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contiene resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el &mbito del
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2010 y el mes de agosto de 2016, bajo la direccion del Dr. Miguel Angel Cantamutto.
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RESUMEN

El resultado economico del girasol, Helianthus annuus L., depende tanto del
rendimiento como de la calidad de su aceite. En Argentina, el rendimiento medio es
bajo debido a limitantes productivas bidticas y abioticas. EIl déficit hidrico es la
principal causa de disminucion del rendimiento. La temperatura subdptima en siembra
temprana bajo labranza cero implica una emergencia lenta, que aumenta el riesgo de
pérdida de plantas. La raza comun del Virus del moteado clorético del girasol
(SUCMoV-C) causa la virosis méas difundida en el pais, cuya infeccion puede disminuir
significativamente el rendimiento. El perfil acidico del aceite determina su aptitud para
cada destino final. Las poblaciones ruderales H. annuus ssp. annuus (RUD) de nuestro
pais presentan alta variabilidad fenotipica y genotipica, y podrian utilizarse para la

mejora genética del girasol.

Los objetivos de esta tesis fueron: 1) conformar un conjunto de stocks genéticos (SG)
de girasol con mejor performance bajo temperatura subdptima en la etapa de
implantacion del girasol, a partir de RUD tolerantes; 2) explorar la performance de las
RUD en condiciones de déficit hidrico durante iniciacion reproductiva-R9; 3) conformar
un stock genético con alta frecuencia de individuos con resistencia a SUCMoV-C, a
partir de RUD resistentes; 3) evaluar el valor como recurso genético para mejorar la
calidad de aceite de girasol de una RUD con un perfil acidico peculiar; 5) caracterizar

fenotipicamente los SG generados.

Los SG 8TF y 10TF mas promisorios, fueron generados mediante seleccion por mayor
crecimiento y desarrollo a temperatura sub6ptima durante la etapa de implantacion del
cultivo. 10TF tuvo mayor germinacién acumulada a 5°C, y mayor tasa de desarrollo y
crecimiento de planta joven a temperatura suboptima; 8 TF tuvo menor tiempo medio de
germinacién a 10°C; ambos SG presentaron menor temperatura basal de germinacién

que los hibridos.

La RUD RIV tuvo mayor resistencia a déficit hidrico durante la etapa reproductiva. Se
destacO por la capacidad de controlar el estado hidrico y moderada reduccion de la
estructura reproductiva bajo estrés. Un SG, RIV-FS, se generd aplicando fertilizacion

selectiva in vivo mediada por estrés osmético sobre RIV.



Vil

Se conformaron cuatro SG completamente resistentes a SUCMoV-C mediante seleccion

por resistencia a SUCMoV-C de plantas con alto grado de autofecundacion.

Los cruzamientos con DIA tuvieron mayor variabilidad en la composicion acidica. En
los SG BC1F2 y BC2F1 se identificaron individuos con perfiles acidicos de interés; con
alta concentracion de acido palmitico (87,6 g/kg), estearico (73,4 g/kg), oleico (533,8
g/kg) y linoleico (784 g/kg).

Los SG 8TF, 10TF y resistentes a SUCMoV-C tuvieron una altura de planta menor a dos
metros, capitulo principal de mayor tamafo, ramificaciones en el vastago, la biomasa de
mil cipselas fue mayor a 12 g, la duracion del periodo siembra-R9 fue menor a 160 dias
y més de 50 cipselas/capitulo fueron generadas mediante autofecundacion. A diferencia,
RIV-FS present6 mayor altura, menor biomasa seminal y mayor longitud del ciclo

ontogeénico.

Los SG descriptos se depositaron en el Banco Activo de Germoplasma del INTA
Manfredi, bajo denominacion CGGI1351, CGGI1352, CGGI1353, CGGI1354,
CGGI1355, CGGI1356, CGGI1357, CGGI1358 y CGGI13519.



ABSTRACT

The economic outcome of sunflower, Helianthus annuus L., depends on the yield and
on the quality of its oil. In Argentina, the average yield is low because crop production
faces biotic and abiotic constraints. Water deficit is the main cause of decreased yield.
Sub-optimal temperature at the early no-tillage seedlings stage involves slow
emergence, which increases the risk of plant loss. The common race of Sunflower
chlorotic mottle virus (SUCMoV-C) causes the most widespread viral disease in the
country and this infection can significantly decrease performance. The fatty acidic
profile of sunflower oil determines its aptitude for each application. In Argentina, the H.
annuus ssp. annuus ruderal populations (RUD) present high phenotypic and genotypic

variability, and could be used for the genetic improvement of sunflower.

The aims of this thesis were to: 1) generate a set of genetic stocks (SG) of sunflower
with better performance under suboptimal temperature at sunflower seedling
establishment, from tolerant RUD; 2) explore the performance of RUD under water
deficit conditions from capitulum initiation to R9; 3) develop a genetic stock with high
frequency of SUCMoV-C resistant individuals, from resistant RUD; 4) appraise the
value of a RUD with a peculiar acidic profile as a genetic resource for improving the
quality of sunflower oil; 5) characterize the SG generated phenotypically.

The SG 8TF and 10TF strains, which were the most promising, were generated by
means of selection for further growth and development under sub-optimal temperature
during crop establishment. 10TF showed higher germination at 5°C and a higher rate of
growth and development under suboptimal temperature; 8TF showed lower mean
germination time at 10°C; both SG had a lower basal temperature of germination than
the hybrids.

The RUD RIV showed major resistance to water deficit during the reproductive stage.
Its capacity to control the water status was notable and it only showed a moderate
reduction in the reproductive structure under stress. An SG, RIV-FS was generated by

applying in vivo pollen selection by osmotic stress on RIV.

Four SG resistant to SUCMoV-C were generated. They were formed by means of
selection of SUCMoV-C resistant plants with a high degree of self-fertilization.



Crossbreeding with DIA resulted in greater variability in fatty acid composition. In the
SG BC1F2 and BC2F1, individuals with an acid profile of interest were identified; with
a high concentration of palmitic (87.6 g/kg), stearic (73.4 g/kg), oleic (533.8 g/ g) and
linoleic (784 g/kg) acid.

The SG 8TF, 10TF resistant to SUCMoV-C was less than two meters in height, the main
capitulum was larger, it had branches on the stem, the thousand cypsela weight was
higher than 12 g, the duration of the phase from sowing-R9 was lower than 160 days,
and more than 50 cypsela/capitulum were generated by self fertilization. In contrast,

RIV-FS was taller, with less seminal biomass and greater length of ontogenetic cycle.

The SG described were deposited in the Active Germplasm Bank of INTA Manfredi,
under the designations CGGI1351, CGGI1352, CGGI1353, CGGI1354, CGGI1355,
CGGI1356, CGGI1357, CGGI1358 and CGGI13519.
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En la actualidad el girasol, Helianthus annuus L., es uno de los principales cultivos
oleaginosos para la humanidad. Aunque representa menos de una décima parte de los
aceites elaborados a nivel mundial, se ubica en el cuarto nivel de importancia despues
de la soja, palma y colza. Argentina es uno de los cuatro principales paises productores

y exportadores de aceite de girasol del mundo (USDA 2016).

El girasol se difundid en Argentina en la primera mitad del siglo pasado, cuando
presentaba un precio elevado debido a la escasez de productos oleaginosos durante las
guerras mundiales. El descubrimiento de la androesterilidad citoplasmatica, en la
segunda mitad del siglo, facilitd el empleo de cultivares hibridos. EI mejoramiento por
adaptacion y resistencia a enfermedades, contribuy6 al aumento del rendimiento medio
del pais, hasta alcanzar 1,8 t ha™. En 1998, la siembra de girasol alcanzé a 4,2 millones

de hectéareas, superficie considerada record nacional (Ingaramo y Feoli 2008).

En el nuevo milenio la superficie del cultivo ha disminuido marcadamente debido al
incremento del area cultivada con soja, favorecida por una nueva coyuntura econémica.
El cambio de rentabilidad relativa originado por un abaratamiento de los aceites
vegetales, por sobreoferta de la palma, y al aumento de la demanda de proteinas
vegetales valorizo a la soja. Una de las principales fuentes proteicas, cuyo cultivo en
labranza cero utilizando variedades resistentes al herbicida glifosato resulta muy seguro
(Ingaramo y Feoli 2008).

Esta situacion ha ocasionado que el girasol haya sido desplazado hacia zonas marginales
del oeste de la region pampeana y al area chaquefia. Alli el rendimiento de la soja es
muy azaroso, pues la humedad suele encontrarse en capas profundas del suelo, a las que
el girasol accede porque tiene un sistema radicular mas desarrollado. El girasol también
se ha consolidado en el sudeste de Buenos Aires, donde la temperatura, que esta influida
por la proximidad del océano, suele ser muy baja para el crecimiento de la soja. En la
actualidad la siembra de girasol en Argentina ronda los 1,6 millones de hectareas, con
una produccion anual de tres millones de toneladas (MINAGRI 2016).

En nuestro pais se observa una baja produccién unitaria de girasol, que no ha crecido en
los ultimos afios (MINAGRI 2016). Si bien la genética ha aumentado el rendimiento
potencial de los hibridos comerciales (de la Vega et al. 2007), ello no se expresa en el
promedio nacional debido a que en las regiones de cultivo existen limitaciones por

diferentes tipos de estres.



El estrés se puede definir como un factor ambiental que reduce la tasa de algin proceso
fisiologico, por ejemplo el crecimiento, por debajo de la tasa méxima que la planta
podria tener en condiciones déptimas (Jones y Jones 1989). Desde el punto de vista
agronémico estrés es cualquier fendomeno que limite la productividad o destruya la
biomasa de los cultivos (Grime 2002). Los factores naturales que disminuyen la
vitalidad de las plantas pueden ser de origen bidtico, causado por organismos, 0
abidtico, causado por factores fisicos y quimicos (Reigosa y Pedrol 2003). La respuesta
inmediata de la planta al estrés es la reduccion de la performance. Si el dafio no es
agudo y no causa muerte, las plantas pueden activar mecanismos de defensa que le
permiten recuperar un nuevo estado funcional bajo estrés. Esta respuesta compensatoria
le permite a la planta mantener relativamente constante la tasa del proceso fisiologico a
pesar de la ocurrencia del estrés. Si la planta es exitosa en sobreponerse, debe tener
algun grado de resistencia a los efectos del estrés (Lambers et al. 2008). La resistencia
implica la presencia de rasgos que ya estan presentes 0 son activados en respuesta a una
condicion estresante controlados genéticamente por uno o mas genes (heredable)
(Agrios 2005; Blum 2016 a).

Levitt (1980) y Blum (2016 a) concuerdan en que los mecanismos de resistencia de las
plantas al efecto del estrés abidtico son de dos tipos: aquellos que evitan el efecto del
estrés en el tejido, por ejemplo las plantas que mantienen sus tejidos hidratados aun bajo
déficit hidrico, o aquellos que lo toleran, conviven con el estrés y tienen la capacidad de
prevenir, disminuir o reparar los dafios causados por la condicién estresante, por
ejemplo las plantas que mantienen el desarrollo bajo temperaturas subdptimas. Respecto
a los factores estresantes de origen bidtico, Agrios (2005) distingue tres tipos de
resistencias de las plantas: resistencia no-huésped, la especie vegetal estad fuera del
rango del patdgeno; resistencia verdadera posee genes de resistencia directamente
dirigidos hacia los genes de avirulencia del patdgeno y resistencia aparente, la especie
es susceptible al patdgeno pero escapa o tolera la infeccion. Las plantas tolerantes tienen
la capacidad de tener una performance aceptable aln cuando se encuentran colonizadas

por el patégeno.

Partiendo de lo anterior, se puede inferir que estrés es el factor ambiental, ya sea de
origen bidtico o abiodtico, que desencadena una alteracion perjudicial en el
funcionamiento del metabolismo de la planta; y que la resistencia esta dirigida a impedir

o evitar, por ejemplo la deshidratacion o la colonizacién por un patégeno, o suavizar o



tolerar, por ejemplo mediante la activacion de mecanismos de detoxificacion o
mantenimiento del verdor foliar, los efectos del estrés sobre el organismo (Agrios 2005;
Blum 2016 b). En esta tesis, para simplificar la lectura, se entiende como resistencia o
tolerancia de una planta o poblacion al estrés, a la capacidad para sobreponerse a la
condicion estresante. Queda asi establecido que la resistencia no estd dirigida
directamente al estrés, sino al efecto que este causa sobre el funcionamiento del
metabolismo, ya que una condicidn estresante particular puede producir numerosos
efectos diferentes y distintos estreses pueden producir el mismo efecto. Por ejemplo,
elevada salinidad en el suelo produce deshidratacion celular y toxicidad; pero el efecto
de deshidratacion celular también es producido por el déficit hidrico (Medrano y Flexas
2003 b; Willadino y Camara 2003).

En Argentina el estrés por déficit hidrico es la principal causa de la baja productividad
del cultivo de girasol (Aguirrezabal 2003). Si bien el girasol puede completar su ciclo
con 550 mm de lluvia (Maggiora et al. 2000), cuando existe alta disponibilidad hidrica
es capaz de aumentar el consumo hasta alcanzar 10 mm dia” (ASAGIR 2016). El
girasol posee elevada superficie foliar, alta conductividad hidrica y un sistema radical
muy desarrollado que explora horizontes del suelo profundos (Aguirrezabal 2003). El
consumo del agua edéfica, almacenada durante el barbecho, desde la siembra disminuye
progresivamente las reservas de agua del perfil explorado por las raices causando si no
llueve deficiencia hidrica durante la etapa reproductiva, estrés terminal. La mayor
reduccion del rendimiento se observa cuando el estrés hidrico ocurre alrededor de la

floracion y el inicio del llenado de granos (Andrade y Sadras 2000, Goksoy et al. 2004).

La labranza cero, que en Argentina se ha difundido para adelantar la siembra de soja de
segunda en el verano, mejora la eficiencia de uso del agua de los cultivos (Unger et al.
1991; Alvarez y Steinbach 2009). Durante 2010, el 78% de la superficie implantada con
girasol utilizo esta técnica (BCBA 2016). Sin embargo, los suelos en labranza cero se
calientan més lentamente durante la primavera y tardan en superar la temperatura basal
de 4°C (Villalobos y Ritchie 1992). En esas condiciones el crecimiento es lento, por lo
gue aumenta el riesgo de pérdida de plantas (Gonzalez Montaner y Di Napoli 2004;
Lange 2012). Es por ello que en labranza cero se recomienda atrasar la fecha de siembra
del girasol (Kozar et al. 2007; Sarkar et al. 2007), situacion que a veces limita el

potencial productivo de los cultivos. Resultaria de utilidad obtener genes que confieran



una alta tasa de crecimiento y desarrollo a bajas temperaturas en etapas tempranas del

cultivo para aprovechar todas las ventajas de esta técnica de siembra.

En otros casos, la produccion del girasol esta limitada por factores bidticos, como
enfermedades ocasionadas por hongos, bacterias y algunos virus. La cepa comun (C) del
Sunflower chlorotic mottle virus (SUCMoV), agente causal del moteado clorotico del
girasol, causa la virosis mas difundida en el pais. La infeccion de este virus disminuye
significativamente los parametros agronémicos (Lenardon et al. 2001). EI SuCMoV
constituye un problema fitosanitario emergente que merece el disefio de estrategias de

manejo en virtud de los potenciales riesgos para la produccion de girasol.

La principal finalidad del girasol y el valor del cultivo estan ligados a la produccion de
aceite de calidad, principalmente determinada por su composicion acidica. La
proporcion de los distintos acidos grasos influye sobre las propiedades fisicoquimicas
del aceite, determinando su aptitud para cada destino final (Kaya et al. 2012). El aceite
de girasol se utiliza principalmente para consumo humano directo (Seiler 2007).
Tradicionalmente el aceite de girasol ha sido considerado como un aceite polinsaturado,
debido a su alto contenido de acido linoleico (60-66%) (Fernandez Martinez et al. 2007;
Bervillé 2010).

La demanda industrial de aceites estables a altas temperaturas de coccion se orienta a
cultivares con alta proporcion de acidos grasos monoinsaturados, con alto contenido de
acido oleico, denominados "alto oleico” (Ingaramo y Feoli 2008). También una elevada
proporcion de acidos grasos saturados es deseable para la elaboracion de margarinas,
porque ello reduce el uso de hidrogenacion, proceso que genera variantes quimicas
trans (Jan y Seiler 2007), que son insalubres. Girasoles con mayor contenido de acido
saturados, disminuirian la necesidad de hidrogenacion. Entre los acidos saturados, el
acido estearico posee un efecto neutro sobre la formacién de colesterol maligno (FAO y
FINUT 2012).

En la segunda mitad del siglo pasado, dos especies anuales parientes del girasol se han
naturalizado en la region central de nuestro pais; Helianthus petiolaris Nutt. y H.
annuus L. (Poverene et al. 2002). Ambas especies son originarias de Estados Unidos de
América, donde se encuentran distribuidas en un amplio rango geografico (Seiler y
Rieseberg 1997).



El género Helianthus (familia Asteraceae) es muy diverso e incluye especies diploides,
tetraploides y hexaploides. La especie silvestre H. annuus es anual, diploide, con
ndmero cromosdmico basico x = 17. Esta especie es el antecesor silvestre del girasol,
domesticado hace 4000 afios en la parte central y este de Estados Unidos de América
(Heiser 1998; Burke et al. 2002; Seiler y Jan 2010).

Las poblaciones de H. annuus naturalizadas en Argentina son fenotipicamente similares
a la forma silvestre nativa de Estados Unidos de América, y presentan un alto grado de
variabilidad (Presotto 2007). Un estudio mediante 41 caracteristicas morfoldgicas, 4
fenoldgicas y 12 descriptores quimicos de las poblaciones naturalizadas en Argentina
reveld que estas muestran tres cuartos de la variabilidad presente en las poblaciones del
centro de origen. Adicionalmente se observaron nuevas combinaciones y rasgos
ausentes en las poblaciones de Estados Unidos de América estudiadas, como por
ejemplo la composicion lipidica y el extenso ciclo ontogénico de una poblacién

localizada en la provincia de Entre Rios (Presotto et al. 2009; Cantamutto et al. 2010 b,
C).

Las poblaciones de H. annuus ruderales de Argentina poseen una alta biodiversidad con
rasgos novedosos, probablemente desarrollados con la contribucién del flujo genético
entre esta especie, el girasol cultivado y/o la especie H. Petiolaris (Poverene et al.
2004). Ademas, probablemente durante la naturalizacion en nuestro pais, la especie
haya desarrollado mecanismos para sobreponerse a limitantes bioticas y abidticas
locales (Hierro et al. 2005). Algunos de estos atributos resultarian Gtiles para la mejora

del cultivo.

El complejo de especies silvestres ha demostrado ser un recurso genético atil para la
mejora del girasol. La diversidad genética de las especies silvestres podria incrementar
la heterosis para componentes del rendimiento, modificar la arquitectura de la planta,
incorporar tolerancia a factores abioticos (sequia, frio, salinidad) y resistencia a
enfermedades virdsicas (Jan y Seiler 2007), permitiendo que el cultivo se convierta y
permanezca viable econémicamente (Thompson et al. 1981). La especie H. annuus
constituye un recurso genético facilmente transferible al girasol (Burke et al. 2002).
Esta especie ha provisto genes de resistencia a enfermedades (Baez y Macola 1954; Putt
y Sackston 1957), a insectos (Rogers 1992) y tolerancia a herbicidas (Al Khatib et al.
1998). El germoplasma silvestre también representa un recurso potencialmente valioso

para mejorar la calidad de aceite en girasol (Seiler 2004, 2007).



En Argentina las poblaciones de H. annuus se ubican al oeste de la region pampeana,
entre 31,8° y 38,8° de latitud Sur y 60,68° y 65,48° de longitud Oeste. Las plantas crecen
en parches en hébitats disturbados por el hombre, como bordes de rutas y caminos
vecinales, zanjas, cercas y en los margenes de areas de cultivo en condiciones de secano
en la provincia de Buenos Aires, La Pampa y Coérdoba. En Mendoza se ubican en
parches distribuidas sobre las margenes de canales de irrigacion y en Entre Rios sobre el
rio Diamante (Poverene et al. 2002; Cantamutto et al. 2008 c). Algunas poblaciones de
esta especie silvestre coexisten con la especie H. petiolares y con el cultivo de girasol
(Figura 1) (Poverene et al. 2004). No existen barreras reproductivas entre H. annuus y el
cultivo de girasol (Snow et al. 1998; Burke et al. 2002; Ureta et al. 2008; Presotto et al.
2011). En cambio entre H. annuus silvestre y cultivado, y H. petiolaris el flujo génico
es menor, debido a cierta incompatibilidad a nivel meidtico, aunque la hibridacion es
posible (Heiser 1947; Rieseberg et al. 1999; Cantamutto et al. 2007 b; Gutierrez et al.
2010). En Argentina, en zonas donde estas especies son simpatricas se han observado
individuos con caracteristicas intermedias entre las especies, indicando hibridacion
(Poverene et al. 2009).

Las plantas de las poblaciones de H. annuus ruderales de Argentina (RUD) son
profusamente ramificada, poseen capitulos pequefios, de maduracién desuniforme,

frutos (cipselas) dehiscentes y un extenso periodo de floracién (Presotto et al. 2009).

Para el desarrollo de este trabajo fueron elegidas seis poblaciones RUD estables,
observadas durante cinco afios 0 mas en el mismo sitio geografico, y conformadas por
mas de 300 individuos. Las seis RUD elegidas se denominaron Adolfo Alsina, Carhué,
Colonia Bar6n, Diamante, Las Malvinas y Rio Cuarto, en funcion de su localizacion
geografica (Tabla 1). En conjunto, representan la variabilidad observada en las

poblaciones de H. annuus naturalizadas en Argentina (Cantamutto et al. 2010 b).



Figura I: Ubicacion de las poblaciones naturalizadas de H. annuus y H. petiolaris en
relacion con el area de produccion de girasol en territorio argentino. Cada simbolo
representa un departamento provincial donde la especie se encuentra presente. Origen:
a: Poverene et al. 2002; b: MINAGRI 2016.
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Las poblaciones se localizan en tres regiones ecoldgicas de Argentina, denominadas
Pampa, Espinal y Monte de Llanuras y Mesetas segin Burkart et al. (1999) (Tabla I).
La region Pampa, se encuentra en el centro del pais lindante al este con el océano
Atlantico, es una llanura dominada por gramineas. El clima es templado humedo a
subhimedo hacia el oeste. La region Espinal, linda con el oeste de la region Pampa, es
una llanura levemente ondulada, dominada por pastos, arboles y arbustos xéricos. El
clima es calido y himedo al norte y templado y seco con marcados déficits hidricos
hacia el oeste y sur. En las regiones Pampa y Espinal predominan los suelos de orden
principal Molisol. La region Monte de Llanuras y Mesetas linda al este con el centro y
sur de la region Espinal y al oeste con la cordillera de Los Andes. El clima es templado-
arido con escasas precipitaciones. La vegetacion es pobre predominando arbustos bajos
X€ricos y cactaceas. Los suelos que predominan pertenecen al orden principal Entisoles
(Burkart et al. 1999; Naumann y Madariaga 2003). Desde el este de la region Pampa las
precipitaciones decrecen desde més de 1000 mm a menos de 400 mm al oeste de la
region Monte (SMN 2016).
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Tabla 1: Acronimo, localizacion geografica, region ecoldgica y tamafio de las

poblaciones de H. annuus utilizadas en el presente trabajo.

Localizacion

Poblacion Acronimo Provincia geogréfica’ e gfgé?gaz po-lt-()Z%gri}n;]oaIS
Latitud Longitud '
Adolfo Alsina AAL Buenos Aires  37°16°  62° 60 Espinal >3000
Carhué CAR Buenos Aires  36° 16"  62°56° Pampa >300
Colonia Baron BAR La Pampa 36°11° 63°54 Pampa >3000
Diamante DIA Entre Rios 32°04"  60°39 Espinal >3000
Las Malvinas LMA Mendoza 34° 47 68°15 Monte >300
Rio Cuarto RIV Cordoba 33°10° 64°20° Espinal >3000

! Presotto 2007. 2 Burkart et al. 1999. ® Cantamutto 2008 a.

Las poblaciones ruderales Adolfo Alsina, Carhué y Colonia Baron se localizan en el
limite entre la region Espinal y Pampa. Adolfo Alsina se encuentra emplazada en la ruta
provincial 60 en cercanias de Colonia San Miguel, en el partido de Adolfo Alsina al sur
de la provincia de Buenos Aires (Poverene et al. 2002). Es una poblacion densa, la
componen mas de 3000 individuos (Cantamutto 2008 a; Tabla I). Bajo condiciones
Optimas, las plantas tienen una altura de 2,3 m y el ciclo ontogénico tiene una duracién
de 150 dias, con 55 dias de floracion. Esta poblacion presenta numerosos signos de
introgresion con girasol cultivado, como presencia de un capitulo de mayor tamafio en
el véastago principal, capitulos secundarios grandes y filarias anchas (Presotto 2007).
Los datos climaticos disponibles de la ciudad mas préxima a la poblacion indican una
temperatura media del mes mas frio, julio, de 7,2°C y del mes més célido, enero, de
23,7°C, con una precipitacion anual de 630 mm, las precipitaciones del trimestre mas
calido no superan los 250 mm (de Fina 1992). Los suelos que predominan en la zona
son una asociacién de Argiudol tipico, franco fino, somero con Haplustol éntico,
somero. La escasa profundidad por presencia de tosca es la principal limitante junto con
la baja retencion hidrica del suelo (Visor GeoINTA 2016; Tabla I1).



11

Carhué se encuentra en cercanias de la localidad que lleva este nombre en la provincia
de Buenos Aires, sobre la banquina de caminos vecinales. Es una poblacién no muy
extensa (Cantamutto 2008 a; Tabla I). Bajo condiciones Optimas, las plantas tienen una
altura de 2,4 m y el ciclo ontogénico tiene una duracion de 140 dias, con 50 dias de
floracién (Presotto 2007). Los datos climaticos disponibles de la ciudad mas proxima a
la poblacion indican una temperatura media del mes mas frio, julio, de 7,2 °C y del mes
méas calido, enero, de 23,8°C, con una precipitacion anual de 632 mm; las
precipitaciones del trimestre mas calido no superan los 250 mm (de Fina 1992). Los
suelos que predominan en la zona son una asociacion de Apludol éntico y tipico, de
textura franco arenosa (Visor GeoINTA 2016; Tabla II).

Colonia Baron se ubica al norte de la provincia de La Pampa en las proximidades de la
localidad de Colonia Bardn. Es una poblacién numerosa, compuesta por méas de 3000
individuos (Tabla 1). Bajo condiciones Optimas las plantas tienen una altura cercana a
dos metros y hojas pequefias. El ciclo ontogénico tiene una duracion de 147 dias,
aunque su periodo de floracion es relativamente extenso, 50 dias (Presotto 2007). Esta
poblacién convive con una poblacion de H. petiolaris y parece haber intenso flujo
genético entre ambas, ya que se pueden observar plantas de tipo intermedio en el lugar
(Cantamutto et al. 2007 b). Los datos climéticos de la localidad méas proxima a la
poblacion Colonia Baron refieren que la temperatura media del mes maés frio, julio, es
de 7,6°C y del mes mas célido, enero, de 24,1°C; la precipitacion anual es de 574 mm,
menos de 200 mm precipitan durante la estacion estival (de Fina 1992). En la zona
predominan suelos de textura franco arenosa clasificados como Haplustoles énticos,
cuya principal limitante es la moderada profundidad y retencion hidrica (Visor
GeoINTA 2016; Tabla I).

Las poblaciones ruderales Diamante y Rio Cuarto se ubican en la regién ecoldgica del
Espinal. Diamante estd emplazada en la barranca del rio Diamante en la provincia de
Entre Rios. Es una poblacion extensa con méas de 3000 individuos (Tabla I). Las plantas
son de porte arbustivo, con numerosas ramas que sobrepasan la altura del vastago
principal. Sin limitantes ambientales, la altura es menor a dos metros y puede llegar a
producir mas de 100 capitulos por planta. Se destaca por presentar un ciclo ontogénico
inusualmente largo, de 200 dias, de los cuales la floracion comprende aproximadamente
110 dias (Presotto 2007). Adicionalmente, la composicion lipidica del aceite de sus

semillas tiene alto contenido de &cidos saturados, principalmente de acido estedrico mas
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acido palmitico (Cantamutto et al. 2008 a). Los registros meteorolégicos de la localidad
mas proxima a la poblacion, indican que la temperatura media del mes mas frio es de
11,2°C y del mes mas célido es de 24,8°C. Las precipitaciones son abundantes, cercanas
a 1000 mm anuales, precipitando cerca de un tercio durante la estacion estival (de Fina
1992). Esta poblacién yace sobre suelos franco limosos de escaso drenaje,

caracterizados como Argiudoles acuicos (Visor GeoINTA 2016; Tabla I1).

La poblacion ruderal Rio Cuarto se ubica al sur de la provincia de Cordoba en cercanias
de la ciudad de Rio Cuarto. Es una poblacion extensa, de mas de 3000 individuos (Tabla
I). Bajo condiciones Optimas las plantas son de gran porte, con una altura de casi tres
metros, numerosos capitulos, y su ciclo ontogénico tiene una duracion de 150 dias, con
un periodo de floracién de 40 dias (Presotto 2007). En el lugar de emplazamiento de la
poblacién, la temperatura media del mes mas frio es de 8,8°C y del mes maés calido es
de 23,5°C. La precipitacion anual es de 795 mm, con una participacion estival mayor a
300 mm (de Fina 1992). En la zona predominan los suelos de textura franca limosa,
caracterizados como Natracuoles y Natracualfes tipicos y Haplustoles énticos asociados
en complejos (Visor GeoINTA 2016; Tabla II).

La poblacién ruderal Las Malvinas se sitda en la ecoregion del Monte, al sur de la
localidad que lleva este nombre, en el centro de la provincia de Mendoza (Tabla I). Las
Malvinas es una poblacion no muy extensa. Sin limitantes ambientales, las plantas son
de gran porte, altura de 2,7 m, con numerosas hojas de gran tamafio. Tienen una
iniciacion floral tardia y un periodo de floracion corto, 30 dias. El ciclo ontogénico tiene
una duracion de 150 dias. Presenta signos de introgresion con girasol cultivado, plantas
con capitulo principal, filarias anchas y cipselas estriadas (Presotto 2007). Los datos del
clima de la ciudad méas proxima a la poblacién indican una temperatura del mes mas
frio, julio, de 7,0°C y del mes maés calido, enero, de 23,1°C. La precipitacion anual es de
238 mm (de Fina 1992). Predomina la asociacion entre suelos Aridisoles Paleortides
tipico y Entisoles terrifluventes tipicos, de textura superficial franco arenosa (Visor
GeoINTA 2016; Tabla I1).

En el Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur, a partir del 2005
comenzé a explorarse la tolerancia a baja temperatura durante la etapa de implantacién
del girasol en germoplasma argentino H. annuus. Se encontraron diferencias

significativas en el crecimiento y desarrollo de algunas RUD criadas en condiciones de
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5/15°C (noche/dia, fotoperiodo 12 h) durante la etapa de germinacion-V2 (Cantamutto
et al. 2007 a). Mediante seis ciclos de seleccion, multiplicacion y cruzamiento con
lineas puras, se han obtenido algunos genotipos segregantes promisorios para este

caracter.

En 2005, también comenzo la seleccion del germoplasma naturalizado de H. annuus por
resistencia a la cepa comun del SUCMoV (SuCMoV-C). Algunas poblaciones mostraron
plantas con ausencia de sintomatologia o sintomas muy atenuados cuando se realizé la
inoculacion mecanica del virus (Cantamutto et al. 2007 a). Cinco ciclos de seleccién de
plantas de comportamiento destacado, multiplicacion y cruzamientos con lineas puras,
culminaron con el desarrollo de un germoplasma con resistencia a SuCMoV-C,
denominado S10. A pesar de los cinco ciclos de seleccion, S10 presentaba falta de
fijacion del caracter de resistencia a SUCMoV-C. Ello se adjudicé a que la elevada
autoincompatibilidad impidio la autofecundacion, por lo que la seleccion y el avance
generacional se realiz6 mediante polinizacion controlada entre plantas hermanas
(Cantamutto et al. 2010 a).

En cuanto a composicion acidica, se hallo que la poblacion Diamante de la provincia de
Entre Rios poseyo un perfil acidico diferente a las restantes RUD, principalmente se
destacd por una alta proporcion de acido estearico y palmitico (Cantamutto et al. 2008
b). Se considerd que esta poblacion podria utilizarse para obtener rasgos novedosos de

calidad de aceite.
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Tabla 11: Descripcion del suelo y el clima del sitio geogréafico de procedencia de las cinco poblaciones ruderales de Helianthus annuus de

Argentina utilizadas en el presente trabajo. D.: diciembre. E.: enero. F.: febrero.

Datos del sitio

Suelo® Clima?
Poblacion Textura Altura Temperatura media (°C) Precipitacion media (mm)
Tipo de suelo superficial del Principales limitantes  sobre el
Afi ; Mes més célido Mes més frio . .
suelo edaficas nivel del S mas call SMAS IO | Aqual  Trimestre mas caluroso (D.,EyF)
mar (m) (enero) (julio)
Adolfo Alsina | Asociacion entre Haplustol Poca profundidad y baja
L. . L Franco S 114 23,7 7,2 630 207
(AAL) tipico y Hargiudol éntico retencion hidrica
Colonia Baron Franco Moderada profundidad
Haplustol éntico y moderada retencion 151 245 7,6 574 193
(BAR) arenoso o
hidrica
Carhué Asoma,cpn entr? !—|ap|udo| Franco Susceptlbllllfjad erosion 112 238 72 632 213
(CAR) éntico y tipico arenoso edlica
DIfDrTZr)]te Argiudol cuico Franco limoso Drenaje moderado 7 24,8 11,2 936 294
Las Malvinas Asociacion entre Aridisol Franco
Paleortides tipico y Entisoles Poca profundidad 1244 23,5 6,3 238 83
(LMA) . . arenoso
Terrifluventes tipicos
. Complejo de Natracuoles y .
. . Suelos alcalinos,
Rio Cuarto Natracualfes tipicos y Franco limoso ue _os_a Ca_”TOS 243 235 8,8 795 329
(RIV) - drenaje insuficiente
Haplustoles énticos

1 Visor GeoINTA (2016)

2 Datos climaticos disponibles (de Fina 1992) de la localidad mas cercana a la ubicacion geografica de las poblaciones RUD. Localidad més cercana de AAL, Tres Lagunas, de BAR, Colonia bardn, de DIA, Diamante,
de LMA, Las Malvinas y de RIV, Rio Cuarto.
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La finalidad de esta tesis fue la busqueda, caracterizacion y seleccion de material
genético que pueda ser utilizado como fuente de tolerancia, resistencia y donante de
rasgos de interés para ser incorporados en lineas avanzadas dentro de programas de

mejoramiento del girasol.

Por lo expuesto anteriormente se plantearon las siguientes hipdtesis especificas de

trabajo:

Hipotesis 1: Las poblaciones segregantes de girasol seleccionadas por mayor
desarrollo durante el periodo germinacion-V2 bajo temperatura suboptima (PSel)
poseen una mejora en la performance bajo esa condicidn limitante para el girasol,

respuesta asociada a la expresion de rasgos morfolégicos y/o fisioldgicos especificos.

Hipotesis 2: Las poblaciones ruderales argentinas de H. annuus (RUD) poseen
resistencia a déficit hidrico desde la iniciacion de la etapa reproductiva y hasta la
madurez fisioldgica que les permite su supervivencia y reproduccion bajo estrés
hidrico; respuesta asociada a rasgos morfoldgicos y/o fisioldgicos distintivos que le

otorgan capacidad para resistir a esta condicion estresante.

Hipdtesis 3: Como la baja frecuencia de individuos resistentes a SUCMoV-C del
material segregante S10 se debe a su bajo nivel de homocigosis por su bajo nivel de
autofecundacion, el cruzamiento de S10 con lineas endocriadas y la seleccion
recurrente por resistencia a SUCMoV-C utilizando autofecundacion aumentara la
frecuencia de individuos resistentes a SUCMoV-C en generaciones avanzadas del

compuesto genético.

Hipotesis 4: Las particularidades del perfil acidico de DIA son debidas a la expresion
genética y se expresardn en la descendencia de sus cruzas controladas con lineas

endocriadas.

Hipdtesis 5: Los stocks genéticos de H. annuus con atributos de interés para la
mejora del girasol generados durante el desarrollo de la tesis presentan caracteristicas
fenotipicas particulares que los distingue, ademas del rasgo principal por el cual

fueron seleccionados.
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En consecuencia, los objetivos especificos fueron:

Objetivo 1: Evaluar el crecimiento y desarrollo de las PSel bajo temperatura
subdptima durante las etapas de germinacion-V2, e identificar atributos morfol6gicos

y/o fisiologicos vinculados con la tolerancia a esa condicidn estresante.

Obijetivo 2: Explorar la performance de las RUD, mediante la caracterizacion de su
desarrollo y produccién en condiciones limitantes de abastecimiento hidrico desde
la iniciacion de la etapa reproductiva y hasta madurez fisiologica con el fin de
determinar su capacidad para resistir condiciones de déficit hidrico; e identificar,
rasgos morfoldgicos y/o fisioldgicos ligados a resistencia a déficit hidrico durante

la etapa reproductiva.

