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COMPENDIO
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rotundifolia’ Y SU ANALISIS MORFOLOGICO Y MOLECULAR
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intergénericos, esterilidad, AFLP.

El presente trabajo fue realizado con la finalidad de obtener plantas hibridas a partir
del cruzamiento intergenérico de Helianthus annuus X Tithonia rotundifolia, con el
interés de lograr una nueva especie con fines ornamentales. Los objetivos principales
fueron: (i) evaluar el potencial de hibridacién a partir de la cruza de Helianthus annuus
con Tithonia rotundifolia, (ii) realizar una caracterizacion molecular con los padres

v



verdaderos y los hibridos obtenidos de las cruzas y (iii) probar o refutar el fenomeno de
hibridacion parcial.

Se efectuo el cruzamiento entre la linea androestéril CMS HA 89 como progenitor
femenino, y 7. rotundifolia (Ac26) utilizada como progenitor masculino. Se cosecharon
los aquenios y se determind el porcentaje de semillas hibridas completamente
desarrolladas por cada cruzamiento. Se produjeron un total 826 semillas completamente

desarrolladas, es decir con una tasa de éxito de cuatro en 1000 aquenios potenciales.

En la etapa evaluacion de hibridos 49 plantas hibridas llegaron hasta la etapa de
madurez. Claramente se pudieron observar dos clases de fenotipos diferentes: a) Hibrido
1, Inflorescencia de varias cabezuelas pequenas), y b) Hibrido 2, Inflorescencia de
cabezuela solitaria grande. Ambos tipos fueron caracterizados taxondmicamente y
presentaron una morfologia claramente hibrida. Todas las plantas hibridas fueron

estériles.

Para el analisis de huella genética con AFLPs se muestrearon diez trios familiares.
El progenitor femenino H. annuus (CMS HA 89) presentd un promedio de 15.5 bandas
unicas, mientras que 7. rotundifolia (Ac26) exhibid un promedio de 12.25, es decir, se
tuvo un promedio de 28 bandas polimorficas totales. Los hibridos compartieron el 100%
de las bandas de los progenitores, tanto para H. annuus como para 7. rotundifolia. Los
resultados son consistentes con lo que se esperaria para hibridos verdaderos de ambos
progenitores. El andlisis de huella genética de las plantas complementd al estudio
morfoldgico, permitid constatar la naturaleza hibrida de las progenies y descartar el

fenémeno de hibridacion parcial.
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ABSTRACT

OBTENTION OF INTERGENERIC HYBRIDS Helianthus annuus X Tithonia
rotundifolia AND THEIR MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR ANALYSIS
BY

MIRIAM PAULINA LUEVANOS ESCARENO

DOCTOR’s DEGREE
IN PLANT BREEDING
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA, NOVEMBER DE 2008

Manuel Humberto Reyes Valdés — Adviser-

Key words: Helianthus annuus, Tithonia rotundifolia, ornamental, intergeneric hybrids,

sterility, AFLP.

This work was performed to obtain hybrids plants from intergeneric crosses
between Helianthus annuus and Tithonia rotundifolia, with the goal of developing a new
ornamental species. The main objetives were: (i) to evaluate the potential of

hybridization between Helianthus annuus and Tithonia rotundifolia, (ii) to perform a
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molecular characterization with the true parents and hybrids derived from the crosses,
and (ii1) to prove or to reject the phenomenon of partial hybridization. The cross was
made between the male estrile line CMS HA 89 as the female parent, and 7. rotundifolia
(Ac26) as the male parent. The achenes were harvest and the percentage of well
developed hybrid seeds was determined. A total of 826 well developed hybrid achenes

were produced, with a rate of success of four in 1000 potential achenes.

In the evaluation of hybrid plants, 49 plants reached their maturity. Two different
phenotypes were observed: a) plants with many small inflorescenses, and ) plants with
a single big head and a few or none axillary inflorescenses. Both types were
taxonomically characterized and showed clear hybrid morphology. All the hybrid plants

showed sterility and did not produce seed.

The AFLP-based DNA fingerprints were analyzed in a sample of ten familial trios.
The female parent (H. annuus) presented an average of 15.5 unique bands, while T.
rotundifolia showed an average of 12.25, with an overall average of 28 polymorphic
bands. Hybrids shared 100 % of the bands with their parents H. annuus and T.
rotundifolia. The results are consistent with what would be expected for true hybrids of
both parents. The analysis of AFLP-based DNA fingerprints complemented the
morphological study, allowed to test the hybrid nature of the progenies and to reject the

phenomenon of partial hybridization.
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I. INTRODUCCION

El género Helianthus es un taxon de importancia econdémica y evolutiva, que
incluye una de las plantas domésticas mas importantes en el mundo por su contenido de

aceite en las semillas, el girasol cultivado (Helianthus annuus L).

Las especies silvestres de Helianthus ademas de ser ttiles como modelos de estudio
en los fendmenos evolutivos, poseen una gran diversidad genética, que puede ser
aprovechada para el mejoramiento del girasol cultivado. Se han adaptado a un amplio
rango de habitats y poseen gran variabilidad en caracteristicas agronomicas de
importancia, ya que tienen una fuente abundante de alelos para permitir su mejoramiento

genético.

El girasol cultivado (H. annuus) es una especie de gran importancia a nivel mundial
por su alto contenido de aceite; sus semillas son utilizadas en confiteria y ademas, es
bien conocida como planta ornamental. Otras razones por las cuales se ha sembrado el
girasol son, su utilidad como materia prima, forraje, alimento para aves y ganado,
propiedades medicinales. Puede aprovecharse en caso de ser necesario como abono
verde, por su alta produccion de materia organica. Ademds presenta adaptabilidad a
diversos ambientes, por ejemplo: a las zonas aridas y semiaridas; posee una buena

resistencia a sequia, resistencia a bajas temperaturas, rusticidad, etc.



La especie H. annuus fue sembrada como ornamental en Europa hace casi dos
siglos, tiempo después de que los espanoles la introdujeron a ese continente, debido a al
porte de la planta y sobre todo a la belleza de sus inflorescencias (capitulos), de aspecto

solar que llamaron la atencion de los horticultores y jardineros espaioles.

Existe ademas un género relacionado con Helianthus, que tiene representantes
silvestres en México: Tithonia. Dentro de este género, 7. rotundifolia es una especie
nativa de América central (Cristov y Panayotov, 1991). Las flores anaranjadas de esta
planta son relativamente grandes y atractivas. Existe una relacién cercana entre los
géneros Helianthus, Tithonia y Viguiera. Sin embargo, son pocos los reportes de

hibridacion al respecto.

En girasol como en muchas otras especies cultivadas, los marcadores moleculares
han jugado un papel importante para realizar estudios de diversidad genética, conocer el
origen y evolucidn de las especies, obtener huella genética, asi como la construccion de
mapas genéticos para la identificacion de los genes que controlan algunas de las

caracteristicas agrondmicas de interés, entre otros.

Los marcadores moleculares conocidos como AFLPs (polimorfismos de longitud de
los fragmentos amplificados) han sido muy utilizados para realizar algunos de los
analisis mencionados anteriormente. Esta técnica se considera una de las més rapidas y

de menor costo.



El presente trabajo fue realizado con la finalidad de obtener plantas hibridas a partir
del cruzamiento intergénerico de H. annuus y T. rotundifolia, con el interés de lograr

una nueva planta con fines ornamentales.

META

Contribuir al conocimiento del comportamiento gendmico en asteraceas y abrir la
posibilidad de desarrollar una nueva especie ornamental, asi como permitir la

transferencia de genes entre H. annuus y T. rotundifolia.

OBJETIVOS

1. Evaluar el potencial de hibridacién a partir de la cruza de H. annuus y T.
rotundifolia.

2. Realizar una caracterizacién molecular con los padres verdaderos y los hibridos
obtenidos de las cruzas.

3. Probar o refutar el fenomeno de hibridacion parcial entre H. annuus y T.

rotundifolia.



II. REVISION DE LITERATURA.

Origen del girasol cultivado

Hace algunos afios se creia que la domesticacion del girasol cultivado tenia su
origen unico al este de los Estados Unidos (Rieseberg y Seiler, 1990), pero Lentz et al.,
(2001) citado por Burke et al., (2002), reportd el descubrimiento de restos de semillas
del girasol cultivado con una antigiiedad de 4000 afios en San Andrés, Tabasco. Lo
anterior origind una gran controversia respecto a la posibilidad de la domesticacion del
girasol con un origen independiente en México, estimulando una reexaminacion del

origen geografico de éste (Harter et al., 2004).

Recientemente Lentz et al., (2008) reporta la realizacion de un estudio
arqueologico, apoyado con alguna evidencia linglistica, etnografica, y etnohistorica, y
gracias al cual se logr6 demostrar que la domesticacion del girasol cultivado tuvo su

origen en M¢éxico 2600 afios A. C.

En México, los Aztecas utilizaban el girasol cultivado en ceremonias religiosas. En
la Epoca colonial en las iglesias y en los funerales se empleaba casi siempre como
ornamental. También era utilizado en rituales y como medicina (Lentz et al., 2008).

Las semillas de girasol son una rica fuente de aceite e historicamente es una importante



fuente de alimento que fue utilizado para la elaboracion de pigmentos por los nativos

Americanos (Tang et al., 2006).

Botanicamente el fruto del girasol es un aquenio, que es un fruto seco, indehiscente
y se compone por el pericarpio y la semilla. Comtinmente se le denomina “semilla” o

“grano” (Ortegon, 1993).

Distribucion geografica del girasol

Helianthus annuus es una especie que tiene un rango excepcional y diverso de
habitats; se encuentra distribuido en Estados Unidos, Canadd y México, expandiéndose
hacia ambas costas (Kane y Rieseberg, 2007). Particularmente es mas abundante en el

Centro y Oeste de los Estados Unidos.

En México, H. annuus L. se encuentra particularmente en los estados de Zacatecas,
Durango, Coahuila, Chihuahua, Jalisco, Nuevo Leon, Tamaulipas, San Luis Potosi y

otros, (Alba y Llanos, 1990; Lentz et al., 2008).

