCTCTC GAAGAGGGGTGAGGGTGAAGAGG 160 GA M 1 

HA 196  GGTGTTAGAGTAAAGTATGCC GAGGGGTTTCCTTTCAG 176 GA-G NA  

HA 293 14 GGGGACATCTCCCGTCCACC CCTCATCCATCTCCATCCAATC 122 GA P 3 

HA 360 16 CTCACCCTTCATCTCCTTC CAACAAGGAACCGATAACTG 194 GA NA  

HA 432 4 GGGTTTAGTGGCCAGTAGTTGTC CTTTATCCCCCACCCCCTCC 168 GT H  

HA 557  CACCATCATTCACCAACCAC CGTCGTCGCTATTCACCGTC 193 GT H  

HA 729  CCAATATCACCATCATTCACC CTATTCACCGTCCCCATAGG 131 GT M 1 

HA 749  GGCTAACTGAAACATGGG GGCTGCTGGAGTGAAGTCC 131  P 2 

HA 790  GCAACCGGAGAGTGAGGTGG CTCATATCTTCCGCGGATATCG 152 TGG P 2 

HA 806  GATGTTCCTTCCTGCAC GGTTGGATAATGGGGCAGC 191 GA-GT P 2 

HA 911 8 CAAAGTTCACCTCGTTTTTC AAGTGGGAAGGTCTACGAGT 179 GA P 2 

HA 920 10 CCCCATGTAATCGCTTTAG GTGGGGATATAGTGTTCGGC 176  P 2 

HA 928 10 CCTTTGTAGTCCCTTACTGG GGTCGATCATGTATGCGTGTTG 217  P 4 

HA 969  CAGTTCTCACTTGTGA CATCAATAAGTGGAAGACGGG 168 TGG NA  

HA 991 4 GCCCCCTTGATGCCCTTTTC GAATCGCCATTTGAATCGCCAG 148 GA P 2 

HA 1066  GCATCACTAGGTATTAGG CGAGCGGGAAATGCAATATTGG   Multilocus  

HA 1108 10 GGACCTTCTATTTAGGAGGG GGGAACATGGAATAAGGG 185 ATT NA  

HA 1155 12 CAATCAAAACATGTGTATGTG GGATTCTGCTGAAAGGAGACAAC 110 GA-GT NA  

HA 1287  GATATGAGCCCATCACTCATC GAAGATATGTCAGGTCACACCC 222  P 5 

HA 1402 17 GTGTGAATGTGAGTGTGAATCC GTCACAGTTGCATATCCATCC 167  P 2 

HA 1449  CATGCACACGTACCATCTTAC GGTTCCTTAGATGTCTATGGGC 214  M 1 

HA 1752  CCTTCTTCCTCAAATCCCG CGTCATTGTCATTGAGAAGATCG 147 ATC P 2 

HA 1848 7 CATCCCCTTCTGAATAGAAA TAGGCTCGTTAAACTTACGG 196 GT P 5 

HA 1938  CCAAAATCGTCGACCTTGCGAC CGAGAGGGAATGTCATTTTTG 230 ATT NA  

HA 2053 9 CACCATCACCCACCTGCACAAG CATCAAAGCCCATTCTCAGCCC 185  P 4 

HA 2057  CACACATCTCTTCTCATACTC GAATCCATCTTTGTAGCTGACCC 143 ATT Duplicado 2 

HA 2063 9 CACCGCAGATGGCCAATTCAAC GGTTCTGCTAACCTGCAATGCG 173 GA-GT P 2 

HA 2077 14 GATAAGGTTTTCTCTCTCCC GAGAAAAATGAGCTGATACCG 130 GA P 4 

HA 2078  GATGGCAAGGTGTTGCAGAATTTG CAACACACACACTCTCAATACCC 154  P 2 

HA 2145  CCCATCGTATAGAAGGGGTTG CACAGGTTTTGCTACGTCCTCC 223 GA P 3 

HA 2147 4 CCCCATAAACATTTCACACCC CCTGAGAAATCGGTAGATAGTG 73 GA P 3 

HA 2178  GAAGTACCACCTCCATCTCCACC CACGTAGTACCTCCCCCATACTTG 154 GA P 3 
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Serie Nº Cebador GL Foward Reverse 
Tamaño 