Objetivo 3: Obtener un stock genético con alta frecuencia de individuos con
resistencia a SUCMoV-C mediante seleccion recurrente de plantas resistentes en
ciclos sucesivos de autofecundacion de plantas inoculadas, en generaciones
posteriores al cruzamiento entre plantas resistentes del material segregante S10 y

una linea endocriada.

Obijetivo 4: Evaluar la composicion de acido palmitico, estearico, oleico y linoleico

del aceite de granos de la progenie de cruzamientos entre DIA y lineas endocriadas.

Objetivo 5: Descripcion fenotipica de los stocks genéticos de H. annuus con atributos
de interés para la mejora del girasol generados durante el desarrollo de la tesis.
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CAPITULO 1:

CONFORMACION DE UN STOCK GENETICO
CON TOLERANCIA A TEMPERATURA
SUBOPTIMA DURANTE EL PERIODO DE
IMPLANTACION DEL GIRASOL
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INTRODUCCION

Historicamente, la principal provincia productora de girasol ha sido Buenos Aires, con
una contribucion cercana al 60% del total nacional. Aunque esta posicion relativa se
mantiene, en los Gltimos 13 afios se operd una migracion de la siembra de girasol hacia
zonas marginales. La region Triguera Il Sur disminuyo la participacion relativa un 30%,
mientras que la region IV y V Sur aumentaron el aporte en superficie cultivada en més
del 10%. En la ultima década la provincia de Cordoba disminuyd la superficie cultivada
con girasol, mientras que en Chaco y La Pampa oper6 un proceso inverso (MINAGRI
2016).

El girasol aventaja agrondmicamente a la soja en zonas marginales del oeste de la
region pampeana y al &rea chaquefia. Alli el rendimiento de la soja es muy variable,
pues la humedad suele encontrarse en capas profundas del suelo, a las que el girasol
accede debido al sistema radicular mas desarrollado. El girasol también se ha
consolidado en el sudeste de Buenos Aires, donde la temperatura, influida por la
proximidad del océano, suele ser muy baja para el crecimiento de la soja (Diaz Zorita et
al. 2003).

Actualmente, el 70% de la siembra de girasol se realiza con la técnica de labranza cero.
Las ventajas de esta técnica son la disminucion de la erosion hidrica y edlica, vy el
mejoramiento de la eficiencia de uso del agua (Gonzélez Montaner et al. 2010; Aapresid
2016). Sin embargo en siembras tempranas de primavera, los suelos en labranza cero se
calientan mas lentamente (Villalobos y Ritchie 1992). Por ello, cuando se emplea esta
técnica se recomienda atrasar la fecha de siembra del girasol (Cook et al. 2006; Sarkar
et al. 2007), aunque a veces ello limita el potencial productivo de los cultivos. También
se emplean semillas seleccionadas por vigor (Aguera et al. 1997; Fernandez y Re 2004),
con alta capacidad de enraizamiento (Seiler 1998). Algunas empresas aplican
tratamiento de semillas con productos quimicos que confieren proteccion a los
patogenos e insectos. Tambien se utiliza el priming, que aumenta el vigor de la semilla.
Estas técnicas conllevan mayores costos de produccion (Ashraf y Foolad 2005;
Bajehbaj 2010).

Durante la implantacion, el estrés por baja temperatura es uno de los estreses mas
frecuentes en siembras tempranas de girasol. Se aconseja realizar la siembra del cultivo

cuando la temperatura a 5 cm debajo de la superficie del suelo supera 10°C. Si ello no se


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S006521130588006X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S006521130588006X
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cumple, el vigor de las plantulas es menor, disminuye la eficiencia de implantacion y a

consecuencia de ello el rendimiento del cultivo (Diaz Zorita et al. 2003).

Iriarte (2001) recomienda la siembra de girasol en Tres Arroyos a partir de mediados de
octubre, cuando la temperatura del suelo alcanza 15°C. Cuando la siembra se realiza a
10°C, el crecimiento inicial es lento, por lo que aumentan las pérdidas de plantas
(Gonzélez Montaner y Di Napoli 2004). Murcia et al. (2006) determinaron que a 10°C
la germinacion de diez hibridos de girasol de Argentina se atrasé cuatro dias respecto a

lo observado a 25°C.

Cuando la temperatura del suelo es menor a 10°C se demora excesivamente la
emergencia y aumentan las pérdidas de plantas por patégenos o plagas (Raventos 1985;
Fonseca 1987; Barrosa et al. 2004). En el sudeste de la provincia de Buenos Aires,
algunas plagas emergentes como la babosa (Deroceras sp.) y el bicho bolita
(Armadillidium sp.) pueden reducir drasticamente la densidad de plantas durante la
implantacion y asi afectar el rinde (Gonzalez Montaner et al. 2010). Ello es mas critico
en el sistema de labranza cero ya que la germinacion y emergencia se desarrollan con

mayor presion de insectos del suelo (Pereyra et al. 2001).

La calidad fisiologica de las semillas determina la tasa de germinacién e influyen sobre
la implantacion del cultivo de girasol. En la conformacion de la calidad fisioldgica
participa la constitucion genética y el ambiente materno (condiciones nutricionales y
climaticas) experimentado durante el crecimiento y desarrollo de la semilla. Las
practicas de almacenamiento también afectan la calidad fisioldgica de la semilla
(Aguirrezabal et al. 1996; Balesevi¢ Tubi¢ et al. 2005; Mrdja et al. 2012).

La utilizacion de semillas con baja calidad fisioldgica desmejora la densidad y afecta la
uniformidad de la implantacion del girasol (Murcia et al. 2001). El tamafio, peso y
morfologia de la semilla pueden impactar sobre el establecimiento del cultivo bajo
condiciones de siembra adversas. EI empleo de semillas con alto peso seco unitario
produce plantulas méas grandes (Hocking y Steer 1989; Murcia et al. 2006). Cuando la
siembra posiciona la simiente a mas de 6 cm de profundidad, puede observarse que las
semillas de mayor peso muestran una mayor tasa de emergencia. Sin embargo, ello no
acontece en siembras superficiales (Radford 1977; Hocking y Steer 1989; Trapani et al.
2003).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0378429089900890
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0378429089900890
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0378429089900890
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El girasol puede presentar limitaciones para la germinacion impuesta por la dormicion
de las semillas (Pallavi et al. 2010). Se considera que se trata de dormicién primaria
(Baskin y Baskin 2004; Ruiz et al. 2013), que se observa hasta dos meses después de la
cosecha (Maiti et al. 2006; Pallavi et al. 2010; Bazin et al. 2011). Sin embargo, los
biotipos espontaneos de la especie pueden tener un periodo de dormicién de mayor
duracion (Presotto et al. 2014). El pericarpio y la cubierta seminal controlan la
dormicion del girasol domestico y del congénere silvestre, aunque también se ha
observado que existe control hormonal (Jan y Chandler 1985; Corbineau et al. 1990; Le
Page Degivry et al. 1990; Seiler 1998; Corbineau y Come 2003; Bodrone et al. 2012;
Presotto et al. 2014).

La eleccidon de la fecha de siembra se planifica apuntando a la coincidencia del periodo
critico del cultivo con buenas condiciones ambientales. La fecha de siembra determina
el rendimiento potencial del cultivo debido a que define el tamafio, funcionalidad y la
duracion de las estructuras que capturan los recursos del ambiente (Andrade y Cirilo
2000). Al oeste de la region pampeana, la probabilidad de que las precipitaciones
cubran los requerimientos del cultivo durante la etapa critica es mayor durante la
segunda quincena de diciembre. Para que ello ocurra debe utilizarse una fecha de
siembra temprana (Andrade y Sadras 2000; Quiroga et al. 2008). Se considera que
cuando la siembra de girasol se retrasa uno o dos meses luego de mediados de octubre,

el rendimiento disminuye mas del 20% (Andrade 1995).

Las plantas presentan un rango de temperaturas optimas en el cual la tasa de crecimiento
y desarrollo son méximas (Mahajan y Tuteja 2005). La temperatura ambiental
subdptima, en la cual la tasa de desarrollo llega a cero, se conoce como temperatura
base. La temperatura supradptima a partir de la cual se detiene el crecimiento se conoce

como temperatura maxima (Trudgill et al. 2005).

La temperatura a la cual se produce la muerte de la planta de girasol se encuentra entre
5°C y 6°C bajo cero. Los cultivos de maiz, arroz, tomate, que son mas sensibles,
mueren a 3°C bajo cero. Por esta razén al girasol se lo considera moderadamente
susceptible al dafio por bajas temperaturas (Snyder y de Melo Abreu 2005). Se ha
estimado que la temperatura base del girasol durante la etapa vegetativa es 4°C. Este
valor ha sido ampliamente empleado en modelos de simulacion de desarrollo de girasol
(Villalobos y Ritchie 1992).
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El perjuicio del frio sobre el metabolismo no solo se produce a temperaturas
congelantes (menores a 0°C). Temperaturas bajas por encima de 0°C (subdptimas para
el desarrollo de la especie) pueden dafiar las plantas (Levitt 1980). El dafio por frio
puede incluir una gran variedad de disfunciones en el metabolismo a nivel celular y de
organismo (Mahajan y Tuteja 2005), que implica modificaciones a nivel molecular,
bioquimico, fisiolégico, morfolégico y anatdbmico (Taiz y Zeiger 2010). Estas
modificaciones pueden involucrar diferentes tipos de dafios que dependen de la etapa
ontogeénica, la duracion, severidad y de la sensibilidad de la especie vegetal y de cada

genotipo en particular al estrés al cual se encuentra expuesto.

Las modificaciones en el metabolismo a nivel celular producido por temperaturas
debajo del 6ptimo incluyen dafio en las membranas celulares, como uno de los primeros
efectos que se observa en plantas sensibles (Heidarvand y Maali Amiri 2013), debido a
un cambio en la fluidez de las mismas, que modifica su normal funcionamiento
(Ruelland y Zachowski 2010). Sobre las membranas de los cloroplastos, implica
inhibicion en la transferencia de electrones y fotooxidacion de componentes del aparato
fotosintético, como clorofilas (Allen y Ort 2001), lo que disminuye la eficiencia
fotosintética (Venema et al. 1999, 2005; Hund et al. 2008). El sintoma visible es la
pérdida del color verde. Allinne et al. (2009) observaron en girasol desarrollado a
12,4°C que la eficiencia fotosintética y el verdor de las hojas era significativamente

menor que aquellos que eran cultivados a temperaturas mayores a 15°C.

Las alteraciones en las membranas celulares pueden detectarse a través del cambio en la
fuga de electrolitos desde las células (Uemura et al. 1995; Venema et al. 1999; Campos
et al. 2003). En girasol, el crecimiento a temperaturas menores a 15°C, aumentd hasta
20% la fuga de electrolitos (Allinne et al. 2009). Heidarvand y Maali Amiri (2013)
detectaron un aumento en la fuga de electrolitos de plantulas de garbanzo al inicio de la
exposicion al estrés producido por baja temperatura. También ello ha sido observado en

cultivares sensibles a estres por baja temperatura de café (Campos et al. 2003).

Las temperaturas subdptimas durante la germinacion y emergencia disminuyen las tasas
de estos procesos y puede causar degeneracion de apices y muerte de las plantas
(Ruelland y Collin 2012).
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La temperatura ambiental también afecta a etapas mas avanzadas del desarrollo. El
descenso de la temperatura ambiental puede afectar la tasa relativa de crecimiento aéreo
(8-83%), debido a que se reduce la tasa de desarrollo de primordios foliares (Andrade et
al. 2000) y de expansion del area foliar, lo que afecta el peso seco de las plantas
(Venema et al. 1999, 2005; Hund et al. 2008). En girasol, la disminucion del peso en
plantas juveniles y adultas fue de méas del 80% cuando fueron expuestas a temperaturas
menores a 15°C (Seiler 1998; Allinne et al. 2009). El desarrollo del &rea especifica
foliar (&rea foliar por unidad de peso) del girasol disminuyd significativamente bajo
temperatura suboptima (Allinne et al. 2009), lo que puede significar cambios
morfolégicos y fisiologicos, que determinen adaptacion a temperaturas suboptimas. En
maiz, las hojas que a temperatura subdptima presentaban menor &rea especifica,

presentaban mayor verdor y eficiencia fotosintética (Hund et al. 2005).

La temperatura también afecta el crecimiento de las raices. Se han observado
reducciones en la longitud de las raices entre, 36-92% (Hund et al. 2008), peso y tasa de
crecimiento radicular a temperatura subdptima. Durante el desarrollo inicial de la
plantula de girasol hasta el segundo par de hojas, el crecimiento de las raices estd muy
influenciado por la temperatura (Seiler 1998), luego el desarrollo principalmente se
encuentra ligado a la intercepcion luminica (Aguirrezdbal y Tardieu 1996). Seiler
(1998) determind que la temperatura Gptima de crecimiento se encuentra en el rango 25-

30°C, poco crecimiento ocurre a 10, 15y 40°C.

Las plantas que resisten temperaturas suboptimas tienen la capacidad de mantener su
metabolismo, obteniendo como resultado pequefias o nulas disminuciones en el
crecimiento y desarrollo respecto al potencial con temperatura éptima (Venema et al.
1999; Foolad y Lin 2001; Venema et al. 2005; Hund et al. 2008; Allinne et al. 2009;
Liu et al. 2013).

En sorgo, tomate y arroz se ha observado que la sensibilidad a la baja temperatura
durante la germinacion y crecimiento de la planta son independientes (Alegre De La
Soujeole y Miller 1984; Bertin et al. 1996; Foolad y Lin 2001). Ademas, Mock y
McNeill (1979) en maiz y, Foolad y Lin (2000) en tomate determinaron que la
resistencia a temperatura subdptima durante el crecimiento es independiente del vigor

de la planta.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22P.+Bertin%22
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Se considera que en girasol pueden existir caracteres heredables que confieren
capacidad para crecer y desarrollarse en condiciones de temperatura por debajo del
Optimo. En maiz, tomate y arroz se han seleccionado genotipos con mayor tolerancia a
temperaturas suboptimas, capaces de mantener un buen crecimiento, fotosintesis y
metabolismo celular bajo estrés térmico (Mock y McNeill 1979; Sthapit y Witcombe
1998; Foolad y Lin 2001; Pereira da Cruz et al. 2006). La resistencia a temperaturas
subdptimas depende de la accion conjunta de numerosos mecanismos, regida
principalmente por la herencia cuantitativa (Venema et al. 2005; Allinne et al. 2009).
Durante la germinacion y crecimiento de la plantula se ha observado que la
heredabilidad ronda entre 0,59-0,90 segun atributo y especie (Mock y McNeill 1979;
Sthapit y Witcombe 1998; Pereira da Cruz et al. 2006). En girasol, se ha determinado
herencia cuantitativa en la eficiencia fotosintética, el verdor de las hojas, el area
especifica y la fuga de electrolitos. Ademas, se observo que el area especifica y fuga de

electrolitos podrian estar asociados genéticamente (Allinne et al. 2009).

La performance durante la germinacion, emergencia y primeros estadios vegetativos de
una planta esta gobernada por la expresion del genotipo y de los efectos maternos que
afectan el desarrollo de la semilla. Estos efectos estan modulados por las condiciones
ambientales reinantes durante su formacién, principalmente disponibilidad de agua, luz,
nutrientes y sanidad (Wulff 1995).

En 2005, comenzé la exploracion del germoplasma de girasol ruderal argentino por
tolerancia a baja temperatura. En principio se encontraron diferencias significativas en
el crecimiento y desarrollo bajo condiciones de 5/15°C (noche/dia, fotoperiodo 12 h)
durante el desarrollo inicial de la planta (Cantamutto et al. 2007 a). Luego de la
seleccion de los mejores individuos ruderales y su multiplicacion, se realizé el
cruzamiento con lineas endocriadas. Al mismo tiempo se realiz6 la seleccion de los
individuos con mejor performance a temperatura subOptima durante la etapa
germinacion-V2 (Schneiter y Miller 1981). Después de seis ciclos de seleccion se

obtuvieron cinco poblaciones segregantes (PSel) promisorias para este caracter.
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En funcion de lo expuesto, se plantearon las siguientes hipotesis de trabajo y sus

objetivos:

Hipotesis 1: Las PSel generadas por seleccion muestran una mejora en la
performance bajo temperatura subdptima para el girasol durante el periodo

germinacion-V2.

Hipotesis 2: Las PSel expresan atributos especificos asociados al mayor desarrollo

durante el periodo germinacion-V2 bajo temperatura suboptima.

Objetivo 1: Evaluar el crecimiento y desarrollo de las PSel bajo temperatura

suboptima durante las etapas de germinacion-V2.

Objetivo 2: Identificar atributos fisioldgicos y/o morfolédgicos de las PSel vinculados
con la tolerancia a temperatura subOptima para el girasol durante las etapas de

germinacion-V2.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se evaluaron tres grupos de materiales vegetales de origen genético diferente. Un grupo
consistio de cinco poblaciones segregantes seleccionadas por mayor desarrollo a
temperatura suboptima durante germinacion-V2, generadas siguiendo el procedimiento
indicado en la Figura 1.1, denominadas poblaciones seleccionadas (PSel). Como
controles se utilizaron los otros dos grupos vegetales; uno constituido por cinco
poblaciones ruderales argentinas de H. annuus (RUD), y el otro por dos hibridos de
girasol (HIB) (Tabla 1.1).

Para la evaluacion, la semilla se gener6 en el mismo ambiente materno (Wulff 1995),
bajo polinizacion controlada durante la primavera-verano 2010/11 en el campo
experimental del Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur (CE-
UNS; S38° 41° 38> W 62° 14’ 53°°). La semilla se obtuvo en 3-5 capitulos de 20-30
plantas que fueron tapados en R4 con bolsas para exclusion de insectos y polinizados en

forma controlada.

La regeneracion de las PSel 6TF, 8TF y 10TF se realiz6 mediante autofecundacién. Las
poblaciones 9TF, 13TF y las RUD fueron regeneradas por cruzamientos entre
individuos hermanos, debido a que son autoincompatibles (Presotto 2004). La semilla
hibrida se obtuvo por polinizacion controlada de las lineas androestériles A10 y HA89
con las lineas restauradoras RHA432 y RHA274. La polinizacion controlada se realizd
cada dos o tres dias hasta que no se observaban mas pistilos fértiles. La cosecha y la

trilla de los capitulos se realizé luego de R9.
Condiciones experimentales
Experimento 1: Respuesta de la germinacion a la temperatura

Las semillas, almacenadas doce meses a temperatura ambiente, se lavaron con una
solucion de hipoclorito de sodio al 10% durante 20 segundos, y Se enjuagaron con agua
potable previamente hervida durante 10 minutos. Para inducir la germinacion de
semillas dormantes se realiz6 un pretratamiento de estratificacién a 4-5°C sobre papel
absorbente humedecido con agua destilada durante 7 dias (ISTA 2004). Luego de ello se

realizd un corte en la semilla en el extremo derecho opuesto a la radicula del embrién,
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que abarcO 1/8 de la superficie de la misma, para disminuir el efecto de dormicién
producido por el pericarpio y la cubierta seminal, principales responsables de la
inhibicion de la germinaciéon (Maiti et al. 2006; Brunick 2007; Vujakovi¢ et al. 2012;
Presotto et al. 2014; Szemruch et al. 2014). Esta practica se decidio después de verificar
en un ensayo preliminar, que la dormicién en las semillas de algunos de los materiales
vegetales superaba el 50% solo con el pretratamiento de estratificacion, datos no
exhibidos.

Para evaluar la respuesta de la germinacion a la temperatura, las semillas asi
acondicionadas se dispusieron sobre una placa de aluminio de un gradiente térmico
(Hernandez et al. 1995), modificada de acuerdo a lo descrito por Chatterton y Kadish
(1969). Las temperaturas de evaluacion, calibradas con un termémetro infrarrojo, fueron
5, 10, 15, 20 y 25°C. Las semillas se ubicaron en grupos de 8-12 sobre tres capas de
papel absorbente, que se humedecidé diariamente con agua destilada. Diariamente se
escrutd la germinacion. La semilla se consideraba germinada cuando la longitud de la
radicula alcanzaba por lo menos la mitad del largo del fruto. Al finalizar el ensayo, a los
15 dias, la viabilidad de las semillas no germinadas se determiné con la prueba de
tetrazolio (TTC) (ISTA 2004). El disefio experimental fue en blogues completos

aleatorizados con tres repeticiones.

A partir de los datos obtenidos se determiné la viabilidad y dormicion de las semillas de

cada material vegetal, que se calculd en funcion de la ecuacion 1y 2, respectivamente:
SV (%) = [(GA+VTTC)/TS]*100 [1]

Siendo SV: total semillas vivas; GA: germinacién total acumulada; VTTC: semillas no
germinadas pero viables, determinadas con TTC; TS: total semillas.

DOR (%)=[(VTTC)/TS]*100 [2]

Siendo DOR: semillas dormantes; VTTC: semillas no germinadas pero viables,

determinadas con TTC; TS: total semillas.
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La tasa de germinacion (TG) se calculd segun la ecuacion 3:
TG (dia™®) = 1/DG [3]

siendo DG: dias transcurridos desde la siembra hasta la germinacion, determinada

individualmente en cada semilla.
La germinacion total acumulada (GA) se estimo en funciédn de la ecuacion 4:
GA (%) = (GT/SV)*100 [4]

siendo GA: germinacién total acumulada; GT: total semillas germinadas al dia 15; SV:

total semillas vivas.

Se calcul6 el tiempo medio de germinacion (TMG) a 10 y 15°C (tiempo necesario para
que se produzca la germinacion del 50% de las semillas viables). EI TMG se calcul6
mediante la modelizacion de la respuesta de la germinacion a través del tiempo,
utilizando el paquete de datos Drc (Analysis of dose-response curve data) a través de la

funcién logistica de tres parametros (Knezevic et al. 2007), definida en la ecuacion 5:
TMG (dias) =d / (1 + exp(b(log X - log €))) [5]

Siendo e: dias desde la siembra en que se alcanza el 50% de la germinacion, (tiempo
medio de germinacion). d: es el limite superior (germinacién maxima). b: pendiente

relativa alrededor de e.

La temperatura base de germinacion (Tb) en cada grupo vegetal se determind mediante

regresion lineal entre la tasa diaria y la temperatura de germinacion.
Experimento 2: Desarrollo temprano bajo temperatura subdptima

Antes de la cria en una cdmara de crecimiento, cada semilla se pesé individualmente, y
se realizo el acondicionamiento descripto previamente (Experimento 1). La crianza se
realizd bajo dos regimenes térmicos. El régimen de temperatura suboptimo (Tso) con
alternancia térmica de 15/5°C, dia/oscuridad, fotoperiodo neutro, y el régimen de
temperatura 6ptimo (To), tratamiento control, con alternancia de 25/15°C dia/oscuridad,

fotoperiodo neutro.
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Las semillas preacondicionadas fueron colocadas sobre papel de filtro humedecido en
cajas de petri en la cdmara de crecimiento. Diariamente las semillas que elongaron la
radicula al menos la mitad del largo del fruto, se trasplantaron a bandejas multiceldas
(70 cc) rellenas con sustrato MULTIPRO® de Terrafertil, compuesto por turba de
musgo Sphagnum de fibra media y fina, vermiculita, cal calcita, cal dolomita, agentes
humectantes y fertilizante. Las semillas germinadas se dispusieron dentro del sustrato
con la radicula hacia abajo, dejando los cotiledones o el domo del pericarpio
inmediatamente debajo del mismo. Las bandejas multiceldas estaban sumergidas un

centimetro en agua potable para que las plantas estuviesen bien provistas de agua.

Grupos de 30 individuos fueron criados en la cdmara de crecimiento hasta cuatro
semanas después de la aparicion del primer par de hojas (largo foliar mayor a 3 mm en
las PSel y RUD, y mayor a 5 mm en los HIB.

Se contabiliz6 diariamente la emergencia (E), considerada como tal cuando el grado de
desarrollo era de 5 (cotiledones separados 45° uno del otro) seglin Tabla 1.2, 0 més; y la
fecha en que se observaba la aparicion del segundo par de hojas (2H) con un largo foliar
mayor a 2 0 5 mm segun grupo de pertenencia del material vegetal. A partir de estos
datos se calcularon los dias transcurridos desde la siembra hasta E (DS-E), desde E
hasta 2H (DE-2H) y desde la siembra hasta 2H (DS-2H).

El desarrollo individual (DES) se midi6 segun la escala de la Tabla 1.2, 15 dias después
de la E, y 15 dias después de que el 50% de las plantulas de cada material vegetal
alcanzaran la etapa E (DES-50E) y a la finalizacion del ensayo (DESF), cuatro semanas

después de observada la aparicion del primer par de hojas.

A partir de la aparicion del primer par de hojas, dos veces por semana durante cuatro
semanas se determiné la altura del véstago, altura del apice caulinar desde de la
superficie del sustrato, y el largo y ancho de una hoja del primer par. Se calculé el
crecimiento relativo promedio del vastago (CRV) y de la superficie foliar (CRF), segln
la ecuacion 6, y la superficie foliar (SUF) (con la férmula de un triangulo rectangulo).

CRV (cm cm™ dia®) o CRF (mm? mm™dia™) = [Y((Ai-Af)/D*Ai)]/8 [6]

Siendo Ai: superficie/altura inicial; Af: superficie/altura final; D: dias transcurridos

entre mediciones consecutivas.
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Al finalizar el ensayo, se determind la biomasa (BV) y longitud del vastago (LV), y la
biomasa (BR) y longitud del sistema radicular (LR) en 15 plantas elegidas al azar. Las
raices fueron separadas del vastago y luego del sustrato mediante un suave lavado
manual con agua. Las partes fueron secadas a estufa (65-70°C) hasta peso constante.
Con la informacion obtenida se calcul6 la biomasa total (BT) como la suma de la BV y
la BR, y la relacion BV/BR.

En otro grupo de 15 plantas se determind el verdor (VF) y el area especifica (AES) en
una hoja del primer par. EI VF se establecié con un SPAD-Minolta-502. EI AES
(ecuacion 7) se determiné en funcion de 2-5 discos de hoja de 0,39 cm? cortados con

sacabocado y pesados luego de dos dias de secado a estufa a 65-70°C.
AES (cm? gh)=(ntim. discos x 0,39 cm?)/peso seco de los discos [7]

En la otra hoja se determind la fuga relativa de electrolitos (REL). Para calcular la REL
(ecuacion 8), la hoja sin peciolo fue lavada tres veces y sumergida en agua destilada,
inmediatamente luego de haber sido escindida. Después de permanecer por 24 horas en
oscuridad a 4-5°C, se midi6 la conductividad eléctrica inicial (uS cm™) de la solucién.
Posteriormente el sistema fue colocado por dos horas a 90°C y se determind la
conductividad eléctrica final. En ambas ocasiones las mediciones se realizaron con la
solucién a temperatura ambiente. EI conductimetro utilizado fue ORION 5 STAR de
Thermo Electron Corporation.

REL (%) = (CEi/CEf)*100 8]

Siendo REL: fuga relativa de electrolitos; CEi: conductividad eléctrica inicial, CEf:

conductividad eléctrica final.
Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa InfoStat (actualizaciéon 2013) y la

plataforma estadistica R (version 3.0.2).

Mediante la representacion gréafica de los residuales en el QQ-plot, obtenidos al realizar
el analisis de la varianza (ANOVA), se determind la normalidad de los datos. Las
variables que no presentaban esta condicion fueron transformadas antes de su analisis.

La disimilitud de los materiales vegetales evaluados produjo que las varianzas fueran
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heterocedasticas, por ello el ANOVA se realizo con la aplicacion de Modelos Lineales
Mixtos de InfoStat, que implementa una interface amigable de la plataforma estadistica
R (Di Rienzo et al. 2012), que permitio tener en cuenta esta situacion. Las medias
fueron comparadas con el test LSD de Fisher. También se utilizé el test de Student para

comparar las respuestas entre regimenes térmicos.

Aquellas variables cuya falta de normalidad no se pudo corregir mediante la
transformacion de los datos fueron analizadas mediante la prueba no paramétrica
Kruskal Wallis.

El andlisis de componentes principales se realizd con el promedio de los datos
recopilados de los caracteres bioldgicos evaluados en cada material vegetal. Las
variables representadas fueron elegidas de manera que la varianza total reproducida

fuera maxima.
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Tabla 1.1: Caracteres fenotipicos y reproductivos del material vegetal evaluado.

Tipo de ramificacion: Véastago sin ramificacion (SR), con ramificacion basal (RB), con ramificacion apical (RA), con ramificacion total (RT). sib: fecundacion
fraternal. ®: autofecundacion.

. Altura . Modalidad de
. Biomasa Capitulo . . e .,
Material Origen aeoarafico v genético seminal? dela rincioal Capitulos Tipo de ramificacion polinizacion/
vegetal gen geog yo (mg) planta P (% )p planta™ (RS/RB/RA/RT, %) rasgos de interés
g (cm) agronémico
Poblaciones ruderales de H. anuus argentino

AAL Adolfo Alsina, Buenos Aires. 1,1 227* -- 124 (0/0/0/100)° sib

BAR Colonia Barén, La Pampa. 0,8 205* -- 122 (0/0/0/100)° sib

DIA Diamante, Entre Rios. 1,0 195 -- 105* (0/0/0/100)° sib

LMA as Malvinas, Mendoza. , - si
Las Malvinas, Mend 2,4 286" 1474 (0/0/0/100)° ib
RIV io Cuarto, Cérdoba. , - si
Rio C Cérdob 0,9 266* 102* (0/0/0/100)° ib
Poblaciones seleccionadas (Genealogia en Figura 1)
TF ,
6 6TF®)®)® 35 1042 100° 9? (0/12/50/38)? ®
TF ,

8 8TF®)®)® 37 1412 100° 182 (0/0/29/71) ? ®

9TF ((9TFsib)sib)sib 15 2142 1002 262 (0/0/29/71) siblsusceptibilidad a
micoplasma
10TF ((10TF®)®)® 2,6 115 100° 8’ (0/83/0/17)° ®
13TF ((13TFsib)sib)sib 1,6 201° 100° 497 (0/0/29/71)° sib
Hibridos de girasol
A0 (linea endocriada @, androesteril); RHA432
ALOXRHAA432 (&, restaurador de la fertilidad) S
HABIXRHA274 HAB89 (linea endocriada @, androesteril), RHA274 35 3 B 3 3

(&, restaurador de la fertilidad).

? Datos propios 2010/11.% Poverene et al. 2002. * Presotto 2007. ° Presotto 2004.
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Figura 1.1: Genealogia de las poblaciones segregantes seleccionadas por mayor desarrollo a temperatura subdptima durante germinacion-V2.
Estacion de crecimiento Recurso genético interviniente

2005/06
A09 Al0 HaaTF AALTF DIATF

2006/07

\ LT

.\‘ .~
s \ .,.": o

2007/08 7 :\, R | S

Derecha parental femenino, izquierda parental masculino.

HaaTF: individuos fenotipicamente similares al biotipo ruderal de H. annuus argentino, nacidos en el campo experimental del CE-UNS durante el inicio de la primavera
AALTF: individuos de la poblacion Adolfo Alsina seleccionados por tolerancia a temperatura sub6ptima durante germinacion-V2.

DIATF: individuos de la poblacion Diamante seleccionados por tolerancia a temperatura suboptima durante germinacion-V2.

A09 y A10: lineas puras desarrolladas por el INTA-Manfredi (Gonzéalez et al. 2014).

sib: fecundacion fraternal; ®: autofecundacion.

Los individuos parentales que dieron origen a las poblaciones segregantes que tuvieron el o los mismos recursos genéticos pueden no haber sido los mismos.
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Figura 1.1: Continuacion

2007/08

2008/09
6TF: ((AL0XDIATF)sib)sib

8TF: (((A0O9XAALTF)sib)x((A10XDIATF)x(HaaTF)sib))
9TF: ((AALTF)sibx(HaaTF)sib)sib
10TF: ((A10XAALTF)sib)x((A10XDIATF)x(HaaTF)sib)
13TF: ((HaaTF)sibx(AALTF)sib)sib i _
2009/2010

A

6TF® ; 8TF®; 9TFsib; 10TF®; 13TFsib

2010/2011
(6TF®)®: (8TF®)®; (9TFsib)sib; (10TF®)®; (13TFsib)sib

Conformacion genealdgica resumida del PSel

(6TF®)®)®; ((TF®)®)®; ((9TFsib)sib)sib; (10TF®)®)®; ((13TFsib)sib)sib
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Tabla 1.2: Escala utilizada para la evaluacion del crecimiento y desarrollo.

Valor Estado de desarrollo

1 Gancho hipocotiledonal afuera del sustrato, doblado

2 Cotileddn 50% afuera sustrato

3 Cotiledon 100% afuera sustrato

4 Cotiledones pegados

5 Cotiledones a 45° uno del otro

6 Cotiledones separados mas de 45° uno del otro

7 Cotiledones en un plano

8 Primer par de hojas verdaderas con largo menor al ancho de los
cotiledones

9 Primer par de hojas verdaderas con largo similar al ancho de los
cotiledones

10 Primer par de hojas verdaderas con largo mayor al ancho de los
cotiledones pero menor que el doble del ancho

11 Primer par de hojas verdaderas con largo mayor al doble del ancho de
los cotiledones

12 Segundo par de hojas verdaderas con largo menor al ancho de los
cotiledones

13 Segundo par de hojas verdaderas con largo similar al ancho de los
cotiledones

14 Segundo par de hojas verdaderas con largo mayor al ancho de los
cotiledones pero menor que el doble del ancho

15 Segundo par de hojas verdaderas con largo mayor al doble del ancho
de los cotiledones

16 Tercer par de hojas verdaderas con largo menor al ancho de los
cotiledones

17 Cuarto par de hojas verdaderas con largo menor al ancho de los
cotiledones

18 Quinto par de hojas verdaderas con largo menor al ancho de los

cotiledones
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RESULTADOS
Respuesta de la germinacion a la temperatura
Viabilidad y dormicién

La viabilidad de semilla alcanz6 un valor minimo de 80% en las RUD. En ellas y en la
seleccion 13TF se observaron semillas dormantes. Las restantes PSel y los cultivares

hibridos no presentaron esta condicion fisiolégica (Tabla 1.3).

Tabla 1.3: Viabilidad y dormicion (media, maximo y minimo) de semillas de
poblaciones seleccionadas (PSel), ruderales (RUD) y dos hibridos de girasol (HIB).

Porcentaje (%)
Material vegetal Viables Dormantes
Media (méx., min.) Media (méx., min.)

PSel

6TF 98 (100, 88) 0(0,0)
8TF 100 (100, 100) 0 (0, 0)
9TF 98 (100, 90) 0(0,0)
10TF 98 (100, 90) 0 (0, 0)
13TF 98 (100, 90) 5 (30, 0)
RUD 96 (100, 80) 8 (38, 0)
HIB 99 (100, 88) 0 (0, 0)

Germinacién

La germinacién total acumulada presentd diferencias altamente significativas, entre
material vegetal y temperaturas de germinacion (Tabla 1.4). No se encontrd interaccion
entre ambas fuentes de variacion. En general, la germinacion total fue maxima a 20°C y

25°C en todos los materiales vegetales evaluados (Tabla 1.5).

Las RUD RIV y LMA, el hibrido HA89xRH274 y la PSel 6TF presentaron una
reduccion significativa de la germinacion cuando la temperatura fue igual o menor a
10°C. Fueron los materiales vegetales con mayor sensibilidad a la disminucion de la
temperatura durante la germinacién. En cambio, la germinacién total de las PSel 8TF,
9TF y 13TF disminuy6 significativamente solo cuando la temperatura bajo a 5°C. En la
PSel 10TF, la germinacion total no fue afectada significativamente por la temperatura, y
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estuvo por encima del 80% a 5°C. A esta temperatura la germinacion total de 10TF
super0 a los HIB y a las RUD en méas de 30% (Tabla 1.5).

A 5°C (Figura 1.2) la PSel 8TF adelant6 la germinacién, mientras que la PSel 10TF
alcanzd el mayor valor de germinacion acumulada. A 20 y 25°C, estas dos PSel
mostraron una dinamica de germinacion no diferente a los HIB, diferenciandose de los
restantes materiales vegetales que retrasaron el inicio de la germinacion a ese rango de

temperatura.

La tasa diaria de germinacion (Figura 1.3) aumenté a medida que la temperatura de
germinacion se increment6. En su conjunto las PSel a 10°C mostraron mayor tasa de
germinacion que los HIB, mientras que no difirieron a 5 y 15°C. Por su parte las RUD
presentaron menor tasa de germinacion en todas las temperaturas evaluadas. A 20 y

25°C la tasa de germinacion de los HIB super6 a la de los restantes grupos vegetales.
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Figura 1.2: Dinamica de la germinacién de poblaciones seleccionadas (6 TF, 8TF, 9TF,

10TF y 13TF), ruderales (RUD) y dos hibridos de girasol (HIB), expuestos durante
quince dias a 5, 10, 15, 20 y 25°C.
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Tabla 1.4: Analisis de la varianza de la germinacion total acumulada a 5, 10, 15, 20 y 25°C, de poblaciones seleccionadas, ruderales y dos hibridos de

girasol.