La produccion de de girasol se expande hasta las regiones aridas del Mediterraneo y
el norte de Africa, donde las especies de importancia agronémica son las resistentes a

condiciones de moderada tolerancia a la sequia y la salinidad (Lui y Vance, 2003).



Taxonomia y filogenia

a) Clasificacién taxonémica de H. annuus.

La clasificacion botéanica del girasol es la siguiente (PLANTS USDA, 2008):

Reino
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Subfamilia
Tribus
Género

Especie

Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida

Asteridae
Asterales
Asteraceae
Asteroideae
Heliantheae
Helianthus

Helianthus annuus

El género Helianthus se encuentra en la tribu Heliantheae dentro de la familia

Asteraceae. Este género consta de 49 especies, de las cuales 13 son anuales y 36

perennes (Shilling y Heiser, 1981). El nimero basico de cromosomas es x = 17 'y

contiene especies diploides (2n= 34), tetraploides (2n= 68), y hexaploides (2n=102)

(Heiser, 1978; Geisler, 1931). Todas las especies anuales son diploides (Georgieva-

Todorova, 1983).



b) Clasificacion taxondmica de 7. rotundifolia.

La clasificacion botanica de Tithonia es la siguiente (PLANTS USDA, 2008):

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae
Tribus Heliantheae
Género Tithonia
Especie Tithonia rotundifolia

El nimero de cromosomas de las especies de Tithonia es igual al de H. annuus, 2n
= 34 (Cristov y Panayatov, 1991). La especie 7. rotundifolia es nativa de América
Central. Las flores anaranjadas de esta planta son relativamente grandes y atractivas. Se

le ha considerado una buena candidata para domesticacion (Upfold y Van Staden, 1990).

Las caracteristicas del género Tithonia dan una idea de sus posibilidades como un
donador de caracteristicas diferentes para girasol, por ejemplo una completa resistencia a
enfermedades bésicas como mildiu, Phomopsis y Sclerotinina (Cristov y Panayotov,

1991).



¢) Relacioén filogenética entre los géneros Helianthus v Tithonia.

Existe una cercana relacion entre los géneros Helianthus, Tithonia y Viguiera. Todo
parece indicar que Helianthus se desarrollé de Viguiera o de un antecesor parecido a

Viguiera.

El género Viguiera pertenece a la familia Asteraceae (Cristov y Panayotov, 1991)
que comparte entre otros rasgos, el numero basico de cromosomas x = 17 con
Helianthus y Tithonia (Seiler y Rieseberg, 1997). Sin embargo, son pocos los reportes
de hibridacion al respecto (Heiser et al.,, 1969; Schilling y Cansen, 1989), debido a que
existe entre estas considerables diferencias morfoldgicas y genéticas (Cristov y

Panayotov, 1991).

El género Helianthus presenta ligulas amarillas; hojas esparcidas sobre el tallo;
vilano caduco; plantas herbaceas. La separacion de los géneros Helianthus y Viguiera se
basa en el papus o vilano. El género Viguera presenta un vilano con aristas, mientras que
en Helianthus, el vilano es caduco. Existen pocas especies que estan relacionadas con

los dos géneros (Carter, 1978; Rodriguez y Porras, 1996).

El género Tithonia también esta cercanamente relacionado con Helianthus. Tithonia
tiene pedunculos fistulosos y engrosados debajo de las cabezuelas; plantas herbaceas
robustas; cabezuelas grandes; péleas rigidas puntiagudas; hojas todas en su mayoria

alternas, se considera una maleza (Rodriguez y Porras, 1996).



Las especies de Tithonia se distinguen facilmente de Helianthus por el vilano
persistente. Otros géneros relacionados con Helianthus son Phoebanthus y Heliomeris,
e igualmente la separacidén que existe entre estos géneros es solamente en la naturaleza

del vilano (Carter, 1978; Rodriguez y Porras, 1996).

Mejoramiento del girasol

Los objetivos principales en el mejoramiento del girasol incluyen el rendimiento de
la semilla, la madurez temprana, altura baja de planta, uniformidad del tipo de planta, y

resistencia a insectos y enfermedades (Carter, 1978).

Las poblaciones silvestres constituyen una valiosa fuente de variacion genética para
la incorporacion de caracteres de importancia para el mejoramiento genético del girasol
cultivado, como la androesterilidad, la resistencia a patogenos y la tolerancia a
herbicidas, lo que constituye un motivo para estudiar estas especies (Langar et al.,

2003).

La probabilidad de transferencia de genes desde el girasol cultivado hacia el
silvestre es de interés debido al impacto ambiental que produciria la liberacién de
cultivares genéticamente modificados de girasol y el potencial riesgo de modificacion

genética de las especies silvestres (Langar et al., 2003).
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Hibridacion interespecifica

Los experimentos en cruzamientos interespecificos han contribuido al conocimiento
de los mecanismos de evolucion en las planta, especialmente en cuanto al rol de la
hibridacion (Rieseberg et al., 1995). No ha sido dificil cruzar girasoles cultivados con
algunas otras especies anuales de Helianthus. Sin embargo, hay muchas dificultades con
los poliploides y perennes del mismo género (Laferriere, 1986; Georgieva-Todorova,

1983).

La hibridacion interespecifica en la mejora del girasol ha figurado de manera
importante en los afios recientes. Como un primer ejemplo tenemos que se han
identificado e introducido un gran nimero de genes de resistencia en girasol cultivado a

partir de especies silvestres de Helianthus (Korell et al., 1996).

La primera area en la cual los hibridos interespecificos han tenido impactos en la
mejora de girasol, fue en incrementar la resistencia de las plantas a los patogenos y otras
plagas. Un ejemplo notable respecto a esto, ocurrio en Rusia al obtener resistencia a
diferentes enfermedades en el girasol utilizando por ejemplo a H. tuberosus como una
fuente de proveedora de genes. Un segundo ejemplo de importante avance con el uso de
la hibridacién interespecifica es la transferencia del genoma de H. annuus al citoplasma
de H. petiolaris realizada por Leclercq para obtener girasoles androesteriles (Carter,

1978).
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La androesterilidad es una condicion en las plantas en la cual la funcién
gametofitica masculina se evita, pero el potencial para reproduccion femenino
permanece. Hay dos tipos generales de androesterilidad: androestrilidad nuclear (NMS)
y androesterilidad citoplasmica (CMS). Ambos tipos pueden ocurrir en el girasol (Pérez-

Vich et al., 2005).

La androesterilidad en el girasol es de particular importancia en lo que se refiere a
dar métodos practicos para hacer posible la produccion de hibridos de girasol
(Laferriere, 1986). Sin embargo, la utilizacién de una sola fuente de androesterilidad

implica un riesgo potencial por la vulnerabilidad de tan estrecha base genética (Serieys,

1997).

El conocimiento de la relacion genética en nuevos materiales de plantas derivados
de cruzas interespecificas es esencial para el mejoramiento. Las técnicas moleculares
recientemente desarrolladas son herramientas altamente especificas para diferenciar y
clasificar genotipos. Adicionalmente, el éxito de las cruzas interespecificas puede ser

verificado por métodos moleculares (Kréauter ef al., 1991).
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Hibridacion intergenérica

Uno de los cruzamientos con éxito en la obtencion de de hibridos intergenéricos
ocurre entre los géneros Triticum y Secale (trigo Triticum aestivum, centeno Secale
cereale). Al hibrido obtenido de esta cruza se le asignd el nombre de triticale. El
objetivo inicial era integrar en una nueva especie las caracteristicas favorables tanto de
trigo como centeno. El trigo se ha utilizado mayormente y con mejor éxito como
progenitor femenino, mientras que el centeno se utiliza como progenitor masculino.

(Briggle, 1969).

El primer reporte que se tiene acerca del cruzamiento entre trigo y centeno, es el
que se realizd en 1876 por Stephen Wilson, aunque en ese momento el producto de este
cruzamiento fue la obtencion de plantas estériles (Briggle, 1969). Fue hasta el afio de
1937, en que se realizd otro importante hallazgo, el descubrimiento del uso de la
colchicina, lo cual permitio la duplicacion de cromosomica, obteniéndose logros en la

fertilidad, convirtiéndose asi en una especie de mucho interés (Quifiones, 1967).

El triticale heredo las caracteristicas positivas del centeno, referidas como mejor
tolerancia a sequia y frio, resistencia superior a muchas enfermedades y una eficiente
absorcion del fosforo. El triticale muestra en general una mayor resistencia a las

enfermedades que el trigo (Robles, 1983).

En maiz también se han realizado cruzamientos intergenéricos exitosos en los que

se han obtenido hibridos. El maiz ha sido cruzado a mano con las especies del género
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Tripsacum (T. dactylides, T. floridanum, T. lanceolatum y T. pilosum). Los hibridos
generalmente tienen 28 cromosomas, 10 de maiz y 18 de Tripsacum, y son
androestériles, con una fertilidad femenina limitada (Mangelsdorf and Reeves, 1939;
Mangelsdorf, 1974). La fertilidad es comln en tales cruzas lejanas a causa de las
diferencias en el nimero de cromosomas y la falta de apareamientos entre cromosomas

(Eubanks 1997b).

Los primeros intentos de producir hibridos entre Tripsacum y teosintles anuales
fracasaron (Mangelsdorf and Reeves, 1939), sin embargo, hay investigaciones recientes
que indican que cruzas de Tripsacum dactyloides por Zea diploperennis producen
hibridos fértiles en condiciones controladas (Eubanks 1995, 1997a). El hibrido
Tripsacum-diploperennis y la fertilidad cruzada con el maiz pueden ser un puente

genético para la transferencia de genes de Tripsacum hacia el maiz (Eubanks 1997b).

En la literatura hay solamente dos reportes de hibridacién intergenérica entre los
géneros Helianthus y Tithonia. En el primer estudio realizado por Cristov y Panayotov
(1991), utilizaron la variedad Peredovik, las lineas 3004 y HA 89 como progenitores

cultivados.