esperado 
Motivo 

Tipo 
marcador 

N° 
alelos/locus 

HA 2191 16 GGCAACTCAATATCCACACCCC GGGTTCTTCAAGGAGAATGTGAC 211 GA P 4 

HA 2193 16 CAATACACGCAAACCCCCGAAC GCACTGCCAAAACAGTTGAC 132 GA P 3 

HA 2237  CAACTAACGAACACATGACAC CATCTTCGCAAACAAGCTCATC 130 TA NA  

HA 2265  GCTACACGAGCCATCTTGAAC GATTACAAGCACAGATGTCAC 261 ATT P 4 

HA 2272  CAATTTTCATTCCTTGAGATGAGG CACAATTGTATTAAAAGCGAC 262 ATT Multilocus  

HA 2348  ACCAGTTTAAAAGCC GAAAATGGTAGTGCGAAGGG 283 GT-AT NA  

HA 2448  GAGGATATATTTTCCCTCCCCTG CTACACTTTCGAACAAGAGTAG 244 GT-AT P 3 

HA 2499  GATATCTTATCACCTTCCTGC GTTCCAAACTGACACAGCTTC 142 GTA P 2 

HA 2500  CAAACTCACACCATCCGTGTGG GGAAATTGCAGGTGTGTGATG 143 ATC P 2 

HA 2547  CAATCATCAGCATCAGCAACC CTGCATACGTGTGTATATGC 142 GA-TA-GT P 3 

HA 2579 10 CGGATTTATGATTTGATTCACCCG GGATAACACTACCTTTGATGTTG 180  P 3 

HA 2605 8 GCAGATTACAATATGCACAC GTGTTGAAAGTAGTTGGTTGC 95 GA P 2 

HA 2714 14 CCCTAGTGTATAGCAACCTTTC GTAGTGTGTATGAGGGAGATGG 223 GA-G M 1 

HA 2719  GGCGCCACAGCCATTTTCTG GACCGAATTCTAGTGAGCCGC 243  P 2 

HA 2877  CCGACAAGGGAATTGGTTATG GGTTACGCACTTAATCAGTC 87 ATG H  

HA 2905  GCTCATCATTCTCTAACACAC CTTCCAAGAGCTCCTAGCTTC 165  P 2 

HA 2920 3 AACGTGTTCATTCGGATGC GAAGATTGGTATGATGGGGC 173  P 3 

HA 2946  GGGCTGGTTTTCATTTTAGTG CCAATCCTTGAGCAAATCAG 134 GT P 3 

HA 3070  CTTTTCAATTCCCGCTCATCCC GGGATGAGCTCTGTCTTTTCGC 120 GA P 2 

HA 3204 10 GCCCTTCAATCCTACCATTAAC GGATATTGAGTTGGTTGTTGGG 121 ATC P 2 

HA 3239 2 CTTAATTCCGACATAAGCAGG CTTTCATTATTCACAACCCCC 149 ATG P 3 

HA 3272 7 TGTTCTCACACTTTTCACCA TAGGCCCTTAAATTCAGATG 123 TA-GA P 4 

HA 3288  GCATTAGTGAAGGTGGAAAG AGGTCTTCAAACATGCAAAC 176 GA P 3 

HA 3298  CATCCAAATCGAGCGCATTC GGAAGGATGATAGTTAGGG 137 ATC P 2 

HA 3312 6 ACATCACAAACCTAATCCCC TACTGATGGTGTGTTATGAG 110 GA P 2 

HA 3330 13 GGCTGAGTAAATGCCAAATACGG GGTTGTTGATTACAAGCTCTCC 149 GA P 4 

HA 3348  GGTCGCACGTTAAAAGGTATTG TTCAAACGTCGACACATGAAC 208 GT-GA-A P 4 

HA 3349  GGGAATCTAACTTCTATCACC CGTATCCGGAGCATAATATGGAG 270 GT NA  

HA 3373  GCGGCGAAGAAGAAATTGAGG GGAAAGGGTTCCTGTTCTCC 186 GT P 3 

HA 3555 12 GATATCTCTCATAAGTGCCG GGTCTTGTGATGACGAAGC 103 CAT P 2 

HA 3582 16 TGACCTTAATCCTTGGAGAG CCTCTAATTCCGAAAACCTAAC 121 ATG P 2 

HA 3627 5 GATGAAATGCCTCACAGACT CATTGAAGATTGATGGATGA 179 GT P 3 

HA 3632  GTGAGACTCCCAAAAGTTAG GGGTCTTCATTAATTGCTC 209 GA P 5 

HA 3691  GAATGAAGCATGTGGAAGGCGG GTGGAGGTGATGATGGTATGAG 261 ATT P 2 

HA 3703 4 CAAATGCTGATTCCACACTA ATGGTTTCCTGTTTGAATTG 217 GA P 2 

HA 3886 14 GCTTATGTGGAAGCATGTCG CAGGTTTCTACTTACGGGTCG 188 ATT P 3 

HA 3938 3 GTCAGTAAAAAGTTACCATGTTGC GCTTGAAGATATAAAGTTGTTGC 225 ATT NA  
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Serie Nº Cebador GL Foward Reverse 
Tamaño 