Fuente de variacion CM F p-valor
Modelo 0,35 7,0 **
Material vegetal (MV) 0,30 5,5 **
Temperatura (T) 3,76 76,0 **
MV*T 0,05 1,0 ns
Bloque 0,53 10,8 **
Error 0,05

ANOVA: con datos transformados por arcosenoVp. P-valor: p<0,01 (**), p<0,05 (*), sin diferencias estadisticas p>0,05(ns)

Tabla 1.5: Efecto de la temperatura constante sobre la germinacion acumulada (media + error estandar) de las poblaciones seleccionadas, ruderales y

dos hibridos de girasol.

Germinacion total acumulada (%)

Temperatura
(°C) Poblaciones seleccionadas Poblaciones ruderales Hibridos de girasol
6TF 8TF 9TF 10TF 13TF AAL BAR DIA LMA RIV A10xRH432 HA89xRH274

5 61,0+£32b 600x152b 600+115b 833+120 20,7#65b 56,733 b 180+40b 10,0+100b 39,7+105c 37,8%132c 56,7+16,7b 36,7x176Db

10 76,7+145b 96,7+33a 96,3+3,7a 933+34 89,7+58a 96,7+33a 86,0+87a 63,0+163a 753+10,lb 71,7+213b  96,7+#58a  65,0x17,6b

15 100,0+0,0a 100,0+0,0a 92,7%7,3a 985%40 87,7+123a 100,0+0,0a 89,7+58a 853%147a 90,0+100ab 81,0%19,0ab 1000x00a 96,7 £3,3a

20 100,0+0,0a 100,0+0,0a 100,0+0,0a 100,0+0,0 1000+x0,0a 943+57a 857+98a 90,3+58a 93,3+6,7a 100,0+0,0a 100,0+0,0a 100,0+0,0a

25 100,0+0,0a 100,0+0,0a 100,0+0,0a 100,0+0,0 900+100a 96,3%37a 850%76a 87,7+123a 933#6,7a 87,7+123ab 1000+0,0a 100,0+0,0a
ANOVA ** ** * ns wx x* * *x *x wx wx wx

ANOVA: datos transformados por arcosenoVp. P-valor: p<0,01 (**), p<0,05 (*), sin diferencias estadisticas p>0,05(ns). Letras diferentes indican diferencias estadisticas, p<0,05 seg(in test LSD Fisher.
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Figura 1.3: Efecto de la temperatura sobre la tasa diaria de germinacion (TG) de las

poblaciones seleccionadas (PSel), ruderales (RUD) y los hibridos de girasol (HIB).

1,00 0,88a
[ G
0,69a
0751 B ro 0,65 b
[] s 0,69 b
- 0,53 b
g 04la 04la 0,56 b
< 0,501
< 0,32b
=
0,21a
i 0,17 b
0,25 0,18 b
0,10 a 0,08 bo 10 a IID
0,00 I.D '
5 10 15 20 25
Temperatura (°C)

ANOVA: se utiliz6 Modelos Lineales Mixtos,, se aplicd el modelo varldent para corregir la falta de homogeneidad de las varianzas
de los materiales vegetales. Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre materiales vegetales en cada temperatura, p<0,05
segun test LSD Fisher.

El ajuste por ecuacion logistica, que fue significativo (Tabla 1.6), mostrd que a 10°C la
PSel 8TF alcanz6 el 50% de la germinacion al menos un dia antes que los HIB. Las
PSel 9TF y 6TF también se adelantaron al menos un dia respecto a las RUD, mientras

que la selecta 8TF las super6 en dos dias (Tabla 1.7).

Al aumentar la temperatura a 15°C, todos los materiales vegetales evaluados
disminuyeron a la mitad el tiempo medio de germinacién con respecto a 10°C (Tabla
1.7). A esta temperatura, la PSel 8TF también adelanto el tiempo medio de germinacion
con respecto a los HIB, aunque sin diferencias estadisticas. En cambio en las restantes
PSel, el tiempo medio de germinacion fue igual o superior al de los HIB. Las
selecciones 8TF, 9TF y 10TF anticiparon significativamente su germinacion en relacion

a las RUD.
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Tabla 1.6: Parametros de la curva logistica de la dindmica de la germinacion de
poblaciones segregantes (PSel), ruderales (RUD) y los hibridos de girasol (HIB) a 10 y
15°C de temperatura.

Parametros de la curvay p-valor

Material vegetal 10°C 15°C
b d e b d E
PSel
6TF -4,8%  73,3%*% 44%*|-2,6%* 92,6%* 25*%*
8TF -5,1%*% 93,9** 3,5%*|-38** Q97 3** ] 5**
oTF -3,6%* 93,5** 4,4**|-27** 945*%* ] 9**
10TF -3,4** 93,9** 50%*|-3,1** 94,6%* 2,1**
13TF -5,8** 89,9** 5,8**|-6,0** 87,6** 2,9**
RUD S5,7F* T7,7%*% 5,6%% | -4,2%* 89,4*%* 2 8**
HIB -4,4** 81,3** 53**|-3,6** 96,1** 1,9**
ANOVA®-prueba de falta de ajuste
p-valor p-valor
Modelo 1,00 100

Pardmetros de la curva: e: tiempo medio de germinacion (dias), d: germinacién maxima, b: pendiente relativa alrededor de e. Test de
Student: p-valor: p<0,01(**) y p<0,05(*), sin diferencias estadisticas p>0,05(ns). YANOVA para probar el ajuste del modelo
logistico de tres parametros.
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Tabla 1.7: Tiempo medio de germinacién (TMG) a 10 y 15°C vy diferencial (A) de
poblaciones seleccionadas (PSel), ruderales (RUD) y dos hibridos de girasol (HIB) a
10°C y 15°C de temperatura.

Temperatura
PSel 10°C 15°C
TMG AHIB ARUD|TMG AHIB ARUD
Dias

6TF 44 -09ns -12**| 25 +0,6ns -0,3ns
8TF 35 -18* -21**| 15 -04ns -1,3**
9TF 44 -09* -12**| 19 00ns -09**
10TF 50 -03ns -06ns| 21 +0,2ns -0,7**
13TF 58 +05ns +0,2ns| 29 +1,0* +0,1ns

En cada temperatura se muestran diferencias entre las medias de las Psel y los HIB o las RUD segun test de Student para
p<0,01(**) y p<0,05(*), sin diferencias estadisticas p>0,05(ns).

La regresion lineal (Figura 1.4) entre la tasa de germinacion y la temperatura de
germinacion de los tres grupos vegetales mostré un R? superior a 0,75. La temperatura
base de las PSel fue de 2,3°C, mientras que la de los HIB y las RUD fue de 4,2°C y

3,3°C, respectivamente.
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Figura 1.4: Regresion lineal entre la tasa diaria (TG) y la temperatura de germinacion
(T), y Tb de a) poblaciones seleccionadas (PSel), b) poblaciones ruderales (RUD) y c)
los hibridos de girasol (HIB).
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Desarrollo temprano bajo temperatura suboptima

En el régimen To, la emergencia de los materiales vegetales se produjo dentro de los
primeros ocho dias desde la siembra, pero ese periodo se extendié a més de dos
semanas bajo la condicién Tso. El lapso desde la emergencia hasta la aparicion del
segundo par de hojas también se extendio al bajar la temperatura de crecimiento, al
igual que la duracién total del periodo siembra-aparicion del segundo par de hojas
(Tabla 1.8).

Bajo condiciones térmicas Optimas y suboOptimas, la duracion del periodo siembra-
emergencia de las PSel 6TF, 10TF y la RUD BAR fue similar al de los HIB cuya

emergencia fue la mas temprana en las dos condiciones térmicas (Tabla 1.8).

En la situacion térmica favorable, el periodo emergencia-aparicion del segundo par de
hojas de la PSel 8TF fue menor al de los HIB (Tabla 1.8). En esta condicion, las PSel
9TF, 10TF y la RUD LMA no difirieron del mejor hibrido. En el régimen Tso, la menor
duracién de este periodo, menor que la de los HIB, se observé en la PSel 10TF que no
difirio estadisticamente de las PSel 8TF, 9TF, 13TF, ni de las RUD DIA y LMA.

La duracion del periodo siembra-aparicion del segundo par de hojas en la condicién To
fue minima en el hibrido HA89xRH274, sin diferenciarse de la PSel 10TF (Tabla 1.8).
Bajo condiciones suboptimas, 10TF y los HIB fueron los materiales vegetales que
completaron esta atapa fenoldgica en el menor tiempo.

La temperatura afectd la tasa de desarrollo temprano de los materiales vegetales
evaluados (Tabla 1.9). Bajo Tso, el desarrollo de las PSel 8TF, 9TF, 10TF y 13TF,
medido 15 dias después de la emergencia, fue estadisticamente similar a las RUD, al
hibrido HA89xRH274, pero superé al hibrido A10xRH432. Bajo Tso, el desarrollo de
8TF, 9TF, 10TF y 13TF superé al de los hibridos 15 dias después del 50% de
emergencia. La diferencia en desarrollo radicé en la expansion foliar relativa al tamafio

de los cotiledones (Tabla 1.2) alcanzada por cada grupo.
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Tabla 1.8: Duracion (dias) de dos fases de desarrollo de las poblaciones seleccionadas,
ruderales e hibridos de girasol bajo régimen térmico 6ptimo (To) y suboptimo (Tso).
Periodo siembra emergencia (DS-E), emergencia-aparicion del segundo par de hojas
(DE-2H) y el total del periodo (DS-2H).

Duracion del periodo (dias)
Material vegetal DS-E DE-2H DS-2H
To Tso t To Tso t To Tso t
Poblaciones seleccionadas

6TF 6,0bc 19,7de ** 10,3bd 25,0ab ** 16,4cd 456ab **
8TF 6,5ab 209be ** 76f 215be ** 12,7f 442ab **
9TF 6,8ab 22,0ad ** 10,0be 20,1ce ** 17,1bd 429b **
10TF 6,2bc 20,7ce ** 93de 191e ** 156de 404c **
13TF 59bc 236ac ** 106b 21,3ce ** 16,8cd 44,7ab **
Poblaciones ruderales
AAL 79a 233ac ** 124a 243ab ** 20,7a 479a **
BAR 6,3ac 18,7de ** 136a 26,3a ** 20,7a 456ab **
DIA 78a 258a ** 106bc 19,1de ** 18,7ab 47,0a **
LMA 79a 243ab ** 96ce 19,3de ** 169bc 451ab **
RIV 70a 215bd ** 11,1b 222bc ** 183b 438b **

Hibridos de girasol
Al10xRH432 59c¢ 182e ** 10,5bc 21,7bd ** 16,4cd 39,6c **

HA89xRH274 57c¢ 178e ** 92e 220bd ** 150e 404c **
ANOVA *k *k *k *k *k *k

ANOVA: se utiliz6 Modelos Lineales Mixtos, se aplicé el modelo varldent para corregir la falta de homogeneidad de las varianzas
de los materiales vegetales. Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre filas en una misma columna, p<0,05 segln test
LSD Fisher. t: Prueba t para muestras independientes entre regimenes térmicos, p<0,01 (**), p<0,05 (*), p>0,05 (ns). Datos (x)
transformados por Ln(x).

Bajo Tso, el mayor desarrollo al final del ensayo se observo en la PSel 10TF, que no se
diferencio de la RUD DIA y del hibrido A10xRH432 pero si del resto de los materiales
evaluados (Tabla 1.9).

Bajo To, la PSel 8TF tuvo un desarrollo superior al del resto de los materiales, excepto
el hibrido HA89xRH274 que no se diferencio en el desarrollo al final del ensayo (Tabla
1.9).
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Tabla 1.9: Desarrollo y crecimiento alcanzado por las poblaciones seleccionadas,
ruderales y dos hibridos de girasol quince dias luego de la emergencia (DES), quince
dias después del 50% de emergencia de la poblacién (DES-50E) y al final del ensayo
(DESF) bajo régimen térmico optimo (To) y suboptimo (Tso).

DES DES-50E DESF
Tso t To Tso t To Tso t
Poblaciones seleccionadas

Material vegetal

6TF 119c 84cd ** 119d 83e ** 168bc 124cd **
8TF 1l46a 94ab ** 151a 103a ** 17,2a 13,1bd **
9TF 12,7bc 9,4ab ** 123bd 10,3a ** 16,8bc 13,1bd **
10TF 13,6ab 9,7ab ** 136b 9,7ac ** 17,0ab 145a **
13TF 115d 9,2ab ** 122bhd 98ab ** 16,6cd 13,0bd **
Poblaciones ruderales
AAL 119c¢ 89bc ** 11,7d 88ce ** 16,3d 12,3cd **
BAR 114d 8,7bd ** 12,4bd 88ce ** 16,4d 123d **
DIA 125b 9,6ab ** 120cd 9,2bc ** 16,7bc 13,6 ac **
LMA 130ab 10,1a ** 13,0bc 10,0a ** 16,5cd 13,1bd **
RIV 124bc 9,0bc ** 124bc 9,0bd ** 16,7bc 12,4cd **

Hibridos de girasol
Al0xRH432 125bc 82d ** 123cd 85de ** 16,8bc 13,7ab **

HA89xRH274 125bc 89bc ** 124cd 85de ** 17,2a 12,7bd **
Kruskal Wallis okl *x *k *k *k ok

Kruskal Wallis: P-valor: p<0,01 (**), p<0,05 (*), p>0,05 (ns). Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre filas para una
misma columna, p<0,05. t: Prueba t para muestras independientes entre regimenes térmicos, p<0,01 (**), p<0,05 (*), p>0,05 (ns).

En general, los HIB tuvieron mayor biomasa del vastago y radical que las RUD
independientemente de la temperatura. La biomasa de las PSel fue intermedia entre los
HIB y las RUD (Tabla 1.10).

El crecimiento con régimen Tso redujo significativamente la biomasa del vastago en
todos los materiales vegetales salvo en A10xRH432. Contrariamente, la biomasa radical
no fue afectada significativamente por la temperatura; con la excepcion de la PSel 9TF
cuya biomasa radical disminuy0 bajo el régimen Tso (Tabla 1.10).
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La relacion entre la biomasa del vastago y la radical (Tabla 1.10) fue mayor bajo el
régimen To; aunque en las PSel, con excepcion de 6TF, y en las RUD AAL y RIV la
disminucion de la biomasa del véstago en relacion a la biomasa radicular bajo Tso no

fue estadisticamente significativamente.

Cuando el crecimiento ocurrio bajo Tso, la longitud del véastago se redujo

significativamente en todos los materiales evaluados, en promedio 36,5% (Tabla 1.11).

El largo de la raiz fue mayor en las PSel e HIB que en las RUD bajo To. En cambio en
Tso, estas diferencias desaparecieron. Bajo esta condicion térmica, la raiz mantuvo su
longitud en las PSel 6TF, 10TF, 13TF, la RUD LMA y el hibrido HA89xRH274. En la
PSel 8TF, el largo de la raiz disminuy0 significativamente (3 cm), mientras que la PSel
9TF, las RUD AAL, BAR, DIA, RIV y el hibrido A10xRH432 mostraron un aumento

significativo en el largo de la raiz, igual o superior a dos cm (Tabla 1.11).
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Tabla 1.10: Biomasa (mg) del vastago (BV), radicular (BR) y relacion BV/BR de
plantas de girasol de poblaciones seleccionadas, ruderales y dos hibridos de girasol bajo
régimen térmico éptimo (To) y suboptimo (Tso).

Biomasa (mg)

Material vegetal BV BR BVIBR
To Tso t To Tso t To Tso t
Poblaciones seleccionadas
6TF 1005bc 609cd ** 189ab 178b ns 48d 34c **
8TF 1121b 70,8bc ** 199ab 149bc ns 53d 4,7ab ns
9TF 60,3ef 37,7e¢f ** 10,1de 7,1e * 6,0bd 54ab ns
10TF 70,8de 50,4de * 10,7ce 104d ns 6,6ad 4,8ab ns
13TF 782cd 479ef ** 144bc 11,0cd ns 54cd 4,3ab ns
Poblaciones ruderales

AAL 494fg 334fg * 8,8¢e 6,0e ns 56bd 55a ns
BAR 451¢ 27,79 ** 89e 84e ns 50d 33c **
DIA 546eg 279g ** 80e 6,5e ns 6,8c 43ac **
LMA 775cd 479ef ** 100e 105d ns 78a 4, 7ab **
RIV 4519 325fg * 72¢ 6,3e ns 60bd 51a ns

Hibridos de girasol
A10xRH432 93,7bc 83,1ab ns 132cd 175b ns 7,1ab 4,8ab **
HA89xRH274 159,1a 985a ** 240a 253a ns 66ac 39bc **
ANOVA ** ** ** ** ** **

ANOVA: se utilizo Modelos Lineales Mixtos y aplicé el modelo varldent para corregir la falta de homogeneidad de las varianzas de
los materiales vegetales. Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre filas en una misma columna, p<0,05 segun test LSD
Fisher. t: Prueba t para muestras independientes entre regimenes térmicos, p<0,01 (**), p<0,05 (*), p>0,05 (ns). Datos (x)
transformados por Ln(x).

En general, la superficie foliar disminuy6 cuando el desarrollo se produjo bajo Tso. Sin
embargo, esta reduccién no fue significativa en las PSel 9TF, 10TF, 13TF, las RUD
BAR, DIA, LMA, RIV y el hibrido A10xRH432 (Tabla 1.12).

En el ambiente Tso, el verdor foliar aumenté respecto al ambiente control. Este
incremento fue significativo en la PSel 6TF, 31,7%, las RUD AAL, BAR, DIA y RIV,
entre 7-22%, y los HIB, 13-27% (Tabla 1.12).

La reduccion de la temperatura de crecimiento disminuyo el area especifica foliar
17,5%, promedio de los tres grupos vegetales. En la PSel 13TF y el hibrido
A10xRH432 el detrimento del area especifica no fue significativo. La RUD RIV y los
HIB exhibieron valores altos de area especifica en el ambiente con régimen térmico
optimo y subdptimo. En cambio, las PSel 10TF y 6TF solo presentaron valores altos
bajo To (Tabla 1.12).



Tabla 1.11: Longitud (cm) del vastago (LV) y de la raiz (LR) de poblaciones

seleccionadas, ruderales e hibridos de girasol bajo régimen térmico 6ptimo (To) y

subdptimo (Tso).

49

Longitud (cm)

Material vegetal LV LR
To Tso t To Tso t
Poblaciones seleccionadas
6TF 16,0e 88e ** 16,1ab 16,3ab ns
8TF 19,2c¢ 11,6bc ** 17,1a 139bd *
9TF 153ef 124b ** 124ef 144d *
10TF 21,3b 11,4bc ** 145bd 13,2cd ns
13TF 16,0e 12,4b ** 148bd 16,2ab ns
Poblaciones ruderales
AAL 16,6de 11,8bc ** 11,1fg 135cd *
BAR 142f 97d ** 10,6g 13,1d **
DIA 143f 8,1e ** 134ce 169a **
LMA 18,1cd 128b ** 13,8ce 14,1bd ns
RIV 159ef 106 cd ** 11,1fg 14,4ab *
Hibridos de girasol
A10xRH432 26,7a 153a ** 132de 154ac *
HA89xRH274 21,6b 125b ** 151bc 16,1ab ns
ANOVA wx ol ol ol

ANOVA: se utilizo Modelos Lineales Mixtos y aplicé el modelo varldent para corregir la falta de homogeneidad de las varianzas de
los materiales vegetales. Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre filas en una misma columna, p<0,05 segun test LSD
Fisher. t: Prueba t para muestras independientes entre regimenes térmicos. P-valor: p<0,01 (**), p<0,05 (*), p>0,05 (ns). Datos (x)

transformados por \x.
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En promedio la fuga relativa de electrolitos, cuando el crecimiento de la planta se
produjo a To, fue de 27,9%. El crecimiento en frio redujo la fuga de electrolitos més de
cinco puntos porcentuales. En las PSel 8TF, 9TF, 13TF y la RUD AAL, la disminucion
observada no fue significativa. Bajo el ambiente Tso, la RUD DIA tuvo la menor fuga
de electrolitos, 13,8% (Tabla 1.12).

El crecimiento relativo foliar bajo el régimen To fue similar en todos los materiales
vegetales evaluados. Sin embargo a Tso, el hibrido HA89xRH274 tuvo el valor mas
alto, sin diferenciarse de la RUD LMA. Bajo Tso, las PSel 9TF, 10TF y la RUD DIA

disminuyeron el crecimiento relativo foliar (Tabla 1.13).

En To y Tso, la PSel 10TF, las RUD BAR, DIA y RIV tuvieron la velocidad de
crecimiento relativa del vastago mas alta. El hibrido HA89xRH274 también present6
alto crecimiento relativo del véastago, aunque solo bajo Tso. Todos los materiales
vegetales disminuyeron el crecimiento relativo del vastago bajo Tso, salvo la PSel 9TF
(Tabla 1.13).
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Tabla 1.12: Superficie (SUF), verdor (VF), area especifica (AES) y fuga relativa de electrolitos (REL) foliar de poblaciones seleccionadas,
ruderales y los hibridos de girasol bajo régimen térmico éptimo (To) y suboptimo (Tso).

SUF VF AES REL
Material vegetal (cm?) (unidades SPAD) (cm?/g) (%)
To Tso t To Tso t To Tso t To Tso t
Poblaciones seleccionadas
6TF 44b 26c ** 252e 33,2a ** 702,1ab 4752e ** 223cd 152d **
8TF 38b 22cd ** 295a 289eg ns 6369bc 5354d ** 21,3d 16,6ad ns
OTF 18ef 1,7eg ns 26,7cd 27,7gh ns 667,3bc 543,2cd ** 23,8bd 19,7ad ns
10TF 28c 2,0de ns 26,8cd 264h ns 687,6ac 573,2bd * 30,0a 19,7ad *
13TF 2,0de 19df ns 294a 28,6fg ns 6174c 566,5bd ns 22,1cd 21,3ab ns
Poblaciones ruderales
AAL 22d 18dg ** 270bd 29,1eg * 641,4bc 5615bd * 256ac 23,0a ns
BAR 16fg 159 ns 275bd 32,4ab ** 660,1bc 5258d ** 21,3d 159ad **
DIA 19de 16fg ns 252de 30,6cd ** 696,4bc 533,8d ** 23,0cd 13,8d **
LMA 28¢c 25c ns 28, 7ab 29,4df ns 666,4bc 562,2bd * 22,1cd 159ad **
RIV 149 15fg ns 244e 293bc ** 701,0ac 590,7ac * 255bd 159ad *

Hibridos de girasol
A10xRH432 28c 3,1b ns 26,7cd 30,4de ** 690,1ac 615,8ab ns 28,2ab 20,5ac *
HA89xRH274 76a 6,0a ** 252e 319bc ** 7899a 6484a ** 23,0cd 159bd **
ANOVA ** ** ** ** ** *

ANOVA: se utilizd6 Modelos Lineales Mixtos y aplicé el modelo varldent para corregir la falta de homogeneidad de las varianzas de los materiales vegetales. P-valor: p<0,01 (**), p<0,05 (*), sin diferencias
estadisticas p>0,05(ns). Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre filas en una misma columna, p<0,05 segun test LSD Fisher. t: Prueba t para muestras independientes entre regimenes térmicos. P-valor:
p<0,01 (**), p<0,05 (*), p>0,05 (ns). Se transformé la SUF por YSUF y REL por arcosenoV(REL/100).
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Tabla 1.13: Crecimiento relativo foliar y del vastago (media + error estandar) de poblaciones
seleccionadas, ruderales y dos hibridos de girasol bajo régimen térmico Optimo (To) y

suboptimo (Tso).

Crecimiento relativo

Material Vegetal (cszc(r)Tlml'?I;jia'l) (cmvcarit'?%?a'l)

To Tso t To Tso t
Poblaciones seleccionadas
6TF 0,29+0,04 0,23+0,01b ns 0,05+0,01 bc 0,04+0,01 bc **
8TF 0,25+0,03 0,19+0,01c ns 0,06£0,01b 0,04+0,01 bc **
9TF 0,38+£0,05 0,22+0,02bc * 0,05+0,01 bd 0,04+0,01 bc ns
10TF 0,42+0,06 0,21+0,01 bc ** 0,07+0,01a 0,06+0,01a **
13TF 0,24+0,03 0,24+0,02b ns 0,05+0,01cd 0,04+0,01c *
Poblaciones ruderales
AAL 0,28+0,04 0,25+0,02b ns 0,05+0,01 bc 0,04+0,01cd **
BAR 0,36+0,05 0,23+0,02bc ns 0,09+0,01a 0,05t0,01ab **
DIA 0,32+0,04 0,22+0,02bc * 0,08+0,01a 0,06£0,02ac **
LMA 0,29+£0,05 0,28+0,03ab ns 0,05+0,01d 0,03£0,01d **
RIV 0,27+0,04 0,24+0,01b ns 0,08+0,01a 0,05£0,01ab **
Hibridos de girasol

Al10xRH432  0,34+0,05 0,24+0,01b ns 0,05£0,01b 0,04+0,01 bc **
HA89xRH274  0,57+0,10 0,30+0,01a ns 0,06+0,01b 0,05+0,01ab *

ANOVA ns ol el el

ANOVA: se utilizd Modelos Lineales Mixtos y aplico el modelo varldent para corregir la falta de homogeneidad de las varianzas de los
materiales vegetales. P-valor: p<0,01 (**), p<0,05 (*), sin diferencias estadisticas p>0,05(ns). Letras diferentes indican diferencias
estadisticas entre filas en una misma columna, p<0,05 segun test LSD Fisher. t: Prueba t para muestras independientes entre regimenes
térmicos. P-valor: p<0,01 (**), p<0,05 (*), sin diferencias estadisticas p>0,05(ns). Datos (x) fueron transformados por Ln(x*100).
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La varianza explicada por las primeras dos componentes del analisis multivariado de
componentes principales fue de 72,8% (Figura 1.5). La primera componente fue
definida en sentido positivo principalmente por la duracion de la etapa siembra-
emergencia y siembra-aparicion del segundo par de hojas, y la presencia de dormicién
en las semillas; y en sentido negativo por la tasa de germinacion a 5°C y 10°C, la
germinacién acumulada a 5°C, la biomasa seminal y total de planta. La segunda
componente fue definida por el desarrollo inicial de la planta, y en sentido opuesto por
el verdor foliar y la duracion del periodo emergencia-aparicion del segundo par de

hojas.

Se observé que las PSel 8TF y 10TF bajo Tso presentaron valores relativamente
elevados de tasa de germinacién, germinacion acumulada, biomasa seminal y biomasa
total de la planta, similar a lo observado en los HIB. Las PSel se diferenciaron de los
HIB por presentar mayor desarrollo en el periodo emergencia aparicion del segundo par
de hojas. Por el contrario las RUD requirieron mayor tiempo para cumplir con las etapas
iniciales del desarrollo y presentaron mayor proporcion de semillas dormantes (Figura
1.5).
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Figura 1.5: Andlisis de componentes principales de poblaciones segregantes (6 TF, 8TF,
9TF, 10TF y 13TF), poblaciones ruderales (AAL, BAR, DIA, LMA y RIV) y dos
hibridos de girasol (A10xRH432 y HA89xRH274) evaluadas durante la germinacién y

el desarrollo de planta joven a temperaturas suboptimas.
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Variables vectores: dormicion (DOR), tasa de germinacion a 5 y 10°C (5-TG, 10-TG), germinacién acumulada 5°C
(5-GA), biomasa seminal (BS), biomasa total (BT), duracién (dias, D) del periodo siembra-emergencia (S-E),
emergencia-aparicion del segundo par de hojas (E-2H) y siembra- aparicion del segundo par de hojas (S-2H), grado
de desarrollo evaluado 15 dias después de la emergencia (DES), grado de desarrollo evaluado 15 dias después de
haberse producido el 50 % de la emergencia en cada material vegetal (DES-50E) y verdor foliar (VF).
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DISCUSION

La viabilidad de los materiales vegetales evaluados fue mayor al 95% (Tabla 1.3), valor
absoluto por encima del minimo de 85% de germinacion establecido por la legislacion
nacional para la comercializacion de semillas de girasol (SAGPYA 1993). Se considera
que viabilidad resulta un buen estimador de la capacidad potencial de germinacion de
semillas con dormicion (ISTA 2004), como las RUD y algunas PSel (Tabla 1.3).

Las RUD vy la seleccion 13TF presentaron semillas dormantes, a diferencia de las PSel
6TF, 8TF, 9TF y 10TF, y los hibridos, aun con la aplicacion de un pretratamiento de
estratificacion y la remocion mecanica de una parte de su pericarpio y cubierta seminal
(Tabla 1.3).

Las semillas de girasol poseen dormicidn; controlada por el embrion (Le Page Degivry
et al. 1990, Le Page Degivry y Garello 1992; Bianco et al. 1994; Rosell¢ et al. 2016), la
cubierta seminal y el pericarpio (Szemruch et al. 2014; Andrade et al. 2015). El grado
de participaciéon de cada una de estas estructuras seminales y el grado de dormicion
depende del genotipo (Maiti et al. 2006; Brunick et al. 2007; Vujakovi¢ et al. 2012;
Presotto et al. 2014) y de la interaccion de este con el ambiente durante el periodo de

desarrollo de la semilla en la planta madre (Mercer et al. 2006; Baskin y Baskin 2014).

En el girasol doméstico este estado es superado rapidamente, sin que sea necesario
ningln tratamiento, aproximadamente dos meses después de la cosecha (Pallavi et al.
2010; Maiti et al. 2006; Bazin et al. 2011). En cambio, los biotipos silvestres pueden
manifestar dormicion por periodos mucho mas prolongados (Snow et al. 1998; Seiler
1998; Presotto et al. 2014).

La dormicion de la semillas de la PSel 13TF probablemente haya sido heredada de los
parentales que conformaron su genealogia, constituidos por individuos de la RUD AAL
e individuos fenotipicamente similares al biotipo ruderal H. annuus nacidos durante el
inicio de la primavera en el CE-UNS (Figura 1.1). La PSel 9TF, con genealogia similar
a 13TF, no presentd semillas dormantes luego de la estratificacion y escarificacion
mecénica. Probablemente esta disimilitud entre estas PSel se debi6 a la variabilidad
genética en el caracter de dormicion que presentaban los individuos utilizados como
parentales de cada PSel. El caracter de dormicién en semillas de numerosas especies es

un rasgo heredable (Baskin y Baskin 2014). Esto mismo sugieren numerosos estudios
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entre girasol domestico y silvestre (Mercer et al. 2006; Weiss et al. 2013). Presotto et
al. (2014) estudiaron la dormicion de semillas de cinco poblaciones ruderales de H.
annuus utilizadas en este trabajo; dos de las cuales, AAL y DIA, intervinieron
directamente en la conformacion de las PSel. Ellos observaron variabilidad intra e inter
poblacional en el grado de dormicion de las semillas y en la importancia relativa del
pericarpio en la superacion de la misma. En las cinco poblaciones ruderales se
observaron semillas con y sin dormicion doce meses después de la madurez fisioldgica.
En algunas poblaciones las semillas dormantes superaban el 30% mientras que en otras
era minima, 3%. La escarificacion mecanica aumentd la germinacion mas de un 60%,
por encima de lo observado por aplicacion exdgena de giberelinas, un pretratamiento de
estratificacion a 5°C o la exposicion a la luz.; pero los aumentos en la germinacién

fueron entre el 30% y el 70% dependiendo de la poblacion ruderal evaluada.

El resto de las PSel sin semillas dormantes contaron con el aporte del germoplasma de
una linea endocriada, A09 o A10 (Gonzélez et al. 2014) (Figura 1.1). En las formas
modernas de girasol la menor dormicion esta asociada al proceso de domesticacion, que
favorecié a semillas de mayor tamafio, biomasa y al mismo tiempo menor dormicién
(Harlan 1975; Heiser 1978). Estd comprobado que la semilla de compuestos hibridos
entre biotipos silvestres y cultivados tiene menor grado de dormicion que su parental
silvestre (Mercer et al. 2006; Weiss et al. 2013; Presotto et al. 2014).

En la mayoria de las poblaciones la germinacion méaxima acumulada se observo a 20 y
25°C. Cuando la temperatura de germinacion descendidé por debajo de los 20°C, se
observo una disminucion creciente de la germinacion acumulada (Tabla 1.5). Hernandez
y Paoloni (1998), Khalifa et al. (2000) y Trapani et al. (2003) también observaron que
la temperatura 6ptima de germinacion del girasol se encuentra en el rango 20-25°C. La
germinacion acumulada a 5°C de las poblacion selecta 13TF asi como en las
poblaciones ruderales BAR, DIA, LMA, RIV y el hibrido HA89xRH274 disminuy6 por
debajo de 40%. La seleccion 10TF, que mantuvo la germinacion acumulada por encima
del 80% a 5°C, se destacé por su tolerancia a la germinacion a temperatura suboptima
(Tabla 1.5). Escasos son los hibridos de girasol que a temperaturas menores de 10°C la
germinacion maxima alcanza valores superiores al 50% (Hernandez y Paoloni 1998;

Khalifa et al. 2000) en quince dias.
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La tasa diaria de germinacion también se redujo en todos los materiales vegetales
cuando la temperatura se encontrd por debajo de 25°C (Figura 1.2). La tasa m&xima de
germinacion reportada para el girasol se encuentra entre 15-35°C (Hernandez y Paoloni
1998; Khalifa et al. 2000; Trapani et al. 2003; Gonzalez Belo et al. 2014). A
temperaturas suboptimas, una alta tasa de germinacion permite que la emergencia se
produzca rapidamente, disminuyendo la probabilidad de pérdida de plantas por insectos
y patdgenos del suelo, aumentando la uniformidad del cultivo (Raventos 1985; Fonseca
1987; Iriarte 2001; Pereyra et al. 2001; Diaz Zorita et al. 2003; Barrosa et al. 2004;
Gonzélez Montaner y Di Napoli 2004; Gonzalez Montaner et al. 2010). Las poblaciones
seleccionadas tuvieron mayor tasa de germinacion a 10°C que los hibridos (Figura 1.2).

Este rasgo proporcionaria una ventaja en siembras tempranas.

A 10°C, la seleccion 8TF se destacd por su menor tiempo medio de germinacion, 3,5
dias, adelantandose con respecto a los hibridos, 1,8 dias, y a las RUD, 2,1 dias; y a
15°C, 1,3 dias respecto a las RUD (Tabla 1.7). Murcia et al. (2006), determinaron un
periodo de 4,5-6,1 dias como el tiempo promedio requerido para la germinacion a 10°C
de diez cultivares de girasol producidos por empresas semilleras en la zona norte de la

provincia de Buenos Aires, Argentina; 1 dia méas que lo registrado en la seleccion 8TF.

A 5°C, la germinacion de la selecta 8TF también comenz6 répidamente (Figura 1.2),

aungue la germinacién acumulada fue menor a la obtenida por la seleccién 10TF.

Las selecciones 8TF y 10TF, se destacaron en la germinacion a temperatura subdptima,
por tener menor tiempo medio de germinacion o alcanzar el mayor valor de

germinacién acumulada, respectivamente, superando a los hibridos de girasol.

La temperatura base de germinacion observada en los tres grupos vegetales, entre 2,3°C
y 4,2°C, es menor a la observada por Connor y Hall (1997) o Trudgill et al. (2000). En
girasol, una temperatura base de 2,3°C como la observada en las PSel, o menor fue

reportada por Gonzélez Belo et al. (2014) en algunos cultivares.

La emergencia, que en el régimen To sucedio entre 5-8 dias desde la siembra, se retraso
12-15 dias bajo Tso (Tabla 1.8). Similar comportamiento ha sido observado en la
emergencia a campo del girasol. Cuando la temperatura es Optima, con adecuada
provision de agua la emergencia sucede entre 6-9 dias desde la siembra. A temperaturas

suboptimas la emergencia se demora, ya que en esta etapa la temperatura del suelo es el
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principal factor que determina la velocidad de los procesos bioldgicos. En siembras
tempranas se ha observado emergencia a 19-21 dias desde la siembra. Temperaturas del
suelo menores a 10°C, demoran excesivamente esta etapa y puede haber pérdidas de
plantas por patdgenos o plagas, disminuyendo el stand 6ptimo (Raventos 1985; Fonseca
1987; Barrosa et al. 2004). En el régimen térmico Tso, las selecciones 6TF, 8TF y 10TF
emergieron a los 20-21 dias desde la siembra, sin diferenciarse estadisticamente de los
hibridos (Tabla 1.8).

Bajo Tso, el desarrollo luego de la emergencia también se retrasd, demandando el doble
de tiempo para alcanzar la misma etapa fenologica que bajo To. EIl retraso en el
desarrollo a temperatura suboptima era esperable, ya que la tasa de aparicion y
expansion de hojas cuando no existen limitantes hidricas y nutricionales, esta
principalmente gobernada por la temperatura (Granier y Tardieu 1998; Andrade et al.
2000). Esta situacion sucede en siembras tempranas de girasol, cuando la temperatura
del suelo es inferior a 15°C (Pereyra et al. 2001). En este escenario, la emergencia y el
desarrollo de la planta se atrasa, alargando el periodo vegetativo. Ademas, en general el
area foliar final aumenta, en respuesta al aumento de la duracion del periodo de
expansion foliar (Rawson y Hindmarsh 1982). Ello puede aumentar el consumo de agua
en etapas criticas y asi perjudicar el rendimiento en estaciones secas (Andrade et al.
2000; Pereyra et al. 2001).