Los cruzamientos entre Peredovik y 7. rotundifolia, y la linea 3004 y T. rotundifolia
dieron como resultado plantas con una sola inflorescencia, mientras que en el
cruzamiento de HA 89 y T. rotundifolia se obtuvieron plantas muy ramificadas. De
acuerdo con los autores, la ramificacion de estos hibridos es debida a la interaccion entre

los genes de capitulos multiples de 7. rotundifolia, y alelos recesivos en la linea HA 89,
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procedentes de H. argophyllus durante la incorporacion de esterilidad masculina. Las
plantas hibridas fueron obtenidas solamente cuando los progenitores cultivados se

usaron como hembras.

En el cruzamiento con la linea 3004 solamente se obtuvo una semilla, mientras que
en los cruzamientos con HA 89 y Peredovik se obtuvieron porcentajes mas altos de
semilla. También reportan que los hibridos obtenidos fueron fértiles tanto por
autopolinizaciéon como polinizacion libre, y también lograron producir varias
generaciones (F1-F4). Sin embargo no probaron molecularmente la naturaleza hibrida de

las plantas.

El segundo reporte de hibridacion fue realizado por Reyes-Valdés et al. (2005), el
progenitor femenino fue la linea HA 89 y el progenitor masculino fue una planta T.
rotundifolia de origen silvestre. Los resultados obtenidos mostraron un hibrido de
cabezuela solitaria, estéril y con caracteristicas morfologicas de ambos progenitores. Se
demostr6 su naturaleza hibrida por medio de andlisis de AFLPs, y se descarto el
fenomeno de hibridacion parcial. La obtenciéon de un hibrido con cabezuela solitaria
contrasta con lo reportado por Cristov y Panayotov (1991). Sin embargo, la version
androestéril de la linea HA 89 utilizada por Reyes-Valdés et al. (2005) no tiene
citoplasma procedente de H. argophyllus, sino que tiene el citoplasma cldsico francés

CMS PETI de H. petiolaris (Leclercq, 1969).

Faure et al. (2002), senala que la hibridacion parcial es un fendémeno extraio

reportado en el arroz y Zizania. Este autor menciona que realizaron cruzamientos
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amplios entre H. annuus y las especies perenes H. mollis y H. orgyallis, donde al utilizar
al girasol como hembra y polinizarlo con H. mollis, la tendencia de la progenie obtenida
era parecerse a H. annuus. Cuando H. mollis era polinizado por girasol, la progenie era
parecida a H. mollis. La falta de simetria en tales cruzas no es comun. En el estudio
molecular para huella genética, las bandas presentes en los hibridos, procedian de forma

dominante del progenitor femenino.

Marcadores genéticos

Tradicionalmente una combinacion de caracteristicas morfologicas y agrondmicas
se ha utilizado para medir la diversidad genética, pero la mayoria de las caracteristicas
vegetativas estan influenciadas por factores ambientales, muestran variacion continua, y

tiene un alto grado de plasticidad.

En un intento por superar esos problemas, técnicas bioquimicas y moleculares han
sido usadas para monitorear la variabilidad genética de girasol (H. annuus) y resolver
problemas taxonomicos y filogenéticos (Quagliaro et al., 2001). Con la aparicion de las
técnicas modernas de la biologia molecular surgieron diferentes métodos de deteccion

del polimorfismo genético a nivel del ADN.

Un marcador genético es un caracter, heredable, tipicamente cualitativo. Los
marcadores genéticos son utilizados para: seleccionar, tipificar, diagnosticar, etc. Un
marcador ideal debe ser reproducible, de herencia codominante, altamente polimorfico,

que tenga ocurrencia en el genoma, discriminante y que sea selectivamente neutral.
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Existen dos clases de marcadores moleculares genéticos: los morfologicos y los
moleculares (Tanksley, 1983). En primer orden, la caracterizacion e identificacion
tradicional de variedades se ha basado en el empleo de caracteres morfoldgicos y/o
agronémicos. No obstante, el uso de los marcadores morfolégicos tiene muchas

limitantes, pues su expresion puede estar sujeta a factores ambientales o fenologicos.

Por otro lado, gracias a los avances en la biologia molecular se han desarrollado
métodos de identificacion y caracterizacion basados en el uso de marcadores
moleculares que superan, en la gran mayoria de los casos las limitaciones de los métodos

tradicionales (Azofeifa, 2006).

Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria en muchos campos de
la biologia como evolucién, ecologia, biomedicina, ciencias forenses, etc. Ademas se

utilizan para localizar y aislar genes de interés.

En la actualidad existen varias técnicas moleculares que nos permiten conocer como
se encuentran las proporciones de genes en las poblaciones naturales de manera
indirecta, como el andlisis de proteinas, o de manera directa con estudios de ADN. Los
diferentes tipos de marcadores se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismos

de loci Uinicos o multiples y son de tipo dominante o codominante (Simpson, 1997).
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Los marcadores idoneos son los de ADN; éstos se basan fundamentalmente en el
analisis de las diferencias en pequefias secuencias de ADN entre individuos. Las técnicas
empleadas para ello son muy diversas y dan el nombre a los distintos tipos de
marcadores, los cuales pueden ser de cardcter dominante o codominante (Azofeifa,

2006).

Algunos ejemplos de marcadores moleculares ellos son: polimorfismo en longitud
de fragmentos de restriccion (RFLP), ADN polimorfico amplificado aleatoriamente
(RAPD), polimorfismo en longitud de fragmentos amplificados (AFLP), microsatélites
o polimorfismo en longitud de repeticiones de secuencia simples (SSR), polimorfismo

en nucleotidos simples (SNP), etc.

Aplicaciones y usos importantes de los marcadores moleculares

Los marcadores moleculares han sido utilizados con varios fines. Algunos de los
usos son: diversidad genética, construccion de mapas genéticos, analisis de ligamiento,
domesticacion, huella genética de ADN, cartografia de genomas, estudios filogenéticos,

estudios evolutivos, identificacion de secuencias, etc.(Vicente y Fulton, 2005).
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Polimorfismos en longitud de fragmentos amplificados (AFLP)

Los AFLPs (polimorfismo en longitud de fragmentos amplificados) son
considerados marcadores de alta eficacia, permiten el analisis de un elevado numero de
loci por experimento sin requerir informacidon previa sobre su secuencia, son en su

mayoria dominantes y altamente reproducibles (Azofeifa, 2006).

El analisis AFLP combina la digestion con enzimas de restriccion con PCR, emplea
adaptadores que unen secuencias de reconocimiento con una enzima ligasa, asi como
una preamplificacion y una amplificacion selectiva de las secuencias de reconocimiento

(Vos et al., 1995).

Esta técnica detecta multiples loci polimorficos y es util para generar huellas
genéticas y mapeo; se ha utilizado para la caracterizacion de germoplasma, estudios
filogenéticos en plantas, bacterias, hongos y en estudios de genética de poblaciones

(Vicente y Fulton, 2005).

a) Ventajas de los AFLP

Entre las ventajas que se pueden encontrar en los AFLPs esta:
¢ No requieren ninguna informacion previa de la secuencia para su analisis.
e Se produce una gran cantidad de bandas polimorficas, lo cual permite una
exploracion rapida de los polimorfismos del genoma entero.
e Latécnica es altamente reproducible.

¢ Esuna técnica muy util para crear mapas genéticos en forma répida.
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b) Desventajas de los AFLP

e Requiere un gran numero de pasos para producir resultados.

¢ Las bandas observadas en los geles de AFLP son clasificadas como presencia o
ausencia de cada individuo y el andlisis se desarrolla como un sistema
dominante-recesivo.

e Requieren extracciones de ADN de gran cantidad y pureza.

e En los mapas genéticos, los AFLPs se agrupan, con frecuencia, en los
centromeros y telomeros.

e [Esuna técnica de laboratorio que requiere tiempo en el anélisis de los datos.

e FElcosto de latécnica es elevado.
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I1I. MATERIALES Y METODOS

Material genético

El material genético que se utilizo en la presente investigacion para la formacion de
hibridos intergenéricos estuvo conformado por la linea androestéril CMS HA 89 de
girasol cultivado (H. annuus) como progenitor femenino. La especie silvestre T.
rotundifolia procedente de una poblacion de Iguala Guerrero, con clave de colecta Ac26,

como progenitor masculino.

Cruzamientos intergénericos

En la primavera de 2005 en el campo experimental de Buenavista en la UAAAN, se
llevo a cabo la siembra de 80 semillas procedentes del cruzamiento efectuado entre H.
annuus (linea CMS HA 89 y la variedad Primavera) con 7. rotundifolia en el aino de
2004, para determinar la existencia de algin hibrido intergenérico. Como testigos fueron
utilizadas plantas representativas de cada especie para realizar la evaluacion

morfologica.

Las semillas primeramente fueron sembradas en vasos de polipropileno. En la etapa

de plantula fueron transplantadas en macetas. Solamente una planta presentd una posible
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morfologia hibrida y el capitulo principal fue cubierto con bolsas de papel y se le anoto

la clave de identificacion.

Se recolecto polen fresco de girasol silvestre (H. annuus) en una caja de Petri para
polinizar al capitulo de manera artificial. La polinizacion se realizdé dos veces con un
aplicador de franela, con un intervalo de dos dias para asegurar el cruzamiento.
Posteriormente se realizo la colecta de las hojas inferiores de la planta en estado adulto

para realizar extraccion de ADN. Finalmente se cosecho el capitulo polinizado.

Cruzamientos verano-otono 2005

En el verano de 2005 las semillas de diferentes lineas y variedades de girasol
cultivado como Primavera, AN-3 y HA 89 fueron sembradas, para realizar cruzamientos
con Tithonia rotundifolia. Pero durante la polinizacidn se tuvo que realizar emasculacion
de las anteras dentro del capitulo. Lo anterior aumentd la posibilidad de contaminacion
con el polen mismo de la planta. En el siguiente afio al sembrar las semillas obtenidas en
estos cruzamientos ninguna planta presentd posibles caracteristicas morfologicas de

naturaleza hibrida.