esperado 
Motivo 

Tipo 
marcador 

N° 
alelos/locus 

HA 4011 13 ACTTCTACCCTCCCCTTCTT CTGTACACGTGCTGCTTTAG 224  P 6 

HA 4057 3 AAACCCTTCCGACTTATCTC TAAAGAGAGAGCCCAACAAG 172 GT P 5 

HA 4103 6 TCACTTATCACCAATCTCATCCA CTGTCTCAAATCGGGTGGTT 190 GA P 2 

HA 4113  ATGCACTTGGAATTTCTTTG CTTCCATAACCTCACCATGT 139 GA NA  

HA 4149 17 TCAATTCATCGTGCATATCG CCAAAGTCCACCAAATCTTCC 111 GA P 3 

HA 4239 15 GAATGATAGTGAATTGAGACAGG CTGGCATCTATATCCATGGATAG 116 ATT P 2 

HT 292 3 ACTGTCAACACCTCCTTCGACT GGCTTACACTTCTCTCCATCTCAA 334 TC P 2 

HT 375 4 GCTGAAACGGGTCAATAAAGTC TGAAGAAATGCTTCCAATCTGA 403 TA P 3 

HT 382 13 GAAGTCTGCTTTGGTGTTGGTC ATGGCTCTCTCATTTCCACTTG 359 AGG P 2 

HT 426 11 AACCGTAAATGAAATCGGTGTG GAGGGCAAAGTTGGGATACTCT 321 TA P 3 

HT 440 5 GAAGTTGGGAGGGTTGTTCAAG CCTCCTGTTGGAACACCAAAT 239 AGG P 4 

HT 519 8 TTTCGTGACCGAGAAAGGTAT TGTGGCATACATAGAAATGATCTAA 267 AT P 4 

HT 586 15 TGAACTCTTGTGTTGGCATCT AAATGTGGATTTATGTATCTCAGTAA 320 TTAA P 3 

HT 734 3 GTTTCGCAGCTCTAGCATTGA CCCCCTACAAGGCAACAAAATA 298 TA P 2 

HT 761 2 GGTGGGTGTTTGATTTTGTGTG TCTCCTCTCTCCCTTTGTCTGC 126 TG P 2 

HT 974 1 AAAGGCGATTGAGTTTTTCGAT GCAAGAATGAAAGGCCAACTTTA 173 GT P 2 

HT 998 17 CATGTCCCGATCAAAGAGTTGT CCATATCCTGGTTGTTGTGGAG 376 CAA P 2 

ORS 16 7 GAGGAAATAAATCTCCGATTCA GCAAGGACTGCAATTTAGGG 138  P 3 

ORS 59  GCTTCGTAGCTTTCTTCTTCGC AAGTAGCTTCGCAAGTATTCGG 167  M 1 

ORS 229 2 TCCGACCCGAATCTTATGAACC GACCCGAATGAGACCCAAACTG 176  P 3 

ORS 297 17 TGCAAAGCTCACACTAACCTG GTGTCTGCACGAACTGTGGT 225  P 3 

ORS 316 13 TGGCGTCTTCATAGCATCAG GAGATTTGAGCTTCGTGTTGC 189 AC P 3 

ORS 342 2 TGTTCATCAGGTTTGTCTCCA CACCAGCATAGCCATTCAAA   NA  

ORS 349 6 CCCTAACCAATATGCTCCCATT TGGATAAACGAGTGAATGGTGT 263  M 1 

ORS 354 11 TTATCAACCATGACCGCATC AAATTTTCTTCTCAAATGAACCTC 161  P 2 

ORS 371 1 CACACCACCAAACATCAACC GGTGCCTTCTCTTCCTTGTG 254  P 2 

ORS 420 15 TCATGGTGTTTGGTTTGTGTC TGCCAAATTCCTCTTCTTTCT 138 GT P 2 

ORS 423 2 TCATATGGAGGGATCTGTTGG AAGCAACCATAATGCATCAGAA 240 GT NA  

ORS 457 11 TGCATACCCAATCTACCAGCTA AAGACGAAGGTGCAACCAGT 230 AC-CT P 3 

ORS 460 7 ACTCGGCTACCACCTCACAC GCCCTTTGACCCTAACCAAG 290  P 5 

ORS 483 6 CCGAACAACAATCTCCACAA GGTTTAGGTGTCGCATCACA 271 GT P 2 

ORS 510 9 CATCGCGTCCCTCTCTCTAA CCAACCATCACAGCAATCAG 255 GT P 2 

ORS 534 13 TCCAAACTCTCTCCCCCTCT GCAGCGAAATAGGAAAAACG 252  NA  

ORS 561 17 CTTTGCACGTTGGTCATCAT ACCAGCACCTTCCTCAACTG 382  P 2 

ORS 607 11 CTAATACAAAGCAACCCGACAA GCCTGCACATGAGAATGACA 275 AG M 1 

ORS 613 10 GTAAACCCTAGGTCAATTTGCAG ATCTCCGGAAAACATTCTCG 228 AG P 3 

ORS 623  CTCCGTGACATCCAGACAACT GACCGGCCACACCCTAAA 230  M 1 
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Serie Nº Cebador GL Foward Reverse 
Tamaño 

esperado 
Motivo 

Tipo 
marcador 

N° 
alelos/locus 

ORS 665 16 GCACATGAGGTATGGATCTCCT TGCAAATACAACTCGGGAAA 287  P 3 

ORS 687 15 ACCGTTACACTTATTGGTTATTTCATT GGGGTTTGTTGTTCTGTTTTG 168 CT P 2 

ORS 727 17 GGTGGCAAGTGGTGGTTAGA AAAGCTGGTCATCTCAAGGGTA 192 AG P 5 

ORS 799 13 TCCAGCAAGTCAGCAACAAC ACTCCCTCCCATTCTCGTCT 143 CT P 2 

ORS 810 12 TTCAACGTGCGTGATTAAGG GCGATTTCTTTGGAGACGAA 398 CT M 1 

ORS 844 9 ACGATGCAAAGAATATACTGCAC CATGTTTAATAGGTTTTAATTCTAGGG 307 AC P 4 

ORS 878 10 TGCAAGGTATCCATATTCCACAA TATACGCACCGGAAAGAAAGTC 203 AC P 2 

ORS 887 9 TCGAAAACGACTAATCCAACTTTC GAGCATGAACAAGAATTGACACA 252 AC P 3 

ORS 894 8 TTTCCTCATGATCCCGATTCTAT TGCATTACCTAATTTCTAGTGGGTTT 252  NA  

ORS 899 16 GCCACGTATAACTGACTATGACCA CGAATACAGACTCGATAAACGACA 323 AC P 3 

ORS 959 1 CCGCTAAGTATAAACCGCCTATT CGTCCTCTTCGCATCAATCTTAT 240 GT P 4 

ORS 993 16 GTGTTACAATCCTTGCGTCGATA CAAACCACAGGGACCAAAATG 330  P 3 

ORS 1024 5 GGGAAGTGGGCTTGTCTATGTAT AACACACCGAAATCACCTATGAA 224 AG P 4 

ORS 1041 7 AAACAAACCTTAATGGGGTCGTA ATATTGGCTGGTTGATGCTGAT 276  P 2 

ORS 1065 2 ACCGCTGTCAACACCTTAAACTC GGCTGGGAATCAACTGCTACTAC 295 CT NA  

ORS 1085 12 GACCTCAAGGCATGCTAACACTC ACTAAGTGTGTGGACGGGGAAA 280 CT M 1 

ORS 1093 1 CATATATGTGGGTCGCATATAACC CCTGTGGATCTTTCTAGCAACAA 386 AG NA  

ORS 1146 11 GGCTCATCACTTGCATCTATTGT TGAAGACACCATCTCCAATGC 379 AG P 2 

ORS 1222 3 GGCATTGTTGTCATTTCATCTCT ATCATGTCGGAATAGCTTGTTGA 441 CT P 3 

ORS 1247 17 GTCTCGACTTGGGATCTGCTG AGTGTGAGGGTGTGTAGGATTGA 339 CT P 2 

ORS 1265 9 GGGTTTAGCAAATAATAGGCACA ACCCTTGGAGTTTAGGGATCA 222 CT P 3 

GL: Grupo de Ligamiento; M: monomórfico; P: polimórfico; NA: No Amplificó; H: heterocigota. 
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Tabla 2: Medias, desvíos estándar y coeficientes de variación por genotipo de las variables 

evaluadas. 