En el régimen térmico Tso, se destacé la seleccion 10TF que mostré mayor desarrollo
desde la emergencia que los cultivares hibridos, anticipando por lo menos dos dias la
aparicion del segundo par de hojas (Tabla 1.8). La seleccion 10TF también tuvo mayor
desarrollo de la planta que los hibridos bajo este régimen térmico (Tabla 1.9). Esta
seleccion mostrd la mayor tasa de desarrollo a temperatura subdptima, rasgo que podria
contribuir con el perfeccionamiento de lineas cultivadas para que el periodo vegetativo
no se distienda excesivamente en siembras con temperaturas del suelo y atmosféricas

inferiores a las Optimas.

Se remarca que la poblacion selecta 10TF, junto con 6TF y 8TF, resultaron de un
proceso de fuerte endocria durante tres generaciones (Figura 1.1), que en una especie
alégama como el girasol generalmente causa depresion por consanguinidad (Cubero
2003). En forma contrapuesta, los controles A10xRH432 y HA89xRH274 fueron

materiales genéticos promisorios, provenientes del cruzamiento de dos lineas
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endocriadas lo que generalmente causa heterosis (vigor hibrido) en especies aldgamas,

expresandose en el hibrido como un alto potencial genético (Acquaah 2012).

En general, el régimen Tso afecté més el crecimiento de la parte aérea que la radical de
las poblaciones seleccionadas (Tabla 1.10). Esta condicion fue reflejada en la relacion
biomasa del vastago/biomasa radical, que bajo Tso redujo su valor (Tabla 1.11). En
general, la temperatura 6ptima para el crecimiento radical resulta menor que la del
vastago, por lo que la disminucion de la temperatura de crecimiento afecta mas la parte
aérea que la radical. Durante la etapa vegetativa, cuando la temperatura de crecimiento
es Optima, la biomasa radicular resulta proporcionalmente minima respecto a la biomasa
aérea. Esta situacion fue la observada en el presente trabajo. Sin embargo, ello se
contrapone con Murcia et al. (2006) quienes observaron que a 10°C, el peso seco
radicular fue afectado mas que el del vastago en plantulas de girasol de diez dias.
Posiblemente ello se debid a que en esta etapa ontogénica el desarrollo ocurre casi con
exclusividad a expensas de las reservas de la semilla, que se encuentran alojadas en los
cotiledones, componentes de la parte aérea en esta especie de germinacion epigea
(Hanley et al. 2004). En plantulas de soja se observo que las poblaciones tolerantes a
temperaturas suboptimas poseian mayor desarrollo y peso fresco que las sensibles a baja
temperatura, aunque el peso seco no variaba entre las mismas, siendo similar al peso
seminal (Littlejohns y Tanner 1976). Las plantulas observadas por Murcia et al. (2006)
presentaron escaso desarrollo, y posiblemente la mayoria de las reservas todavia estaban
sin utilizar. Esta situacion podria explicar los resultados discordantes con el presente

trabajo.

Bajo el régimen térmico Tso se destaco la seleccion 10TF que se posiciond después del
hibrido con mejor performance, A10xRH432, que tuvo minima reduccion de la biomasa
del vastago, menor a 10%, y aumentd mas del 30% la biomasa radicular. Por el
contrario la seleccion 9TF fue la mas sensible ya que la reduccion de la biomasa del
vastago y radicular fue mayor al 27%.

En Tso, la superficie foliar de las selecciones 9TF, 10TF, 13TF no cambi6 al igual que
BAR, DIA, LMA, RIV y A10xRH432. En general el verdor de las hojas aumentd a Tso
(Tabla 1.12). En especies sensibles como el maiz y el tomate, cuando la temperatura de
crecimiento esta por debajo del dptimo se reduce el area y verdor foliar (Venema et al.
1999; Hund et al. 2008). Las poblaciones en que no hubo modificacion del area foliar y
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verdor o en todo caso este Ultimo aumento su valor, serian mas tolerantes a Tso. Ya que
el verdor de las hojas esta correlacionado con la cantidad de clorofila presente (Hall
2001). Si el verdor no disminuye, se considera que el dafio al aparato fotosintético es
pequefio o nulo. Hund et al. 2008, observaron que las lineas puras de maiz que
aumentaban el verdor foliar a 15/13°C, tenian la misma eficiencia fotosintética que a
17/13°C. Sin embargo en la presente experiencia no se observo que los materiales
vegetales que presentaron mayor verdor foliar en Tso mostraran mejoras en la tasa de

desarrollo y crecimiento.

El area especifica foliar de la PSel 13TF y del hibrido A10xRH432 no bajo en Tso
(Tabla 1.12). En maiz se observd que los genotipos con menor area especifica a
temperatura subOptima, tenian mayor verdor y eficiencia fotosintética, por lo que fueron
considerados mas tolerantes a esa condicion (Hund et al. 2005). La disminucion del
area especifica estd asociada con una variacion en la densidad de la hoja, que
principalmente se debe a un aumento del grosor de las paredes celulares, numero de
células esclerenquimaticas y concentracion de metabolitos secundarios. El area
especifica foliar estd correlacionada con la tasa relativa de crecimiento. En general, las
especies gue presentan bajos valores de area especifica y baja tasa de crecimiento estan

adaptadas a ambientes desfavorables (Lambers et al. 2008).

El desarrollo inicial de las poblaciones seleccionadas y sus controles en Tso no produjo
dafio de las membranas celulares. Por el contrario, en esa condicion se observo menor
fuga de electrolitos, lo que podria evidenciar buena tolerancia general a la Tso (Tabla
1.12). Cuando los genotipos son sensibles, la exposicion a temperatura subdptima puede
aumentar notablemente la fuga relativa de electrolitos (Uemura et al. 1995; Venema et
al. 1999; Campos et al. 2003; Allinne et al. 2009).

Bajo el régimen Tso, el crecimiento relativo del vastago se redujo significativamente en
todos los materiales evaluados, salvo en la seleccion 9TF. Por su parte, el crecimiento
relativo foliar no tuvo la misma respuesta. Las selecciones 6TF, 8TF, 13TF asi como las
RUD AAL, BAR, LMA, RIV y los hibridos, no redujeron el crecimiento relativo foliar
con temperatura subdptima. Generalmente, en girasol la tasa de expansion foliar es
afectada por la temperatura de la hoja en crecimiento. Granier y Tardieu (1998)
observaron que cuando la temperatura foliar disminuia de 25°C a 14°C, la tasa de

expansion foliar declinaba marcadamente. También en especies mas sensibles como el
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maiz y el tomate, temperaturas menores a 10°C, reducen la tasa de expansion foliar
(Venema et al. 2005; Hund et al. 2008).

El biplot correspondiente al andlisis conjunto de todas las variables evaluadas (Figura
1.5) destaco a la seleccion 10TF por la mayor tasa de desarrollo, biomasa seminal y de
planta joven, aunque con verdor foliar comparativamente bajo. Ademas se caracterizd
por alta tasa y porcentaje de germinacion a temperatura subdptima y sin dormicion
residual luego de los pretratamientos aplicados a las semillas. Los rasgos medidos
posicionan a la poblacion selecta 10TF como un recurso fitogenético de interés para la
mejora del desempefio del girasol en siembras a temperaturas inferiores al rango

Optimo.

La mejor performance de las PSel 8TF y 10TF probablemente se deba a que contaron
con mayor diversidad genética durante la seleccion por mayor desarrollo en el periodo
fenoldgico germinacion-V2; que permitié obtener genotipos con la mejor combinacién
genética. A diferencia de las restantes PSel, 8TF y 10TF contaron con el aporte de la
variabilidad de todos los recursos silvestres utilizados como fuente de tolerancia,
DIATF, AALTF y HaaTF. Mientras que solo uno o dos de estos recursos genéticos
intervinieron en la formacion de las PSel 6TF, 9TF y 13TF (Figura 1.1). Uno de los
factores principales que determina el avance genético es la variacion genética total de la
poblacion en la cual la seleccion se halla conducida (Cubero 2003). Segin Acquaah
(2012) un paso crucial es encontrar la fuente del caracter buscado, y si es mas de una, la

combinacion de genes podria producir complementacién entre ellos.

Las Psel 8TF y 10TF fueron depositadas en el Banco Activo de Germoplasma del INTA
Manfredi registradas bajo la denominacion CGGI1355 y CGGI1356, respectivamente.
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CONCLUSIONES

A partir de las hipétesis y objetivos de trabajo planteados emergen las siguientes

conclusiones:

La seleccion aumento la performance a temperatura subdptima durante la etapa de

germinacion y desarrollo inicial de la planta solo en algunas de las PSel.

En el ensayo de respuesta de la germinacion a la temperatura se observo que la
seleccion produjo la disminucion de la temperatura basal del proceso de germinacion y
el aumento de la tasa de germinacion en las PSel con respecto a las poblaciones RUD e
HIB a 5 y 10°C. Entre las PSel, 8TF y 10TF tuvieron la mejor performance durante la
germinacion a temperaturas inferiores a 20°C. El atributo funcional de 10TF fue
mantener la germinacién acumulada por encima del 80% aln a 5°C, y el de 8TF, mayor

velocidad de germinacion que las RUD e HIB a 10 y 15°C.

Cuando se evaluo el desarrollo temprano de la planta bajo temperatura suboptima la
seleccion 10TF sobresalio por la mayor velocidad de desarrollo de la planta joven. En
esta PSel, contando desde la emergencia la aparicion del segundo par de hojas a
temperatura suboptima sucedié por lo menos dos dias antes que en los HIB vy el
desarrollo al final del ensayo fue mayor al hibrido HA89xRH274 y a la mayoria de las
RUD.
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CAPITULO 2:

RESPUESTA ANTE EL DEFICIT HIDRICO DE
POBLACIONES RUDERALES ARGENTINAS DE

Helianthus annuus
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INTRODUCCION

En el 86% de la superficie cultivada a nivel mundial se encuentra bajo el régimen de
secano. En estas condiciones, los cultivos suelen estar expuestos a situaciones de sequia,
que dependiendo de la severidad, duracién, especie y estado de desarrollo, pueden

reducir el rendimiento hasta 70% (Andrade y Sadras 2000; Manavalan y Nguyen 2012).

En Argentina, el estrés hidrico es la principal causa de la disminucion de la
productividad del girasol (Aguirrezabal 2003). Ello es frecuente en la region pampeana,
donde el cultivo esta expuesto a deficits hidricos estivales, de duracién e intensidad
variable (Andrade y Sadras 2000). La zona oeste de la region pampeana, la cual
comprende el este de la provincia de La Pampa, este de San Luis y el sur de Cérdoba, es
la més afectada por este fenémeno meteoroldgico (Funaro et al. 2008). Aln asi, el 23%
de la produccién nacional de girasol se cosecha en esta region, con un rendimiento
promedio cercano a los 1700 kg ha™ (MINAGRI 2016), menos del 50% del rendimiento

potencial del cultivo.

En general, el déficit hidrico para el cultivo de girasol comienza alrededor de los 50 dias
desde la siembra y aumenta a medida que avanza la temporada (Quiroga et al. 2008). Si
bien el girasol puede completar su ciclo con 550 mm de lluvia (Hall 2007), cuando
existe alta disponibilidad hidrica puede aumentar el consumo hasta alcanzar 10 mm dia™
(ASAGIR 2016). Ello se adjudica a que posee elevada superficie foliar, alta
conductividad hidrica y un sistema radical muy desarrollado, que explora horizontes
profundos del suelo (Aguirrezdbal 2003). Si consume tempranamente el agua
almacenada en el perfil del suelo y luego no llueve, el girasol puede entrar en estrés
terminal produciendo mermas del rendimiento. Si bien el déficit hidrico disminuye el
rendimiento en todas las etapas fenoldgicas, la floracion es la etapa méas sensible
(Goksoy et al. 2004).

Especialmente en tejidos no muy lignificados, el agua debe representar méas del 70% de
la composicion de la biomasa de los vegetales para que los procesos metabdlicos y
fisioldgicos no se vean afectados por deshidratacion. Ademas el agua es necesaria como

soporte y para mantener la turgencia de los 6rganos vegetales (Lambers et al. 2008).

En especies vegetales sensibles al estrés hidrico, la escases de agua disminuye el estado

hidrico, lo cual provoca alteraciones en los procesos fisioldgicos (Levitt 1980; Golberg
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et al. 2011). Ello se manifiesta a través de alteraciones en el crecimiento y el desarrollo
de la planta, que impactan negativamente sobre la produccién (Manavalan y Nguyen
2012).

El proceso maés sensible al deficit hidrico es el crecimiento celular de la parte aérea.
Frente a estrés hidrico, el crecimiento celular de la parte aérea se reduce antes que la
fotosintesis. El crecimiento radicular es menos sensible a los efectos adversos del estrés
por sequia. Si el estrés se prolonga por un periodo amplio de tiempo, la turgencia celular
disminuye gradualmente hasta llagar a la marchitez (Medrano y Flexas 2003 b; Golberg
et al. 2011; Manavalan y Nguyen 2012).

La fotosintesis se ve limitada cuando el estrés disminuye el intercambio gaseoso de la
planta con la atmosfera. Esto sucede cuando el poro estomatico se cierra para evitar la
pérdida de agua en condiciones de sequia. Cuando el estrés hidrico es severo, también
se observan disturbios metabolicos que afectan desde la captacion de la luz, por
disminucion del contenido de clorofilas y actividad de los fotosistemas, hasta la fijacion
de dioxido de carbono, por disminucion de la actividad enzimética (Levitt 1980;
Medrano y Flexas 2003 b).

La consecuencia final del déficit hidrico prolongado es la reduccion del tamafio de la
planta, del nimero de hojas, de la capacidad fotosintética y biomasa. Todo ello
repercute en una menor produccion (Golberg et al. 2011).

En girasol, el déficit hidrico puede impactar negativamente en todas las etapas de
desarrollo. El efecto sobre el rendimiento dependera de la o las etapas ontogénicas
afectadas, su duracion y severidad (Mehrpouyan et al. 2010; Goksoy et al. 2004). Antes
de la antesis el déficit hidrico puede reducir en forma importante la biomasa aérea. La
superficie foliar, la altura y diametro del tallo son afectados en mayor medida que el
namero de hojas (Manivannan et al. 2007; Pereyra Irujo et al. 2008; Dosio et al. 2011).
La regulacion del area foliar es un rasgo de resistencia a deficit hidrico que permite
administrar la pérdida de agua por traspiracion en relacion con la disponibilidad hidrica
(Connor y Sadras 1992). Sin embargo la reduccion de la superficie fotosintética puede
causar reduccion en el rendimiento (Aguirrezabal et al. 1996; Andrade y Sadras 2000).
En la etapa de formacion de la inflorescencia, la produccion de flores no se ve afectada

por déficit hidrico moderado de corta duracion (Dosio et al. 2011) pero si bajo déficit
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hidrico severo (Marc y Palmer 1976). EI nimero de primordios de flores generados
determina el numero potencial de frutos, factor asociado con el rendimiento
(Aguirrezabal et al. 1996). La etapa més sensible al déficit hidrico se observa alrededor
del periodo de floracion (Andrade et al. 1995; Goksoy et al. 2004). EI déficit hidrico en
la etapa de floracion y posfloracion reduce el diametro del capitulo, el nimero de frutos
cuajados por capitulo y el peso de los mismos (Alza y Fernandez Martinez 1997; Tahir
y Mehdi 2001; Nazariyana et al. 2009). Todo ello afecta negativamente el rendimiento
del cultivo (Andrade y Sadras 2000; Goksoy et al. 2004). Alza y Fernandez Martinez
(1997) observaron que los genotipos con mayor rendimiento bajo estrés por déficit
hidrico tuvieron mayor didmetro de tallo, nimero de semillas cuajadas por capitulo,

peso de las cipselas, diametro de capitulo y biomasa aérea producida.

El impacto de la sequia sobre el cultivo puede ser mitigado a través de practicas de
manejo que maximicen la captacion, acumulacion y disminuyan el consumo de agua del
perfil del suelo (rotacion de cultivos, mulchs que reducen la evaporacion, control de
malezas, ajuste del ciclo del cultivo a periodos de menor demanda hidrica) y/o mediante
la utilizacion de variedades resistentes (Andrade y Sadras 2000; Rauf 2008). Las
alternativas que no requieren suministro de nuevos inputs o infraestructura, tienen la
ventaja de no aumentar los costos de produccion. Este es el caso del desarrollo de
variedades resistente a sequia.

En un contexto agrondmico, se considera que la resistencia a la sequia es la capacidad
genética de un cultivo que, mediante la expresion de caracteres morfologicos y
fisiologicos (Medrano y Flexas 2003 b; Reigosa y Pedrol 2003; Yoo et al. 2009),
mantiene el rendimiento bajo condiciones de deficiencia hidrica (Andrade y Sadras
2000).

Las estrategias de las plantas para completar su ciclo de vida en ambientes con déficit
hidrico son tres; escape al estrés, evitar el estrés o tolerarlo. El escape consiste en evitar
el periodo estresante, ya que son plantas sensibles al déficit hidrico. Esta es una opcion
valida si el ciclo del cultivo se puede modificar (Medrano y Flexas 2003 b; Reigosa y
Pedrol 2003) vy el periodo con escases de agua no es de caracter erratico (Andrade y
Sadras 2000). La evitacién o la tolerancia implica actividad metabdlica especificamente

dirigida para mantener un contenido hidrico elevado, evitar la deshidratacion, "evitar el
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estrés”, o tolerar contenidos hidricos bajos, "tolerar el estrés”. Ambas estrategias

aumentan la resistencia al déficit hidrico (Medrano y Flexas 2003 b).

En la zona semiérida de la regién pampeana, el escape al déficit hidrico estival podria
lograrse con siembras tempranas y con el acortamiento del ciclo de cultivo. Estas
opciones tienen como desventajas que la emergencia e implantacion ocurre con
temperaturas suboptimas y que el acortamiento del ciclo de cultivo implica una caida en
el rendimiento potencial (Andrade y Sadras 2000).

La resistencia al déficit hidrico manteniendo el contenido hidrico celular, implica la
existencia de mecanismos que evitan la deshidratacion. Estos se pueden agrupar en los
que reducen el gasto de agua, y los que mantienen el abastecimiento de agua. En
general, las especies que evitan la deshidratacion combinan ambos mecanismos
(Medrano y Flexas 2003 b; Reigosa y Pedrol 2003). Una de las formas comunes de
medir el estado de hidratacion de los tejidos es mediante el contenido relativo de agua
(Blum 2011). Este indice es la expresion relativa de la cantidad de agua de un tejido
respecto de la cantidad méxima que puede contener.

La cantidad de agua utilizada por el cultivo se puede reducir disminuyendo la
transpiracion sin causar efectos adversos en la produccion. Esto es posible ya que la
asimilacién de didxido de carbono se satura antes que la transpiracion sea maxima (Yoo
et al. 2009). El crecimiento en condiciones de déficit hidrico con un uso conservador del
agua transpirada aumenta la eficiencia de uso, expresada como la cantidad de agua

transpirada por unidad de materia organica asimilada (Medrano y Flexas 2003 b).

La transpiracion puede disminuir mediante la reduccién del crecimiento de la parte
aérea. Ello implica menor desarrollo foliar, ya sea por reduccion en la tasa de aparicion
y/o en la tasa de expansion de las hojas. Esta capacidad de aclimatacion es usual en
especies silvestres y cultivadas (Medrano y Flexas 2003 b; Lambers et al. 2008; Blum
2011).

La disminucién de la densidad foliar de estomas, su tamafio, grado y control de su
apertura, también disminuyen la perdida de agua desde las hojas. Debe considerarse que
a través de los estomas, durante las horas de luz, se pierde el mayor volumen de agua

por traspiracion (70-95%) (Golberg et al. 2011; Manavalan y Nguyen 2012).
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La esclerofilia, aumento de espesor de la ldmina foliar, cuando estd acompafiada por una
reduccion en la superficie foliar, implica disminuir la relacion superficie/volumen. Esta
modificacion morfoldgica permite reducir la transpiracion en mayor medida que la
fotosintesis, ya que la transpiracion es funcion de la superficie foliar y la fotosintesis del
volumen. La esclerofilia se puede medir cuantificando la superficie foliar por biomasa
de tejido, lo que se denomina area especifica foliar. La disminucion del area especifica
foliar bajo déficit hidrico es una respuesta de aclimatacion a este ambiente (Lambers et
al. 2008), que podria aumentar la eficiencia de uso del agua en condiciones de déficit
hidrico (Medrano y Flexas 2003 b).

La transpiracion también puede reducirse aumentando la cantidad de pelos sobre la
superficie foliar. Los pelos aumentan la reflexion de los rayos solares que inciden sobre
la hoja, disminuyen la temperatura y la transpiracion. El incremento de la densidad de
pelos foliares aumenta el grosor de la capa limite, que también disminuye la
transpiracion (Medrano y Flexas 2003 b; Golberg et al. 2011; Manavalan y Nguyen
2012). Sin embargo, la importancia relativa de este rasgo bajo condiciones de cultivo

pareceria ser minima (Yoo et al. 2009).

El ajuste osmotico y el aumento de la extension del sistema radicular (Medrano y Flexas
2003 b; Lambers et al. 2008) son mecanismos que favorecen el abastecimiento de agua
desde el suelo. En condiciones de déficit hidrico, las plantas con estos rasgos siguen
absorbiendo agua, y tienen mayor tasa de transpiracion, fotosintesis y crecimiento que
aquellas que no los poseen (Blum 2011; Golberg et al. 2011). Una forma de identificar
estos genotipos es mediante la medicion de la temperatura foliar, ya que la transpiracion
reduce la temperatura de este 6rgano. Una temperatura foliar relativamente baja, bajo
condiciones de estrés hidrico, indica alta tasa de transpiracion y mejor condicién
hidrica. Se considera que ello permitiria mantener la fijacion de carbono atmosférico y

el crecimiento bajo estrés por déficit hidrico (Cossani et al. 2012; Blum 2016 b).

La capacidad de relocalizacion de fotoasimilados durante la etapa de llenado de granos
es considerada una caracteristica fisiologica asociada a tolerancia a la desecacion. En
varios cultivos de granos, las reservas se depositan en los tallos durante el crecimiento
vegetativo y pueden constituir una fuente muy importante de fotoasimilados para el
llenado de granos en situaciones de estrés. Esta caracteristica se observa cuando la

fotosintesis se inhibe y esta fuertemente ligada al rendimiento (Blum 2011).
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En ambientes donde el déficit hidrico persiste durante un periodo de tiempo prolongado
en la estacion de crecimiento, las estrategias de resistencia deben ser tendientes a
ahorrar el agua disponible (estrategia conservadora). Cuando el déficit hidrico es de
corta duracion, la mejor estrategia agrondmica es la que permite incrementar su
disponibilidad (estrategia productivista) (Medrano y Flexas 2003 b; Golberg et al.
2011).

El aumento de la resistencia al déficit hidrico en girasol depende de la obtencion de
germoplasma con constitucion genética diversa, que pueda aportar rasgos morfologicos

y fisioldgicos asociados a esta resistencia (Seiler y Jan 2010; Skorié¢ 2012 a).

Comparado con otros cultivos, el girasol es relativamente resistente al déficit hidrico.
Ello es debido a las caracteristicas particulares de sus érganos aéreos y radiculares
(Seiler y Jan 2010). Algunas de las caracteristicas observadas en variedades de girasol
con resistencia a estrés por deficit hidrico son: superficie foliar reducida y alta area
especifica foliar; el mantenimiento del indice de area foliar con el avance del grado de
estrés, la capacidad de realizar ajuste osmotico, sistema radicular con desarrollo
profundo y la capacidad de relocalizar reservas desde los tallos hacia las estructuras
reproductivas en crecimiento (Andrade y Sadras 2000; Rauf 2008; Skori¢ 2012 b).

Las poblaciones ruderales argentinas de Helianthus annuus podrian aportar nuevos
caracteres de resistencia a déficit hidrico ya que la mayoria de ellas se encuentran
naturalizadas en la ecoregion del espinal (Poverene et al. 2002; Cantamutto et al. 2008
a). Esa ecoregion presenta clima humedo a sub-humedo (Verbist et al. 2010) con
deficiencia hidrica en los meses de diciembre y enero que se acentla hacia el oeste de
esta region. Bajo esas condiciones las poblaciones podrian presentar resistencia estrés

por deficiencia hidrica durante la etapa reproductiva.

La deteccion y seleccion de individuos con caracteristicas particulares puede realizarse
a nivel esporofitico o a nivel gametofitico (Hormaza y Herrero 1996). En el
mejoramiento dirigido de especies domesticadas, la identificacion esporofitica de los
individuos resistentes ha sido la mas frecuentemente utilizada. Sin embargo, bajo
condiciones naturales pueden operar ambos tipos de seleccién (Hormaza y Herrero
1992).
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Existe una asociacion entre las respuestas gametofiticas y esporofiticas al estrés abiotico
o0 bidtico. La expresion genética de rasgos de resistencia a nivel celular sucede tanto en
la fase gametofitica como en la esporofitica. Se ha observado entre 60-80% de
expresion conjunta de enzimas, acidos nucléicos y otros compuestos. Por esta razén se
pueden considerar a los gametos masculinos como individuos independientes que

expresan su propia informacién genética (Hormaza y Herrero 1992).

A nivel gametofitico, principalmente de gametos masculinos, se ha observado
resistencia a factores bioticos y abioticos. Algunos ejemplos son tolerancia a baja
temperatura en garbanzo (Clarke et al. 2004); a salinidad en cebada (Koval 2000),
tolerancia a sequia en sorgo (Ravikumar et al. 2003), a Alternaria helianthi en girasol
(Chikkodi y Ravikumar 2000) y a fusarium en garbanzo (Ravikumar et al. 2007).
Ravikumar et al. (2003) desarrollaron, en sorgo, una técnica que permitio la
identificacion y seleccion de individuos resistentes a déficit hidrico a través de la
seleccion micro gametofitica por estrés osmdtico durante la fecundacion in vivo de las

flores.

En el presente capitulo se evalué la performance de cinco poblaciones ruderales
argentinas de H. annuus bajo condiciones de insuficiencia de abastecimiento hidrico,
desde la iniciacion floral y hasta la madurez fisioldgica, y la presencia de caracteres
morfolégicos y fisioldgicos asociados a resistencia a déficit hidrico.

Las hipétesis y los objetivos planteados fueron:

Hipdtesis 1: Las poblaciones ruderales argentinas de H. annuus (RUD) poseen
resistencia a déficit hidrico desde la iniciacion floral y hasta la madurez fisioldgica,
que les permite su supervivencia y reproduccion bajo condiciones deficitaria de

abastecimiento hidrico.

Hipdtesis 2: Las RUD poseen rasgos morfolégicos y fisioldgicos distintivos que le

otorgan capacidad para resistir deficiencias hidricas en la etapa reproductiva.



72

Obijetivo 1: Explorar la performance de las RUD, mediante la caracterizacion de su
desarrollo y produccién en condiciones limitantes de abastecimiento hidrico desde
la iniciacion floral y hasta madurez fisiolégica con el fin de determinar su
capacidad para resistir condiciones de déficit hidrico durante estas etapas

fenoldgicas.

Objetivo 2: Identificar, rasgos morfoldgicos y/o fisioldgicos ligados a resistencia a
déficit hidrico durante la etapa reproductiva en las RUD.
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MATERIALES Y METODOS

Experimento 1: Respuesta de poblaciones ruderales argentinas de Helianthus
annuus a deficiencia hidrica durante la fecundacion y el desarrollo de los

primordios florales

La respuesta a deficiencia hidrica durante la fecundacion, fecundacion selectiva (FS), se
estudidé en una muestra de cinco RUD: AAL, BAR, DIA, LMAy RIV.

Para realizar la fecundacion selectiva se dispers6 una solucion acuosa de PEG
(polietilenglicol, peso molecular 6000) al 30%, sobre los estigmas y estilos de las flores
abiertas (Figura 2.1), para causar estrés osmotico durante la germinacion de los granos

de polen durante la fecundacion (Patil et al. 2002, Ravikumar et al. 2003)

Las cinco RUD fueron cultivadas en un jardin comin en el campo experimental del
Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur (CE-UNS), S 38° 41’
38" W 62° 14’ 53, durante la primavera-verano de 2009-10, 2011-12 y 2012-13. Se

suministrd agua mediante riego por goteo para abastecer la demanda hidrica.

Los capitulos en los que se realiz6 la obtencidn de polen y la fecundacion selectiva
fueron tapados en el estado fenolégico R4 (Schneiter y Miller 1981) con bolsas para
polinizacién, de poliamida o papel. Debido al bajo nivel natural de autofecundacion de
las RUD de Argentina (Presotto 2004), durante el primer ciclo se trabaj6 con flores sin
emascular. A partir del segundo ciclo las flores se emascularon diariamente antes de la
apertura de los estigmas. Dos pinceles de cerdas suaves, exclusivos para cada RUD, se
utilizaron para aplicar la solucion de PEG 6000 y para esparcir el polen sobre las
estructuras florales. La fecundacion selectiva se realizd sisteméaticamente en 15-30
plantas de cada RUD vy en 1-3 capitulos por planta. La cosecha y la trilla de los capitulos

se realiz6 una vez que la planta alcanzd el estado de madurez, R9.

La fecundacion selectiva se realiz6 durante tres afios en BAR, LMA y RIV.
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Figura 2.1: Esquema del procedimiento utilizado en la fecundacién selectiva in vivo en
el primer, segundo Y tercer ciclo. EI procedimiento descripto se repitid hasta que todas

las flores tubulares del capitulo estuvieran abiertas.
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Al final de tres ciclos de seleccidn por fecundacidn selectiva, una muestra de plantas de
las RUD seleccionadas (RUD-FS: BAR-FS, LMA-FS y RIV-FS) fueron sujetas a déficit
hidrico durante la formacién de los primordios de flores del capitulo principal, en
condiciones controladas de inverndculo. Como control se utilizaron las lineas
endocriadas B59 (susceptible) y B71 (resistente a déficit hidrico), desarrolladas por el
INTA Manfredi (Andrade et al. 2013; Gonzélez et al. 2014). El 24 de octubre de 2013
las semillas de las RUD-FS fueron escarificadas mecanicamente, y estratificadas a 4-
5°C durante una semana (ISTA 2004), para inducir la germinacién de semillas
dormantes. Luego de ello fueron puestas en condiciones de germinacion a temperatura

ambiente (20-25°C). Las semillas de las lineas endocriadas no recibieron
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pretratamientos y fueron dispuestas para la germinacion diez dias después que las RUD-
FS. La siembra desfasada entre las RUD-FS vy las lineas puras permitio sincronizar la
etapa reproductiva, ya que esta etapa se observa anticipadamente en las cultivadas.

Una vez observada la germinacion, los individuos fueron trasplantados a bandejas
multicedas (marca, modelo: ING. CARIUCCIO, MOD 128) rellenas con sustrato
MULTIPRO® de Terrafertil, compuesto por turba de musgo Sphagnum de fibra media
y fina, vermiculita, cal calcita, cal dolomita, agentes humectantes y fertilizante. Las
plantas se criaron en invernaculo con riego constante, temperatura controlada 20-25°C.
Cuando alcanzaron el estado fenoldgico V2-V4, 18 plantas elegidas al azar de cada
RUD-FS y 16 plantas de cada linea endocriada fueron trasplantadas a macetas de 10 |
para continuar el cultivo en inverndculo. El sustrato utilizado para rellenar las macetas

fue suelo de los primeros 30-40 cm del perfil, sin antecedentes con girasol del CE-UNS.

Las plantas trasplantadas se mantuvieron con suficiencia de provision hidrica hasta
alcanzar el estado V8-V10 en las RUD y V6-V8 en las lineas endocriadas. El estado
fenoldgico considerado en cada caso fue en el que se produciria la transicion a la etapa
reproductiva y la iniciacion del capitulo (Marc y Palmer 1981; Dosio et al. 2006) en el
apice del vastago principal. Ello fue determinado en un experimento previo por el Dr.
Presotto y Fernandez Moroni, mediante la observacion bajo la lupa de la yema apical de
tres a cinco plantas de cada material vegetal, criadas de forma similar en un ensayo

previo, desde el estado fenologico V4.

A partir de la iniciacion de la etapa reproductiva se realizaron dos tratamientos. Sin
estrés hidrico y con estrés hidrico hasta R1. El estrés impuesto fue de -0,8 MPa. Para
ello se determind la curva de retencion hidrica del suelo utilizado y se establecié una
relacién entre la humedad del suelo y el potencial agua del mismo. Esto permitid
controlar el estrés impuesto a través de pesadas sucesivas, dia por medio. Después del

periodo bajo déficit hidrico se restablecio nuevamente una adecuada provision hidrica.

La respuesta al déficit hidrico se establecio sobre nueve plantas RUD-FS y ocho plantas

de cada linea endocriada dispuestas al azar bajo dos tratamientos hidricos.

Cuando las plantas alcanzaron el estado fenolégico R2-R3, se cosechd el primordio del
capitulo principal. Cada capitulo fue dispuesto en un recipiente con una solucién de

alcohol y acido acético en una proporcion de 3:1, entre uno y dos dias. Luego se
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almacenaron en alcohol al 70% hasta que se cuantifico el nimero de flores formadas por
capitulo (FLO). La determinacion se realiz6 sobre una fotografia tomada con una lupa,
en una fraccion correspondiente a un cuarto de capitulo, sin envolturas bracteales,

cortando en forma transversal a la porcion superior de las flores (Figura 2.2).

Figura 2.2: Vista de un cuarto de capitulo seccionado transversalmente bajo la lupa. Se

sefiald una de las flores tubulares contabilizadas.

Al estado de cosecha del capitulo se determind la longitud del vastago principal (LVP)
y el ancho foliar de una hoja de la porcion media del vastago principal. Con este
parametro se estimd la superficie foliar (SUF) mediante la ecuacién 1 o 2 segun

correspondiera (Aguirrezabal et al. 1996).
->Si el ancho foliar se encontraba entre 0-21cm se utilizo la ecuacion 1
SUF (cm?)=(0,8 x An) + (0,697 x An%) [1]
->Si el ancho foliar era mayor a 21cm se utilizo la ecuacién 2
SUF (cm?)=-15,2 + (4,297x An) + (0,565 x An?) [2]

Siendo SUF: superficie foliar y An (cm): ancho foliar en la ecuacién 1y 2.
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El efecto del menor abastecimiento hidrico sobre el LVP y la SUF respecto de la
condicion de mayor abastecimiento hidrico, se denominé como respuesta bajo déficit
hidrico (Re:). Para determinarla se utilizo la ecuacion 3

Re: (%)=(Xi/Xi)x100 [3]

Siendo Re: Respuesta relativa bajo déficit hidrico del caracter X, X: valor individual del
caracter evaluado con estrés hidrico del material vegetal i. X: valor medio del caracter

evaluado sin estrés hidrico del material vegetal i.

Otro grupo de treinta plantas de cada RUD-FS no sujetas a estrés, fue trasplantado al
CE-UNS cuando tenian entre dos y tres pares de hojas. Las plantas se criaron con buen
abastecimiento de agua durante todo su ciclo de cultivo, en un jardin comudn junto las
lineas B59 y B71.

El efecto de la deshidratacion se observo en discos foliares de 4 cm de diametro de
hojas de 3-5 plantas que se encontraban en la etapa reproductiva, R1-R5.10, en tres
oportunidades distintas. EI ensayo consistio en determinar el contenido relativo de agua
(CRA) inicial y a los 120 minutos en los discos foliares escindidos, con una
metodologia similar a la utilizada por Giordani et al. (2011). Los discos foliares fueron
recolectados cerca de las 9.00 a.m., para que el CRA inicial fuese el maximo posible.
Inmediatamente después fueron colocados en cajas de petri dentro de una caja
conservadora de telgopor que contenia hielo, para reducir al minimo la transpiracién. En
condiciones de laboratorio, con luz artificial fluorescente y entre 29-30°C, se determind
el peso fresco inicial de los discos foliares (PFdf), con una balanza digital con una
capacidad de lectura de 0,0001 g. Luego los discos foliares fueron apoyados sobre la
base de la caja de petri sin tapa con la superficie abaxial hacia arriba, sobre una mesada.
Luego de 120 minutos se pesaron nuevamente. Una vez concluidas las pesadas, los
discos foliares se sumergieron en agua destilada durante 16 horas a 4-5°C en oscuridad,
para determinar el peso con maxima turgencia (PTdf) y secados a estufa durante dos
dias a 65-70°C para determinar el peso seco (PSdf). EI CRA se determind segun la

ecuacion 4.

CRA (%)= (PFdf-PSdf)/(PTdf-PSdf) [4]
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Ademas se estimO la disminucion relativa del contenido de agua a 120 minutos

(DCA120) respecto de la cantidad de agua al minuto cero, en funcién de la ecuacion 5.
DCA(%)=1-(PFdfi,,,-PSdf;)/(PFdfi,-/PSdf;) [5]

Siendo DCA: disminucién del contenido de agua a los 120 minutos respecto del
minuto cero. PFd;: peso fresco del disco foliar de la hoja i a 120 minutos. PSdfi: peso

seco del disco de hoja i. PFdip: peso fresco del disco de la hoja i al minuto cero.