Cruzamientos verano-otono 2006

Debido a lo anterior, se procedio a realizar nuevamente en el verano-otofio de 2006

la siembra de semillas del girasol cultivado CMS HA 89 (progenitor femenino) y

Tithonia rotundifolia (progenitor masculino). Las semillas fueron sembradas en vasos de
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polipropileno que posteriormente fueron trasladados al invernadero. Al llegar al estado
de plantula se transplantaron al campo 101 plantas, de la linea CMS HA 89 en surcos a
una distancia de 50cm entre plantas y 80cm entre surcos. Veinticuatro plantas de
Tithonia rotundifolia fueron sembradas en campo con una distancia entre surcos de 1 m.

Treinta plantas de CMS HA 89 permanecieron en el invernadero.

Cuando las plantas previamente identificadas llegaron a la etapa de floracion los
capitulos principales se cubrieron con bolsas de papel. Después se colectd polen fresco
de Tithonia rotundifolia en cajas de Petri para polinizar de manera artificial los
capitulos de CMS HA 89. La polinizacion y la colecta de hojas para la extraccion de

ADN, se realizaron de la misma forma que se menciond anteriormente.

Finalmente se cosecharon 100 capitulos polinizados. La semilla obtenida de cada
cruzamiento se sembrd al afio siguiente. De la cosecha obtenida se determiné el
porcentaje de semillas completamente desarrolladas por cada cruzamiento, contando las
semillas completamente llenas (desarrolladas) y las vacias (no desarrolladas) de cada
planta. Después se sumo el total de semilla por cada planta y se saco un porcentaje
individual, para posteriormente obtener un porcentaje total por cruzamiento. En los
cruzamientos se empled la siguiente identificacion: CMS HA 89 denota a la linea
progenitora de H. annuus, con plantas identificadas numéricamente. TR es la especie T.
rotundifolia Ac26, con plantas identificadas por las letras A, C, D, F, G, I, Hy K. No se

anotan las claves de los machos que no tuvieron descendencia.
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Por ultimo en la primavera de 2007 se sembraron 210 semillas procedentes de los
cruzamientos efectuados el afo anterior entre CMS HA89 y T. rotundifolia, en vasos de
polipropileno que posteriormente fueron trasladados al invernadero. En la etapa de
plantula se pudieron observar claramente multiples caracteristicas morfologicas muy
particulares de ambos progenitores en los hibridos. El transplante en campo se realizd

como se menciond con anterioridad.

De manera adicional también se plantaron 10 semillas de 7. rotundifolia, 10
semillas de HA 89 y 10 semillas de algunas otras cruzas girasol, como proveedores de
polen para realizar retrocruzas. La polinizacion se realizé de dos maneras: libre o
abierta, y artificial. Posteriormente se realiz6 la colecta de las hojas mas bajas de cada
planta hibrida en estado adulto para realizar la extracciéon de ADN. Finalmente se realizod

la cosecha de los capitulos.

Estudio morfolégico

El estudio morfologico de las plantas fue realizado de manera visual, observando
las diferencias o similitudes de la progenie, comparando con los progenitores. También
se tomaron algunos datos como la altura de planta, diametro de capitulo, color de pétalos
(conocidas como ligulas), fecha de inicio y final de floracion, tipo de fertilidad, forma de

las hojas, tipo de pubescencia, nimero de inflorescencias.
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Prueba tde Student

La prueba “t” de Student es utilizada para la comparacion de medias y proporciones
en distintas poblaciones. Se realizd una prueba “t” de Student para determinar las

diferencias existentes entre dos poblaciones de las plantas hibridas.

La hipotesis nula planteada fue la siguiente: Son iguales las plantas hibridas de
inflorescencias de varias cabezuelas pequefias (Hibrido 1) y las de inflorescencia de
cabezuela solitaria grande (Hibrido 2). Las muestras utilizadas en la comparacién de
medias fueron de diferente tamafio. Los datos obtenidos a partir de la altura de plantas y
el diametro de capitulos, fueron analizados con el programa R version 2.7.0. (R
Development Core Team, 2008).

La formula de t Student es:

Donde,
= es la media de la muestra
p= es la media de la poblacién
S = es la desviacion estandar de la muestra

n= es el tamafio de la muestra

Los comandos utilizados del software R para determinar la t de Student fueron:
var.test: contraste para igualdad de varianzas de dos muestras de una poblacion

normal.
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t.test: representa la prueba t de Student que puede ser utilizada con una o dos

muestras.

Extraccion de ADN

Procedimiento de extraccion de ADN (método Dovle y Doyle, 1990)

El ADN fue aislado de hojas en estado adulto de las plantas correspondiente a la
linea CMS HA 89, T. rotundifolia e hibridos, por medio de la técnica propuesta por

Doyle y Doyle (1990), con algunas modificaciones.

1.- Cuando las plantas que se encontraban sembradas en campo e invernadero
alcanzaron su estado adulto, fueron muestreadas. Para ello se tomaron de la planta las
hojas inferiores y se colocaron en papel aluminio. Se trasladaron en hielo al Laboratorio
de Andlisis de Genomas del Departamento de Fitomejoramiento para la extraccion de

ADN.

2.- Por cada planta se pesaron en balanza analitica de 0.2 a 0.3 gramos de muestra por

duplicado.

3.- El tejido de hoja se lavo en una solucion de alcohol al 70 % por 2 minutos, y después
se pasd a una solucion de hipoclorito de sodio al 1 % (1ml de hipoclorito de sodio en
100 ml de agua destilada estéril) durante un minuto. Posteriormente se enjuagd con

agua destilada estéril y se dejo a temperatura ambiente sobre un papel secante. Algunas
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de las hojas fueron almacenadas a largo plazo con deshidratacion a temperatura

ambiente.

4.- Las muestras se colocaron en morteros previamente identificados, que
posteriormente fueron congeladas a una temperatura de -75° C durante 15 minutos en el

ultracongelador marca REVCO.

5.- Las hojas fueron molidas hasta obtener un polvo fino, el cual se coloc6 en un tubo
Eppendorf nuevo estéril de 1.0 ml. Se agregaron 800 ul de buffer de extraccion [NaCl
(cloruro de sodio) 2 M, Tris-HCI 1 M, EDTA (4cido etilendiamino tetracético) 0.5 M.
Completar a 100 ml con agua destilada estéril. Esterilizar en autoclave. Afiadir CTAB
(cetiltrimetil bromuro de amonio) y 2-mercaptoetanol] que fue calentado a 65 ° C, y se
mezcld por inversion suavemente. Después se colocd en bafio Maria a 65° C por 30

minutos con agitacién ocasional.

6.- Al finalizar el tiempo de incubacién se dejaron enfriar los tubos a temperatura

ambiente y se centrifug6 a 10 000 rpm por 10 minutos.

7.- Después de la centrifugacién se formaron dos fases. La fase superior se separd
colocandola en un tubo nuevo estéril y se le anadieron 600 pl de una solucion de
cloroformo-alcohol isoamilico en una proporcion de 24:1. Se mezcl6 todo por inversion
hasta formar una emulsion, y se volvid a centrifugar a las mismas condiciones dos veces

mas.
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8.- Se transfirio la fase superior a un tubo nuevo estéril, y se le afiadi6 la enzima RNAsa
(30 pl de enzima por cada 100 pl de volumen extraido) y se colocéd en bafio Maria a 37°

C por 40 minutos.

9.- Se afiadieron 800 ul de etanol absoluto y se coloco en el congelador a -20 ° C por

una hora y media para precipitar el ADN.

10.- Una vez transcurrido el tiempo, se separd la pastilla de ADN con una varilla de
vidrio doblada en forma de gancho, para extraer manualmente ADN de alto peso
molecular. E1 ADN aislado se lavo con 600 pl de una solucion de lavado (etanol al 76%,
acetato de sodio 3 M, agua destilada estéril) por dos ocasiones o hasta que la pastilla se

observo limpia.

11.- Posteriormente la pastilla se lavo otra vez con 600 pl de alcohol al 70%, de la

misma manera descrita anteriormente.

12. Se dej6 secar la pastilla a temperatura ambiente. Por tltimo la pastilla de ADN fue
disuelta con buffer TE 1X (10 ml de la solucion TE 10X + 90 ml de agua, ajustar pH 8)

y se almacen¢ a -20° C.
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Electroforesis para determinar la integridad del ADN

1.- Para determinar la integridad del ADN se prepard un gel de agarosa al 1%. Se peso
0.1 g de agarosa y se disolvio en 100 ml de buffer TBE 0.5X (50 ml de TBE 10X + 950

ml de agua destilada estéril) calentando en el horno de microondas.

2.- El gel fue colocado en una cdmara para electroforesis hasta su solidificacion.

3.- Una vez solidificado el gel, fue cubierto con un buffer de electroforesis (TBE 0.5 X)

4.- Las muestras fueron mezcladas con buffer de carga (5ul ADN + 1ul de buffer de
carga). El buffer de carga compuesto por 0.025 g de azul de bromofenol, 0.025 g
xileno-cianol y 3 ml glicerol. Posteriormente fueron colocadas sobre el gel de agarosa.

Se dejaron correr las muestras a 64 volts por 2 horas.

5.- La deteccion de las muestras fue con bromuro de etidio 0.1 % (0.1gr de bromuro de
etidio en 100 ml de agua) y se visualizd por medio de un transiluminador fluorescente

UV 365nm.
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Marcadores moleculares

El analisis molecular a través de AFLP (Polimorfismos en la longitud de
fragmentos amplificados) Vos et al. (1995), fue realizado con el protocolo “IRDye
Fluorescent AFLP Kit for Large Plant Genome Analysis LI-CoR® (Biosciences)” con
un software SAGA M* version 3.2. Este trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Departamento de Alimentos, de la Facultad de Ciencias

Quimicas, Universidad Auténoma de Coahuila; en Saltillo, Coahuila México.