Variable    Genotipo n  Media   D.E.     CV   

EUA (g g-1)          R 423    12        0,0048         0,0006 13,24 

 B 59     12        0,0045         0,0007 15,98 

 HA R4    12        0,0043         0,0008 17,91 

 HA 64    12        0,0042         0,0010 23,39 

 R 432    12        0,0042         0,0007 16,08 

 HA 89    12         0,0040         0,0007 17,62 

  R 419    12         0,0039         0,0006 14,18 

GAF (cm2) B 59 12 502,72 109,16 21,71 

 HA 64 12 368,27 83,02 22,54 

 HA 89 10 316,36 66,91 21,15 

 HA R4 12 280,32 45,12 16,10 

 R 432 12 273,81 38,69 14,13 

 R 423 12 217,32 74,25 34,16 

  R 419 12 162,43 100,39 61,80 

Pendiente TT  HA 64    12     0,21      0,05 21,96 

 R 432    12     0,20      0,02 10,60 

 HA R4    12     0,19      0,02 9,06 

 R 423    12     0,19      0,02 11,27 

 B 59     12     0,17      0,02 10,34 

 R 419    12     0,13      0,02 16,10 

  HA 89    12     0,12      0,01 10,66 

Punto C       R 419    12     2,84     0,16 5,65 

 HA 89    12     2,82     0,22 7,94 

 HA R4    12     2,46     0,10 3,87 

 R 423    12     2,37     0,03 1,24 

 B 59     12     2,32     0,08 3,31 

 HA 64    12     2,22     0,17 7,61 

  R 432    12     2,17     0,13 5,85 

TAN (g cm-2 d-1)          R 423    12         0,0014         0,0002 11,53 

 B 59     12         0,0012         0,0001 7,07 

 HA 64    12         0,0012         0,0002 17,02 

 HA R4    12         0,0012         0,0002 13,16 

 HA 89    12         0,0011         0,0001 12,73 

 R 432    12         0,0011         0,0001 8,61 

  R 419    12         0,0010         0,0001 12,64 

Transpiración (g) B 59 12 2524,00 554,20 21,96 

 HA 64 12 2322,50 352,55 15,18 

 HA 89 10 2313,40 311,49 13,46 
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 Variable    Genotipo n  Media   D.E.     CV   

Transpiración (g) HA R4 12 2225,75 536,00 24,08 

 R 423 12 2206,67 264,49 11,99 

 R 432 12 2111,25 243,11 11,52 

  R 419 12 1685,75 399,72 23,71 

EUA: Eficiencia en el Uso del Agua; GAF: Ganancia de Área Foliar; TAN: Tasa de Asimilación Neta; n: número de 

individuos; D.E.: Desvío Estándar; C.V.: Coeficiente de Variación. 

Tabla 3: Medias, desvíos estándar y coeficientes de variación por tratamiento de las 

variables evaluadas. 

Variable Tratamiento n Media D.E. CV 

EUA (g g-1) CC 42          0,0037          0,00054 14,51 

  EH 42           0,0049          0,00045 9,17 

GAF (cm2) CC 40   333,90 143,94 43,11 

  EH 42   273,00       104,37 38,23 

Pendiente TT CC 42       0,18   0,04 20,10 

  EH 42       0,17    0,04 25,33 

Punto C CC 42       2,52    0,31 12,30 

  EH 42       2,39    0,25 10,34 

TAN (g cm-2 d-1) CC 42           0,0011          0,00017 15,64 

  EH 42           0,0012           0,00014 11,72 

Transpiración (g) CC 40 2483,95 441,15 17,76 

 EH 42 1921,12 257,56 13,41 

EUA: Eficiencia en el Uso del Agua; GAF: Ganancia de Área Foliar; TAN: Tasa de Asimilación Neta; CC: Capacidad 

de Campo; EH: Estrés Hídrico; n: número de individuos; D.E.: Desvío Estándar; C.V.: Coeficiente de Variación. 

Tabla 4: Medias, desvíos estándar y coeficientes de variación por genotipo y por tratamiento 

de las variables evaluadas. 

Variable Genotipo Tratamiento n Media D.E. CV 

EUA (g g-1) B 59 CC 6         0,0040         0,0007 18,20 

   EH 6         0,0050         0,0002 4,26 

 HA 64 CC 6         0,0033         0,0003 7,75 

   EH 6         0,0051         0,0004 7,25 

 HA 89 CC 6         0,0034         0,0002 6,90 

   EH 6         0,0046         0,0004 8,83 

 HA R4 CC 6         0,0036         0,0002 6,44 

   EH 6         0,0050         0,0002 4,47 

 R 419 CC 6         0,0036         0,0004 11,51 

   EH 6         0,0043         0,0004 9,20 

 R 423 CC 6         0,0044         0,0005 11,58 
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Variable Genotipo Tratamiento n Media D.E. CV 

EUA (g g-1)  R 423 EH 6         0,0053         0,0005 9,47 

 R 432 CC 6         0,0037         0,0004 10,59 

    EH 6         0,0048         0,0003 5,34 

GAF (cm2) B 59 CC 6 541,12 143,95 26,60 

   EH 6 464,31 44,20 9,52 

 HA 64 CC 6 426,53 45,67 10,71 

   EH 6 310,00 70,21 22,65 

 HA 89 CC 4 369,07 68,13 18,46 

   EH 6 281,22 39,60 14,08 

 HA R4 CC 6 318,42 22,11 6,94 

   EH 6 242,23 22,54 9,31 

 R 419 CC 6 175,40 114,53 65,29 

   EH 6 149,46 93,00 62,22 

 R 423 CC 6 227,22 107,40 47,27 

   EH 6 207,43 18,90 9,11 

 R 432 CC 6 291,27 42,27 14,51 

    EH 6 256,36 27,86 10,87 

Pendiente TT B 59 CC 6      0,17    0,02 9,84 

   EH 6      0,16    0,02 11,40 

 HA 64 CC 6      0,21    0,04 17,49 

   EH 6      0,21    0,06 27,12 

 HA 89 CC 6      0,13    0,01 5,87 

   EH 6      0,11    0,01 10,47 

 HA R4 CC 6      0,20    0,02 10,29 

   EH 6      0,18    0,01 5,63 

 R 419 CC 6      0,14    0,02 15,57 

   EH 6      0,12    0,01 10,92 

 R 423 CC 6      0,21    0,01 6,38 

   EH 6      0,17    0,01 5,96 

 R 432 CC 6      0,20    0,02 10,49 

    EH 6      0,19    0,02 11,04 

Punto C B 59 CC 6      2,38    0,07 2,74 

   EH 6      2,27    0,05 2,03 

 HA 64 CC 6      2,27    0,13 5,94 

   EH 6      2,17    0,20 9,02 

 HA 89 CC 6      3,02    0,09 2,91 

   EH 6      2,62    0,08 3,06 

 HA R4 CC 6      2,46    0,08 3,12 

   EH 6      2,46    0,12 4,80 

 R 419 CC 6      2,90    0,21 7,36 

   EH 6      2,78    0,04 1,61 
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Variable Genotipo Tratamiento n Media D.E. CV 