Experimento 2: Respuesta de poblaciones ruderales argentinas de Helianthus

annuus ante el déficit hidrico durante R1-R9

Las evaluaciones se realizaron en el CE-UNS, durante la primavera-verano de 2008-09
y 2010-11. El material vegetal estuvo determinado por cinco RUD, AAL, BAR, DIA,
LMA y RIV. El hibrido comercial Dekasol (DK) 4000, Syngenta antes Monsato, en
2008-09 y en 2010-11, y la linea pura B71 desarrollada por el INTA Manfredi tolerante
a estrés hidrico (Andrade et al. 2013; Gonzalez et al. 2014) en 2010-11. Los cultivares

se utilizaron como material vegetal control.

La semilla de las RUD se obtuvo mediante regeneracion manual utilizando fecundacion
controlada en un jardin comdn. El hibrido DK4000 fue provisto por Agronomia Lindén
(Bahia Blanca). La linea B71 fue suministrada por el INTA Manfredi.

Las plantas RUD se criaron hasta 4-6 hojas en bandejas de plastico (ING. CARIUCCIO,
MOD 200) rellenas con sustrato MULTIPRO® de Terrafertil. Se utilizé semilla
estratificada a 4-5°C durante 7 dias (ISTA 2004), para inducir la germinacion de
semillas dormantes. Las plantas de los controles se implantaron mediante siembra
directa, al mismo tiempo que el trasplante de las RUD, el 21 de noviembre 2008 y el 10
de noviembre de 2010.

Los materiales vegetales se dispusieron en hileras de 10-15 plantas separadas cada 30
cm. La superficie del suelo estuvo cubierta con polietileno negro de alta densidad (200
micrones) para excluir el agua de lluvia. A 1 m de distancia de los bordes laterales de
cada macroparcela (n=6), se cultivo sorgo, para contener el crecimiento lateral de las

raices de girasol y consumir el agua lluvia que escurrio entre ellas.
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La provision de agua se realizd semanalmente utilizando cintas de riego por goteo
AZUD DRIP® con didmetro de 16 mm cuyo caudal de riego fue de 1,3 | h™'; bajo
condicion de trabajo.

La transpiracion potencial del cultivo de girasol fue calculada en funcién de la
evapotranspiracion potencial estimada por el CONICET Bahia Blanca durante ese
periodo (Figura 2.3) y el coeficiente basal del cultivo de girasol (Kc,), el cual se
relaciona con la transpiracion (TP) de la siguiente forma (Lopez Urrea et al. 2014),

ecuacion 6.
TP (mm)= evapotranspiracion potencial*K; K,=0,87 [6]

Durante la etapa vegetativa, la cantidad de agua aplicada abastecio la demanda del
cultivo. A partir de la visualizacién del capitulo, estado R1, y hasta el final del ciclo de
cultivo, R9, se realiz6 un tratamiento con mayor abastecimiento hidrico (>AH) y otro
con menor abastecimiento hidrico (<AH). Las laminas de riego aplicadas en los
regimenes hidricos durante R1-R9 en ambos afios de ensayo se describen en la tabla 2.1.
Durante R1-R9 la lamina de agua aplicada en 2008-09 represent6 el 48 y 20%, y en
2010-11 el 42 y 5% de la transpiracion potencial del cultivo de girasol en el tratamiento
de >AH y <AH respectivamente. En el régimen de >AH las plantas evaluadas no
presentaron sintomas visuales de estrés hidrico, salvo en 2008-09 en dias muy

calurosos.

Tabla 2.1: Lamina de riego aplicada durante la etapa reproductiva (R1-R9) del material
vegetal en las dos condiciones hidricas exploradas, mayor (>AH) y menor (<AH)

abastecimiento hidrico durante 2009 y 2011.

Riego (mm)

Ensayo Enero Febrero Marzo
>AH <AH >AH <AH >AH <AH
2009 97 48 88 30 0 0
2011 49 4 56 7 23 4
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Figura 2.3: Evapotranspiracion potencial y precipitaciones (mm de agua) ocurridas
durante la etapa reproductiva (R1-R9) del material vegetal en los meses de enero,
febrero y marzo de 2009 y 2011.

ETP: evapotranspiacion potencial. PPT: preciptaciones.
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Elaboracién propia con datos de PPT de los Boletines Agrometeoroldgicos Mensuales del Servicio
Meteorolégico Nacional (SMN 2016) y de ETP cedida por CERZOS/CONICET Bahia Blanca.

El contenido relativo de agua (CRA) en horas de mayor radiacion durante las etapas
fenoldgicas incluidas en el rango R4-R6, se estimd en una hoja de la zona media del
vastago principal, segun la ecuacién 4 del experimento 1 (Medrano y Flexas 2003 a).
Para ello se escindieron, con un sacabocado, cuatro discos foliares de 1,4 cm de
diametro, que fueron colocados en un tubo de ensayo con tapon dentro de un recipiente
térmico que contenia hielo para mantener al minimo la transpiracién. Una vez
trasladados al laboratorio se determind el peso fresco y se colocaron en agua destilada a
4-5°C en oscuridad durante 16 horas. El peso de los discos turgentes se determino
después de secar la superficie foliar con papel absorbente. Luego de ello, los discos
fueron secados en estufa a 65-70°C y pesados. Este caracter se midié en mas de tres
oportunidades utilizando muestras de al menos tres plantas por cada unidad

experimental.
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A partir de los datos recabados en la determinacion del CRA, se estimd el area

especifica foliar (AES), segun la ecuacion 7 (Lambers et al. 2008).
AES (cm? g1)=SUFdf/PSdf [7]

Siendo AES: area especifica foliar, SUFdf: superficie de los discos foliares

(1,54 cm?), PSdf: peso seco de los discos foliares.

La temperatura foliar (TF) se midio, durante las etapas fenoldgicas R4 a R6, en otra
hoja de la zona media del véstago principal. En por lo menos cinco ocasiones. La
temperatura del aire (TA) se computd cada vez que se iniciaba la medicién de la TF en

una nueva macroparcela.

Con los datos de TA y TF se establecio el delta entre ambas temperaturas (TA-TF),

segun la ecuacion 8.
TA-TF (°C)=TAi - TFji [8]

Siendo TA-TF: delta entre la temperatura del aire y la temperatura foliar, TAi:
temperatura del aire en la macroparcela i, TFji: temperatura foliar de la planta j en la

macroparcela i.

Durante el periodo R6 a R7 se determind la superficie foliar (SUF) y el largo del
peciolo (LPE) de una hoja entera de la porcion media del vastago principal. La SUF se
construyo a traves de la medicion del ancho foliar de la hoja, con la ecuacion 1 o 2
segun correspondiera (Experimento 1).

El verdor foliar (VF) se midié con un SPAD-Minolta-502 en una hoja entera de la

porcion media del vastago principal durante las etapas fenoldgicas R6 y R7.

Se determino el didametro del capitulo (DCAP), del unico capitulo en las variedades
cultivadas y de un capitulo terminal de una rama proveniente de la porcion media del

vastago principal en las RUD, cuando se encontraba en R8.
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Cuando finalizé el ciclo del cultivo se midi¢ la altura de la planta (ALT), maxima
distancia alcanzada por el vastago principal o vastagos secundarios desde la superficie
del suelo; el didmetro del vastago principal (DVP), medido a la mitad de la altura del
vastago principal; el ndmero de capitulos (NCA), total de capitulos desarrollados

durante el ciclo de cultivo.

En 2010-11 se determind el namero de flores producidas por capitulo (FLO), a partir de
la suma de cipselas llenas y vanas contabilizadas en 1/4 del Unico capitulo en las
variedades cultivadas y en 1/2 capitulo terminal de una rama proveniente de la porcién

media del vastago principal en las RUD.

La biomasa seca de 1000 cipselas (BS1000) fue estimada en funcion del peso seco de
las cipselas llenas mediante secado en estufa por 48 h a 65-70°C, segln la ecuacion 9.

BS1000 (g)=(1000*PScip)/Ncip [9]

Siendo BS1000: la biomasa seca de 1000 cipselas, PScip (g): Peso seco de las
cipselas, Ncip: nimero de cipselas.

A partir de los caracteres medidos en la planta y el capitulo se estimé la superficie

reproductiva (SUR), generada a lo largo del ciclo del cultivo, mediante la ecuacion 10.
SUR (cm?)= NCA*(Tt*(DCAP/2)?) [10]
Siendo SUR: superficie reproductiva, NCA: nimero de capitulos, 7t: nUmero pi

(3,1416), DCAP (cm): didmetro del capitulo.

El cuaje (CUAJE), proporcion de cipselas llenas respecto del total de flores producidas

en un capitulo, segin la ecuacion 11;
CUAJE (%)= cipselas llenas/FLO [11]

Siendo CUAIJE: proporcion de cipselas llenas respecto del total de flores

producidas en un capitulo y FLO: nimero de flores producidas por capitulo.
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El rendimiento individual por planta (REND), fue estimado con los datos recogidos en

2010-11 con la ecuacién 12.
REND (g)=NCA*FLO*CUAJE*(BS1000/1000) [12]

Siendo REND: el rendimiento individual por planta, NCA: nimero de capitulos,
FLO: numero de flores por capitulo, CUAJE: cuaje, BS1000: biomasa seca de 1000

cipselas.

Se estableci6 la respuesta (Re:) de la ALT, el DVP, la SUF, el LPE, el DCAP, el NCA,
la SUR, el FLO, el CUAJE, la BS1000, el REND, el AES y el VF bajo <AH, respecto

de la condicién hidrica mas favorable, segun la ecuacién 3 (Experimento 1).

Las observaciones se realizaron en 5-10 plantas de las poblaciones RUD y 3-10 plantas
de los cultivares control en seis macroparcelas, de dos metros de ancho por 28,5 metros

de largo, tres con régimen hidrico de >AH y tres con régimen de <AH.

La densidad de estomas (DEST) y tricomas (DTRI) se determind en las dos caras de la
superficie foliar de las poblaciones RUD. Como control se utilizé el hibrido comercial
DK4000. Las plantas fueron cultivadas en un jardin comun sin déficit hidrico en el CE-
UNS en 2009-10.

En una hoja madura de la porcién media del vastago principal se tomaron moldes de la
epidermis abaxial y adaxial segin Herndndez y Green (1993). Una porcién de
aproximadamente 1,5x1 cm fue cubierta con polivinilsiloxano hidrofilico (Extrude
Wash Kerr Corporation, USA). Cinco minutos después, el material polimerizado, fue
removido con una pinza y fijado a un portaobjeto. En el molde negativo que retuvo el
relieve de la epidermis se aplicaron dos capas de esmalte sintético incoloro. Una vez
seco esta pelicula constituyé el molde positivo utilizado en la evaluacion.

El conteo de estomas y tricomas se realiz6 sobre el molde positivo montado sobre un
portaobjeto seco bajo microscopio 6ptico, provisto de una reticula ocular. EI conteo se
realizd con un objetivo 10X sobre tres campos de la reticula, calibrada con una escala
micrométrica de platina, con una superficie de lectura 0,03 mm?. La DEST y DTRI se

expresd como nimero de unidades por mm?.
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Analisis estadistico
Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa InfoStat (actualizacion 2013).

Mediante la representacion grafica de los residuales en el QQ-plot, obtenidos al realizar
el anélisis de la varianza (ANOVA), se determind la normalidad de los datos. Las
variables que no presentaban esta condicién fueron transformadas antes de su analisis.
La disimilitud de los materiales vegetales evaluados produjo que las varianzas fueran
heterocedasticas, por ello el ANOVA se realizé con la aplicacion de Modelos Lineales
Mixtos de InfoStat, que implementa una interfase amigable de la plataforma estadistica
R (Di Rienzo et al. 2012), que permitié tener en cuenta esta situacion. Las medias
fueron comparadas con el test LSD de Fisher. También se utilizo el test de Student para

comparar las respuestas obtenidas entre abastecimientos hidricos.
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RESULTADOS

Experimento 1: Respuesta de poblaciones ruderales argentinas de Helianthus
annuus a deficiencia hidrica durante la fecundacion y el desarrollo de los

primordios florales.

Solamente BAR, LMA y RIV toleraron tres ciclos de fecundacion mediada por estrés

osmotico.

En las tres RUD con fecundacién selectiva y en B71 el déficit hidrico no afectd
negativamente la generacion de primordios florales por capitulo. El déficit hidrico
produjo una disminucion de la altura en estos materiales vegetales, aunque solo causo la
reduccion del area foliar en las tres poblaciones RUD con fecundacién selectiva. En
cambio, en B59 el déficit hidrico mermo la cantidad de primordios florales producidos
por capitulo, mientras que la reduccién observada en la longitud del vastago principal y

la superficie foliar no fue significativa (Tabla 2.2).

El CRA inicial y final, después de 120 minutos de deshidratacion, de las RUD con
fecundacion selectiva fue significativamente mayor a B59 y B71 (Tabla 2.3).

La DCA de las RUD seleccionadas después de 120 minutos de deshidratacién fue
significativamente menor que B59 y B71. Las RUD con fecundacion selectiva

perdieron entre 9-11% menos de agua que las lineas endocriadas (Figura 2.4).
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Tabla 2.2: Efecto del déficit hidrico sobre caracteres morfoldgicos vegetativos y
reproductivos (media * error estandar) de poblaciones ruderales de girasol con
fertilizacion selectiva, BAR-FS, LMA-FS y RIV-FS, y las lineas endocriadas, B59 y
B71, susceptible y tolerante a estrés hidrico, respectivamente.

Régimen hidrico: menor abastecimiento hidrico (<AH) y mayor abastecimiento hidrico
(>AH) durante la iniciacion floral-R1. Longitud del véstago (LVP), superficie foliar

(SUF) y numero de flores por capitulo (FLO).

Material LVA (cm) SUF (cm?) FLO (nim.)
vegetal >AH <AH >AH <AH >AH <AH
Poblaciones ruderales de H. annuus con fertilizacion selectiva
BAR-FS | 135,6 +10,4 108,1+4,7* | 65,9£3,2 48,3£3,2 ** 318+19 31516 ns
LMA-FS | 135859 111,6+6,0* | 66,846,3 49,2+28* 353133 39527 ns
RIV-FS | 135444 114,3+3,9**|654+6,0 50,5+4,9* 267 £20 269 £13 ns
Variedades cultivadas de girasol sin fertilizacion selectiva
B59 84,7+21 785+22ns | 66,3+6,2 53,0+50ns | 655+43 498 +43 *
B71 76,5+20 66,4%1,2** | 48,8459 51,3+3,6ns | 49564 522 +25ns

Test de Student entre tratamientos hidricos: *, ** y ns, altamente significativo (p<0,01), significativo

(p<0,05) y no

significativo, respectivamente.




87

Tabla 2.3: Contenido relativo de agua (CRA, media * error estandar) en discos foliares
de plantas de BAR-FS, LMA-FS, RIV-FS, B59 y B71. Valor inicial de plantas sin

déficit hidrico (minuto cero: 0’) y luego de 120 minutos de deshidratacion (120°).

. CRA (%)
Material vegetal pe 20
Poblaciones ruderales de H. annuus con fertilizacion selectiva
BAR-FS 839+10a 61,8+1,5a
LMA-FS 83,2%x1,2a 61,9+14a
RIV-FS 83,1x13a 61,5+09a
Variedades cultivadas de girasol sin fertilizacion selectiva
B59 76,5+1,3b 485+15b
B71 79,0+1,3b 50,3+2,3b
ANOVA faled **

ANOVA: datos transformados por el arcoseno(\p). Para su analisis se utilizo Modelos Lineales Mixtos,
aplicando el modelo varldent para corregir la falta de homogeneidad de las varianzas de los materiales
vegetales. P-valor: p<0,01 (**). Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre filas en una misma
columna, p<0,05 segln test LSD Fisher.
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Figura 2.4: Deshidratacion acumulada relativa al contenido de agua inicial (%) de

discos foliares expuestos al aire durante 120 minutos de BAR-FS, LMA-FS, RIV-FS,
B59y B71.
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ANOVA: datos transformados por el arcoseno(Vp). Para su analisis se utiliz6 Modelos Lineales Mixtos, aplicando el
modelo varldent para corregir la falta de homogeneidad de las varianzas. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas entre materiales vegetales p<0,05 segln test LSD Fisher.
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Experimento 2: Respuesta de poblaciones ruderales argentinas de Helianthus

annuus ante el déficit hidrico durante R1-R9

La altura de las plantas se redujo bajo déficit hidrico (Tabla 2.4). La poblacion BAR y el
cultivar DK4000 tuvieron la menor depresion de la altura bajo esta condicién hidrica.
Por su parte DIA redujo mas del 20% la altura, superando a BAR y DK4000. La
disminucion de la altura de las plantas por estrés hidrico del resto de los materiales fue
intermedia entre los dos extremos (Tabla 2.6).

El didmetro del vastago principal se situ6 entre 1 y 3 cm en ambos regimenes hidricos.
En general, <AH provocé una disminucion en el diametro del vastago en las RUD y las
variedades cultivadas (Tabla 2.4). Estadisticamente, la reduccion observada bajo <AH
en AAL y RIV no fue significativa y menor a 10%, al igual que la linea B71 (resistente
a estrés hidrico). En cambio, reducciones significativas se observaron en DIA (2008-09
y 2010-11), BAR, LMA (ambos casos en 2008-09) y DK4000 (2010-11). Las

reducciones observadas en estos casos fueron superiores a 10% (Tabla 2.6).

El cultivo con <AH redujo el largo del peciolo y la superficie de las hojas de todos los
materiales incluyendo los controles. La superficie foliar de las RUD con >AH se
estableci6 entre 163-419 cm? v el largo del peciolo entre 14-21 cm, mientras que bajo
<AH fue entre 143-364 cm” y 11-21 cm, respectivamente. En las variedades cultivadas
la superficie foliar fue entre 190-485 cm?y el largo del peciolo entre 9-16 cm bajo >AH,
mientras que con menor disponibilidad hidrica fue entre 134-313 cm? y 11-21 cm,

respectivamente (Tabla 2.4).

El déficit hidrico afectd negativamente la superficie foliar de DK4000 (2008-09 y 2010-
11), BAR y LMA (2008-09), y DIA (2010-11). Estos materiales vegetales, junto con
B71 redujeron mas de 25% la superficie foliar bajo <AH. Mientras que AAL y RIV
tuvieron reducciones menores a 22% bajo esta condicion hidrica, que no fueron
estadisticamente significativas en 2008-09 ni en 2010-11 (Tabla 2.4). La reduccion
relativa de la superficie foliar en respuesta al <AH fue menor en AAL, BAR, DIA y
RIV que en DK4000 (Tabla 2.6).

Ademas de la superficie foliar, DK4000 (2008-09 y 2010-11), LMA y DIA (2008-09), y
AAL (2008-09 y 2010-11) redujeron significativamente el largo del peciolo, méas de
20%, bajo <AH (Tabla 2.4). Las RUD BAR y RIV tuvieron una reduccion relativa en
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respuesta al <AH del largo del peciolo significativamente inferior a AAL, LMA, DIA y
DK4000 (Tabla 2.6).

El didmetro del capitulo de las RUD, cuyo valor se ubicé entre 3-5 cm en ambas
condiciones hidricas, fue la mitad o menos del observado en las variedades cultivadas.
En las RUD el diametro del capitulo no disminuyo significativamente bajo <AH, salvo
en DIA durante 2010-11. En las variedades cultivadas, el didmetro del capitulo se
redujo significativamente en DK4000 (2008-09 y 2010-11), no asi en B71 (Tabla 2.5).
En estos materiales vegetales la reduccion del didmetro del capitulo observada fue
mayor al 20%. La reduccion relativa del didmetro del capitulo de AAL en respuesta al
<AH fue menor que el de las variedades cultivadas, no obstante entre AAL y las demas
RUD no hubo diferencias estadisticas (Tabla 2.6).

El numero de capitulos producidos durante 2008-09 bajo <AH, disminuyd
significativamente en todas las RUD, salvo en RIV. En 2010-11 solo en DIA el déficit
hidrico causo este efecto perjudicial (Tabla 2.5). Las RUD BAR (2008-09), LMA
(2008-09) y DIA (2008-09 y 2010-11) tuvieron una reduccion superior al 30% del
numero de capitulos bajo <AH (Tabla 2.6).

En general, el <AH produjo menor superficie reproductiva. En la condicion de >AH la
superficie reproductiva se situd entre 287-1510 cm? y 97-330 cm?, y con <AH entre
299-870 cm? y 71-213 cm?, respectivamente para las RUD y las variedades cultivadas.
En 2008-09 la superficie reproductiva producida mermo significativamente en todos los
materiales vegetales, salvo en AAL y RIV (Tabla 2.5). EI <AH causé una reduccion
mayor al 40% en BAR (2008-09), DIA (2008-09 y 2010-11) y LMA (2008-09). La
RUD RIV fue el material vegetal con menor reduccidn de este caracter bajo <AH,
estadisticamente superior a los restantes materiales vegetales, salvo a AAL que tuvo una

respuesta similar (Tabla 2.6).
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Tabla 2.4: Efecto del déficit hidrico sobre caracteres morfoldgicos vegetativos de
planta (media * error estandar) en poblaciones ruderales y variedades cultivadas de

girasol.

Regimenes hidricos: mayor (>AH) y menor (<AH) abastecimiento hidrico. ALT: altura
de planta. DVP: didametro del vastago principal. SUF: superficie foliar. LPE: largo del

peciolo.

) ALT (cm) DVP (cm) SUF (cm?) LPE (cm)
Material vegetal

>AH <AH >AH <AH >AH <AH >AH <AH

Poblaciones ruderales de H. annuus

2008-09
AAL 2285451 192,5+68** 22+0,1 2,1#0,Ins 2137+274 228,9+20,6ns 17,9409  13,3+10**
2020-11
216,8+8,9 181,8+10,7** 1701 160,lns 280,6+37,5 220,5¢26,8ns 185+1,4 14,31 1*
2008-09
BAR 2202+6,3 184,3%6,6** 19:0,1 16+01** 2683+19,2 1950£163** 14,2+1,0  13,6+1,0ns
2020-11
197,8:9,4 187,0:90ns 16:0,1 15:01ns 2343190 234,9+185ns 14,410  153%1.2ns
2008-09
1785¢7,7 140,3+4,8** 18:0,1 1,5¢0,1* 1638+16,1 1955+13,0ns 14,8409  11,3+05**
PIA 2020-11
185656 132,4+4,6** 15:0,1 12+01** 2179+16,0 152,3%10,7** 14,0¢0,8  13,8:0,9ns
2008-09
259,4+7,3  196,046,7** 2,7:0,1 18+01** 309532,8 227,2420,0** 16,5:0,9  12,70,7**
LA 2020-11
278,1+17,6 2489+14,Ins 2001 20%01ns 347,9+315 363,1#421ns 17,7407  159+0,7ns
2008-09
240,35:9,1 204,4+95** 1801 18+01ns 266,8+259 226,4+174ns 158:08  14,8+0,6ns
RIV 2020-11

273,3+8,3 223,5+10,7** 1,8+0,1 1,620,1ns 261,9+18,6 208,2+22,1ns 16,4+0,7 15,7+0,3ns

Variedades cultivadas

2008-09
140,8+1,4  1245+£2,7** 2,1+0,1 2,1+0,1ns 432,1+22,9 312,1+18,9** 14,6+0,6 11,5+0,5**
DK4000
2020-11
143,353  122,4+5,6* 2,4+0,1 1,8+0,1** 484,3+32,8 293,4+31,8** 16,0+0,7 12,5+0,7**
2010-11
B71
123,9+6,7 107,6+6,9ns 1,2+0,1 1,1+0,2ns 252,0+52,7 179,1#50,5ns 9,6+0,9 9,5+1,2ns

Se utiliz6 el test de Student entre tratamientos hidricos: *, ** y ns: altamente significativo (p<0,01),
significativo (p<,05) y no significativo, respectivamente. La SUF fue transformada por Ln para su andlisis
estadistico.
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Tabla 2.5: Efecto del déficit hidrico sobre caracteres morfoldgicos reproductivos
(media * error estandar) de planta en poblaciones ruderales y variedades cultivadas de
girasol.

Regimenes hidricos: mayor (>AH) y menor (<AH) abastecimiento hidrico. DCAP:
diametro del capitulo. NCA: numero de capitulos por planta. SUR: superficie

reproductiva

. DCAP (cm) NCA (ntm.) SUR (cm?)
Material vegetal
>AH <AH >AH <AH >AH <AH
Poblaciones ruderales de H. annuus
2008-09
44401 4,5+0,1ns 5615 41+5*% 846,2+85 704,2495ns
AAL
2010-11
42402 4,240,2ns 315  34+7ns 460,3452 450,9+39ns
2008-09
43+0,2 4,140,2ns 816  39+7** 1284,1+164 562,3+112**
BAR
2010-11
3,940,1 3,8+0,1ns 5445 54+8ns 685,3+87 662,1+115ns
2008-09
DIA 3,9+40,1 4,0+0,dns 4748 29+3* 607,6£119 357,6+36*
2010-11
42+0,2 3,4+0,1** 6247  35x4** 849,7+92 334,0451**
2008-09
48+0,2 4,3%0,Ins 74+9  2843** 1510,04230 459,7+79,3**
LMA
2010-11
49+0,3 5,0+0,4ns 47+7  58+11ns 981,0£173  868,9+191ns
2008-09
RIV 3,940,1 3,9£0,1ns 497 58+6ns 652,3+108 711,0+£88ns
2010-11

3,840,1 3,8+0,1ns 48+4 43+5ns 564,364 470,9+72ns
Variedades cultivadas

2008-09
17,7404 163+05* 1 1 249,613  213,0+12*
DK4000
2010-11
20,3+0,6 159+0,8** 1 1 3291421  211,9+20%*
2010-11
B71
10,7+¢1,1 10,1+14ns 1 1 97,5419 89,4+30ns

Se utilizo el test de Student entre tratamientos: *, ** y ns: altamente significativo (p<0,01), significativo
(p<,05) y no significativo, respectivamente.
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Tabla 2.6: Respuesta relativa (Re:; %) de caracteres morfoldgicos vegetativos y
reproductivos de planta, bajo menor (<AH) abastecimiento hidrico respecto de la
condicion de mayor abastecimiento (>AH), de poblaciones ruderales y variedades
cultivadas de girasol.

ALT: altura de planta. DVP: diametro del vastago principal. SUF: superficie foliar.
LPE: largo del peciolo. DCAP: didmetro del capitulo. NCA: nimero de capitulos por
planta. SUR: superficie reproductiva.

Re:
Material o+ pyp SUF LPE DCAP NCA SUR
vegetal
(%)
Poblaciones ruderales de H. annuus
AAL 84,0ab 953 944a 756b 101,4a 894 90,0ab
BAR 89,0a 898 855a 998a 965ab 725 69,5hbd
DIA 752b 823 981a 858b 916ab 59,3 49.6d
LMA 819ab 816 77,2ab 825b 951ab 734 533d
RIV 83,7ab 93,3 828a 946a 968ab 106,2 98,0a

Variedades cultivadas
DK4000 87,1a 86,1 672b 784b 860b 100 76,3bc
B71 86,8ab 91,8 71,1ab 99,4ab 945b 100 91,7cd
ANOVA *%* NS *%* *% *%* ns *%*

ANOVA: valor medio, datos transformados mediante la estandarizacién de la media en cada ensayo. P-
valor: p<0,01 (**), p<0,05 (*), sin diferencias estadisticas p>0,05(ns). Letras diferentes indican
diferencias estadisticas entre filas en una misma columna, p<0,05 segln test LSD Fisher.

El nimero de flores por capitulo tendié a disminuir bajo <AH, aunque ello fue solo
significativo para B71 en 2010-11 (Tabla 2.7). Las variedades cultivadas tuvieron las
reducciones mas elevadas, mayores a 18%. En las RUD la reduccién mas marcada fue
en BAR, 12,8%. La disminucion del namero de flores por capitulo en respuesta al <AH
de B71 fue significativamente mayor a DK4000 y las RUD (Tabla 2.8).
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Cuando el cultivo se realizé bajo >AH el cuajado cuajadas fue entre 60-75% y 73-87%,
mientras que bajo a 53-81% y 54-81% con <AH, para las RUD vy las variedades
cultivadas respectivamente. Si bien en algunos materiales vegetales se observaron
disminuciones del cuajado bajo <AH, el efecto no fue estadisticamente significativo
(Tabla 2.7). En efecto del menor <AH sobre el cuajado de los frutos fue menor en AAL,
BAR y DIA que en B71. Sin embargo no se establecieron diferencias estadisticas entre
las RUD (Tabla 2.8).

La biomasa de mil cipselas vario6 entre 7-14 g y 40-68 g bajo >AH y entre 7-15 g y 36-
57 g bajo <AH, en las RUD vy las variedades cultivadas respectivamente. La biomasa
seminal disminuyd significativamente bajo <AH solo en DK4000 en 2008-09 y 2010-11
(Tabla 2.7). La reduccion fue mayor a 15% en ambas oportunidades. AAL también tuvo
reducciones similares a DK4000, aunque estadisticamente no significativas. En cambio,
en los restantes materiales vegetales la disminucién fue inferior al 13% y hasta en
algunos casos se observaron aumentos. EI més destacado en RIV en 2010-11, de
16,2%.(Tabla 2.8).
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Tabla 2.7: Efecto del déficit hidrico sobre caracteres morfologicos reproductivos a

nivel de capitulo y el rendimiento individual por planta (media + error estandar), de

poblaciones ruderales y variedades cultivadas de girasol.

Tratamientos hidricos: mayor (>AH) y menor (<AH) abastecimiento hidrico. FLO:
REND: rendimiento

numero de flores por capitulo. BS1000: biomasa de mil cipselas.

individual por planta.

Material FLO (ntim.) CUAJE (%) BS1000 (g) REND (g)
vegetal >AH <AH >AH <AH >AH <AH >AH <AH
Poblaciones ruderales de H. annuus
2008-09
-- - -- -- 9,9+0,8 8,6%0,6 ns -- -
AAL
2010-11
421424 431+32ns 73,9454 79,7+4,3ns 11,0+1,0 8,9+0,7ns 56,1+6,4 57,945,0ns
2008-09
- - - - 77404  7,8%0,4ns - -
BAR
2010-11
384+20 334+19ns 74,4435 80,10+2,9ns 10,1+0,8  9,5#0,5ns  82,9+10,5 99,7+17,3ns
2008-09
-- - -- -- 9,9+0,8 9,1+0,7 ns -- --
DIA
2010-11
362122 345+22ns 71,2444 80,749,1ns 10,3+0,4 10,1+0,4ns 82,9+10,5 52,0+7,9**
2008-09
- - - - 13,1+0,7 11,5+0,6 ns - -
LMA
2010-11
513+48 486+42ns 60,4458 53,6+21,6ns 12,409 14,8+2,1ns 140,3+24,7 141,6%+31,2ns
2008-09
- - - - 75405 7,2+404ns - -
RIV
2010-11
388+31 346+29ns 72,6444 61,8+30,5ns 8,7+0,5 10,1+0,8ns 66,3+7,5 46,5+7,1ns
Variedades cultivadas
2008-09
- - - - 67,642,7  57,042,9* - -
DK4000
2010-11
19154236 1567+102ns 86,8+1,3 80,2+3,1ns 64,9+3,0 44,5+3,3** 103,8+6,5 68,8+6,5**
B71 2010-11
15954151 639+114** 73,0+4,3 54,7+11,0ns 40,0+3,2 36,5%5,1ns 30,7+5,9 24,0+5,2ns

Se utiliz6 el test de Student entre tratamientos hidricos: *, ** y ns: altamente significativo (p<0,01),
significativo (p<,05) y no significativo, respectivamente. El FLO fue transformado por Ln para su andlisis

estadistico
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Tabla 2.8: Respuesta relativa (Re:; %) de caracteres morfoldgicos reproductivos a nivel
de capitulo y rendimiento individual por planta bajo la condicion de menor
abastecimiento hidrico (<AH) respecto de la condicion de mayor abastecimiento (>AH)

durante la etapa reproductiva R1-R9.

FLO: numero de flores por capitulo. BS1000: biomasa de mil cipselas. REND:

rendimiento individual por planta.

Re:

Material vegetal
FLO CUAJE BS1000 REND

(%)
Poblaciones ruderales de H. annuus
AAL 102,1a 107,7a 835b 1032a
BAR 872ab 107,7a 985a 1126a
DIA 932ab 1139a 956a 592b
LMA 94,6ab 88,9ab 96,1a 100,9ab
RIV 89,2ab 85,2ab 104,6a 70,1ab

Variedades cultivadas
DK4000 818b 925ab 746b 66,3b
B71 400c 749b 91,3ab 78,0ab
ANOVA ** ** ** **

ANOVA: datos transformados mediante la estandarizacién de la media en cada ensayo. P-valor; p<0,01
(**), p<0,05 (*), sin diferencias estadisticas p>0,05(ns). Letras diferentes indican diferencias estadisticas
entre filas en una misma columna, p<0,05 segun test LSD Fisher.

La TF aumentd significativamente, entre 0,8 y 4,1°C bajo <AH, en BAR y DIA en
2008-09 y 2010-11, y en LMA, RIV y DK4000 en 2008-09 (ensayo con mayor déficit
hidrico atmosférico); también en B71 en 2010-11. Mientras que la TF de AAL fue
similar en ambos regimenes hidricos. La TF varié entre 24-29°C y entre 24-31°C bajo
>AH y <AH, respectivamente (Tabla 2.9). Bajo <AH, la TF estandarizada mas baja se
observo en AAL y RIV, mientras DIA y B71 tuvieron las mas altas (Tabla 2.10).

La TA-TF se situd entre 6-11°C y 4-9°C bajo >AH y <AH, respectivamente. La TA-TF
fue estadisticamente menor bajo <AH en DIA, DK4000 y B71 en 2008-09 y 2010-11,
en BAR y LMA en 2008-09 y en AAL en 2010-11. Mientras que RIV mantuvo el
gradiente de temperatura, en 2008-09 y 2010-11 (Tabla 2.9). AAL tuvo la TA-TF
estandarizada mas grande bajo <AH, similar respuesta tuvo RIV, ambas difirieron
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estadisticamente de BAR, DIA, LMA y B71 que tuvieron menor gradiente térmico entre

el aire y la hoja (Tabla 2.10).

El CRA bajo >AH en 2008-09 (39-72%) fue menor al observado en 2010-11 (71-87%).
El CRA tuvo la tendencia a ser inferior bajo <AH, aunque en 2008-09 no se observaron
diferencias entre regimenes hidricos como en 2010-11. RIV fue el Unico material
vegetal que bajo <AH mantuvo similar valor de CRA que en la condicién de >AH en
2008-09 y 2010-11 (Tabla 2.9). Ademas esta poblacién tuvo el CRA estandarizado mas
alto bajo <AH, estadisticamente mayor a los restantes materiales vegetales evaluados
(Tabla 2.10).

El verdor foliar se estableci6 entre 35-43 y 29-40 unidades SPAD bajo >AH,
respectivamente para las RUD vy las variedades cultivadas. Bajo <AH se observo un
ligero aumento, entre 0,4-5,5 unidades SPAD, en la mayoria de las RUD vy las
variedades cultivadas, cuyos valores se ubicaron entre 35-48 y 31-42 unidades SPAD,
respectivamente. Sin embargo este aumento solo fue significativo en AAL y DIA en
2008-09. Contrariamente, en LMA el verdor foliar disminuy6 levemente bajo <AH, en
ambos ensayos (Tabla 2.9). En LMA la reduccion del verdor foliar en respuesta al <AH,

fue mayor que en el resto de los materiales vegetales (Tabla 2.10).

El area especifica foliar varié entre 93-142 cm’g’ y 126-144 cm’g” cuando la
disponibilidad hidrica fue mayor y cuando disminuy6 varié entre 93-123 cm’g™ y 131-
139 cm?g™?, respectivamente para las RUD Y las variedades cultivadas. En LMA, RIV,
B71 y DK4000 el area especifica no se modificod bajo menor disponibilidad hidrica. Por
el contrario en AAL y BAR se redujo significativamente mas de 10%, en ambos
ensayos. En DIA el area especifica solo disminuyd significativamente en 2008-09
(Tabla 2.9). Se observaron dos grupos distintos respecto de la respuesta del area
especifica foliar; uno en el cual el AES se redujo méas de 10% bajo <AH, el cual incluyd
a AAL, BAR y DIA; y otro en que este parametro casi no tuvo reduccion o presento un
leve aumento, que incluy6 a LMA, RIV, DK4000 y B71 (Tabla 2.10).
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Tabla 2.9: Efecto del deficit hidrico sobre caracteres morfolégicos y fisiologicos

foliares (media * error estandar), de poblaciones ruderales y variedades cultivadas de

girasol.

Regimenes hidricos: mayor (>AH) y menor (<AH) abastecimiento hidrico. CRA:

contenido relativo de agua. TF: temperatura foliar, TA-TF: delta entre la temperatura

del aire y la TF. VF: verdor foliar. AES: area especifica foliar.