Una vez comprobada la calidad del ADN, se procedid a determinar la concentracion

de las muestras.

a) A partir de cada muestra de ADN concentrado se tom6 una alicuota de 10 pl
ADN + 990 pl de agua desionizada estéril.

b) Utilizando el espectrofotdémetro Termo-Spectronic, se leyo el blanco (agua) y
posteriormente se midid la absorbancia de cada muestra a una longitud de 260 y
280 nm.

¢) Los datos obtenidos fueron convertidos a nanogramos (ng), debido a que es la

unidad de medida requerida de ADN para iniciar con los AFLP.
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Preparacion de ADN

Debido a que la cantidad necesaria de ADN para iniciar con el anélisis molecular de

AFLP es 100 ng/ul, se tuvo que realizar una serie de calculos a partir de la

concentracion inicial de las muestras para determinar el volumen de exacto.

A continuacion se describe el procedimiento que se baso en cuatro etapas:

1. Etapa de digestion-restriccion de ADN gendmico

Esta etapa se caracteriza por la digestion del ADN empleando dos enzimas
especificas una de corte poco frecuente EcoRI, y la otra de corte frecuente Msel. La
digestion se realizo bajo condiciones de esterilidad y control de la temperatura de las

muestras.

En una gradilla congelada se colocaron tubos para PCR de 0.2 ml etiquetados
con cada muestra correspondiente. En cada tubo se colocaron 100 ng de ADN, un buffer
de reaccion, una mezcla de enzimas de restriccion (EcoRI/Msel), y agua desionizada
(Cuadro 3.1). Las muestras fueron mezcladas generosamente y se incubaron a 37° C

durante 2 horas en el termociclador Termo-Electron (PX2 Thermal cycler).



31

Posteriormente, las muestras se incubaron a 70° C por 15 minutos, para inactivar las
enzimas de restriccion. Una vez transcurrido el tiempo las muestras fueron colocadas en

frio a 4° C.

Cuadro 3.1. Mezcla para la digestion enzimatica.

Reactivos Volumen
Buffer de reaccion 5X 2.5 ul
ADN templete (100 ng en <9ul) 3ul
Mezcla de enzimas EcoRI/Msel 1.0 ul
Agua desionizada 6 ul
Volumen total 12.5 ul

2. Etapa de adaptacion-ligacion.

En esta etapa se utilizaron adaptadores especificos para pegar los bordes de los
fragmentos recién formados y proveer una secuencia conocida. En esta etapa también se
requiere el uso de la enzima ligasa para facilitar la union de los extremos y las
secuencias conocidas. A cada tubo de reaccion obtenido en la etapa de digestion, se
agreg6 una mezcla de adaptadores y la enzima T4 ligasa, (Cuadro 3.2). Se mezclo
suavemente por pipeted y se incubd durante 2 horas a una temperatura de 20° C en el

termociclador.
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Cuadro 3.2. Mezcla para la etapa adaptacion-ligacion.

Reactivos Volumen
Mezcla de Adaptadores 12.0 ul
Enzima T4 ADN Ligasa 0.5 pul
Volumen total combinado (digestion-ligacion) 25.0 ul

Al finalizar esta etapa se hicieron diluciones 1:10, transfiriendo 10ul de la mezcla a
un tubo de 0.5 pl y se afadi6 una cantidad de 90 ul de buffer TE. Los 15 pl restantes

fueron guardados en refrigeracion.

3. Etapa de pre-amplificacién selectiva

En la etapa de preamplificacion se emplearon iniciadores de secuencia conocida y

complementaria al iniciador.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién y con las diluciones ya listas, se
prepar6 una mezcla reaccion de pre-amplificacion en tubos de 0.5 ml colocados en hielo,

(Cuadro 3.3). Se mezclaron suavemente y se centrifugaron.



33

Cuadro 3.3. Mezcla para la pre-amplificacion selectiva.

Reactivos Volumen
Mezcla de ligacion diluida (1:10) 2.5 ul
Iniciador mix pre- amp AFLP® 20.0 ul
Buffer de reaccion para PCR (10X) 2.5 ul
Taq ADN polimerasa (5 unit/pl) 0.5 ul
Volumen Total 255 ul

Después las muestras fueron colocadas en el termociclador y se corrieron 20 ciclos

de PCR con programa que se muestra el Cuadro 3.4:

Cuadro 3.4. Programa de PCR para la pre-amplificacion selectiva.

Etapas Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos
Alineamiento 56° C 1 minuto
Amplificacion 72°C 1 minuto

El producto de PCR del paso anterior para cada una de las muestras se diluy6 1:40

(49 veces) en un tubo para microcentrifuga de 0.5 ml.
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4. Etapa de amplificacion selectiva

En esta etapa se emplean iniciadores marcados con fluorescencia. Para realizar la
amplificacion selectiva se prepararon dos mezclas de reaccion: una mezcla I para Taq
ADN polimerasa (mezcla de trabajo) para reducir el grado de error, ya que las
cantidades de los reactivos a utilizar son muy pequefas; y una mezcla Il constituida por
una combinacién de un iniciador Msel con dos iniciadores marcados con fluorescencia

EcoRI (700 y 800 nm), realizada para un protocolo de PCR.

a) Mezcla I para Tag ADN polimerasa (calculos para 33 reacciones en un volumen

de 200 pl). (Cuadro 3.5).

Cuadro 3.5. Reactivos para la mezcla de amplificacion selectiva 1.

Reactivos Volumen

Agua desionizada 158.0 ul
Buffer de Amplificacion (10X) 40.0 ul
Taq ADN polimerasa (5 units/pl) 2.0 ul
Volumen Total 200 pl

b) La mezcla II (un iniciador Msel con dos iniciadores marcados con fluorescencia
EcoRI) se muestra a continuacion (Cuadro 3.6). Se realizd una evaluacion para

seleccionar los iniciadores que serian utilizados en esta etapa. El Msel utilizado
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fue M-CAG; para EcoRI se utilizaron las siguientes combinaciones E-ACA

(700) y E-ACT (800), y E-ACC (700) y E-ACT (800).

De las mezclas I y II para la amplificacion selectiva se tomo la cantidad de 9.0 ul y

se coloco a cada tubo, posteriormente se afiadio 2.0 ul de ADN pre-amplificado diluido

hasta alcanzar un volumen de 11 pl centrifugar generosamente.

Cuadro 3.6. Mezcla de amplificacion selectiva II.

Reactivos Volumen
Mezcla I para Tag ADN polimerasa 6.0 ul
ADN pre-amplificado Diluido 2.0 ul
Inicador Msel (M-CAG) 2.0 ul
Marcador fluorescente 700 EcoRI (E-ACA, ACC) 0.5 ul
Marcador fluorescente 800 EcoRI (E-ACT, ACT) 0.5 ul
Volumen total 11.0ul

Posteriormente las muestras fueron trasladadas al termociclador, el cual se

programo con 35 ciclos como se muestra a continuacion (Cuadro3.7):



Cuadro 3.7. Programa de PCR para la amplificacion selectiva.

Etapas Temperatura Tiempo
1. 94°C 30 segundos
2. 65°C 30 segundos
3. 72°C 1 minuto
4, 94° C 30 segundos
5. 65° C 30 segundos
6. 72°C 1 minuto
7. 94° C 30 segundos
8. 56°C 30 segundos
9. 72°C 1 minuto
10. 4°C
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12 ciclos

23 ciclos

A cada una las muestras obtenidas de la amplificacion selectiva, se les adicion6 5.0

ul de la solucion Blue Stop. Cuando el gel de poliacrilamida para electroforesis se

encontraba listo, las muestras fueron desnaturalizadas por 3 minutos a 94° C.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Para verificar la presencia de bandas, los productos de PCR obtenidos en la

amplificacion selectiva se corrieron en un gel de poliacrilamida.
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Preparacion del gel de poliacrilamida para electroforesis

Para la preparacion del gel de poliacrilamida se utilizaron los siguientes reactivos:
150 pl de persulfato de amonio (APS) al 10 % (se disolvi6 0.1 gr de APS en 1ml de agua
destilada estéril), 15 ul de NNNN-Tetrametiltilenodiamina (TEMED) y 20ml de gel

Matrix Mix al 6% (poliacrilamida).

Antes de preparar el gel, los vidrios de -electroforesis fueron limpiados
rigurosamente. Se montaron los vidrios, y una vez listos se vacio el gel preparado,

poniendo finalmente un peine de 48 dientes. Se dejo polimerizar por dos horas.

Al finalizar el tiempo de polimerizacion, el gel se montado en los vidrios se colocd
en el secuenciador Li-COR®. Se realiz6 el programa correspondiente a las muestras de
amplificacion selectiva. Las muestras se desnaturalizaron durante 3 minutos a 94° C,

después se colocaron en el gel y se dejaron correr por espacio de 3 horas.

Analisis molecular

Para determinar la huella genética en cuanto a bandas compartidas entre progenie y
progenitores, asi como la estimacion de las distancias euclidianas se utilizo un programa
disefiado ex profeso en R version 2.7.0. (R Development Core Team, 2008). Las
distancias fueron calculadas con datos codificados con (0) ausencia y (1) presencia de

bandas.
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La formula de los cuadrados de las distancias euclidiana es:

a’Xﬁg,(xl——yl_)2

Donde, x; y y; son valores binarios que corresponden a cada individuo X y Y
respectivamente; k es el nimero de bandas polimorficas. Las distancias euclidianas al
cuadrado equivalen al numero de bandas no compartidas; se espera aditividad entre las
mismas para un conjunto de dos lineas puras y el hibrido. La simetria entre las distancias
euclidianas progenitor-hibrido, proveen una prueba para descartar hibridacion parcial

(Reyes-Valdés et al., 2005).