Punto C R 423 CC 6      2,38     0,03 1,29 

   EH 6      2,37     0,03 1,19 

 R 432 CC 6      2,25    0,13 5,85 

    EH 6      2,09     0,06 2,64 

TAN (g cm-2 d-1) B 59 CC 6            0,00116           0,00011 9,83 

   EH 6            0,00120           0,00004 3,05 

 HA 64 CC 6            0,00101           0,00009 8,90 

   EH 6            0,00136           0,00009 6,54 

 HA 89 CC 6            0,00100           0,00012 12,00 

   EH 6            0,00111           0,00014 12,39 

 HA R4 CC 6            0,00105           0,00012 11,36 

   EH 6            0,00129           0,00005 4,20 

 R 419 CC 6            0,00099           0,00014 14,33 

   EH 6            0,00109           0,00011 10,08 

 R 423 CC 6             0,00136           0,00020 14,78 

   EH 6             0,00135           0,00012 8,56 

 R 432 CC 6             0,00111           0,00010 8,81 

    EH 6             0,00112           0,00010 9,21 

Transpiración (g) B 59 CC 6 2953,67 467,50 15,83 

   EH 6 2094,33 118,64 5,66 

 HA 64 CC 6 2558,50 363,05 14,19 

   EH 6 2086,50   89,25 4,28 

 HA 89 CC 4 2611,75 275,82 10,56 

   EH 6 2114,50 101,55 4,80 

 HA R4 CC 6 2648,33 436,33 16,48 

   EH 6 1803,17 114,35 6,34 

 R 419 CC 6 1976,00 365,87 18,52 

   EH 6 1395,50 124,34 8,91 

 R 423 CC 6 2388,17 268,56 11,25 

   EH 6 2025,17   52,09 2,57 

 R 432 CC 6 2293,83 211,33 9,21 

    EH 6 1928,67   73,23 3,80 

EUA: Eficiencia en el Uso del Agua; GAF: Ganancia de Área Foliar; TAN: Tasa de Asimilación Neta; CC: Capacidad 

de Campo; EH: Estrés Hídrico; n: número de individuos; D.E.: Desvío Estándar; C.V.: Coeficiente de Variación. 
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Tabla 5: Comparación de efectos simples por mínimos cuadrados medios para ganancia de 

área foliar (cm2), para siete líneas de girasol bajo dos regímenes hídricos durante 16 días de 

estrés efectivo. 

Genotipo Tratamiento 
Estimador 
de la media 

E.E. g.l. Prueba t P<0,05 

B 59 CC EH 76,810 42,254 52,2 1,82 0,0748 

HA 64 CC EH 116,53 42,254 52,2 2,76 0,0080 

HA 89 CC EH 87,85 49,546 46,26 1,77 0,0828 

HA R4 CC EH 76,18 42,254 52,2 1,80 0,0772 

R 419 CC EH 25,93 42,254 52,2 0,61 0,5420 

R 423 CC EH 19,79 42,254 52,2 0,47 0,6414 

R 432 CC EH 34,90 42,254 52,2 0,83 0,4125 

CC: capacidad de campo; EH: estrés hídrico; E.E.: error estándar; g.l.: grados de libertad. 

Tabla 6: Comparación de efectos simples por mínimos cuadrados medios para la 

transpiración total acumulada (g), para siete líneas de girasol bajo dos regímenes hídricos 

durante 16 días de estrés efectivo. 

Genotipo Tratamiento 
Estimador 
de la media 

E.E. g.l. Prueba t P<0,05 

B 59 CC EH 859,40 146,82 68 5,85 <,0001 

HA 64 CC EH 471,87 146,82 68 3,21 0,0020 

HA 89 CC EH 487,01 178,27 68 2,73 0,0080 

HA R4 CC EH 844,97 146,82 68 5,76 <,0001 

R 419 CC EH 580,54 146,82 68 3,95 0,0002 

R 423 CC EH 363,18 146,82 68 2,47 0,0159 

R 432 CC EH 365,27 146,82 68 2,49 0,0153 

CC: capacidad de campo; EH: estrés hídrico; E.E.: error estándar; g.l.: grados de libertad. 
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Tabla 7: Comparación de efectos simples por mínimos cuadrados medios para tasa de 

asimilación neta (g cm-2 día-1), para siete líneas de girasol bajo dos regímenes hídricos durante 

16 días de estrés efectivo. 

Genotipo Tratamiento 
Estimador 
de la media 

E.E. g.l. Prueba t P<0,05 

B 59 CC EH -0,00004 0,000067 70 -0,60 0,5509 

HA 64 CC EH -0,00035 0,000067 70 -5,24 <,0001 

HA 89 CC EH -0,00010 0,000067 70 -1,55 0,1261 

HA R4 CC EH -0,00024 0,000067 70 -3,62 0,0006 

R 419 CC EH -0,00010 0,000067 70 -1,47 0,1452 

R 423 CC EH  6,667E-6 0,000067 70  0,10 0,9207 

R 432 CC EH -0,00001 0,000067 70 -0,17 0,8618 

CC: capacidad de campo; EH: estrés hídrico; E.E.: error estándar; g.l.: grados de libertad. 

Tabla 8: Comparación de efectos simples por mínimos cuadrados medios para eficiencia en 

el uso del agua (g g-1), para siete líneas de girasol bajo dos regímenes hídricos durante 16 días 

de estrés efectivo. 