CRA TF TA-TF VF AES
Material (%) (°C) (°C) (unidades SPAD) (cm?gh)
vegetal S A <AH >AH <AH >AH <AH >AH <AH >AH <AH
Poblaciones ruderales de H. annuus
2008-09
59,9+6,4 51,9+44ns 27,1+0,3 27,9+0,3ns 9,6+0,3 8,8+0,2ns 39,7+0,7 42,0+0,6* 123,4+4,3 104,5+5,8*
AAL 2010-11
85,3+x1,0 78,6+1,7** 259+0,3 26,5+0,5ns 7,6+0,4 6,3x0,4* 359+0,8 37,7+0,9ns 119,1456 96,7+3,6**
2008-09
53,6+6,7 52,7+4,4ns 27,0£0,4 29,3+0,4** 9,6+0,3 7,3x0,3** 41,8+0,6 43,4+1,1ns 131,3+6,7 111,9+5,0*
BAR 2010-11
86,2+1,0 79,2+1,7** 255+0,2 26,3+0,3* 7,1+0,3 6,3+0,4ns 40,711 425+14ns 1243+52 110,8+3,0*
2008-09
DIA 40,3+2,3 49,6£3,9ns 26,0+0,3 30,1+0,3** 10,6+0,3 6,4+03** 41,8+0,7 47,3+0,6** 132,8+64 116,6+1,8*
2010-11
83,3x1,5 73,3t1,4** 253+0,3 27,3+0,5** 7,704 5,7+0,5** 423+10 43,8+1,2ns 1419484 122,3+11,3ns
2008-09
67,4+6,0 63,1+1,1ns 27,3+0,3 29,8+0,3** 9,2+0,3 7,1+0,3** 415+12 41,1+12ns 112,9+4,3 118,2+7,1ns
LMA 2010-11
84,2425 74,4+14* 256404 251+04ns 6,9+0,6 7,5+0,6ns 38,9+1,1 36,8+1,3ns 113,1+6,8 119,8+8,0ns
2008-09
71,915 67,4+1,3ns 28,1+0,3 29,1+0,3* 8,4+0,3 7,6+0,3ns 39,2+0,9 42,3+1,3ns 93,9+3,6  93,5+4,0ns
RIV 2010-11
80,5+0,8 82,5+1,0ns 24,6+0,3 24,7+03ns 8,6+0,4 8,1+0,4ns 33,0+0,8 35,4+0,9ns 112,9+6,8 111,4+3,9ns
Variedades cultivadas
2008-09
39,1+1,2 36,4+1,2ns 26,1+0,3 28,9+0,2** 10,7+0,2 7,9+0,2** 39,7+0,8 41,1+0,5ns 134,659 138,5+3,8ns
DK4000
2010-11
82,515 72,8+1,8** 26,4404 27,2+0,3ns 6,5+0,5 55+0,5* 35,0+0,6 36,3+0,5ns 126,8+7,0 131,2+11,9ns
2010-11
87t 80,4+2,6  71,3+0,9* 255+0,7 27,6+0,6* 7,8+0,9 4,9+0,7* 29,740,8 31,7+0,9ns 143,845,6 137,3%11,2ns

Test de Student entre tratamientos hidrico: *,

** y ns: altamente significativo (p<0,01), significativo
(p<,05) y no significativo, respectivamente. El CRA fue transformado por el arcoseno (VCRA/100)
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Tabla 2.10: Temperatura foliar (TF), delta entre la temperatura del aire y la TF (TA-
TF) y contenido relativo de agua (CRA) bajo la condicién de menor abastecimiento
hidrico y respuesta relativa (Re:; %) del area especifica (AES) y el verdor foliar (VF) en
la condicion de menor abastecimiento hidrico (<AH) respecto de la condicidon de mayor
abastecimiento (>AH) durante la etapa reproductiva R1-R9. Media de los valores
obtenidos en 2008-09 y 2010-11.

Re:
(%)
AES VF
Poblaciones ruderales de H. annuus
AAL 274c 8,1la 652bc 83,4b 105,3ab
BAR 28,1b 6,9cd 646b 873b 104,1ab
DIA 293a 6,2d 608cd 883b 1084a
LMA 28,7b 7,2cd 64,3bc 107,6a 96,8c
RIV 275c 7,7ab 740a 99,4a 107,5ab
Variedades cultivadas
DK4000 28,4b 7,3bc 54,6d 1039a 103,8ab
B71 276a 49d 70,3d 106,4a 107,0ab
ANOVA ** ** ** **% **
Valor medio ensayos 2008-09 y 2010-11. ANOVA: datos transformados mediante la estandarizacion de
la media en cada ensayo. P-valor: p<0,01 (**), p<0,05 (*), sin diferencias estadisticas p>0,05(ns). Letras

diferentes indican diferencias estadisticas entre filas en una misma columna, p<0,05 segin test LSD
Fisher.

Material TF TA-TF CRA
Vegetal (°C) (°C) (%)

La densidad estomatica y de tricomas de la superficie abaxial, entre 332-388 estomas
mm™ y 22-33 tricomas mm™, fueron mayores que en la superficie adaxial, 247-292
estomas mm? y 17-29 tricomas mm™, en todos los materiales vegetales evaluados
(Tabla 2.11).

LMA present6 la menor densidad de estomas y tricomas en ambas superficies foliares,
junto con RIV en la cara abaxial. RIV fue la RUD con menor densidad de tricomas en

ambas superficies foliares (Tabla 2.11).

DIA fue la poblacién con mas estomas y tricomas por unidad de superficie foliar, y
presentd la menor relacion entre la densidad de estomas y tricomas. En cambio en RIV
la cantidad de estomas respecto de la cantidad de tricomas por unidad de superficie fue

mayor que en las restantes poblaciones (Tabla 2.11).
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Tabla 2.11: Densidad de estomas (DEST) y tricomas (DTRI) (nmero mm™) y relacién

DEST/DTRI en la superficie abaxial (Sab) y adaxial (Sad) de hojas (media £ error

estandar) de poblaciones ruderales de girasol y el hibrido DK4000.

. DEST DTRI DEST/DTRI
Material Sad Sab Sad Sab
vegetal - > - > Sad Sab
(ndm. mm™) (nim. mm™)
Poblaciones ruderales de H. annuus
AAL 268+11ab 384+12ab 24+1b 29+1a 11,2+04c 13,3t0,3¢c
BAR 291+12 a 388+6 a 22+1bc  31+la i 13,3x06b 12,8+05¢c
DIA 292+10a 381+1lab 29+l a 33+ta |10,1+05¢c 11,7+04c
LMA 247+7 b 332+12 ¢ 20x1cd 22#1b  13,0+06b 15,0+0,6 b
RIV 271+7ab  361+9,2 bc 17¢1d 22+1b  16,4+0,7a 16,5+0,4a
Variedad cultivada
DK4000 272+15ab 378+14 ab 251 b 28+3a 11,006 ¢ 14,0+1,2 bc
ANOVA ** ** ** ** ** **

ANOVA: P-valor: p<0,01 (**), p<0,05 (*), sin diferencias estadisticas p>0,05(ns). Letras diferentes
indican diferencias estadisticas entre filas en una misma columna, p<0,05 segun test LSD Fisher. DPEL.:
transformado por raiz cuadrada para su analisis.
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DISCUSION

Los materiales vegetales evaluados presentaron grandes diferencias constitutivas;
debido a que las poblaciones RUD provienen de introducciones de girasol no
domesticado, con caracteristicas similares a las poblaciones silvestres del centro de
origen (Presotto et al. 2011). Las RUD se diferencian claramente del girasol por poseer
intensa ramificacion, ausencia de predominancia apical y capitulos pequefios. Debido a
estas diferencias constitutivas, la resistencia al estrés hidrico se valord a través de la
expresion de los parametros morfoldgicos y fisiolégicos medidos con y sin la influencia
del déficit hidrico en cada material vegetal, de forma similar a lo realizado por Tahir y
Medhi (2001), Tahir et al. (2002) y Rauf (2008).

La disminucién en el abastecimiento hidrico desde la iniciacion de la etapa
reproductiva-R1 (Experimento 1) y durante R1-R9, (Experimento 2) disminuyeron el
crecimiento de la parte aérea vegetativa de todos los materiales. Esta reduccion fue un
efecto generalizado del estrés hidrico. Ello se observo a pesar de que el girasol se
considera un cultivo moderadamente resistente al déficit hidrico (Connor y Sadras
1992). En las plantas, ello ocurre porgue el proceso fisiolégico mas sensible a este
estrés es la elongacion celular, sobretodo de la parte aérea. El crecimiento celular se
detiene aln antes que la fotosintesis ante la escases de agua (Levitt 1980; Chaves et al.
2002; Medrano y Flexas 2003 b; Lambers et al. 2008).

La biomasa aérea del girasol estd compuesta por un vastago principal del cual nacen
numerosas hojas (Trapani et al. 2003). Bajo déficit hidrico, estas estructuras reducen su
elongacion produciendo plantas méas bajas con hojas méas pequefias (Tahir et al. 2002;
Goksoy et al. 2004; Manivannan et al. 2007; Pereyra Irujo et al. 2008). En general,
cuando se produce reduccion en el crecimiento y en el area fotosintética se observa una
disminucion de la produccion de estructuras reproductivas y fotoasimilados (Andrade y
Sadras 2000) que disminuye el rendimiento, como han observado Tahir et al. (2002) y
Goksoy et al. (2004).

La reduccién de la superficie foliar también puede considerarse una estrategia de
conservaciéon del agua disponible, ya que con menor superficie foliar se reduce la
cantidad potencial de agua traspirada (Medrano y Felxas 2003 b; Lambers et al. 2008).

El girasol es un cultivo que tiene la capacidad de regular su superficie foliar en funcion
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de la cantidad de agua disponible (Andrade y Sadras 2000). Blum (2011) considera que
bajo déficit hidrico severo, la reduccion de la superficie foliar es un rasgo deseado,
aungue implique menor rendimiento potencial, ya que es mas importante la

conservacion del recurso escaso.

El tallo también tiene importancia agronomica, ya que los tallos mas gruesos son menos
susceptibles al vuelco (Hall et al. 2010). Ademés en este Organo se almacenan
fotoasimilados (Martinez Noél et al. 2015), en mayor proporcion antes de la floracion,
que en condiciones de estrés pueden ser removilizados y utilizados para el llenado de
granos, por ejemplo durante sequias terminales (Hall et al. 1989, 1992; Andrade y
Sadras 2000), como la simulada en el presente trabajo. Los tallos y peciolos también
contribuyen con la produccién de fotoasimilados (Connor y Sadras 1992).

En este trabajo, el efecto negativo de la limitacion hidrica sobre la estructura vegetativa
de la planta, altura de la planta, didmetro del vastago principal, superficie foliar

individual y largo del peciolo, fue diferente segun el material vegetal.

RIV fue el material vegetal con menor reduccion en el crecimiento de la estructura
vegetativa bajo déficit hidrico, sobre todo en aquellos componentes que son fuente de
fotoasimilados como hojas y tallos, menor a 24% en el experimento 1, y 21% en el
experimento 2. La linea tolerante B71 tuvo similar performance que RIV bajo
insuficiencia hidrica. Aunque la disminucion de la superficie foliar fue
significativamente mayor, mas de 25% en el experimento 2. AAL también tuvo buena
performance, aunque a diferencia de RIV y B71, el largo del peciolo foliar disminuyd
de forma maéas pronunciada en ambos afios de estudio (Experimento 2). En el
experimento 2, DIA fue el material vegetal que mostré el comportamiento mas negativo
sobre la estructura vegetativa bajo déficit hidrico y disminuyé més de 20% la altura de

las plantas y mas de 14% el diametro del tallo.

El déficit hidrico disminuyo en los materiales vegetales mas sensibles el nimero de
flores por capitulo, el cuaje y la biomasa de las cipselas, respuesta congruente con lo
observado por otros autores (Connor y Sadras 1992; Egli 1998; Trapani et al. 2003). Sin
embargo la respuesta no fue igual en todos los materiales vegetales. En el experimento
1, solo B59 (linea susceptible) disminuyé significativamente el ndmero de flores

generadas en el capitulo principal. En cambio la linea resistente B71 y, las poblaciones
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RIV, LMA y BAR con fecundacion selectiva mantuvieron el namero de flores formadas
bajo esta condicién hidrica. Este rasgo en los materiales vegetales mas resistentes es
valioso, ya que en la etapa de formacion de las estructuras reproductivas se determina el
namero potencial de frutos, principal componente del rendimiento (Connor y Sadras
1992). En el experimento 2, se observaron disminuciones significativas en la biomasa
de las cipselas de DK4000 y en el nimero de flores por capitulo de B71. En cambio las
RUD no tuvieron modificaciones significativas bajo déficit hidrico en estos caracteres.
Probablemente las diferencias observadas entre experimentos en la respuesta de B71 en
el numero de flores por capitulo bajo déficit hidrico, se deba a que probablemente el
déficit hidrico impuesto no haya sido similar entre experiencias. En este Gltimo aspecto
se pueden encontrar ejemplos que permiten vislumbrar que el nivel de estrés aplicado
causa distintos tipos de respuesta sobre el érgano evaluado. Por ejemplo Dosio et al.
(2011) no evidenciaron disminuciones en el numero de flores formadas bajo estrés
moderado y de corta duracion en girasol, en cambio Marc y Palmer (1976) observaron
una reduccion del 80% del nimero de flores formadas por capitulo con estrés hidrico
severo. Posiblemente el menor cambio observado en las RUD bajo estrés hidrico en el
experimento 2 también se deba a que, a diferencia de las variedades cultivadas,
pudieron ajustar el rendimiento no solo a través de la modificacion de los componentes
numeéricos del rendimiento inherentes al capitulo, sino también a través del nimero de
capitulos producidos por planta. Egli (1998) menciona que las variaciones en el
rendimiento del cultivo de soja, el cual presenta numerosas estructuras reproductivas
(vainas) dispersas sobre el esqueleto vegetativo de la planta, como en las RUD, son
principalmente debidas al nimero de vainas formadas, mientras que la cantidad de
semillas por vaina se mantiene mas estable. Una respuesta similar a la mencionada se
observo en DIA, que bajo déficit hidrico no tuvo modificaciones estadisticas del nimero
de flores por capitulo, el peso de las cipselas y el cuaje, sin embargo el rendimiento por
planta disminuy6 mas del 40%. Esta merma estuvo principalmente causada por una
reduccidn en la cantidad de capitulos producidos, que disminuyd el total de la superficie
reproductiva. El mero analisis de los componentes de rendimiento por si solos no indica
resistencia o susceptibilidad al déficit hidrico de los materiales vegetales evaluados. Se
deberian considerar en conjunto con el rendimiento por planta, ya que entre los
componentes mencionados existe compensacion, y el aumento de uno puede estar
ligado a la disminucién de otro, lo que puede o no modificar el rendimiento (Egli 1998).

Por ejemplo en 2010-11 el rendimiento de AAL bajo estrés no cambid, aunque la
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biomasa de las cipselas disminuyo 19%, ya que se observo compensacion a través del
namero de flores y frutos formados por capitulo. Ademas en un programa de
mejoramiento vegetal bajo déficit hidrico, el principal objetivo es mejorar el

rendimiento de los cultivos bajo esta condicion hidrica.

La superficie reproductiva fue estimada a partir del diametro y del nimero de capitulos
por planta, asumiendo que estos tienen una superficie plana y circular. La construccion
de este pardmetro se realiz6 para subsanar las diferencias de ramificacion entre los
biotipos. En el experimento 2 la reduccion de la superficie reproductiva de AAL y RIV
bajo déficit hidrico no fue significativa. Por el contrario, DK4000 y DIA redujeron mas
de 14% la superficie reproductiva bajo estrés por deficit hidrico. Los materiales
vegetales que tuvieron menor superficie reproductiva y rendimiento con déficit hidrico,

también presentaron alta reduccion de la estructura vegetativa de la planta.

El contenido relativo de agua y la temperatura foliar pueden reflejar la alteracion del
estado hidrico de las plantas, causado por menor abastecimiento hidrico (Rauf 2008).
En las plantas cultivadas la evitacion de la deshidratacion es la estrategia mas buscada
(Blum 2016 b).

En el experimento 1, el contenido relativo de agua inicial de RIV, LMA y BAR con
fecundacién selectiva fue mayor que en B59 y B71; y la deshidratacion de los discos
foliares fue entre un 8-11% menor. Las hojas pueden regular la traspiracion mediante el
movimiento estomatico. Este es el mecanismo mas rapido que tienen los vegetales para
adaptarse a cambios en la cantidad de agua disponible. Para aumentar la eficiencia en la
transpiracion se debe reducir la apertura estomética. La menor pérdida de agua
registrada en las RUD con fecundacidn selectiva puede deberse a una mayor capacidad
de regular la apertura estomatica, que permitiria disminuir la conductancia estomatica
bajo estrés hidrico. Este es uno de los principales mecanismos involucrados en la
regulacion de la pérdida de agua desde las hojas (Yoo et al. 2009), atributo deseado en
condiciones de déficit hidrico. Pou et al. (2008) mencionan que la mejor capacidad de
regular la apertura estomatica en un hibrido entre dos especies de vides le proporciond
resistencia al déficit hidrico, ya que la fina regulacion de la perdida de agua le permitid

aumentar la eficiencia de uso del agua.
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En el experimento 2, en 2008-09 el contenido relativo de agua fue menor y la
temperatura foliar mayor que en el 2010-11, estas diferencias podrian deberse a que en
el primer ensayo las condiciones atmosféricas durante la etapa reproductiva fueron mas
desecantes, precipitaciones menos abundantes (Figura 2.3). Estas condiciones climaticas
habrian producido en el 2008-09 que el contenido relativo de agua en la condicion
hidrica favorable fuese menor al esperado, 80-90% (Kaiser 1987; Pankovi¢ et al. 1999;
Lambers et al. 2008) y habria causado que la disminucion del contenido relativo de
agua observado bajo menor abastecimiento hidrico no fuese -estadisticamente
significativo. El contenido relativo de agua refleja la turgencia celular. La disminucién
de la turgencia por debajo de su valor normal limita la expansiéon celular y el
crecimiento de estructuras vegetativas y reproductivas (Jaleel et al. 2009; Taiz y Zeiger
2010), mas que la actividad fotosintética. Ya que cuando el contenido relativo de agua
es mayor al 30% (Kaiser 1987), la principal limitante de este proceso es la
disponibilidad de CO,, generalmente disminuida por una reduccién en la conductancia
estomatica (Pankovi¢ et al. 1999; Flexas et al. 2006). Cuando el contenido relativo de
agua disminuye por debajo este valor, si se produce dafio en las estructuras celulares
que inhiben irreversiblemente el aparato fotosintético (Levitt 1980; Kaiser 1987). La
RUD RIV fue la poblacion con menor deshidratacion bajo estrés hidrico ya que tuvo el
mayor contenido relativo de agua y no mostré6 mermas significativas respecto de la
condicion hidrica mas favorable en ambos experimentos. Ademas RIV mantuvo la
diferencia de temperatura entre el aire y las hojas bajo deficiencia hidrica respecto de la

condicion hidrica favorable.

La temperatura foliar estd inversamente relacionada con la transpiracion. Mayor
transpiracion indica mayor apertura estomatica, mayor intercambio gaseoso, mayor
fotosintesis y menor temperatura foliar (Poormohammad Kiani et al. 2007; Rauf 2008).
Los materiales vegetales que presentan menor temperatura foliar, tienen mejor
rendimiento bajo deficit hidrico (Blum 2016 b). En el presente trabajo la temperatura
foliar de RIV y AAL fueron las mas bajas con estrés hidrico, mientras que la superficie
reproductiva y el rendimiento permanecieron sin cambios significativos. Por el
contrario, DIA y DK4000 experimentaron la mayor reduccion de la superficie
reproductiva y del rendimiento con estrés hidrico, también tuvieron los valores mas

bajos de contenido relativo de agua y alta temperatura foliar.
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En funcion de la respuesta observada en la temperatura foliar, el gradiente de
temperatura y el contenido relativo de agua bajo déficit hidrico en RIV y AAL, podria
especularse que estas RUD poseen rasgos fisioldgicos que le permiten mantener el
abastecimiento de agua desde el suelo hacia la planta bajo esta condicion hidrica. Los
mecanismos conocidos gue otorgan esta capacidad son el ajuste osmotico, disminucion
del potencial agua de las células a través de la acumulacion activa de compuestos
osmaticamente activos y/o mayor capacidad radicular propia o a través de la asociacion
con micorrizas que permitirian explorar el perfil del suelo en busqueda de agua
(Medrano y Flexas 2003 b). Atributos que podrian mejorar la capacidad del cultivo para

producir en condiciones de déficit hidrico durante la etapa reproductiva.

La medicion del verdor permite inferir la cantidad de clorofilas en las hojas. El
dispositivo SPAD 502 minolta, permite su estimacion in situ, sin causar dafio a los
tejidos (Richardson et al. 2002). En el experimento 2 se compar6 el cambio relativo del
verdor foliar entre las condiciones hidricas. El verdor de las hojas de LMA disminuyo
ligeramente bajo déficit hidrico, a diferencia de los restantes materiales evaluados cuyo
valor aumentd. El estrés hidrico puede producir disminucién en el contenido de clorofila
de las hojas, como indica Jaleel et al. (2009) y, en girasol Manivannan et al. (2007) y
Ghobadi et al. (2013). La reduccién en el contenido de clorofila puede ser un
mecanismo de defensa para disminuir la absorciéon luminica, que en exceso genera
compuestos radicales libres que degeneran las membranas bioldgicas (Flexas et al.
2006). Sin embargo en cebada, trigo, maiz y girasol los genotipos mas resistentes a
estrés hidrico fueron aquellos que presentaron menor reduccion de la cantidad de
clorofila en sus hojas (Rong Hual et al. 2006; Frazad et al. 2007; Messmer et al. 2011;
Ghaffari et al. 2012). Los materiales con mayor nivel de aumento en el verdor de sus
hojas bajo estrés hidrico fueron RIV, AAL, DIA y B71. Las dos primeras RUD fueron
las que mejor conservaron la estructura vegetativa y reproductiva bajo esta condicion

hidrica.

La disminucién del area especifica foliar bajo déficit hidrico es una respuesta de
aclimatacién de las plantas, que le confiere ventajas en ambientes desfavorables, como
baja disponibilidad hidrica y nutricional (Lambers et al. 2008). Esta caracteristica, bajo
deficiencia hidrica, puede aumentar la eficiencia de uso del agua ya que en general las
hojas con menor area especifica son mas pequefias y mas gruesas. Esta modificacion de

la morfologia foliar produce una mayor disminucion de la transpiracién que de la
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fotosintesis, porque el primer proceso es funcion solamente de la superficie foliar,
mientras que en la fotosintesis también es funcion del volumen (Medrano y Flexas 2003
b). En girasol (Pankovi¢ et al. 1999) , amaranto (Liu y Stutzel 2004) y mani (Songsri et
al. 2009) el crecimiento bajo estrés hidrico produjo la disminucion del area especifica
foliar. Songsri et al. (2009) observaron una relacion negativa de este caracter con la
eficiencia de uso del agua en mani y en amaranto, en cambio Liu y Stiitzel (2004)
advirtieron que todos los cultivares evaluados que reducian el area especifica foliar
aumentaban la eficiencia de uso del agua bajo déficit hidrico. En el experimento 2 se
observo una disminucion significativa del area especifica foliar en AAL, uno de los
materiales mas resistentes al déficit hidrico impuesto, aunque también ello se observd
en DIA uno de los mas sensibles. El area especifica foliar de RIV se mantuvo casi

inalterable, mientras que en LMA y DK4000 aumento ligeramente con estrés hidrico.

Otras modificaciones estructurales de las hojas que permiten evitar el estrés hidrico son
una menor densidad estomatica y/o mayor pilosidad, ya que reducen el gasto de agua
disminuyendo la transpiracion (Medrano y Flexas 2003 b). En concordancia con los
autores anteriores, Yu et al. (2008) y Yoo et al. (2010) en Arabidopsis, Mehri et al.
(2009) en trigo, y Liu et al. (2012) en arroz observaron que la reduccion de la densidad
estomatica aumento la tolerancia al déficit hidrico. En sorgo, Muchow y Sinclair (1989)
observaron que la conductancia epidérmica disminuy6 cuando la densidad estomatica

fue menor.

En este trabajo LMA tuvo la densidad estomatica baja y DIA la densidad de pelos més
alta, en ambas superficies foliares, sin embargo estas RUD no tuvieron la mejor
performance bajo déficit hidrico. En cambio RIV, con mayor resistencia al déficit
hidrico, tuvo la menor densidad de pelos y la cantidad de estomas por pelo més alta en
ambas superficies foliares. Aunque en la cara abaxial la densidad de estomas fue

relativamente baja.

La busqueda de genotipos con una mejor performace bajo déficit hidrico se puede
realizar tanto a nivel esporofitico, como se ha descripto hasta el parrafo anterior en el
presente trabajo, como a nivel gametofitico (Ravikumar et al. 2003). Es esperable que
en el gametofito masculino se expresen genes que le permitan aclimatarse a los factores
externos como sucede en el esporofito (Hormaza y Herrero 1992). Estos autores

mencionan que la performance de la germinacion in vitro o in vivo y/o la fecundacion
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de polen expuestos a baja temperatura, salinidad, metales y compuestos tdxicos como
herbicidas, fue diferente en funcion de la constitucion genética del polen. Lo que indica
que la busqueda de genotipos con mejor performance puede llevarse a cabo a través del

la respuesta de los gametos masculinos al estrés.

En este trabajo la aplicacion de estrés osmotico sobre las estructuras reproductivas
femeninas se realizo con el objetivo de que la fecundacién de los 6vulos solo se realice
con los granos de polen capaces de germinar bajo un potencial agua de -1 MPa;
denominado fecundacion selectiva. Este experimento fue iniciado en las cinco RUD, sin
embargo DIA y AAL no produjeron suficiente cantidad de semillas en el segundo ciclo
de seleccidon (menos de 15 semillas) para continuar con el proceso de seleccion. En estas
RUD la escasa formacion de semillas posiblemente se haya debido a una escasa
fecundacion causada por el estrés osmotico producido sobre el polen, lo que
probablemente haya originado una disminucidon de la viabilidad de estas estructuras, ya
que la aplicacion de las solucion con PEG se realiz6 sobre los estigmas de las flores
antes de la polinizacion. La técnica aplicada en este experimento fue similar a la
utilizada por Ravikumar et al. (2003) en sorgo, aunque estos autores no mencionan
dificultades en la obtencion de semillas. En cambio en las RUD BAR, LMA y RIV, el
estrés impuesto por el PEG no inhibi6é tan fuertemente la fecundacion y se obtuvo
suficiente cantidad de semillas para continuar con el proceso de seleccion.

La poblacién RIV con tres ciclos de fecundacion selectiva fue depositada en el Banco
Activo de Germoplasma del INTA Manfred, registrada bajo la denominacién
CGGI1357



109

CONCLUSIONES

A partir de las hipétesis y objetivos de trabajo planteados emergen las siguientes

conclusiones:

Las poblaciones ruderales argentinas de H. annuus poseyeron resistencia a déficit

hidrico impuesto durante la etapa reproductiva, que les permitié su supervivencia y

reproduccion. Sin embargo el efecto negativo de la limitacion hidrica sobre la estructura

vegetativa y reproductiva de la planta fue diferente segun el material vegetal. Entre las

RUD, RIV fue la poblacion con mayor resistencia al déficit hidrico impuesto.

En RIV los rasgos observados que probablemente hayan contribuido con la mejor

performance reproductiva bajo déficit hidrico fueron:

v

v

reduccion moderada de la superficie foliar (menor a 25%, experimento 1y 2),
reduccion moderada de la altura (menor a 20%, experimento 1y 2),

reduccion leve del diametro del véstago principal (menor a 10%, experimento
1),

capacidad de mantener el abastecimiento de agua desde el suelo hacia la

planta (gradiente térmico foliar conservado, experimento 2),
buen contenido de agua en los tejidos (mayor 70%, experimento 2),

capacidad de controlar la pérdida de agua desde los tejidos foliares,

(deshidratacion después de 120 minutos: 26%, experimento 1)
mantenimiento del verdor foliar (aumento 7%, experimento 2),

capacidad para mantener el ndmero de primordios florales formados por

capitulo (sin reduccion, experimento 1),

preservacion de la fertilidad (fecundacion con estrés osmotico, experimento
1),

reduccion leve del nimero de granos formados (menor a 15%, experimento 2)

preservacion de la biomasa de las cipselas formadas (sin reduccion,

experimento 2).
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CAPITULO 3:

CONFORMACION DE UN STOCK GENETICO DE
GIRASOL CON RESISTENCIA AL VIRUS DEL
MOTEADO CLOROTICO DEL GIRASOL
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INTRODUCCION

Aproximadamente un tercio de la produccion potencial mundial de cultivos se pierde a
causa de enfermedades, insectos o malezas. Las enfermedades causadas principalmente
por hongos, bacterias y virus son responsables de la merma del 14% de la produccion
(Agrios 2005).

En girasol, las enfermedades provocan grandes pérdidas economicas. El principal
causante de dichas mermas son los hongos, sin embargo los virus constituyen un peligro
potencial (Escande 2000). En Argentina desde los afios 70 se han observado lotes de
girasol afectados por virus (Mufioz et al. 1980). Si bien la incidencia en general es baja,
menor al 3%. En algunos casos ha llegado a ser del 95% (Lenardon 1994). Los sintomas
asociados a la infeccion del girasol con virus cominmente observados consisten en

mosaicos, anillos cloréticos y moteado clorético (Pérez Fernandez 2002).

Dujovny et al. (1998, 2000) han realizado la caracterizacion de un potyvirus que infecta
al girasol domestico y ruderal de Argentina, el cual denominaron Virus del moteado
clorético del girasol, SUCMoV. En girasol, este virus es el que presenta mayor
distribucion en Argentina. Ha sido reportado afectando cultivos de girasol en las
provincias de Entre Rios, Cordoba, Santa Fe y Buenos Aires. Los sintomas que causa su
infeccion son manchas amarillas en las hojas que terminan por producir clorosis
generalizada en toda la planta y retraso del crecimiento. La infeccion con este virus
reduce la altura de la planta, el diametro del tallo y del capitulo, el tamafio y peso de los
granos producidos. Ademas produce cambios en la fenologia, anticipando la floracion e
induciendo el secado anticipado de las flores liguladas del capitulo. EI SUCMoV puede
causar la reduccion de més del 50% del rendimiento, si la infeccion sucede antes de la
aparicion de la octava hoja en hibridos susceptibles (Lenardon et al. 2001). Actualmente
se conocen dos cepas de este virus, la cepa de la mancha anular (Bejerman et al. 2008) y
la cepa comin (C) (Dujovny et al. 2000). Esta ultima es la méas extensamente
distribuida (Giolitti 2014).

El SUCMoV pertenece a la familia Potiviridae y como muchos de estos virus se trasmite
de planta en planta principalmente durante la accion alimentaria de un vector infectado.
Ademas del girasol, el SuCMoV también afecta a especies de las familias

Amaranthaceae, Asteraceae, Chenopodiaceae y Solanaceae que constituyen los
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reservorios naturales del virus (Dujovny et al. 1998). El control de los virus es
dificultoso, por lo que es conveniente utilizar variedades resistentes cuando existen, ya
que es la manera mas simple, econdmica y sustentable de manejar las posibles

infestaciones naturales (Agrios 2005).

En las plantas la verdadera resistencia a una enfermedad esta controlada genéticamente
por uno, pocos 0 muchos genes y puede ser parcial o total (Agrios 2005). La resistencia
total implica que el virus no puede colonizar a su hospedero, mientras que en la
resistencia parcial existe colonizacion por el patdgeno, aunque estd reprimida.
Generalmente, la severidad de los sintomas refleja el nivel de replicacion y acumulacion

del virus en su hospedero (Revers et al. 1999).

El girasol es susceptible a la cepa comin de SUCMoV (SuCMoV-C) y hasta ahora no se
han observado casos de resistencia total a este patdgeno. En una exploracién exhaustiva
de 232 lineas endocriadas de girasol tanto publicas como privadas, Lenardon et al.
(2001) reportaron la existencia de resistencia parcial a SUCMoV-C de solo tres lineas.
La mejor respuesta se observo en la linea L33, que a diferencia de las susceptibles, con
moteado clorético severo luego de la inoculacion, presentd un punteado clorético
aislado. Segun el autor, similar a una respuesta de hipersensibilidad. La respuesta de
hipersensibilidad en las plantas es un mecanismo activo de defensa que limita la

colonizacion del patégeno (Agrios 2005).

Las especies silvestres emparentadas con los cultivos se consideran una fuente
importante de genes de resistencia a enfermedades (Agrios 2005). Al género Helianthus
pertenecen 51 especies, entre anuales y perennes (Seiler 2012), con amplia variabilidad
genética que se han utilizado con éxito en el mejoramiento del girasol. En Estados
Unidos de América se estima que las especies silvestres tienen una contribucion anual
de 270 a 385 millones de dolares a la industria del girasol. Parte de esta contribucién
corresponde a la incorporacion de genes de resistencia a enfermedades desde especies
silvestres (Seiler 2010).

Lineas endocriadas resistentes o tolerantes a roya negra, Plasmopara, Verticillium,
Phomopsis y Sclerotinia se han desarrollo a partir del aporte de genes de resistencia de
especies silvestres de girasol (Bertero de Romano y Vazquez 2003; Seiler 1992, 2010).

En estas especies también se han observado casos de resistencia a Macrophomina,
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oidio, Alternaria, Rhizopus y virus, con el desarrollo de stocks genéticos a partir del
cruzamiento con lineas cultivadas en algunos casos (Seiler y Jan 2010; Seiler 2012). En
virus, Jan y Gulya (2006 a, b) han registrado cuatro stocks genéticos resistentes al Virus
del mosaico de girasol, virus que pertenece al género Potyvirus al igual que el
SuCMoV. Generados a partir del cruzamiento de plantas silvestres de Helianthus

annuus resistentes con la linea endocriada HAS9.

En una evaluacion preliminar se hallé que las poblaciones ruderales de H. annuus de
Argentina, presentaron mas del 20% de resistencia al SUCMoV-C. Particularmente se
destacaron dos poblaciones, colectadas en la provincia de La Pampa, Colonia Barén
(BAR), y en la provincia de Buenos Aires, Carhué (CAR), que presentaron més del 50%
de plantas resistentes, sin sintomas, luego de la inoculacion artificial con este virus
(Cantamutto et al. 2010 b).

En 2005, comenzo la seleccion de plantas resistentes a SUCMoV-C de BAR y CAR con
el objetivo de desarrollar germoplasma resistente a este virus. Posteriormente, plantas
resistentes fueron cruzadas con la linea endocriada A10 desarrollada por el INTA
Manfredi (Gonzalez et al. 2014); y nuevos ciclos de seleccidén de plantas resistentes
culminaron en 2009-10 con el desarrollo del germoplasma segregante con resistencia a
SuCMoV-C, denominado S10 (Figura 3.1).

A pesar de cuatro ciclos de seleccion, S10 presentaba alta segregacion fenotipica y falta
de fijacion del carécter de resistencia a SUCMoV-C. La proporcién de individuos
resistentes era cercana a 50%. Ello se adjudico a que la elevada autoincompatibilidad
impidio la autofecundacion, por lo que la seleccion y el avance generacional se realizo

mediante polinizacién controlada entre plantas hermanas (Cantamutto et al. 2010 a).

Las poblaciones ruderales de H. annuus poseen altos niveles de autoincompatibilidad.
Segun Presotto (2004), el nivel de autofecundacion de BAR y CAR es menor a 5%. Eso
se contrasta con el de las lineas endocriadas en las cuales generalmente es mayor a 40%
(Miller y Fick 1997; Skori¢ 2012 b). En general la descendencia del cruzamiento entre
los biotipos silvestre y cultivado de H. annuus tiene bajo nivel de autofecundacion
(Gandhi et al. 2005). Ello es adjudicado a la autoincompatibilidad esporofitica de los
biotipos silvestres (Miller y Fick 1997), que se trasmite de forma dominante a la

descendencia y limita fuertemente la autofecundacion. Sin embargo la dominancia
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genética sobre la autoincompatibilidad no es completa (Burke et al. 2002; Gandhi et al.
2005), y la autofecundacion tiene un alto valor de heredabilidad (Skori¢ 2012 b), segln
Gowda y Seetharam (2008) mayor a 70%, por lo que es posible obtener semillas
generadas por autofecundacion en la F1 y aumentar rapidamente el nivel de

autofecundacion por seleccion en las siguientes generaciones.

Se hipotetiz6 que la baja frecuencia de individuos resistentes a SUCMoV-C del material
segregante S10 se debia a la ausencia completa de homocigosis (Cantamutto et al. 2010
a). Para superar esta situacion, se realizd la seleccion recurrente de individuos
resistentes a SUCMoV-C en la descendencia de plantas autofecundas resistentes
generadas a partir del cruzamiento de plantas resistentes de S10 con lineas endocriadas.
El objetivo fue obtener un germoplasma con alta frecuencia de individuos resistentes a
SuCMoV-C.
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Figura 3.1: Genealogia del material segregante S10 con resistencia a SUCMoV-C.
BAR: RUD de Colonia Baron. CAR: RUD de Carhué. RR: planta resistente a la

inoculacién con SUCMoV-C.
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MATERIALES Y METODOS

La inoculacion y seleccion por resistencia a SUCMoV-C se realiz6 sobre la descendencia de la
poblacion segregante con resistencia a SUCMoV-C S10 y sobre la descendencia de su
cruzamiento con dos lineas endocriadas, susceptibles a SUCMoV-C (comunicacién personal
MSc. Daniel Alvarez, mejorador girasol INTA Manfredi); A09, androestéril con citoplasma
estéril PET1, y B09, androféertil mantenedora de AQ09 con citoplasma H. annuus normal
(Gonzélez et al. 2014; Garayalde et al. 2015) (Figura 3.2). Se practico la seleccidn basada en
el método genealdgico (Cubero 2003), que consistid en seleccionar, reproducir y propagar la
progenie de plantas resistentes separadamente, inoculando repetidamente para identificar los

individuos resistentes.