Los comandos utilizados en el programa R para determinar las distancias

euclidianas fueron:

rbind: construyen matrices uniendo otras matrices (o vectores), horizontalmente

(modo columna) o verticalmente (modo fila), respectivamente.

dist (x,method="euclidean'): Esta funcion se utiliza para especificar la medida
correspondiente a las distancias entre las filas de datos de la matriz de las distancias

euclidianas.
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Se muestra como ejemplo el Script:

dat<-read.table("fam2.txt")
names(dat)<-c("locus","macho","hibrido","hembra")
attach(dat)

x<-rbind(macho,hibrido)
d12<-dist(x,method="euclidean")
x<-rbind(macho,hembra)
d13<-dist(x,method="euclidean")
x<-rbind(hibrido,hembra)
d23<-dist(x,method="euclidean")

La familia 2 se utilizé como ejemplo de la forma de ejecucion del programa R para
obtener los cuadrados de las distancias euclidianas. El archivo lleva por nombre
("fam?2.txt"), los datos a analizados fueron ("locus”,"macho","hibrido","hembra"), se
utilizaron tres matrices utilizando el comando (rbind) en el siguiente orden:

rbind(macho, hibrido), rbind(macho, hembra) y rbind(hibrido, hembra). Las distancias

se representaron por los comandos dist(x, method="euclidean").
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

Cruzamientos intergénericos

Etapa 1. Primer hibrido intergénerico

De los cruzamientos realizados en 2004 entre H. annuus y T. rotundifolia, solo se

obtuvo una planta hibrida.

Algunas de las caracteristicas morfoldgicas que permitieron determinar la
naturaleza hibrida de dicha planta al ser comparada con sus progenitores fueron: la
forma intermedia de las hojas; la forma, tamafio y color de pétalos, el tipo de
pubescencia suave aterciopelada. Todas estas caracteristicas fueron intermedias entre

las que presentan H. annuus y T. rotundifolia.

Se tomaron algunas medidas, el didmetro de capitulo fue de 3.0 cm; la altura de
planta que fue de 1.43 cm. Los pétalos (ligulas) presentaron una pigmentacion amarilla-
anaranjada, siendo en la mayor parte amarillas. El tamafo de los pétalos fue 2.4 cm. El
tipo de pubescencia fue suave y aterciopelada similar a 7. rotundifolia. Las
inflorescencias axiales que se presentaron en la planta fueron dos, manteniendo un

capitulo o inflorescencia principal que es caracteristico de
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H. annuus (Figura 4.1). En la cosecha no se obtuvo ninguna semilla desarrollada. La

planta fue estéril.

Figura 4.1. Caracteristicas sobresalientes de la planta hibrida: A. Planta hibrida,
presenta un capitulo pequefio y pétalos amarillos; B. Vista lateral de la inflorescencia
del hibrido; C. Tipo de pubescencia suave aterciopelada (pilosa), y la forma del
receptaculo es convexa; D. Forma de las hojas.

Para realizar el analisis molecular se utilizo el ADN de plantas progenitoras que no
fueron los padres verdaderos del hibrido, debido a que durante los cruzamientos no se
tomaron muestras de dichas plantas. El analisis de AFLP para huella genética revelo la
existencia de bandas polimorficas y gracias a estas se pudo determinar la naturaleza

hibrida de la planta (Figura 4.2). En dicha figura se puede apreciar que los carriles del 1
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al 3 estan conformados por tres diferentes plantas de 7. rotundifolia, los cuales fueron
utilizados como muestra del progenitor masculino, en el carril 4 y 8 corresponden al
hibrido obtenido, mientras que en los carriles 5, 6 y 7 corresponden a H. annuus (las
lineas HA 89 y CMS HA 89) como progenitor femenino. Se logra apreciar algunas de
las bandas polimorficas que son muy caracteristicas tanto en H. annuus como en 7.

rotundifolia sefialadas con las flechas de color negro.

Los resultados presentados en esta etapa son diferentes a los que reportaron Cristov
y Panayotov (1991), en el estudio de un cruzamiento intergenérico entre Helianthus
annuus y T. rotundifolia. Ellos obtuvieron hibridos con multiples ramificaciones en uno
de los cruzamientos HA 89 x T. rotundifolia, mientras que en los cruzamientos
Peredovik x T. rotundifolia, y 3004 x T. rotundifolia dieron como resultado plantas con
una sola inflorescencia. Ellos reportaron plantas hibridas fértiles, caso contrario a lo
sucedido en este trabajo, ya que la linea androestéril utilizada tiene el citoplasma clasico
francés CMS PET1 de H. petiolaris (Leclercq, 1969); ademas no confirmaron por medio

de analisis molecular la naturaleza hibrida.
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Figura 4.2 AFLP Huella genética de girasol. EcoR1 ACAM/Msel-CAG. M = marcador de
peso molecular 50-700 pb. 1 = Tithonia rorundifolia 1; 2 = Tithonia rotundifolia 2; 3 = Tithonia
rotundifolia 3; 4 = Hibrido [CMSHAS89 (6)*TRC (7)]; 5 = HA89 (5); 6 = CMSHAR9 (6); 7 =
CMSHAR9 (4); 8 = HA89* Tithonia rotundifolia (9); 9 = frijol. En la codificacion de los
hibridos se utiliza el simbolo “*” para indicar cruzamiento.
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Etapa 2. Cruzamientos intergénericos 2006

De los cruzamientos realizados en el verano-otofio de 2006, entre girasol cultivado
CMS HA 89 (progenitor femenino) y Tithonia rotundifolia (progenitor masculino) se
cosechd un total de 100 capitulos hibridados, de los cuales 47 produjeron semilla. A
partir de los datos anteriores se calcul6 el porcentaje de semilla (aquenios) obtenidos de
cada cruza, y se determiné en porcentaje que cruzamiento produjo la mayor cantidad de

semilla (Cuadro 4.1).

Los porcentajes con respecto al total de aquenios se presentan en la tltima columna.
El porcentaje promedio de produccion de aquenios en estos 47 capitulos fue de 0.93.
Teniendo en cuenta que estos capitulos solamente representan el 47% del total, se puede
inferir que la produccion de aquenios en este tipo de cruzamiento intergenérico se reduce
a un aproximado de 0.4 %. Es decir, s0lo se esperan obtener cuatro semillas

desarrolladas de cada 1000 producidas por los capitulos.

Esto refleja el alto grado de incompatibilidad entre las dos especies, que sin
embargo no es sorprendente tratandose de miembros de diferentes géneros. Se obtuvo un
total 826 aquenios desarrollados, donde los cruzamientos CMSHAS89*TRA,

CMSHA89*TRC y CMSHAS89*TRG fueron los mayores productores (Cuadro 4.1). .
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Cuadro 4.1. Semilla obtenida en los distintos cruzamientos realizados entre Helianthus
annuus (CMS HA 89), codificada como CMS HA 89 y Tithonia rotundifolia (Ac26),
codificada como TR. En la codificacion de las genealogias se utiliza el simbolo “*” para
indicar cruzamiento.

Plantas Promedio del
formadoras Total de porcentaje de
Genealogia de Cruzamientos  de semilla semillas semillas
cruzamiento realizados por desarrolladas  desarrolladas en los
cruzamiento cruzamientos
€xi1tosos
CMSHAS89*TRA 2 2 206 0.88
CMSHAS89*TRC 23 11 367 3.44
CMSHAS89*TRD 15 7 29 0.54
CMSHAS89*TRF 19 6 10 0.19
CMSHAS89*TRG 11 10 173 1.59
CMSHAS89*TRH 5 4 7 0.13
CMSHAS89*TRI 20 5 29 0.44
CMSHAS89*TRK 5 2 5 0.25
Total 100 47 826 7.46
Promedio 12.50 5.88 103.25 0.93

Etapa 3. Evaluacion de semilla hibrida

De las 826 semillas obtenidas de los cruzamientos en 2006, solamente se sembrd un
total de 210 en verano de 2007. En la etapa de plantula cuando las plantas se
encontraban en el invernadero observamos claramente multiples caracteristicas

morfologicas muy particulares de ambos progenitores en los hibridos, la pubescencia
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suave y aterciopelada, el tipo de hojas, la apariencia fisica en algunas plantas era muy
similar al progenitor masculino. Es importante mencionar que algunas de las plantulas
tenian malformaciones en sus hojas, la mayoria de estas no lleg6 a desarrollarse hasta la

madurez. Solamente un total de 49 plantas alcanzaron la etapa de floracion.

Se observaron dos tipos de planta: con inflorescencia de varias cabezuelas pequefias
(Hibrido 1) y con inflorescencia de una sola cabezuela grande (Hibrido 2). Un total de
17 plantas tuvieron la caracteristica de Hibrido 1, y 32 de Hibrido 2, los que nos da unas
proporciones de 35% - 65%. Esto contrasta con lo reportado por Cristov y Panayotov
(1991), de la obtencion de solamente plantas ramificadas con el progenitor HA 89. Cabe
aclarar que la linea usada por dichos autores tiene citoplasma androestéril de H.

argophyllus, mientras que la utilizada en este trabajo lo tiene de H. petiolaris.

Las diferencias genéticas proveidas por la infiltracion de distintas especies
silvestres, pueden ser causales de la discrepancia en la morfologia de los hibridos. Por
otro lado, las poblaciones de 7. rotundifolia empleadas en estos trabajos son distintas, y
puede haber una variacion en frecuencias alélicas para ramificacion que esté influyendo

en los resultados.