Genotipo Tratamiento 
Estimador 
de la media 

E.E. g.l. Prueba t P<0,05 

B 59 CC EH -0,00100 0,000266 59,14 -3,76 0,0004 

HA 64 CC EH -0,00200 0,000266 59,14 -7,52 <,0001 

HA 89 CC EH -0,00133 0,000266 59,14 -5,01 <,0001 

HA R4 CC EH -0,00117 0,000266 59,14 -4,39 <,0001 

R 419 CC EH -0,00067 0,000266 59,14 -2,51 0,0149 

R 423 CC EH -0,00100 0,000266 59,14 -3,76 0,0004 

R 432 CC EH -0,00150 0,000266 59,14 -5,64 <,0001 

CC: capacidad de campo; EH: estrés hídrico; E.E.: error estándar; g.l.: grados de libertad. 
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Tabla 9: Comparación de efectos simples por mínimos cuadrados medios para la pendiente 

de la relación Tasa Transpiratoria – Déficit de Presión de Vapor, para siete líneas de girasol 

bajo dos regímenes hídricos durante 16 días de estrés efectivo.  

Genotipo Tratamiento 
Estimador 
de la media 

E.E. g.l. 
Prueba 

t 
P<0,05 

B 59 CC EH  0,0480 0,09065 62,74  0,53 0,5983 

HA 64 CC EH -0,0401 0,08270 63,32 -0,49 0,6286 

HA 89 CC EH  0,1581 0,1046 61,67  1,51 0,1360 

HA R4 CC EH  0,0971 0,08614 62,41  1,13 0,2635 

R 419 CC EH  0,2024 0,1003 61,29  2,02 0,0480 

R 423 CC EH  0,2272 0,08675 61,4  2,62 0,0111 

R 432 CC EH  0,0637 0,08531 62,66  0,75 0,4579 

CC: capacidad de campo; EH: estrés hídrico; E.E.: error estándar; g.l.: grados de libertad. 

Tabla 10: Comparación de efectos simples por mínimos cuadrados medios para el punto C 

de la relación Tasa Transpiratoria – Déficit de Presión de Vapor, para siete líneas de girasol 

bajo dos regímenes hídricos durante 16 días de estrés efectivo. 

Genotipo Tratamiento 
Estimador 
de la media 

E.E. g.l. Prueba t P<0,05 

B 59 CC EH  0,0450 0,02419 64,76  1,86 0,0669 

HA 64 CC EH  0,0484 0,02419 64,76  2,00 0,0493 

HA 89 CC EH  0,1422 0,02419 64,76  5,88 <,0001 

HA R4 CC EH -0,0028 0,02419 64,76 -0,12 0,9067 

R 419 CC EH  0,0413 0,02419 64,76  1,71 0,0924 

R 423 CC EH  0,0070 0,02419 64,76  0,29 0,7728 

R 432 CC EH  0,0720 0,02419 64,76  2,98 0,0041 

CC: capacidad de campo; EH: estrés hídrico; E.E.: error estándar; g.l.: grados de libertad. 
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Tabla 11: Análisis de diversidad de 91 marcadores en siete líneas parentales de girasol.  

Marcador N Na Ne D He PIC 

HA 293 7 3 2,58 0,61 0,66 0,53 

HA 749 7 2 1,96 0,49 0,53 0,37 

HA 790 7 2 1,32 0,24 0,26 0,21 

HA 806 5 2 1,92 0,48 0,53 0,36 

HA 911 7 2 1,69 0,41 0,44 0,32 

HA 920 7 2 1,69 0,41 0,44 0,32 

HA 928 7 4 3,27 0,69 0,75 0,64 

HA 991 7 2 1,69 0,41 0,44 0,32 

HA 1287 5 5 5,00 0,80 0,89 0,77 

HA 1402 7 2 1,69 0,41 0,44 0,32 

HA 1752 7 2 1,96 0,49 0,53 0,37 

HA 1848 7 5 4,45 0,78 0,84 0,74 

HA 2053 7 4 3,27 0,69 0,75 0,64 

HA 2063 7 2 1,69 0,41 0,44 0,32 

HA 2077 7 4 2,58 0,61 0,66 0,57 

HA 2078 7 2 1,32 0,24 0,26 0,21 

HA 2145 7 3 2,58 0,61 0,66 0,53 

HA 2147 7 3 2,33 0,57 0,62 0,50 

HA 2178 7 3 2,88 0,65 0,70 0,58 

HA 2191 7 4 2,58 0,61 0,66 0,57 

HA 2193 7 3 1,81 0,45 0,48 0,41 

HA 2265 5 4 3,57 0,72 0,80 0,67 

HA 2448 6 3 3,00 0,67 0,73 0,59 

HA 2499 7 2 1,32 0,24 0,26 0,21 

HA 2500 7 2 1,96 0,49 0,53 0,37 

HA 2547 7 3 2,33 0,57 0,62 0,50 

HA 2579 7 3 2,33 0,57 0,62 0,50 

HA 2605 5 2 1,92 0,48 0,53 0,36 

HA 2905 7 2 1,69 0,41 0,44 0,32 

HA 2920 7 3 2,33 0,57 0,62 0,50 

HA 2946 7 3 2,33 0,57 0,62 0,50 

HA 3070 7 2 1,69 0,41 0,44 0,32 

HA 3204 7 2 1,69 0,41 0,44 0,32 

HA 3239 7 3 2,58 0,61 0,66 0,53 

HA 3272 7 4 3,27 0,69 0,75 0,64 

HA 3288 6 3 2,57 0,61 0,67 0,54 

HA 3298 7 2 1,32 0,24 0,26 0,21 
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Marcador N Na Ne D He PIC 