El 12 de diciembre de 2009 se realizé la inoculacion con SUCMoV-C sobre 42 individuos del
germoplasma S10. Cuatro plantas de S10 resistentes (RR), sin sintomas de SuCMoV-C,
después de la inoculacién con SUCMoV-C, S10aRR, S10bRR, S10cRR y S10dRR fueron
seleccionadas y trasplantadas al campo experimental del Departamento de Agronomia de la
Universidad Nacional del Sur (CE-UNS). Durante el cultivo se realizd el cruzamiento de
S10aRR, S10bRR, S10cRR y S10dRR con cuatro plantas de B09 y cuatro plantas de A09.
Debido a la condicién pluriflora y androfértil de los individuos resistentes S10 se realizo el
cruzamiento reciproco entre estos y B09. En cambio A09 siempre se utiliz6 como parental
femenino. Los capitulos con polen utilizados como hembra fueron castrados manualmente
(Figura 3.2).

El 27 de noviembre de 2010 se realiz6 el trasplante al CE-UNS de la descendencia F1 de doce
cruzamientos  (A09xS10aRR),  (A09xS10bRR), (A09xS10cRR), (A09xS10dRR),
(B09xS10aRR), (B09xS10bRR), (B09xS10cRR), (B09xS10dRR), (S10aRRxB09),
(S10bRRxB09), (S10cRRxB09) y (S10dRRxB09). Durante el cultivo se realizd la
autofecundacion de las plantas F1. Las F2 conformaron las poblaciones segregantes iniciales

de seleccion por resistencia a SUCMoV-C vy alto grado de autofecundacion (Figura 3.2).

El 24 de noviembre de 2011 se realizé la inoculacion con SuCMoV-C (n= 6-32) de la
F2(B09xS10aRR), F2(B09xS10bRR), F2(A09xS10bRR), F2(S10cRRxB09),
F2(B09xS10cRR), F2(A09xS10cRR) y F2(B09xS10dRR). Las restantes cruzas fueron
excluidas pues no produjeron semillas por autofecundacion. El 22 de diciembre, 34 plantas
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RR fueron trasplantadas y multiplicadas en el CE-UNS. Algunas plantas inicialmente
catalogadas como RR, 24, 33, 36, 37 y 121, luego de trasplantadas al CE-UNS presentaron
sintomas compatibles con la infeccion por SUCMoV-C moderados a severos, y fueron
descartadas. Las demas plantas trasplantadas fueron reproducidas mediante autofecundacion
(Figura 3.2).

El 26 de enero de 2012 se ejecutdé una nueva inoculacién con SuCMoV-C sobre la
descendencia  (n=2-10) F3(B09xS10bRR), F3(S10cRRxB09), F3(B09xS10cRR),
F3(A09xS10cRR) y F3(B09xS10dRR) proveniente de la autofecundacion de plantas F2 RR
con mas de 50 semillas producidas por capitulo. Trece plantas F3 RR fueron trasplantadas al
CE-UNS el 18 de enero de 2013. Un capitulo de una planta androestéril F3(A09xS10cRR)
resistente sin sintomas de moteado en el CE-UNS, 1.0ME, fue polinizado con polen de una
planta F3(B09xS10dRR) RR, 10.1, aunque con sintomas de moteado clorético aislado muy
escaso, compatible con la infeccion de SUCMoV-C, durante su cultivo en el CE-UNS. La
descendencia de este cruzamiento fue denominada SUCMoV-C.1. Otro capitulo de 1.0ME fue
polinizado con polen de otra planta F3(B09xS10dRR) catalogada como RR, 10.2, aungue con
sintomas de moteado clordtico aislado escaso, compatible con la infeccién de SUCMoV-C,
durante su cultivo en el CE-UNS. La descendencia de este cruzamiento fue denominada
SuCMoV.C.2. Un capitulo de la planta 10.1 fue autofecundado, su descendencia constituyé el
SuCMoV.C.3. Una planta F3(S10cRRxB09) catalogada como RR, 12.0, aunque con sintomas
de moteado clordtico aislado escaso observado durante su cultivo en el CE-UNS, fue
autofecundada y se denominé SUCMoV-C.4. La produccion de semillas por autofecundacion
de SUCMoV-C.3 y SuCMoV-C.4 fue mayor a 100 semillas por capitulo (Figura 3.2).

Los capitulos utilizados para la produccion de semillas fueron tapados en R4 (Schneiter y
Miller 1981) con bolsas de papel o poliamida para la exclusion de insectos. La polinizacién se

realiz6 con polen fresco recolectado de capitulos tapados.

Las plantas seleccionadas se trasplantaron al CE-UNS cuando estas presentaban entre 40-100
cm de altura. La separacion entre parcelas fue de 100 cm y entre plantas de la misma parcela
de 30 cm. Se suministrd riego por goteo para abastecer la demanda de agua de las plantas en
el CE-UNS.
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Figura 3.2: Generacion del stock genético resistente a la cepa comudn del Virus del moteado clorotico de girasol, SUCMoV-C, a partir del cruzamiento de
cuatro plantas S10 resistentes a SUCMoV-C con la linea endocriada, A09 y su mantenedora B09.

Letra minGscula indica individuos S10 diferentes. RR: resistente, sin sintomas de SUCMoV-C luego de la inoculacidon. NS: sin produccion de semillas. ME: androesterilidad. ®:
autofecundacién. Plantas catalogadas como resistentes que presentaron sintomas de SUCMoV-C en el CE-UNS; en rojo: infeccion severa (Figura 3.3a); en verde: infeccién moderada a escasa
(Figura 3.3c); en celeste: infeccion escasa (moteado clorético aislado y muy escaso). CE-UNS: campo experimental del Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur.
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En 2013-14, se evalud la resistencia a SUCMoV-C de los cuatro stocks geneéticos
generados, SuCMoV-C.1, SuUCMoV-C.2, SuCMoV-C.3 y SuCMoV-C.4 originados a
partir de los dos ciclos de seleccidn por resistencia a SUCMoV-C con alto grado de
autofecundacion (Figura 3.2). En el campo experimental del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Manfredi, Cordoba, se sembré la descendencia de
los cuatro stocks genéticos con resistencia a SUCMoV-C en grupos de 17 plantas con
dos a cuatro réplicas, en un disefio de parcelas divididas.

Durante el periodo de seleccion, la inoculacion con SuCMoV-C se ejecutd en el
Instituto de Fitopatologia y Fisiologia Vegetal, del INTA en Cdrdoba, Argentina. Para
inducir la germinacion de semillas dormantes se colocaron en bandejas plasticas sobre
papel humedecido durante una semana a 4-7°C (ISTA 2004). Luego fueron sembradas
de a una o dos en macetas de 3 litros y cultivadas en invernaculo. Como control de
inoculacion se sembraron macetas con semillas del cultivar susceptible Contiflor 17
(CF17), n=19 o 20.

En la evaluacion final la inoculacién se llevo a cabo en el campo experimental del
INTA Manfredi. Ademas de los cuatro stocks genéticos resistentes a SUCMoV-C, se
dispusieron dos grupos de 17 plantas de las lineas endocriadas B09 y B10 como

controles susceptibles.

Durante el periodo de seleccién y en la evaluacion final, la inoculacion artificial con
SuCMoV-C se realiz6 sobre plantas individuales (n=2-41) cuando las plantas tenian
entre 2-6 hojas verdaderas. Se utilizé una pistola a presion (5-8 bar) y como fuente de
indculo se us6 SuCMoV-C aislado en girasol. Para preparar el in6culo hojas
sisttmicamente infectadas fueron maceradas en 1/10 (p/v) de solucion tampdn 0.01M
Na2HPO4/NaH2PO4, pH 7, con 0.1% de Na2S03, y filtrado con gasa. Se incorpor0 a

la suspension carburo de silicio de granulacion 600 como abrasivo, 0.25 g cada 10 ml.

La infeccion de las plantas con SUCMoV-C se valoro 15 dias después de la inoculacion.
Los individuos inoculados se clasificaron en forma visual segin los sintomas
observados en las hojas, como susceptibles cuando el moteado clor6tico era confluente
sobre toda la ldmina, tolerantes cuando el moteado clorético era moderado y como

resistentes (RR) cuando no tenia sintomas visibles de la enfermedad o cuando el
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moteado clorético era muy escaso Yy se mantenia aislado permanentemente,

asemejandose a una respuesta de hipersensibilidad (Lenardon et al. 2005) (Figura 3.3).

Figura 3.3: Plantas inoculadas con SUCMoV-C con sintomas visibles de la infeccion.

Planta susceptible (a), tolerante (b) y resistente con punteado escaso (c).

RN

Susceptible Tolerante Resistente con punteado escaso
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RESULTADOS

En las tres evaluaciones con inoculacidn artificial, los controles susceptibles CF17, B09
y B10, tuvieron 100% de infeccion, indicando que el mecanismo de inoculacion

utilizado fue efectivo (Tabla 3.1).

En general se observé un aumento de la proporcion de individuos resistentes a medida
que se avanzé en la genealogia de seleccion por resistencia a SUCMoV-C. S10 tuvo
48% de individuos resistentes. La descendencia F2 de los cruzamientos iniciales
(A09xS10cRR), (B09xS10dRR) y (S10cRRxB09) tuvo 62% de individuos resistentes a
SuCMoV-C, la F3 aumentd este valor 17% mientras que la descendencia F4 de
(B09xS10dRR), (S10cRRxB09) y la derivada de los cruzamientos
(F3(A09xS10cRR))MEX(F3(B09xS10dRR)) superd en 21% la resistencia observada en
la F3 (Tabla 3.1).

Conjuntamente la descendencia F2 de los tres cruzamientos, (A09xS10cRR),
(B09xS10dRR) y (S10cRRxB09), tuvo 62% de individuos resistentes, 21% de
individuos tolerantes y 17% de individuos susceptibles. Este patrén de segregacion
general, fue observado en la segregacion de la mayoria de las F2 analizadas en forma
particular, en las cuales mas del 70% de las plantas inoculadas con SuCMoV-C
presentaron algun grado de resistencia (tolerancia o resistencia). Excepto en la
descendencia F2 de la planta 3 y 11, de los cruzamientos (A09xS10cRR) y
(S10cRRxB09), que presentaron una desviacion con respecto a este patron de

segregacion con mas del 50% de los individuos inoculados susceptibles (Tabla 3.1).

En la F3 se pudieron detectar individuos susceptibles, aunque la proporcion de
individuos resistentes aument6 de 62% en la F2 a 79% en la F3. El andlisis particular de
cada una de las descendencias F3 revel6 que el 60% o mas de los individuos inoculados
con SUCMoV-C fue resistente, salvo en la descendencia F3 (A09xS10cRR) de la planta
4-78 y 5-81 cuya proporcion de individuos susceptibles fue de 50% o mas (Tabla 3.1).

No se observaron individuos susceptibles o tolerantes en los individuos inoculados con
SuCMoV-C de la generacion F4 generada a partir de los cruzamientos (B09xS10dRR) y
(S10cRRxB09) y de los dos cruzamientos (F3(A09xS10cRR)ME)x(F3(B09xS10dRR))
(Tabla 3.1).
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La proporcién de individuos tolerantes mas resistentes aumenté de 62% en la F2 a
100% después de dos ciclos de seleccion por resistencia a SUCMoV-C con alto grado de
autofecundacion (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1: Resultados de la inoculacién con SUCMoV-C de individuos de la poblacién
segregante resistente SUCMoV-C, S10, y de su cruzamiento con las lineas domésticas,
A09 y B09, durante el periodo de desarrollo de los stocks genéticos resistentes a
SuCMoV-C: SuCMoV-C.1, SuCMoV-C.2, SuCMoV-C.3 y SuCMoV-C.4. RR:
resistente a SUCMoV-C. TT: tolerante a SUCMoV-C. SS: susceptible a SuUCMoV-C.

Reaccion de la descendencia

Reaccién de la ; -
a la inoculacién

. e lanta madre a
Descendencia Identificador pia L
la inoculacion:

evaluada planta madre SS TT RR

RROTT (nam)

2009-10
S10 22 20
CF17 19 0
2011-12

F2(A09xS10cRR)

F2(B09xS10dRR)

O© ONOO(O01 B W DN B
1
1

F2(S10cRRXB09)

1
1
P O FP,P O W OOOkFkr OO0 Fk w o o

QIO N O FP OF NOIORFRPR OO O WwWw
QOQIWw W W W NNEFEDNOOIFPr W ErRDPPEPEDN

CF17

=
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Continuacién Tabla 3.1.

Reaccion de la

Reaccion de la descendencia a la
Descendencia Identificador planta madre a la inoculacion
inoculacion:
evaluada planta madre sS T RR
RRoTT
(nim.)
2012-13

4-76 RR 0 0 7

4-78 RR 7 0 2

F3(A09xS10cRR) 5-79 RR 2 0 5
5-81 RR 4 0 4

5-83 RR 0 0 2

6-52 RR 2 0 8

F3(B09xS10dRR) 6.55 RR 0 0 5
8-84 RR 0 0 10

8-85 RR 1 0 9

F3(S10cRRxB09) 8.86 RR 0 0 3
8-87 RR 0 0 6

CF17 20 0 0

2013-2014

SuCMoV-C.1 4-76-1.0Mex6-55-10.1 RRxRR! 0 0 34
SuCMoV-C.2 4-76-1.0Mex6-55-10.2 RRXRR? 0 0 34
SuCMoV-C.3 6-55-10.1 RR* 0 0 68
SuCMoV-C.4 8-84-12.0 RR? 0 0 68
B09 34 0 0

B10 34 0 0

!: planta catalogada como resistente que luego presentd sintomas de moteado clorético aislado muy
escaso. . planta catalogada como resistente que luego presenté sintomas de moteado clorético aislado
escaso
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DISCUSION

Plantas sanas son esenciales para obtener una performance adecuada de los cultivos. En
girasol, la resistencia genética es el método mas utilizado para enfrentar los problemas
originados por enfermedades (Gulya et al. 2010). ElI mejoramiento genético por
resistencia es econémicamente y medioambientalmente mas conveniente ya que elimina
las pérdidas productivas derivadas de la enfermedad y disminuye la utilizacion de
medidas de control quimico en los cultivos (Agrios 2005).

La resistencia a SUCMoV-C del germoplasma S10 fue introducido con éxito al fondo
genético de girasol utilizando la linea A09 y su mantenedor B09. A partir de la F2 de
los tres cruzamientos realizados se observaron individuos resistentes. La linea
domeéstica utilizada en los cruzamientos fue 100% susceptible al SUCMoV-C. Por ello
se entiende que la resistencia observada en la descendencia del cruzamiento de A09 o

B09 con S10 estuvo originada en el germoplasma S10.

Después de dos ciclos de seleccion por resistencia a SUCMoV-C, todas las selecciones,
SuCMoV-C.1, SuCMoV-C.2, SuCMoV-C.3, SuCMoV-C.4, tuvieron 100% de
resistencia. Con el avance generacional se observd un notable aumento del porcentaje
de individuos resistentes a SUCMoV-C respecto a S10. Similares resultados fueron
obtenidos por Jan y Gulya (2006 a, b) durante el desarrollo de stocks genéticos con
resistencia al virus del mosaico de girasol (SuMV), a partir de material resistente
silvestre de H. annuus estadounidense en cruzamiento con la linea HAB89. El
germoplasma homocigoto para este caracter se logrd, en familias F4, en el primer caso,
y F3, en el segundo caso, después de la seleccién y autofecundacion de plantas
resistentes con pedrigree silvestre*HAS9.

Lenardon et al. (2005) asi como Jan y Gulya (2006 b) coinciden en opinar que la
resistencia a SUCMoV y a SuMV, virus de la familia Potyviridae, observada en sus
germoplasmas estuvo controlada por un gen con accion dominante. Si bien en la
mayoria de los casos, la resistencia de las plantas a los virus parece estar bajo control
genético simple (Maule et al. 2007), existen reportes que demuestran que la resistencia
también puede estar regulada mediante control oligo o poligenético (Di Renzo et al.

2004; Gomez et al. 2009, Rossi et al. 2015). En el presente trabajo hay evidencias de
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que el control genético de la resistencia a SUCMoV-C en los stocks genéticos

desarrollados podria estar gobernado por mas de un gen.

En el stock genético desarrollado por resistencia a SUCMoV-C, la mayoria de las
descendencias F2 y F3 analizadas por resistencia a SUCMoV-C, presentaron el 60% o
méas de los individuos con algin grado de resistencia, individuos tolerantes mas
resistentes. Sin embargo dos F2 y dos F3 de los cruzamientos realizados revirtieron este
patron de segregacion, y el 50% o méas de los individuos inoculados, provenientes de un

parental resistente en el caso de la descendencia F3, fueron susceptibles a SuUCMoV-C.

Inicialmente se podria pensar que la segregacion antagonica de algunas F2 y F3 se
deben a que el germoplasma S10 resistente, utilizado como parental dador del caracter
de resistencia, no presentaba el caracter en homocigosis. Si un solo gen con accién
dominante controlara esta caracteristica y el parental S10 resistente heterocigota se
cruzara con la linea susceptible homocigota, se esperarian dos genotipos de plantas F1,
una de tipo heterocigota resistente y otra homocigota susceptible. La segregacion
porcentual de individuos resistentes:susceptibles en la F2 de cada una de ellas seria, en
el primer caso de 75:25 y en el segundo caso 100% susceptibles (Cubero 2003). En
cambio la segregacion resistentes:susceptibles de la F3 de individuos F2 resistentes
heterocigotas o resistentes homocigotas autofecundados seria de 75:25 o 100%

resistente, respectivamente.

Ninguno de los casos observados de reversion del patron de segregacion de la F2 y la
F3 coincidié con los modelos propuestos en el parrafo anterior. En estos casos la
cantidad de individuos susceptibles fue mayor al 25% pero menor al 100%, ya que entre
los individuos inoculados el 25-50% fue resistente. En funcion de estos resultados se
podria pensar que la resistencia a SUCMoV-C podria estar gobernada por la accion

conjunta de mas de un gen.

Melchinger et al. (1998) observaron una situacion similar a la propuesta en la
segregacion de algunos cruzamientos entre germoplasma de maiz resistente y
susceptible al virus del mosaico de la cafia de azucar. En ellos algunas familias F3
derivadas de plantas resistentes F2, supuestamente homocigotas para el caracter de
resistencia, presentaron segregacion de plantas susceptibles y resistentes. Urie (1985),

quien estudio el modo de herencia del caracter alto oleico en lineas mutantes de girasol,
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observo una completa reversion de la dominancia del caracter alto oleico en algunas
familias F2 a partir del cruzamiento de una linea mutante alto oleico con una linea
tradicional, reducido contenido de acido oleico. En funcion de sus resultados ambos
autores sugirieron que el caracter en estudio, resistencia o alto oleico, estaba gobernado

por mas de un gen.

Si bien parece una alternativa plausible que la resistencia a SUCMoV-C esté gobernada
por mas de un gen, estos resultados solo deben considerarse como preliminares ya que
solo se considero el anélisis de descendencia F2 y F3, cada una con reducida cantidad
de individuos inoculados (2-10), debido a lo cual no se determiné el modelo de
segregacion estadisticamente. Ademas se debe considerar que la resistencia a
enfermedades en muchos casos es compleja, muchas veces de caracter poligénica

(Poormohammad Kiani y Sarrafi 2010).

Los stocks genéticos SUCMoV-C.1, SuCMoV-C.2, SUCMoV-C.3 y SuCMoV-C.4
fueron depositadas en el Banco Activo de Germoplasma del INTA Manfredi,
registrados bajo la denominacion CGGI1351, CGGI1352, CGGI1353 y CGGI1354,

respectivamente.
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CONCLUSIONES

A partir de la hipdtesis y objetivo de trabajo planteados emergen las siguientes

conclusiones:

El cruzamiento de plantas resistentes S10 con las lineas endocriadas A09 y BQ9, y la
seleccion conjunta por resistencia a SUCMoV-C vy alto grado de autofecundacion de la
descendencia de los cruzamientos condujo a la generacion de cuatro germoplasmas
resistentes a SUCMoV-C (SuCMoV-C.1, SuCMoV-C.2, SuUCMoV-C.3 y SuUCMoV-C.4)

sin segregacion fenotipica para el caracter de resistencia.
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CAPITULO 4:

DIAMANTE, POBLACION RUDERAL Helianthus
annuus, RECURSO GENETICO POTENCIAL PARA
LA MEJORA DE LA CALIDAD DEL ACEITE DE
GIRASOL
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INTRODUCCION

El girasol se encuentra actualmente en el cuarto lugar entre los aceites vegetales mas
consumidos (Calzada 2014). El principal destino del aceite de girasol es la alimentacion
humana, tanto a nivel doméstico como industrial, debido a su especial composicion
lipidica, de olor y sabor agradable que no se modifican con la coccion (Burton el at.
2004; Fernandez Martinez et al. 2007). En menor proporcidn, también es utilizado en la
industria de fabricacion de pinturas, barnices, plasticos, detergente, jabén y para

elaborar biodiesel (Lépez Pereira et al. 2006).

Sus usos y propiedades nutricionales e industriales estan determinados por la
composicion de &cidos grasos en el aceite y los niveles de tocoferoles, carotenoides y
otros compuestos (Kaya et al. 2012). El consumo de grasas y aceites en el mundo ha ido
evolucionando. Mas recientemente, la necesidad del cuidado de la salud a través de una
mejor alimentacion y de la industria alimenticia de aceites para usos especificos empezé
a demandar aceites con calidades especificas en funcion de su destino. Es asi que la
conformacién del aceite de girasol se ha ido adaptando a las necesidades del mundo
(Fernandez Martinez et al. 2007).

Los hibridos actuales de girasol pueden producir entre 420-550 g de aceite por cada kg
de grano procesado (LApez Pereira et al. 2006). El aceite extraido representa el 80% del
valor total del cultivo. Los hibridos que tienen una composicién tradicional de aceite
presentan mayoritariamente acidos grasos insaturados, principalmente acido linoleico
(48-74%) y en segundo lugar acido oleico (14-40%). Mientras que entre el 5-11% del
aceite se compone de é&cidos grasos saturados, principalmente &cido palmitico y
estearico (Fernandez Martinez et al. 2007; Bervillé 2010). Este tipo de aceite
principalmente poliinsaturado es deseable desde el punto de vista nutricional y de la
salud, ya que el acido linoleico es un acido graso esencial para los humanos, ademas
contribuye a prevenir enfermedades cardiacas relacionadas con el aumento de la
concentracion sanguinea de colesterol (FAO y FINUT 2012). Sin embargo, para la
industria de las frituras es poco deseable ya que los acidos poliinsaturados son poco
estables a temperaturas elevadas y se oxidan facilmente. Este tipo de industrias requiere
aceites vegetales con alto contenido de acido oleico y antioxidantes, como los
tocoferoles. Para abastecer esta demanda se desarrollo el aceite de girasol medio y alto

oleico, que contiene mas del 50% de este &cido graso monoinsaturado en su
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composicion lipidica (Melgarejo 2003; Burton et al. 2004; Bervillé 2010). La calidad
especial de este aceite le confiere alto punto de ebullicion y buena estabilidad oxidativa,
caracteristicas fundamentales para esta industria alimenticia (LOpez Pereira et al. 2006).

Las grasas saturadas, especialmente las que contienen elevadas proporciones de acido
palmitico, son indeseables para el consumo humano ya que causan un efecto detrimental
sobre la generacion de colesterol, comparadamente con los aceites en los que
predominan los &cidos grasos mono y poliinsaurados. En la industria alimenticia las
grasas saturadas son necesarias para la elaboracion de ciertos productos como la
margarina. Si los acidos grasos saturados no estan presentes, se requiere hidrogenar los
acidos grasos insaturados para obtener aceites solidos a temperatura ambiente. Este
proceso tiene como contrapartida la generacion de isémeros trans, los cuales aumentan
el riesgo de enfermedades cardiovasculares (FAO y FINUT 2012). Para minimizar la
hidrogenacion de los aceites se han desarrollado cultivares con alto contenido de acidos

grasos saturados (Fernandez Martinez et al. 2006).

La caracterizacién cuantitativa y cualitativa del perfil acidico en los aceites vegetales se
realiza principalmente mediante las técnicas de cromatografia liquida de alta presion y
cromatografia gaseosa de alta resolucion debido a su alta sensibilidad y exactitud
(Gromadzka y Wardencki 2011). La determinacion de la calidad del aceite puede
hacerse tanto en un grupo de granos como en un grano individual. El desarrollo de estas
técnicas permitieron el mejoramiento genético de la calidad de aceite de los cultivos

oleaginosos (Downey y Harvey 1963; Fernandez Martinez et al. 2007).

En el mejoramiento de la calidad del aceite de girasol se ha utilizado con éxito la
evaluacion de germoplasma, recombinacion y mutagénesis inducida (Fernandez
Martinez et al. 2007). Las lineas mutantes permitieron determinar la herencia del
caracter modificado. La mayoria de los estudios concuerdan en que la sintesis de acidos
grasos en el aceite de los embriones de girasol estdn gobernados por una pequefia
cantidad de genes. El aumento de la sintesis de acido palmitico y estearico parece estar
gobernado por tres y dos genes recesivos, respectivamente (Pérez Vich et al. 1999 a, b;
2002 a, b; 2004). Mientras que la disminucion de la sintesis de éstos acidos grasos
parece estar gobernada por la accién aditiva (Miller y Vick 1999) o dominante (Vick et
al. 2002). El caracter alto oleico parece estar controlado por al menos tres genes. La

mayoria de los autores concuerdan en que un gen principal es el responsable de esta
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caracteristica, que en la mayoria de la bibliografia se presenta como dominante, el cual
estd acompafiado de otros genes que actdan directamente sobre la sintesis de este &cido
graso pero con un efecto de menor magnitud (Urie 1985; Miller et al. 1987; Fernandez
Martinez et al. 1989; Pérez Vich et al. 2002 a). Se ha observado dominancia, aditividad
y recesividad en el control genético del caracter alto linoleico (Simpson et al. 1989;
Scorié¢ 2012 b).

El modo de accion de los genes que controlan la sintesis de los &cidos grasos que
componen el aceite de las semillas no es siempre constante. En algunos cruzamientos
entre lineas alto oleico con lineas tradicionales se ha observado una reversion del efecto
de dominancia del gen alto oleico en parte de la descendencia. Ello fue justificado por la
presencia de genes modificadores y una falta de homogeneidad para el caracter en la
linea tradicional (Urie 1985; Fernandez Martinez et at. 1989). La reversion en la F3, del
efecto de dominancia hacia menor sintesis de acido esteérico observado en la F2, fue
descripto por Pérez Vich et al. (2004). Este suceso se debi6 al ligamiento entre el gen
que controlaba el caracter alto esteérico y el gen que controlaba el caracter de fertilidad,
ya que solo la F2 androfértil del cruzamiento de la linea con androesterilidad nuclear
P21 con la linea feértil alto estearico CAS 14 produjeron semillas. En cartamo
(Carthamus tinctorius), que como el girasol es de la familia Asteracea, Carapetian y
Knowles (1993) observaron ligamiento entre el caracter de androesterilidad y la sintesis
de acido oleico. Ello modifico la herencia del contenido de estos acidos grasos en la
descendencia del cruzamiento entre lineas alto oleico con tradicionales. Las plantas F2

fértiles presentaron mayor contenido de acidos grasos insaturados que las estériles.

Una fuente amplia de variabilidad genética para el mejoramiento de la calidad de aceite
de girasol son las especies silvestres del mismo complejo taxondémico. La variabilidad
genética también es importante en los programas de mutagénesis ya que el background
genético del material inicial condiciona el éxito del mismo. Existen lineas en las que la
composicion acidica nunca ha podido ser modificada mediante mutagénesis (Fernandez
Martinez et al. 1997).

Thompson et al. (1981), Seiler (2007, 2015) vy, Seiler y Jan (2010) han destacado la
importancia de las especies silvestres del género Helianthus como portadoras de perfiles
acidicos peculiares, que podrian ampliar la estrecha variabilidad del girasol. Algunas

especies silvestres de América del Norte presentan caracteristicas de interés, como alto
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contenido de &cido linoleico en H. petiolaris, H. anomalus, H. porteri; alto palmitico en
H. paradoxus, H. argophyllus, H. annuus y H. praecox, y baja proporcion de saturados
en H. porteri.

Cantamutto et al. (2008 b) evaluaron la composicion acidica de los granos de siete
poblaciones espontaneas de H. annuus en Argentina. El perfil acidico de una poblacion
localizada en la barranca del rio Diamante en Entre Rios (DIA), se distinguié por la
mayor proporcion de &cidos grasos saturados, &cido linoleico y menor contenido de

acido oleico.

Las particularidades en el perfil acidico de DIA fueron el punta pié inicial para este

trabajo, en el cual se planted la siguiente hipotesis y objetivo:

Hipotesis: Las particularidades del perfil acidico de los granos de DIA son debidas a la
expresion genética y se expresaran en la descendencia de sus cruzas controladas con

lineas endocriadas de girasol.

Objetivo: Evaluar la composicion de acido palmitico, esteérico, oleico y linoleico del
aceite de granos de la progenie del cruzamiento entre DIA y lineas endocriadas de

girasol.
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MATERIALES Y METODOS

En la evaluacién de DIA como potencial recurso genético para la mejora de la calidad
de aceite de girasol se realizd la determinacion del contenido de &cido palmitico
(C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1) y linoleico (C18:2), primero en forma masal
y luego en granos individuales de la descendencia derivada del cruzamiento entre DIA y

lineas endocriadas.
Evaluacion de la variabilidad del perfil acidico a nivel masal

Se determind el perfil acidico de granos de las poblaciones RUD DIA, RIV, la
descendencia autofecundada de la F1 (F2) y de la F2 (F3) del cruzamiento entre la linea
endocriada A10 con DIA y RIV (Figura 4.1), y la linea endocriada B10 (isolinea
androfértil y mantenedora de A10), desarrolladas por el INTA Manfredi, Cérdoba
(Gonzalez et al. 2014).

Figura 4.1: Generacion de granos F2 y F3 a partir del cruzamiento entre A10, DIA y
RIV. Q: parentales u organos femeninos. J: parentales u Organos masculinos. ®:

autofecundacion.

DIA (&) A10(?) RIV ()
R | Fl
3 fértil Jestéril 3 fértil 3 estéril
® No ® ® No ®
F2(A10xDIA) _F2(A10xRIV)
d fértil d estéril & fértil d estéril
® No ® ® No ®

F3(A10xDIA) F3(A10xRIV)
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La generacion de los granos para analizar se realizd en un jardin comdn durante la
primavera-verano de 2009-10, en el mismo ambiente materno (Wulff 1995), mediante
polinizacion controlada en el campo experimental del Departamento de Agronomia de
la Universidad Nacional del Sur (S 38°41° 38> W 62° 14’ 53”).

Semillas de DIA, RIV y la descendencia de los cruzamientos, fueron estratificadas una
semana a 4-7°C (ISTA 2004) para inducir la germinacion de semillas dormantes. Luego
las semillas estratificadas de DIA, RIV, F1, F2 de ambos cruzamientos y B10 fueron
colocadas en bandejas plasticas sobre papel humedecido para inducir la germinacion.
Las semillas germinadas fueron colocadas en bandejas multiceldas (marca, modelo:
ING. CARIUCCIO, MOD 128) rellenas con sustrato MULTIPRO® de Terrafertil,
compuesto por turba de musgo Sphagnum de fibra media y fina, vermiculita, cal calcita,
cal dolomita, agentes humectantes y fertilizante. Plantas, criadas en invernaculo desde
su germinacion, con 2-3 pares de hojas fueron trasplantadas en grupos de 10 a 30
individuos por parcela. Una parcela de cada material vegetal fue dispuesta al azar en
cuatro macroparcelas. En cada parcela, los granos utilizados para el analisis del perfil
acidico de DIA y RIV se obtuvieron de 3-5 capitulos de 20-30 plantas, tapados en R4
con bolsas para exclusion de insectos, polinizados entre hermanos de forma controlada.
En cambio la generacion de granos de B10, F2 y F3, se realiz6 forzando la
autofecundacion mediante el tapado del capitulo principal con bolsas para exclusion de
insectos en R4 (Schneiter y Miller 1981). En B10, 3-5 plantas intervinieron en la
multiplicacién de semillas, mientras que la cantidad de plantas con capitulos tapados fue
de 20-30 para producir granos F2 y F3. Riego por goteo se suministré para abastecer la
demanda de agua de las plantas. Los capitulos fueron cosechados en R9 y luego

trillados.

La composicion de acidos grasos del aceite seminal se realizd sobre un conjunto, al
azar, de 30-50 g de granos. El analisis se realiz6 en el laboratorio del INTA Manfredi
por el método aprobado por la American Oil Chemists' Society (AOCS 1998; Ac3-44)
mediante la extraccion con solvente n-hexano. El perfil acidico se determind con
cromatrografia gaseosa (Hewlett Packard 6890, Wilmington, DE) equipado con un
detector de ionizacion en flama y utilizando una columna capilar HP-INNOWAX

(Crosslinked Polyethylene Glycol) con un film de 0.32 mm % 30 m y 0.5 um de grosor.


http://www.aocs.org/
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Evaluacion de la variabilidad del perfil acidico en granos individuales

Se determind el perfil acidico por grano en la descendencia F3 del cruzamiento de B09,
emasculada manualmente, con DIA y los retrocruzamientos BC1F2 y BC2F1,
recurrentes con DIA y BAR, generados a partir de su cruzamiento con AQ09 (Figura 4.2).
La F3 fue generada mediante la cruza de una linea endocriada androfertil en vez de una
linea androestéril para evitar la produccion de plantas estériles producto de una falta de
restauracion de la fertilidad en la F1 o de la segregacion del carécter en la F2. Los
retrocruzamientos con DIA fueron generados para incrementar la fraccion gendémica de
DIA en los granos analizados, debido a un posible control genético recesivo del

contenido de algunos acidos grasos del aceite de DIA.

Figura 4.2: Generacion de granos F3, BC2F1, BC1F2 a partir del cruzamiento entre
DIA o BAR y A09 o B09. Q: parentales femeninos. J: parentales masculinos. ®:

autofecundacion.

B09 (%) DIA (&) A09 (2) BAR ()
Fl DIA F1 Fl BAR
No® ® BCIFI ® No® No® ® BCIFl
F2 DIA BCIFlI F2 F2 BCIF1 BAR
No ® ® ‘ ' i
F3 BC2F1 BCIF2 BC1F2 BC2FI

La muestra de granos utilizada fue generada en un jardin comun en 2011-12, en el
mismo ambiente materno (Wulff 1995). Para ello se taparon capitulos de 10-15 plantas
en R4 con bolsas para exclusion de insectos. Los granos F3 se generaron forzando la
autofecunacion de plantas F1 y F2. Mientras que los de los retrocruzamientos se
produjeron polinizando flores (emascuadas o androestériles) de plantas F2 0 BC1F1 con
DIA o BAR (Figura 4.2). Los capitulos fueron cosechados en R9 y luego trillados. El
contenido de &cidos grasos se determiné individualmente en 96 individuos de cada
cruzamiento. La identificacion individual de los perfiles acidicos se realizdé por

cromatografia gaseosa, en el Laboratorio de Mejora Genetica Vegetal (Cdrdoba,
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Espafia), mediante la técnica de la media semilla que utiliza solo una parte de los
cotiledones del grano para determinar la composicion acidica manteniendo vivo el

embrion y su capacidad germinativa (Conte et al. 1989; Velasco et al. 2008).
Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realiz6 con el programa InfoStat (actualizacion
2013).

Mediante la representacion grafica de los residuales en el QQ-plot, obtenidos al realizar
el analisis de la varianza (ANOVA), se determind la normalidad de los datos. La
disimilitud de los materiales vegetales evaluados produjo que las varianzas fueran
heterocedasticas, por ello el ANOVA se realizd con la aplicacion de Modelos Lineales
Mixtos de InfoStat, en vinculacion con la plataforma estadistica R (Di Rienzo et al.

2012). Las medias fueron comparadas con el test LSD de Fisher.
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RESULTADOS
Evaluacion de la variabilidad del perfil acidico a nivel masal

El mayor contenido de acidos grasos saturados (C16:0+C18:0) se observé en DIA, que
alcanz6 100,1 g/kg de aceite. DIA tuvo mayor contenido de C16:0 que RIV, mientras
que el contenido de C18:0 superd al observado en RIV y B10 (Tabla 4.1).

Sin embargo en la descendencia F2(A10xDIA) el contenido de C16:0 y C18:0 fue

menor a los observados en DIA y que el valor medio entre los parentales (Figura 4.3).

En la F3(A10xDIA) el contenido de C16:0 fue 2,5 g/kg mayor que en la F2(A10xDIA).
Este pequefio aumento caus6 que el contenido de este acido graso en la F3(A10xDIA)
fuese similar al contenido que presentd DIA y mayor al valor medio entre los
parentales, contrariamente a lo observado en la F2(A10xDIA). En cambio el contenido
de C18:0 disminuy06 2 g/kg; y a diferencia de lo observado con el contenido de C16:0, el
contenido de C18:0 en la F3(A10xDIA) y en la F2(A10xDIA) fueron similares entre si
y con B10, el padre de menor valor. La variacion porcentual en el contenido de C16:0y
C18:0 en la F3(A10xDIA) respecto de la F2(A10xDIA) fue cercana a 5% (Figura 4.3).