A continuacién se presenta la descripcion taxondémica de los dos fenotipos

detectados, realizada por el Dr. José A. Villarreal Quintanilla:

a) Hibrido 1 (Inflorescencia de varias cabezuelas pequefias) Figura 4.3 A. Hierba

anual de 50 a 70 cm de alto; tallos ramificados en la base, pilosos; hojas alternas, con
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peciolos de 6 a 8 cm largo, ldminas rombicas, de 5 a 14 cm de largo y 6 a 10 cm de
ancho, la base cuneada, el apice agudo, el borde crenado, pilosas, con pelos asperos,
color verde amarillento; cabezuelas varias en la parte terminal, de 3 a 4 cm de didmetro,
en pedanculos fistulados de 17 a 20 cm de largo, pilosos, bracteas involucrales en 2
hileras, oblongas de 1 a 2 cm de largo y 8 a 10 mm de ancho, pilosas; receptaculo
ligeramente convexo de 2.5 a 3.5 cm de didmetro; flores liguladas 18 a 20, de 30 a 35
mm de largo, amarillas; flores del disco 30 a 60, corolas de 5 a 7 mm de largo,
amarillas; aquenios oblongos, base cuneada, de 6 a 9 mm de largo, 2.5 a 3.5 mm de
ancho, aplanados lateralmente, velutinosos; vilano de 2 escamas aristadas subyugales, de
3 a 4.5 mm de largo y 4(6) escamas ovadas ligeramente laceradas, de 0.5 a 2.0 mm de

largo.

b) Hibrido 2 (Inflorescencia de cabezuela solitaria grande) Figura 4.3 B. Hierba
anual de 80 a 110 cm de alto; tallos no ramificados en la base, pilosos; hojas alternas,
con peciolos de 8 a 10 cm largo, laminas rombico-triangulares, de 16 a 20 cm de largo y
8 a 15 cm de ancho, la base cuneada, ligeramente astada, el dpice agudo a obtuso, el
borde crenado, pilosas, con pelos asperos, color verde oscuro; cabezuelas solitaria en la
parte terminal, de 7 a 8 cm de didmetro, en pedunculos fistulados de 18 a 20 cm de
largo, pilosos, bracteas involucrales en 2 hileras, oblongas de 2 a 4 cm de largo y 8 a 10
mm de ancho, pilosas; receptaculo ligeramente convexo de 5 a 7 cm de diametro; flores
liguladas 18 a 22, de 40 a 60 mm de largo, amarillas; flores del disco 30 a 60, corolas de
5 a7 mm de largo, amarillas ; aquenios oblongos, base cuneada, de 6 a 9 mm de largo,

2.5 a 3.5 mm de ancho, aplanados lateralmente, velutinosos; vilano de 2 escamas
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aristadas subytigales, de 3 a 4.5 mm de largo y 4(6) escamas ovadas ligeramente

laceradas, de 0.5 a 2.0 mm de largo.

Todas las plantas hibridas fueron estériles, es decir, que no produjeron polen, ni

semillas (Figura 4.3 C).

Algunas de las caracteristicas descritas con anterioridad como altura de planta,
diametro de capitulo, numero de inflorescencias y tamafio de pétalos, fueron medidas y

se muestran sus valores medios en los Cuadros 4.2 y 4.3.
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Cuadro 4.2. Valores Medios de los hibridos correspondientes a plantas con
inflorescencias de varias cabezuelas pequenas (Hibrido 1). En la codificacion de los
hibridos se utiliza el simbolo “*” para indicar cruzamiento.

Altura de Didmetro de Tamafio de
planta capitulos pétalos Nimero de
Hibridos inflorescencias
(cm) (cm) (cm)

(CMSHAS89*TRA)1-2006-1 30 0.6 1.4 5
(CMSHA89*TRA)3-2006-1 28 0.8 2 6
(CMSHA89*TRA)3-2006-4 39 1 2 12
(CMSHA89%*TRA)3-2006-6 37 1 2.4 12
(CMSHAS89*TRA)3-2006-8 29 0.8 1.5 12
(CMSHA89%*TRA)3-2006-9 54 2.25 3.1 10
(CMSHAS89*TRA)3-2006-10 14 1.8 3 10
(CMSHAB89*TRA)3-2006-12 39 2.5 23 10
(CMSHAB89*TRA)3-2006-13 29 0.85 2.5 10
(CMSHAS89*TRC)1-2006-1 32 0.35 1.6 10
(CMSHAS89*TRC)2-2006-1 41 2.2 3 10
(CMSHAS89*TRC)2-2006-2 44 1 1.8 10
(CMSHA89*TRC)8-2006-4 9 0.35 2 10
(CMSHAS89*TRC)8-2006-9 30 1.2 1.65 10
(CMSHAS89*TRD)2-2006-2 26 0.5 1 10
(CMSHAS89*TRD)5-2006-2 20 2.4 1.55 10
(CMSHAS89*TRG)1-2006-3 30 0.8 2 3
(CMSHAS89*TRG)1-2006-4 22 0.75 2.25 3
(CMSHAS89*TRG)2-2006-2 32 1.35 2 -
(CMSHAS89*TRG)4-2006-1 40 2 2.5 10
(CMSHAS89*TRG)8-2006-2 48 3 3 10
(CMSHAS89*TRG)8-2006-7 47 3 32 5
(CMSHAS89*TRH)4-2006-1 27 0.7 1.5 10
(CMSHAS89*TRH)4-2006-2 37 0.5 1.25 10
(CMSHAS89*TRI)2-2006-1 39 3 3 4
(CMSHAS89*TRI)3-2006-1 27 0.6 1.5 10
(CMSHAS89*TRI)3-2006-4 28 0.7 0.8 10
(CMSHAS89*TRI)4-2006-1 38 0.75 1.25 10
(CMSHAS89*TRK)2-2006-1 32 0.5 1.7 6

(CMSHAS89*TRF)-2-2006-1 50 4 4.25 10
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Cuadro 4.3. Valores Medios de los hibridos correspondientes a plantas con
inflorescencia de una sola cabezuela grande (Hibrido 2). En la codificacion de los
hibridos se utiliza el simbolo “*” para indicar cruzamiento.

Altura de Diametro de Tamafio de Numero de
Hibridos planta capitulos pétalos inflorescencias
(cm) (cm) (cm) axiales

(CMSHAB89*TRD)2-2006-1 102 7.75 5 6
(CMSHAB89*TRD)5-2006-1 100 8.5 5.75 10
(CMSHA89*TRG)1-2006-1 108 55 3 9
(CMSHA89*TRG)2-2006-1 74 7 5 3
(CMSHA89*TRG)3-2006-2 75 6 5 0

(CMSHAB89*TRG)3-2006-3 44 2.5 4.5 3
(CMSHAB89*TRG)3-2006-5 75 7.75 5 5
(CMSHAB89*TRG)8-2006-1 95 7 4.5 4
(CMSHAB89*TRG)8-2006-3 65 6 4.5 0
(CMSHAB89*TRG)8-2006-4 60 2.5 3.5 4
(CMSHAB89*TRG)8-2006-5 57 3 3 4
(CMSHAB89*TRG)8-2006-6 85 7.5 5 6
(CMSHAB89*TRG)9-2006-1 100 7 53 3
(CMSHA89*TRG)9-2006-3 115 6 5.3 2
(CMSHAB89*TRG)9-2006-4 73 7.75 5.5 1
(CMSHAB89*TRI)3-2006-2 49 2.5 3 4
(CMSHAB89*TRI)3-2006-3 58 2 2.6 7
(CMSHAB89*TRI)5-2006-1 83 5 4.75 9
(CMSHA89*TRK)2-2006-2 84 5.5 4.2 8
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Figura 4.3. A. Planta hibrida con inflorescencia de varias cabezuelas pequenas (Hibrido
1). B. Planta hibrida con inflorescencia de una cabezuela grande (Hibrido 2). C. Detalle

de inflorescencia hibrida.
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Prueba “t” de Student para comparacion de medias.

Los datos de medias de altura y diametro de capitulo para los dos tipos de hibridos
se presentan en el Cuadro 4.4. El Hibrido 2 fue significativamente mas alto y con mayor
diametro de capitulo que el Hibrido 1. La naturaleza solitaria del capitulo del Hibrido 2
le permite ser de mayor tamafio, como en los girasoles cultivados, ya que el aporte de
nutrientes se canaliza a un capitulo principal. Se observaron casos de capitulos axilares
en este tipo de hibrido, pero estos fueron por lo general muy pequefios y tardios. Los
valores de “t” obtenidos para altura de planta fue -9.04 (P = 3.76 X 10°’); mientras en

diametro de capitulo el valor de “t” fue -8.17 (P = 0.000254).

Cuadro 4.4. Comparacion de medias de altura y didmetro de capitulo en plantas hibridas
procedentes de los cruzamientos realizados entre Helianthus annuus (CMS HA 89) y
Tithonia rotundifolia (Ac 26).

Variable Muestra N Media  Desviacion tde Student Valor de P

estandar
Altura de  Hibrido 1 30 3327 10.18
planta -9.04 3.766e-09**
(cm) Hibrido 2 19  79.05 20.52
Diametro Hibrido 1 30 1.375 0.98
de 8.17 0.0002543%*
capitulo
(cm) Hibrido 2 19 5.62 2.12

Hibrido 1: inflorescencias de varias cabezuelas pequenas; Hibrido 2: inflorescencia de
cabezuela solitaria grande; N: tamafio de muestra; **altamente significativo.
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Analisis molecular con AFLPs

En las Figuras 4.4y 4.5se muestran la imagen de los geles con el bandeo obtenido
de la amplificacion de bandas del anélisis de AFLP en 700 y 800nm. En cada carril se
observan las bandas obtenidas de las diferentes muestra utilizadas de 7. rotundifolia, H.
annuus 'y de los hibridos. A los carriles internos se les asigno la numeracion del uno al

veintisiete

Los hibridos entre H. annuus y T. rotundifolia comparten bandas polimorficas de
ambos progenitores. En particular, el hibrido debe exhibir la mayor parte de las bandas
unicas de cada uno de los progenitores. Al respecto, los resultados del analisis de huella
genética con AFLPs se muestran en el Cuadro 4.5. Se muestrearon diez trios familiares.
El progenitor femenino H. annuus (CMS HA 89) presentd un promedio de 15.5 bandas
unicas, mientras que 7. rotundifolia (Ac26) exhibid un promedio de 12.25, es decir, se
tuvo un promedio de 28 bandas polimorficas totales. Los hibridos compartieron el 100%

de las bandas de los progenitores, tanto para H. annuus como para 7. rotundifolia.