HA 3312 7 2 1,69 0,41 0,44 0,32 

HA 3330 5 4 3,57 0,72 0,80 0,67 

HA 3348 7 4 3,27 0,69 0,75 0,64 

HA 3373 7 4 2,58 0,61 0,66 0,57 

HA 3555 6 2 1,80 0,44 0,48 0,35 

HA 3582 7 2 1,32 0,24 0,26 0,21 

HA 3627 7 3 2,88 0,65 0,70 0,58 

HA 3632 7 5 4,45 0,78 0,84 0,74 

HA 3703 7 2 1,96 0,49 0,53 0,37 

HA 3886 7 2 1,32 0,24 0,26 0,21 

HA 4011 7 6 5,44 0,82 0,88 0,79 

HA 4057 7 5 3,77 0,73 0,79 0,70 

HA 4103 7 2 1,96 0,49 0,53 0,37 

HA 4149 7 3 1,81 0,45 0,48 0,41 

HA 4239 7 2 1,32 0,24 0,26 0,21 

HT 292 7 2 1,69 0,41 0,44 0,32 

HT 375 7 3 1,81 0,45 0,48 0,41 

HT 382 7 2 1,96 0,49 0,53 0,37 

HT 426 7 3 1,81 0,45 0,48 0,41 

HT 440 7 4 3,27 0,69 0,75 0,64 

HT 519 7 4 2,58 0,61 0,66 0,57 

HT 586 7 3 2,58 0,61 0,66 0,53 

HT 734 7 2 1,69 0,41 0,44 0,32 

HT 761 7 2 1,69 0,41 0,44 0,32 

HT 974 6 2 1,80 0,44 0,48 0,35 

HT 998 7 2 1,96 0,49 0,53 0,37 

ORS 16 7 3 2,33 0,57 0,62 0,50 

ORS 229 7 3 2,58 0,61 0,66 0,53 

ORS 297 7 3 2,33 0,57 0,62 0,50 

ORS 316 6 3 2,00 0,50 0,55 0,45 

ORS 354 6 2 1,38 0,28 0,30 0,24 

ORS 371 7 2 1,69 0,41 0,44 0,32 

ORS 420 7 2 1,32 0,24 0,26 0,21 

ORS 457 7 3 2,58 0,61 0,66 0,53 

ORS 460 6 5 4,50 0,78 0,85 0,74 

ORS 483 7 2 1,96 0,49 0,53 0,37 

ORS 510 7 3 2,58 0,61 0,66 0,53 

ORS 561 6 2 1,80 0,44 0,48 0,35 

ORS 613 7 3 2,33 0,57 0,62 0,50 
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Marcador N Na Ne D He PIC 

ORS 665 6 3 2,57 0,61 0,67 0,54 

ORS 687 7 2 1,96 0,49 0,53 0,37 

ORS 727 6 5 4,50 0,78 0,85 0,74 

ORS 844 7 4 2,58 0,61 0,66 0,57 

ORS 878 5 2 1,47 0,32 0,36 0,54 

ORS 887 6 3 2,57 0,61 0,67 0,54 

ORS 899 7 3 1,81 0,45 0,48 0,41 

ORS 959 7 4 2,58 0,61 0,66 0,57 

ORS 993 7 3 2,33 0,57 0,62 0,50 

ORS 1024 7 4 3,27 0,69 0,75 0,64 

ORS 1041 7 2 1,69 0,41 0,44 0,32 

ORS 1146 7 2 1,32 0,24 0,26 0,21 

ORS 1222 6 3 2,57 0,61 0,67 0,54 

ORS 1247 6 2 1,38 0,28 0,30 0,24 

ORS 1265 6 3 2,57 0,61 0,67 0,54 

Promedio 6,71 2,88 2,34 0,52 0,56 0,46 

N: número de individuos; Na: número promedio de alelos por locus; Ne: número efectivo promedio de alelos por locus; 

D: Índice de diversidad genética; He: Heterocigosidad Insesgada de Nei; PIC: Contenido de Información Polimórfica. 
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Tabla 12: Análisis de segregación de 34 marcadores en 70 individuos de la población F2 

B59xR432. 

Marcador 2
1:2:1 p Significancia 

HA1402 5,16 0,07577 ns 

HA1752 0,43 0,80712 ns 

HA2063 2,22 0,32943 ns 

HA2191 3,43 0,18026 ns 

HA2193 0,36 0,83527 ns 

HA2500 1,36 0,50759 ns 

HA2547 0,46 0,79392 ns 

HA2579 0,08 0,96130 ns 

HA2905 234,00 0,00000 ***** 

HA2920 0,15 0,92596 ns 

HA3373 1,26 0,53355 ns 

HA3627 0,14 0,93106 ns 

HA3632 2,08 0,35400 ns 

HA3703 0,59 0,74489 ns 

HA4057 1,38 0,50042 ns 

HA911 1,26 0,53134 ns 

HA920 112,56 0,00000 ***** 

HA928 1,97 0,37288 ns 

HT292 1,81 0,40552 ns 

HT519 4,17 0,12438 ns 

HT586 0,37 0,83116 ns 

ORS1024 0,12 0,94176 ns 

ORS1265 0,87 0,64668 ns 

ORS297 0,44 0,80252 ns 

ORS316 11,26 0,00359 ** 

ORS354 2,92 0,23188 ns 

ORS371 5,37 0,06828 ns 

ORS457 0,75 0,68729 ns 

ORS510 1,26 0,53266 ns 

ORS561 1,08 0,58335 ns 

ORS665 1,11 0,57503 ns 

ORS687 2,08 0,35400 ns 

ORS887 2,10 0,34949 ns 

ORS959 1,29 0,52579 ns 

2
1:2:1: Chi Cuadrado; p: p-valor; ns: no significativo 
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Tabla 13: Análisis de segregación de 34 marcadores en 70 individuos de la población F2 

B59xR423. 

Marcador 2
1:2:1 p Significancia 

HA1402 8,92 0,01156 * 

HA1752 4,49 0,10575 ns 

HA2053 18,53 0,00009 **** 

HA2077 1,97 0,37333 ns 

HA2078 4,50 0,10540 ns 

HA2145 0,60 0,74082 ns 

HA2147 0,56 0,75516 ns 

HA2178 20,55 0,00003 **** 

HA2191 3,95 0,13904 ns 

HA2193 0,24 0,88548 ns 

HA2448 1,89 0,38890 ns 

HA2500 2,19 0,33468 ns 

HA2579 0,49 0,78171 ns 

HA2905 0,44 0,80252 ns 

HA2920 0,89 0,64022 ns 

HA293 1,63 0,44296 ns 

HA3348 1,68 0,43080 ns 

HA3373 2,78 0,24885 ns 

HA3627 10,18 0,00615 ** 

HA4057 3,69 0,15836 ns 

HA4103 3,19 0,20299 ns 

HT375 1,63 0,44296 ns 

HT382 0,26 0,87935 ns 

HT440 3,23 0,19903 ns 

HT519 1,97 0,37275 ns 

HT586 2,31 0,31438 ns 

ORS1024 2,49 0,28746 ns 

ORS1041 6,33 0,04214 * 

ORS16 4,53 0,10361 ns 

ORS297 8,63 0,01336 * 

ORS316 1,20 0,54802 ns 

ORS371 6,15 0,04617 * 

ORS510 0,49 0,78408 ns 

ORS613 1,35 0,50881 ns 

2
1:2:1: Chi Cuadrado; p: p-valor; ns: no significativo 
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Tabla 14: Análisis de segregación de 34 marcadores en 70 individuos de la población F2 

R423xR419. 