Los resultados son consistentes con lo que se esperaria para hibridos verdaderos de
ambos progenitores. Por otro lado, ya que los porcentajes de bandas compartidas de los
dos progenitores son iguales (100%), se tiene evidencia de simetria en el material

genético de los dos progenitores en el hibrido.
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Cuadro 4.5. Resultados del andlisis de paternidad con huella genética en trios familiares de hibridacion H. annuus (CMS HA 89) X T.
rotundifolia (Ac26). Los cuadrados de distancias euclidianas estan en el orden: H. annuus — hibrido, H. annuus — T. rotundifolia y T.
rotundifolia — hibrido. En la codificacion de las familias se utiliza el simbolo “*” para indicar cruzamiento.

Familias Bandas Bandas Bandas Bandas Bandas de Bandas de T. Cuadrados
unicas. unicas 7. polimorficas compartidas H. annuus rotundifolia de
H. rotundifolia por el compartid  compartidas por distancias
Annuus hibrido as por el el hibrido euclidianas
% hibrido %
%
(CMSHAS89(36)*TRA)-1 17 23 40 100 100 100 23-40-17
(CMSHAS89(7)*TRF)-2 11 19 30 100 100 100 19-30-11
(CMSHAS89(24 *TRG)-1 17 10 27 100 100 100 10-27-17
(CMSHAS89(24)*TRG)-2 9 6 15 100 100 100 6-15-9
(CMSHAS89(24)*TRG)-3 17 11 28 100 100 100 11-28-17
(CMSHAS89(24)*TRG)-4 17 11 28 100 100 100 11-28-17
(CMSHAS89(24)*TRG)-5 16 12 28 100 100 100 12-28-16
(CMSHAS89(29)*TRG)-1 16 9 25 100 100 100 9-25-16
(CMSHAS89(14)*TRG)-2 17 12 29 100 100 100 12-29-17
(CMSHAS89(16)*TRG)-3 18 12 30 100 100 100 12-30-18
Medias 155 12.5 28 100 100 100 12.5-28-

15.5
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Figura 4.4. Gel de poliacrilamida con bandas AFLP (700nm). M= marcador de peso molecular 700
pb; 1 = T. rotundifolia (TRA), 2 = T. rotundifolia (TRA), 3 = (CMSHA89*TRA)3-2006-4) 4 =
CMSHAR9 (36); 5 = T. rotundifolia (TRG), 6 = (CMSHA89*TRG) 8-2006-6, 7= CMSHAS89 (24); 8
= T. rotundifolia (TRG), 9 = (CMSHA89*TRG)8-2006-3), 10 = (CMSHA89*TRG)8-2006-4), 11 =
(CMSHAS89*TRG)8-2006-5), 12 = (CMSHAS89*TRG)8-2006-6), 13 = (CMSHA89*TRG)8-20006-
7), 14 = CMSHAS89(24); 15 = T.rotundifolia (TRG), 16 = (CMSHA89*TRG)1-2006-1), 17 =
CMSHAR89(29); 18 = Trotundifolia (TRG), 19 = (CMSHAS89*TRG)3-2006-1), 20 =
CMSHAR89(14); 21 = T.rotundifolia (TRG), 22 = (CMSHA89*TRG)4-2006-1), 23 = CMSHA89(16);
24 = T.rotundifolia(TRG), 25 = (CMSHA89*TRG)9-2006-4), 26 = CMSHAS89(24); T. rotundifolia
(TRG).
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Figura 4.5. Gel de poliacrilamida con bandas AFLP (800nm). M= marcador de peso molecular 800
pb; 1 = T. rotundifolia (TRA), 2 = T. rotundifolia (TRA), 3 = (CMSHA89*TRA)3-2006-4) 4 =
CMSHAS9 (36); 5 = T. rotundifolia (TRG), 6 = (CMSHA89*TRG) 8-2006-6, 7= CMSHAS89 (24); 8
= T. rotundifolia (TRG), 9 = (CMSHA89*TRG)8-2006-3), 10 = (CMSHA89*TRG)8-2006-4), 11 =
(CMSHAB89*TRG)8-2006-5), 12 = (CMSHA89*TRG)8-2006-6), 13 = (CMSHA89*TRG)8-20006-
7), 14 = CMSHAR89(24); 15 = T.rotundifolia (TRG), 16 = (CMSHA89*TRG)1-2006-1), 17 =
CMSHAR89(29); 18 = Trotundifolia (TRG), 19 = (CMSHA89*TRG)3-2006-1), 20 =
CMSHAS89(14); 21 = T.rotundifolia (TRG), 22 = (CMSHA89*TRG)4-2006-1), 23 = CMSHAS89(16);
24 = T.rotundifolia(TRG), 25 = (CMSHA89*TRG)9-2006-4), 26 = CMSHAR89(24); T. rotundifolia

(TRG)
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Figura 4.6. Huella genética hibridos de girasol. M = marcador de peso molecular 800
pb, A = macho 7. rotundifolia (TRA), B = hibrido (CMSHA89(36)*TRA); C = hembra
CMSHAZ89(36), D = macho T. rotundifolia (TRG), E = hibrido (CMSHAS89(24)*TRG),
F = hembra CMSHAS89(24). Las flechas indican bandas polimérficas de alguno de los
dos padres, compartidas por el hibrido. El simbolo “*” en los codigos de los hibridos
significa cruzamiento.
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Distancias euclidianas

Las distancias cuadraticas euclidianas, con valores medios de 12.5, 28 y 15.5 para
las distancias H. annuus — hibrido, H. annuus - T. rotundifolia y T. rotundifolia —
hibrido, muestran simetria y aditividad para las relaciones entre el hibrido y los dos
progenitores. En todos los casos el cuadrado de la distancia euclidiana entre los
progenitores es igual a las suma de las dos restantes. Estos resultados son también
consistentes con la naturaleza hibrida de las progenies. Ademads, descartan el fendmeno
de hibridacion parcial reportado por Faure er al. (2002) para cruzas interespecificas
dentro del género Helianthus, manifestada en asimetria genémica en los hibridos. Como
se verd, algunos progenitores comunes entre trios presentaron diferentes nimeros de

bandas (Cuadro 4.5).

En la Figura 4.6 se sefialan con flechas algunas bandas polimorficas que, como
puede observarse, provienen solamente de uno de los progenitores y son compartidas por
los hibridos. Los resultados de huella genética coinciden basicamente con los reportado
por Reyes-Valdés et al. (2005), donde se menciona que no hubo evidencia de

hibridacion parcial en los experimentos utilizando las mismas especies.

Sin embargo, en dicho trabajo no se utilizaron los progenitores verdaderos del
hibrido en las pruebas moleculares, a diferencia de esta investigacion, en donde el
control estricto del ADN de los progenitores le da mayor precision a los analisis. Por
otro lado, en este trabajo se usa una muestra bien representada de 49 hibridos, de los

cuales diez fueron analizados molecularmente.



V. CONCLUSIONES

A partir del cruzamiento de Helianthus annuus X Tithonia rotundifolia se logré la

obtencion de hibridos intergenéricos.

La poblacion de hibridos intergenéricos se dividio en dos clases morfolégicas: a)
plantas con inflorescencia representada por cabezuelas multiples y pequenas, y b)

plantas con inflorescencia de cabezuela solitaria grande.

En la poblacién de hibridos intergenéricos, los analisis morfoldgico y molecular con
AFLPs, demostraron la naturaleza hibrida de las plantas. El analisis molecular de la
progenie demostrd simetria en la representacion de los genomas parentales, lo cual

descarta el fenomeno de hibridacion parcial.

Todas las plantas hibridas fueron estériles: no produjeron polen, y fueron incapaces

de producir semilla.

Todo esto indica que aunque las dos especies tienen la suficiente compatibilidad para
hibridarse, su divergencia gendmica es capaz de causar esterilidad, estableciéndose
asi una barrera reproductiva a la hibridacidon, que en todo caso podria ser evitada a

través de manipulacion en el laboratorio.



VI. RESUMEN

El presente trabajo fue realizado con la finalidad de obtener plantas hibridas a partir
del cruzamiento intergenérico de Helianthus annuus X Tithonia rotundifolia, con el
interés de lograr una nueva especie con fines ornamentales. Los objetivos principales
fueron: (i) evaluar el potencial de hibridacion a partir de la cruza de Helianthus annuus
con Tithonia rotundifolia, (i1) realizar una caracterizaciéon molecular con los padres
verdaderos y los hibridos obtenidos de las cruzas y (iii) probar o refutar el fenomeno de

hibridacion parcial.

Se efectuo el cruzamiento entre la linea androestéril CMS HA 89 como progenitor
femenino, y 7. rotundifolia (Ac26) utilizada como progenitor masculino. Se cosecharon
los aquenios y se determind el porcentaje de semillas hibridas completamente
desarrolladas por cada cruzamiento. Se produjeron un total 826 semillas completamente

desarrolladas, es decir con una tasa de éxito de cuatro en 1000 aquenios potenciales.

En la etapa evaluacion de hibridos 49 plantas hibridas llegaron hasta la etapa de
madurez. Claramente se pudieron observar dos clases de fenotipos diferentes: a) Hibrido
1, Inflorescencia de varias cabezuelas pequenas), y b) Hibrido 2, Inflorescencia de

cabezuela solitaria grande. Ambos tipos fueron caracterizados taxondmicamente y
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presentaron una morfologia claramente hibrida. Todas las plantas hibridas fueron
estériles.

Para el anélisis de huella genética con AFLPs se muestrearon diez trios familiares.
El progenitor femenino H. annuus (CMS HA 89) presentd un promedio de 15.5 bandas
unicas, mientras que 7. rotundifolia (Ac26) exhibid un promedio de 12.25, es decir, se
tuvo un promedio de 28 bandas polimorficas totales. Los hibridos compartieron el 100%
de las bandas de los progenitores, tanto para H. annuus como para 7. rotundifolia. Los
resultados son consistentes con lo que se esperaria para hibridos verdaderos de ambos
progenitores. El analisis de huella genética de las plantas complementé al estudio
morfologico, permitid constatar la naturaleza hibrida de las progenies y descartar el

fenomeno de hibridacion parcial.
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