Marcador 2
1:2:1 p Significancia 

HA1752 228,00 0,00000 ***** 

HA2053 234,00 0,00000 ***** 

HA2077 231,00 0,00000 ***** 

HA2145 234,00 0,00000 ***** 

HA2193 234,00 0,00000 ***** 

HA2499 234,00 0,00000 ***** 

HA2547 234,00 0,00000 ***** 

HA2579 234,00 0,00000 ***** 

HA2605 234,00 0,00000 ***** 

HA2920 231,00 0,00000 ***** 

HA3204 216,00 0,00000 ***** 

HA3298 234,00 0,00000 ***** 

HA3632 234,00 0,00000 ***** 

HA3886 234,00 0,00000 ***** 

HA4011 234,00 0,00000 ***** 

HA4057 234,00 0,00000 ***** 

HA4239 231,00 0,00000 ***** 

HA749 234,00 0,00000 ***** 

HA911 231,00 0,00000 ***** 

HA920 219,00 0,00000 ***** 

HA991 234,00 0,00000 ***** 

HT440 231,00 0,00000 ***** 

HT761 234,00 0,00000 ***** 

HT974 234,00 0,00000 ***** 

ORS613 234,00 0,00000 ***** 

ORS1024 228,00 0,00000 ***** 

ORS297 231,00 0,00000 ***** 

ORS371 234,00 0,00000 ***** 

ORS460 234,00 0,00000 ***** 

ORS510 231,00 0,00000 ***** 

ORS665 228,00 0,00000 ***** 

ORS727 234,00 0,00000 ***** 

ORS899 234,00 0,00000 ***** 

ORS959 219,00 0,00000 ***** 

2
1:2:1: Chi Cuadrado; p: p-valor. 
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Tabla 15: Análisis de segregación de 34 marcadores en 70 individuos de la población F2 

R419xR423. 

Marcador 2
1:2:1 p Significancia 

HA1752 1,79 0,40872 ns 

HA2053 2,68 0,26185 ns 

HA2077 4,41 0,11007 ns 

HA2145 5,84 0,05383 ns 

HA2193 3,47 0,17662 ns 

HA2499 0,55 0,76130 ns 

HA2547 0,46 0,79392 ns 

HA2579 3,44 0,17943 ns 

HA2605 4,63 0,09893 ns 

HA2920 2,30 0,31731 ns 

HA3204 1,00 0,60653 ns 

HA3298 0,67 0,71458 ns 

HA3632 2,38 0,30408 ns 

HA3886 1,99 0,37028 ns 

HA4011 15,72 0,00039 *** 

HA4057 0,14 0,93106 ns 

HA4239 3,70 0,15702 ns 

HA749 1,89 0,38890 ns 

HA911 0,33 0,84648 ns 

HA920 1,35 0,50881 ns 

HA991 5,36 0,06860 ns 

HT440 0,04 0,97909 ns 

HT761 104,77 0,00000 ***** 

HT974 110,11 0,00000 ***** 

ORS613 1,38 0,50042 ns 

ORS1024 4,64 0,09809 ns 

ORS297 13,15 0,00140 ** 

ORS371 1,34 0,51117 ns 

ORS460 1,13 0,56791 ns 

ORS510 4,10 0,12883 ns 

ORS665 1,32 0,51685 ns 

ORS727 0,32 0,85394 ns 

ORS899 2,10 0,35066 ns 

ORS959 116,29 0,00000 ***** 

2
1:2:1: Chi Cuadrado; p: p-valor; ns: no significativo 
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Tabla 16: Análisis de segregación de 34 marcadores en 70 individuos de la población F2 

R419xR432. 

Marcador 2
1:2:1 p Significancia 

HA1752 2,43 0,29692 ns 

HA1848 0,08 0,96130 ns 

HA2053 9,73 0,00770 ** 

HA2193 1,08 0,58407 ns 

HA2499 1,53 0,46573 ns 

HA2547 0,17 0,91786 ns 

HA2579 213,00 0,00000 ***** 

HA3348 3,47 0,17662 ns 

HA3373 3,85 0,14606 ns 

HA3555 94,31 0,00000 ***** 

HA3627 1,97 0,37275 ns 

HA3632 1,20 0,54881 ns 

HA4011 1,26 0,53175 ns 

HA4239 0,29 0,86525 ns 

HA991 1,00 0,60653 ns 

HT292 1,32 0,51618 ns 

HT382 1,85 0,39616 ns 

HT440 3,07 0,21593 ns 

HT734 0,67 0,71653 ns 

HT761 1,51 0,47071 ns 

HT974 223,10 0,00000 ***** 

ORS1024 0,84 0,65636 ns 

ORS1041 1,22 0,54275 ns 

ORS16 0,94 0,62411 ns 

ORS297 1,99 0,37028 ns 

ORS354 0,29 0,86525 ns 

ORS371 2,84 0,24121 ns 

ORS457 1,05 0,59098 ns 

ORS460 0,95 0,62270 ns 

ORS510 3,35 0,18762 ns 

ORS561 0,84 0,65636 ns 

ORS613 228,00 0,00000 ***** 

ORS665 1,57 0,45579 ns 

ORS887 5,73 0,05689 ns 

2
1:2:1: Chi Cuadrado; p: p-valor; ns: no significativo 

 

 