En la F2(A10xRIV) y F3(A10xRIV) el contenido de C16:0 y C18:0 fue menor a la
media entre los parentales, aunque no se observaron diferencias estadisticas entre los

parentales y/o la descendencia (Figura 4.3).

La descendencia de los cruzamientos con DIA presentd mayor contenido de C16:0,
8,3% mas, que la descendencia de los cruzamientos con RIV. En cambio el contenido

de C18:0 fue similar en la descendencia de ambos cruzamientos (Figura 4.3).

El mayor contenido de &cidos grasos insaturados, 899,8 g/kg de aceite, se observé en
RIV. En cambio DIA present6 el menor contenido, 886,2 g/kg. El contenido de C18:1
fue menor en DIA, 154,7 g/kg, que en RIV y B10. En cambio B10 presentdé menor
contenido de C18:2, 663,3 g/kg, que RIV y DIA (Tabla 4.1).

El contenido de C18:1 de la F2(A10xDIA) fue distinto a ambos parentales, aunque
menor que la media entre los mismos, 16,5 g/kg menor. En cambio el contenido de
C18:2 en esta descendencia fue mayor a la media entre los parentales, 23,8 g/kg mas,

estadisticamente similar al contenido de DIA, parental de mayor valor (Figura 4.3).
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En cambio, en la F3(A10xDIA) el contenido de C18:1 fue mayor, 43 g/kg, y el de
C18:2 fue menor, 47,5 g/kg, al observado en la F2(A10xDIA), que representd una
variacion porcentual de 24,5 y 6,6%, respectivamente. Los cambios de la composicion
lipidica en la F3(A10xDIA) causaron que el contenido de C18:1 fuese mayor y el de
C18:2 menor que la media entre sus parentales, con un perfil de &cidos grasos
insaturados més similar a la linea B10 que a DIA. Este efecto fue contrario al observado
en la F2(A10xDIA) (Figura 4.3).

En la F2(A10xRI1V), el contenido de C18:1 y C18:2 fue estadisticamente distinto a los
parentales. A diferencia del cruzamiento con DIA, esta F2 tuvo un contenido de C18:1
levemente superior a la media entre los padres, 7,9 g/kg mas, mientras que el contenido
de C18:2 fue levemente inferior, 3,7 g/kg menos. Al igual que la F3(A10xDIA), el
contenido de C18:1 y C18:2 en la F3(A10xRIV) fue mas parecido a B10 de lo que lo
fue la F2(A10xRIV). Aunque la variacion porcentual de la F3(A10xRIV) respecto de la
F2(A10xR1V) fue inferior, menor al 8%, a la observada entre la descendencia de los
cruzamientos con DIA (Figura 4.3).
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Tabla 4.1: Contenido medio de &cidos grasos saturados e insaturados en el aceite de
granos de DIA, RIV y B10. C16:0= &cido palmitico. C18:0= &cido esteérico.

C16:0+C18:0= 4cido palmitico mas estearico. C18:1= acido oleico. C18:2= &cido

linoleico. C18:1+C18:2= acido oleico mas linoleico.

Acidos grasos saturados

Acidos grasos insaturados

Material vegetal| c16:0 |C18:0|C16:0+C18:0| C18:1 | C18:2 |C18:1+C18:2
g/kg
DIA 59,4a |40,7 a 100,1 a 154, 7c|731,5a 886,2 c
RIV 515b [348b| 863c |1743b|7256a| 899,8a
B10 555ab|353b| 90,8b  |229,1a|6633b| 8924b
ANOVA *%* *%* *%* ** ** **

ANOVA: P-valor: altamente significativo p<0,01 (**). Letras diferentes indican
diferencias estadisticas, p<0,05 segln test LSD Fisher.
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Figura 4.3: Contenido (g/kg) de acido palmitico (C16:0), estedrico (C18:0), oleico (C18:1) y linoleico (C18:2) en el aceite de granos de DIA,
F2(A10xDIA), F3(A10xDIA), RIV, F2(A10xRI1V), F3(A10xRIV) y B10.

e Cruzamiento con DIA' ** Cruzamiento con RIV? ns %1 Cruzamiento con DIA® ** Cruzamiento con RIV* ns
654 454 40,7 a
593a 56,1 ab 55,4 ab
N 34,7
E 60+ ;ﬁ 404 E 33’5 b £l 3:"11 34,4 35,3 b
2 El 35,5b
2 536b 2 .
S gl 50,6 - S 5l 5
E 51,5 & . B
T 50,7 E
50 8 304
DA F2(A0XDIA) F3(AT0XDIA) R F2(A10xRIV) F3(A10xRN) B0 DiA F2(A1OKDIA)  F3(A10xDIA) RV F2(A0XRV) F3(A10XRIV) B0
2804 Cruzamiento con DIA® ** Cruzamiento con RTV® ** 759 Cruzamiento con DIA7 ** Cruzamiento com RIV® =*
2604
2184a 2256ab 2291a/a 7501 731,5a
o E 7212 a 72562
209,6 b 7254 ﬁ =
3 oo ) 675,1b 690,7 b
5 El
b o 7™ 673,7hc
5 2004 1754b 5 663,3 bic
1742 ¢ 6754 ﬁ .
1804
154,7¢ ; = =
160 é 650
" DA F2(A10xDIA) F3(A 10xDIA) RV F2(A10kRIV) F3(A10<RIV) B10 o2 DIA F2(A10xDIA) F3(A10xDIA) RV F2(A10xRIV) F3(A10xR) B10

1.234.567y8. ANOVA con Modelos Lineales Mixtos aplicando el modelo varldent para corregir la falta de homogeneidad de las varianzas. P-valor: p<0,01 (**),

p<0,05 (*), sin diferencias estadisticas p>0,05 (ns). Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre los padres, la F2 y F3 del cruzamiento con DIA (letras
rojas) y del cruzamiento con RIV (letras verdes), p<0,05 segun test LSD Fisher.
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Evaluacion de la variabilidad del perfil acidico en granos individuales

En los retrocruzamientos con DIA se observd mayor variabilidad en la composicion

acidica que cuando se hicieron con BAR (Tabla 4.2).

La cantidad de C16:0 de la F3 y los retrocruzamientos con DIA y BAR fluctu6 entre 35
y 88 g/kg de aceite. En los retrocruzamientos con DIA la cantidad méaxima de este acido
graso (88 g/kg) fue mayor a la observada en los retrocruzamientos con BAR (72 g/kg)
(Tabla 4.2).

El cruzamiento recurrente con DIA produjo un aumento de la concentracion de C16:0
en el aceite de los granos. EI BC1F2 y el BC2F1 tuvieron, respectivamente, 5,3 g/kg y
8,7 g/kg méas de C16:0 que la F3, representando un aumento de 9,6 y 15,8%,
respectivamente (Tabla 4.2). La cantidad de individuos con mas de 65 g/kg de C16:0
aumento de seis en laF3 a 24 enel BC1F2 y a 41 en el BC2F1 (Figura 4.4 a).

El mayor valor de C16:0, 87,6 g/kg de aceite, y de C18:0, 73,4 g/kg de aceite, se
observo en el BC1F2 del cruzamiento con DIA (Tabla 4.2). Sin embargo ningun
individuo del BC1F2 exibié conjuntamente estos valores de &cido palmitico y esteérico,
tampoco en los demas cruzamientos con DIA. El valor mas alto de estos dos acidos
grasos saturados obtenidos juntamente, 131 g/kg de aceite, se observo en un individuo
del BC2F1 (Figura 4.4 c), el cual se ubicd en el cuadrante Il de la figura 4.5, junto con
aquellos individuos que presentaron una composicién de C16:0 y C18:0 mayor a la

media observada en los girasoles tradicionales.

En los cruzamientos generados la cantidad de C18:0 fluctué entre 13 y 73 g/kg de
aceite. En los retrocruzamientos con DIA se observaron individuos con mayor cantidad
de C18:0 (73 g/kg) que en los retrocruzamientos con BAR (57 g/kg). EI BC2F1 del
cruzamiento con DIA tuvo 6,1 g/kg de aceite mas de este acido graso que la F3, que
representd un aumento de 11,9%, mientras que el BC1F2 tuvo un valor similar a la F3
(Tabla 4.2). La cantidad de individuos con mas de 45 g/kg de C18:0 en el BC2F1
aumento 50% (Figura 4.4 b).

Se destacd un individuo del BC1F2 del cruzamiento con DIA por poseer 534 g/kg de

C18:1, que es relativamente elevado considerando que B09 no posee el carécter alto
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oleico. Ademas en la F3 de este cruzamiento se observo un individuo con mas de 780
g/kg de C18:2 (Tabla 4.2).

Tabla 4.2: Contenido medio (Med.), maximo (Max.) y minimo (Min.), y coeficiente de
variacion (CV) del acido palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1) y
linoleico (C18:2) en el aceite de granos individuales de la F3, el BC1F2 y el BC2F1

generados a partir de los cruzamientos de la linea A09 o B09 con DIA y BAR.

Cruzamientos

Acidos grasos Con DIA Con BAR
F3 BCl1lF2 BC2F1|BC1F2 BC2F1

Med. 549 60,2 63,6 | 53,7 47,0
C16:0 Min. (g/kg)| 40,9 445 40,0 | 420 353
 Max. 735 876 815 | 71,8 589
CvV (%) | 10,8 16,6 12,2 11,1 10,3

Med. 340 324 401 | 274 26,0
C18:0 Min. (g/kg)| 18,7 150 20,4 | 13,8 15,8
" Max. 659 734 643 | 574 359
CvV (%) | 30,0 3305 21,7 | 308 17,3

Med. 309,4 4010 266,3 | 2429 2538
c1g:p Min. (grkg) 1400 2278 1580 | 1657 1774
" Max. 487,7 533,8 4148 | 3451 3950
CV (%) | 246 152 248 | 144 198

Med. 601,6 5056 629,9 | 6759 673,0
C18:2 Min. (g/kg)|429,9 363,1 477,2 | 560,5 5234
T Max. 784,4 666,6 764,6 | 757,2 7518
CV (%) | 130 121 10,8 54 7,5
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Figura 4.4: Histograma del contenido de (a) acido palmitico (C16:0), (b) acido

estearico (C18:0) y (c) del contenido de &cido palmitico mas estearico (C16:0+C18:0)

en el aceite de granos individules de la F3, el BC1F2 y el BC2F1 generados a partir del
cruzamiento de A09 o B09 con DIA.
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Figura 4.5: Contenido de acido palmitico (C16:0) y estearico (C18:0) en granos
individuales de la F3, el BC1F2 y el BC2F1 derivados del cruzamiento entre A09 o B09
y DIA. La linea gris perpendicular a la abscisa representa el contenido medio de &cido
estedrico del girasol cultivado, mientras que el contenido medio de acido palmitico

(Bervillé 2010) esta representado por una linea perpendicular a la ordenada.
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DISCUSION

La calidad del aceite de girasol no solo depende del porcentaje de aceite del grano, sino
también de las propiedades fisicas y quimicas del aceite que definen su uso (L6pez
Pereira et al. 2006). Cada vez mas las industrias demandan aceites con una combinacion
especial de &cidos grasos para elaborar manufacturas que satisfagan las necesidad de los

consumidores (Fernandez Martinez et al. 2007).

DIA se caracterizd por presentar mayor variabilidad que RIV y BAR en la composicion
acidica de los cuatro acidos grasos principales del aceite de sus frutos. La descendencia
de los cruzamientos de DIA con lineas endocriadas, tanto en el analisis del pefil acidico
de las cipselas a nivel masal como individual, presentaron en general mayor variabilidad
que los cruzamientos con RIV o BAR. Cantamutto et al. (2008 a, b) habian observado
que DIA era la poblacién naturalizada en Argentina con rasgos distintivos en su perfil
acidico. Una amplia variabilidad genética es un requisito fundamental para los
programas de mejoramiento en los cuales se quiere obtener material con caracteristicas
novedosas (Cubero 2003).

El perfil acidico de DIA se caracteriz6 por poseer relativamente elevada concentracion
de acido palmitico, estearico y linoleico, y baja de acido oleico, similar a lo observado
por Cantamutto et al. (2008 a, b). Aunque el perfil acidico de DIA se encuentra dentro
del rango de valores observados para las especies silvestres emparentadas (Seiler y Jan
2010; Seiler 2012), este material genético es de origen nacional y forma parte de la
colecciéon del Banco Activo de Germoplasma del INTA Manfredi. A través de ese
Banco, se encuentra facilmente disponible para la utilizacion en programas de

mejoramiento.

En el analisis de embriones individuales, los retrocruzamientos con DIA aumentaron el
contenido de &cido palmitico y estearico en el aceite de la descendencia, a diferencia de
lo observado con BAR, lo que demostro el valor de DIA como fuente de estos atributos.
Sin embargo el contenido de estos acidos grasos pareciera estar gobernado por un efecto
genético de dominancia hacia un menor contenido, ya que en el analisis masal de
semillas F2(A10xDIA) el contenido de estos acidos grasos fue menor a la media entre
ambos parentales y similar al padre de menor valor. Pérez Vich et al. (1999 a, b; 2002 a;

2004) también observaron un efecto de dominancia hacia una menor contenido de estos
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acidos grasos, aun con mutantes alto palmitico y alto estearico. La caracteristica de alto
palmitico y alto estearico de las lineas mutantes de girasol evaluadas por los autores
citados se expreso en forma recesiva. Este también parece ser el caso de DIA, ya que el
aumento de los retrocruzamientos con DIA aumento la proporcion de individuos con

mayor contenido de acido palmitico y estearico.

El aumento de acido palmitico, 10 g/kg, y de esteérico, 6 g/kg, en los retrocruzamientos
con DIA no fueron en magnitud tan significativos como aquellos obtenidos mediante
mutageénesis, superior a 200 g/kg de aceite (Fernandez Martinez et al. 1997; Pérez Vich
et al. 1999 a, b, 2002 a, 2004; Velasco et al. 2008), pero indicaria la presencia de genes
menores, quizds de caracter recesivo, que podrian ser de utilidad para aumentar el
contenido de estos dos acidos grasos en los mutantes de girasol con alto estearico y alto

palmitico.

Contrariamente a lo esperado, en la evaluacion masal del perfil acidico, B10 tuvo una
variacion fenotipica en el contenido de &cido palmitico y estearico mayor que las RUD.
Posiblemente esta condicién se debi6 a que la cantidad de plantas que conformaron el
conjunto de semillas analizadas en cada muestreo fue reducida, menor o igual a cinco, y
a que estos caracteres no se encuentran en homocigosis en esta linea. Putt y Carson
(1969) analizaron granos individuales de 56 lineas de girasol endocriadas cultivadas en
un jardin comudn, y observaron que habia variacion en el perfil acidico dentro de cada
linea, aln en aquellas con nueve ciclos de endocria. En cambio en las RUD, el conjunto
de semillas analizadas en cada muestreo provenia de entre 20 y 30 individuos, lo que
pudo haber contribuido con un mayor grado de homogeneidad del perfil acidico en cada

muestreo.

En el analisis de semillas individuales, el maximo contenido de &cido palmitico y
estedrico, 87,6 y 73,4 g/kg, se observo en el BC1F2 del cruzamiento con DIA. Estas
concentraciones sobrepasaron el limite superior del rango observado en girasol
tradicional, que es de 80,0 y 70,0 g/kg, respectivamente (Bervillé 2010). En base a las
concentraciones maximas de 4&cido palmitico y estearico observadas en este
retrocruzamiento con DIA, se hubiese esperado encontrar un individuo con una
composicion de acidos grasos saturados de 161 g/kg, que corresponderia a la mitad del
valor de acidos grasos saturados que presentan las lineas mutantes. Sin embargo el

individuo con mayor contenido de acidos grasos saturados presentd 120 g/kg, 41 g/kg
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menos que ese umbral. En el BC2F1 con DIA se observd la misma singularidad. La
falta de individuos con una combinacion de &cido esteérico y palmitico mas alta podria
deberse a que la cantidad de semillas analizadas no fue suficiente o a una interaccion
epistatica entre los loci que controlan la sintesis de estos &cidos grasos. Pérez Vich et al.
(2000) observaron una interaccion epistatica entre los genes que controlan el caracter
alto palmitico y alto esteérico en el cruzamiento de un mutante alto palmitico con un
mutante alto esteérico, ya que la conjuncion de ambos genes mutantes en un mismo

genotipo no produjo el fenotipo esperado, alto palmitico mas alto estearico.

En este trabajo, al igual que Cantamutto et al. (2008 a, b), DIA tuvo un contenido de
acido oleico bajo, 154,7 y 135,0 g/kg respectivamente, y alto de &cido linoleico, 731 y
743 g/kg respectivamente. Estos valores fueron cercanos al limite inferior de acido
oleico, 140 g/kg, y al superior de &cido linoleico, 740 g/kg, observados para los hibridos

de girasol tradicional, respectivamente (Bervillé 2010).

El efecto genético sobre el contenido de acido oleico y linoleico del cruzamiento de
DIA y RIV con A0, en el andlisis del peril acidico de semillas en forma masal, fue
distinto. El contenido de acido oleico y linoleico en la F2(A10xDIA) fue mas similar a
DIA que a la linea cultivada. Esto implicaria un efecto de dominancia hacia menor
sintesis de acido oleico y mayor de &cido linoleico en el aceite de las semillas. Sin
embargo en la F2(A10xRI1V), el contenido de estos dos acidos grasos fue similar a la
media entre los padres, lo que corresponderia a un efecto genético de aditividad. El
estudio del control genético con mutantes alto oleico, ha determinado que este caracter
esta controlado por la accion conjunta de méas de un gen. La mayoria de los trabajos
publicados concuerdan que el gen mutante tiene un efecto dominante, que aumenta la
sintesis de &cido oleico, aunque esta sintesis también estad controlada por otros genes
qgue modifican el contenido total de este acido graso (Velasco et al. 2000). Las lineas
que tienen esta mutacion presentan en la composicion acidica de sus granos mas del
70% de é&cido oleico (Bervillé 2010). En funcion de los valores de acido oleico
obtenidos en las RUD vy la linea B10, se podria pensar que éstas no poseerian el gen
mutante y que el patron disimil en la segregacion de la F2 de los cruzamientos se debe a
que las RUD, utilizadas como parentales masculinos, tendrian diferencias genéticas
entre si para este caracter. Debido a esto y a que este rasgo esta regulado por la accion
conjunta de mas de un gen, la combinacion de cada RUD, DIA o RIV, con el parental

femenino A10, produjo un fenotipo y efecto genético singular.
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Pocos estudios se han realizado para determinar el control genético de la sintesis de
acido linoleico. Simpson et al. (1989) mencionan que el carécter alto linoleico esta
regulado por la accion recesiva parcial de un gen, en cambio Skori¢ (2012 b) menciona
que Hristova y Georgieva Todorova (1975) observaron la expresion del caracter de
forma dominante, aditiva y recesiva en distintas cruzas. En este trabajo se observaron
efectos de aditividad y dominancia parcial hacia mayor contenido de &cido linoleico.
Por lo que también se podria hipotetizar que existen diferencias genéticas entre DIA y
RIV, y que por esta razén la combinacion de cada RUD con la linea A10, produjo un

fenotipo y efecto genético singular.

En el analisis del perfil acidico de semillas individuales, un individuo del BC1F2 del
cruzamiento con DIA tuvo mas de 500 g/kg de &cido oleico, mientras que en los
retrocruzamientos con BAR el contenido maximo de este acido graso no supero los 400
g/kg. La concentracion de &cido oleico en el BC1F2 de DIA es similar a la observada en
las variedades medio oleico disponibles en el mercado (Burton et al. 2004). Esta
situacion sugiere que algunos individuos en DIA podrian tener genes que aumenten la
concentracion de este acido graso. En la F3(B0O9xDIA), se observé un individuo con
784 g/kg de &cido linoleico y menos de 150 g/kg de acido oleico. Pocas lineas han sido
desarrolladas con el caracter alto linoleico. Aquellas que presentan el mayor contenido
de éste &cido graso poseen una concentracion similar a la observada en este individuo
(Simpson et al. 1989; Fernandez Martinez et al. 2007). El hecho de que un mismo
individuo posea el mayor y menor contenido de &cido linoleico y oleico respectivamente
no es fortuito. La sintesis de estos acidos grasos estd relacionada bioquimicamente
(Kinney 1994; Harwood 1996), de manera que entre ellos existe una correlacion
negativa muy alta, que se ha observado tanto en girasol cultivado (De Haro y Fernandez
Martinez 1991; Bervillé 2010; Skorié¢ 2012 b) como en silvestre (Seiler 1983, 1986).

La identificacion de caracteristicas singulares en el contenido de acido palmitico,
estearico, oleico y linoleico en individuos de los cruzamientos con DIA, podria
significar que esta RUD es una fuente de genes interesante para incorporar en
programas de mejoramiento de calidad de aceite de girasol. Las especies silvestres han
contribuido a aumentar la base genética del girasol cultivado con numerosos rasgos de
gran utilidad, destacandose la esterilidad citoplasmatica, la resistencia a imidasolinonas
y la resistencia a enfermedades como la roya (Seiler y Jan 2010; Seiler 2012). DIA

podria seguir aumentando esa base genética con respecto a la composicion acidica del
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aceite de girasol. Ademas podria contribuir con un background novedoso para los
programas de mutagénesis desarrollados para obtener nuevos perfiles acidicos, ya que el
background genético en estos programas es determinante para la obtencién de nuevas

combinaciones genéticas (Fernandez Martinez et al. 1997).

Los caracteres de interes agronomico son facilmente introgresados al girasol cultivado
cuando la fuente silvestre donante es la especie H. annuus, como es el caso de DIA. Si
bien el cruzamiento interespecifico es factible en girasol, las barreras de infertilidad
limitan las posibilidades de introgresion (Seiler y Jan 2010). Esta es una razén mas para
tener en cuenta a la poblacion DIA, como recurso fitogenético para la mejora de girasol

cultivado en relacion a la calidad de aceite.

El porcentaje de aceite del grano de las poblaciones silvestres de H. annuus (Seiler
2007) como en las naturalizadas en Argentina (Cantamutto et al. 2008 a, b) es menor,
cercano al 25%, que el de las variedades cultivadas, que supera al 40% (Ldpez Pereira
et al. 2006). Sin embargo, la baja concentracion de aceite no deberia ser un factor
limitante para su utilizacién en el mejoramiento de la calidad del aceite de girasol
(Seiler 2007), ya que el contenido de aceite es un rasgo con alto valor de heredabilidad.
El cual puede ser seleccionado facilmente en los programas de mejoramiento mediante

la técnica no destructiva de resonancia magnética nuclear (Vear 2010).

En el anélisis del perfil acidico de semillas en forma masal, el contenido de acido
palmitico y estearico de la F3(A10xDIA) y de la F3(AL10xRIV) fue similar a su
respectiva F2, corroborando los efectos genéticos del contenido de estos acidos grasos
sobre la descendencia. En cambio, el efecto genético de dominancia hacia menor
contenido de acido oleico y mayor de linoleico en la F2(A10xDIA), fue revertido en la
F3(A10xDIA). A diferencia de la F2, la F3 tuvo mayor contenido de &acido oleico y

menor de linoleico y estadisticamente fue similar a B10 y no a DIA.

Pérez Vich et al. (2004) observaron una situacion similar a esta. La F3 del cruzamiento
de la linea P21, con androesterilidad nuclear, y CAS 14, mutante alto estearico fértil,
presentaba contenidos mayores de acido estearico que la F2. Esto implicaba también
una reversion del efecto de dominancia hacia menor contenido de &cido estearico
observado en la F2. Los autores descubrieron que este fendmeno se debia a que el locus

que controlaba el caracter alto estearico en CAS 14 estaba ligado en repulsion con el
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locus de androesterilidad nuclear de la linea P21. Por eso la mayoria de los individuos
fertiles de la F2, que participaron en la generacion de semillas F3, tenian contenidos de
acido estearico elevados, mientras que las plantas F2 androestériles, que no se

autofecudaron, presentaban en su mayoria bajo contenido de este acido graso.

En cartamo (Carthamus tinctorium), especie que como el girasol es de la familia
Asteracea, Carapetian y Knowles (1993) observaron una situacion similar a la anterior.
Las plantas F2 fértiles, del cruzamiento entre una linea alto linoleico fertil y una linea
tradicional esteril, tenian mayor contenido de &cidos grasos insaturados que lo esperado.
En este trabajo se determind un ligamiento entre el caracter de androesterilidad y la

composicion de acidos grasos insaturados.

Al igual que Carapetian y Knowles (1993) y Pérez Vich et al. (2004) las semillas F2 y
F3 fueron generadas solamente a partir de plantas F1 y F2 fértiles. Ya que a partir de R4
los capitulos fueron tapados con bolsas de poliacrilamida, para excluir polinizadores, y

no hubo intervencion humana durante la fecundacion.

Como el cruzamiento de DIA y RIV se realizd con la linea A10, androestéril con
citoplasma esteril tipo PET1, probablemente la F1 y la F2 haya estado compuesta por
una proporcion diferente de plantas fértiles y estériles. En las poblaciones silvestres de
H. annuus los genes restauradores de la fertilidad del citoplasma androesteril PET1 son
comunes (Dominguez Giménez y Fick 1975; Seiler y Jan 1994), como asi también en
las poblaciones naturalizadas en Argentina (Garayalde et al. 2015). Cantamutto et al.
(2010 b) observaron que la restauracion de la fertilidad en la F1 del cruzamiento de A10
con poblaciones argentinas de girasol fue mayor a 85%. En este trabajo probablemente
la F1 tuvo menos de 15% de plantas androestériles. En cambio, en la F2 probablemente
la cantidad de plantas androestériles haya ascendido a 25%. Debido a que el caracter
estd gobernado principalmente por un gen con accién dominante, la segregacion de la
F1 heterocigota probablemente haya sido 3:1, plantas fértiles: estériles (Dominguez
Giménez y Fick 1975; Seiler y Jan 1994).

La generacion de semillas, en este cruzamiento, no solo estaria gobernada por la
fertilidad masculina de las plantas intervinientes sino también por el nivel de
autofecunaciéon de las mismas. Es factible que la mayoria de las semillas F3 del

cruzamiento de A10 con DIA o RIV, hayan sido generadas por plantas F2 con medio a
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alto nivel de autofecundacion, ya que estas plantas contaron con dos ciclos de seleccién
directa en favor de este caracter. La F1 de la cruza de poblaciones silvestres de H.
annuus (bajo nivel de autogamia; Miller y Fick 1997), similares a DIA y RIV (menor a
20%, Pressotto 2004), con cultivares mejorados de girasol (generalmente
autofecundacién mayor a 40%; Miller y Fick 1997; Skori¢ 2012 b), en general tienen
bajo nivel de autofecundacion (Gandhi et al. 2005). Debido principalmente a la auto
incompatibilidad esporofitica de las poblaciones silvestres (Miller y Fick 1997) que se
trasmite de forma dominante a la descendencia y limita fuertemente la autofecundacion.
Sin embargo la dominancia genética sobre la autoincompatibilidad no es completa
(Burke et al. 2002; Gandhi et al. 2005), y la autofecundacion tiene un alto valor de
heredabilidad (Skori¢ 2012 b), segiin Gowda y Seetharam (2008) mayor a 70%, por lo
que es posible obtener semillas generadas por autofecundacion en la F1 y aumentar

rapidamente el nivel de autofecundacion por seleccion.

Gandhi et al. (2005) y, Wills y Burke (2007) observaron que la autofecundacion estaba
regulada por varios QTLs, dos de los cuales se encontraban situados en los grupos de
ligamientos 1 y 6, en donde también se han observado QTLs involucrados en la sintesis

de &cido oleico y linoleico (Burke et al. 2005).

Tomando en cuenta lo observado por Carapetian y Knowles (1993), Pérez Vich et al.
(2004), Gandhi et al. (2005), Wills y Burke (2007), Burke et al. (2005) y los resultados
presentados en este trabajo la reversion de la dominancia del contenido de acido oleico
y linoleico observada en la F3 del cruzamiento de A10 con DIA o RIV con respecto a la
respectiva F2, podria deberse a un ligamiento entre genes que controlan la sintesis de
uno o dos de los &cidos grasos mencionados, la fertilidad y/o la autofecundacion.

El posible ligamiento entre la sintesis de estos acidos grasos y la autofecundacion y/o la
fertilidad observado deberia ser estudiado en detalle, ya que si se determina que estos
rasgos estan relacionados genéticamente contribuiria con el manejo de los cruzamientos

y la seleccidon de individuos en los programas de mejoramientos de calidad de aceite.

Los cruzamientos F3(BO9xDIA) y BC1F2(B09xDIA)casxDIA que presentaron
individuos con perfiles acidicos de interés fueron depositados en el Banco Activo de
Germoplasma del INTA Manfredi, registrados bajo la denominacién CGGI1358 y
CGGI1359, respectivamente.
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CONCLUSIONES

A partir de la hipdtesis y objetivo de trabajo planteados emergen las siguientes

conclusiones:

En la determinacion masal del perfil acidico, DIA present6 valores relativamente altos
de concentracion de &cido palmitico y esteérico. Sin embargo en la F2 y F3 de los
cruzamientos con DIA, el contenido de &cido palmitico y esteéarico fue inferior a la
media entre los parentales, similar a B10 el padre de menor valor. Por lo que es posible
que el contenido de estos acidos grasos esté gorbernado por un efecto de dominancia

genética hacia un menor contenido.

En el andlisis del perfil acidico de granos individuales se observé que el
retrocruzamientos con DIA produjo un aumento del contenido medio y maximo de
acido palmitico y estearico. En concordancia con los resultados previos, el incremento
de la proporcién de estos acidos grasos en el perfil acidico parece estar bajo control

genético recesivo.

Al determinar individualmente el perfil acidico de cada embrién de los cruzamientos
con DIA, se observo que DIA proporcion6 gran variabilidad al contenido de acidos
grasos de los mismos. Consecuentemente individuos con perfiles acidicos peculiares se
identificaron mediante el analisis individual de los granos. Un individuo del BC1F2
generado a partir del cruzamiento entre A09 y DIA tuvo 87,6 g/kg de &cido palmitico,
mientras que otro individuo tuvo 73,4 g/kg de acido estearico. Otro individuo de este
retrocruzamiento tuvo 534 g/kg de acido oleico, similar valor a los cultivares medio
oleico disponibles en el mercado (Burton et al. 2004). Asimismo, en la F3(BO9xDIA)
un individuo presentd 784 g/kg de acido linoleico, similar valor a lineas endocriadas

alto linoleico.
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CAPITULO 5:

CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS
STOCKS GENETICOS DEPOSITADOS EN EL
BANCO ACTIVO DE GERMOPLASMA DEL INTA
MANFREDI
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INTRODUCCION

La domesticacion del girasol sucedi6 en Estados Unidos de América, por lo menos hace
3000 afos antes de Cristo, por los pobladores originarios de esas tierras. La evidencia
indica que el girasol cultivado era monocefalico, de estructura similar a los cultivares
actualmente utilizados. Su utilizacion era diversa, la pepita se empleaba en la
preparacion de comidas, los pigmentos del pericarpio como tintura, las fibras del tallo
para fabricar tejidos y el aceite para aplicaciones en la piel y el pelo. Luego de la
colonizacion europea del continente americano, el girasol fue introducido a Europa. El
primer registro de la utilizacion del girasol como un cultivo oleaginosos fue en Rusia, a
finales del siglo XVIII. A partir de ese momento el cultivo se expandié rapidamente en
este pais y otros paises de Europa (Putt 1978).

En el continente americano el girasol fue reintroducido nuevamente, ahora como cultivo
oleaginoso, a finales del siglo XIX en Estados Unidos de América (Putt 1978) y a
principios del siglo XX en Argentina (Bertero de Romano y Vasquez 2003).

Actualmente los principales paises productores de girasol son Ucrania, Rusia, Argentina
y Turquia, en orden decreciente (USDA 2016).

Simultdneamente con su expansion en Rusia y en el continente americano comenz6 la
mejora de las caracteristicas agronémicas del cultivo. Desde entonces el mejoramiento
genético permitié desarrollar cultivares con diferente duracion del ciclo ontogénico,
aumentar el contenido de aceite de 36% a méas de 50%, obtener resistencia a orobanche,
roya y otras enfermedades, aumentar el rendimiento, explotar el fendmeno de heterosis
mediante el descubrimiento de la androesterilidad citoplasmatica, incorporar resistencia
a herbicidas y modificar la calidad del aceite (Putt 1978; Skori¢ 2012 b).

En mejoramiento vegetal, para lograr la conquista de los objetivos propuestos se
requiere principalmente una adecuada diversidad genética, otorgada por los recursos
geneéticos disponibles. Un recurso fitogenético es todo aquel individuo o grupo de
individuos vegetales que presentan caracteristicas especificas que permiten distinguirlos
del resto de los recursos genéticos vegetales, ya sea un genotipo, una accesion de
germoplasma, una variedad cultivada, una poblacién natural, una especie (en el sentido
taxondémico) o un género, entre otros (Nufiez Colin y Escobedo Lopez 2014). Los

recursos fitogenéticos del girasol tipicamente utilizados son: poblaciones locales,
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cultivares obsoletos y actuales, lineas endocriadas, variedades y especies silvestres del

género Helianthus.

Las especies silvestres han contribuido con el desarrollo de resistencia a enfermedades
(Baez y Macola 1954; Putt y Sackston 1957; Bertero de Romano y Vasquez 2003;
Gonzalez et al. 2014), a insectos (Rogers 1992), tolerancia a herbicidas (Al Khatib et al.
1998) y desarrollo de la androesterilidad citoplasmaética (Seiler y Jan 2010).

En Argentina, se ha utilizado recurso fitogenético silvestre para desarrollar cultivares de
girasol. Bertero de Romano y Vasquez (2003) menciona la utilizacion de H. annuus ssp.
annuus, H. debilis y H. argophyllus en el desarrollo de cultivares con resistencia

Puccinia helianthi, Sclerotinia sclerotiorum, Plasmopara alstedii y resistencia a sequia.

Nueve stocks genéticos con rasgos relevantes para el mejoramiento de girasol fueron
desarrollados en el presente trabajo. Dos de ellos son tolerantes a temperatura
suboptima durante germinacion-V2 (SG:TF: 8TF y 10 TF), 8TF presenta mayor
velocidad de germinacion y 10TF mayor germinacién acumulada y desarrollo de la
planta joven a temperatura suboptima; otro tiene resistencia a déficit hidrico en la etapa
reproductiva (SG:RIV-FS); otros cuatro son resistentes a SUCMoV-C (SG: SuCMoV-C:
SuCMoV-C.1, SuCMoV-C.2, SUCMoV-C.3 y SuCMoV-C.4); y otros dos contienen
rasgos novedosos de calidad de aceite (SG:ACEITE: F3(B09xDIA) vy
F2(B09xDIA)casxDIA), F3(B09xDIA) tuvo un individuo con alto contenido de acido
linoleico (784,4 g/kg), mientras que F2(B09xDIA)casxDIA tuvo un individuo con alto
acido palmitico (87,6 g/kg), otro con alto acido estearico (73,4 g/kg) y otro con
relativamente alto acido oleico (533,8 g/kg). Estos stocks genéticos fueron depositados
en el Banco Activo de Germoplasma del INTA Manfredi.

Algunos de estos germoplasmas son generaciones avanzadas derivadas del cruzamiento
entre lineas endocriadas y H. annuus ssp. annuus naturalizado en Argentina con distinto
grado de endocria, mientras que otros son selecciones de plantas H. annuus ssp. annuus

con mejor performance.

En la gestion de un programa de mejoramiento genético es fundamental conocer los
atributos particulares de cada individuo del programa. Ademas en los bancos de
germoplasma la caracterizacion es el primer paso para conocer el germoplasma a

conservar (Nufiez Colin y Escobedo Lopez 2014).
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Se supone que los stocks genéticos desarrollados presentan caracteristicas fenotipicas

particulares que los distingue, ademas del rasgo principal por el cual fueron
seleccionados.

El objetivo de este trabajo fue la descripcion fenotipica de los SG:TF, el SG:RIV-FS,
los SG:SuCMoV-C y los SG:ACEITE.
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MATERIALES Y METODOS

Se caracterizo a plantas y frutos, de los dos SG:TF, del SG:RIV-FS, de los cuatro
SG:SuCMoV-C y de los dos SG:ACEITE (Tabla 5.1). El cultivo y multiplicacion, en
forma controlada, de las plantas se realizé en un jardin comun en el campo experimental
del Departamento de Agronomia en la Universidad Nacional del Sur (CE-UNS; S 38°
41° 38 W 62° 14° 537°).

La semilla de cada stock genético fue preacondicionada para inducir la germinacion en
semillas dormantes con un tratamiento de estratificacion por 7 dias a 4-5°C (ISTA
2004), previo a la siembra. Una vez germinadas, se dispusieron en bandejas multiceldas
(70cc) rellenas con sustrato MULTIPRO® de Terrafertil, compuesto de turba de musgo
Sphagnum de fibra media y fina, vermiculita, cal calcita, cal dolomita, agentes
humectantes y fertilizante, el 29 de octubre de 2014 y el 5 de noviembre de 2011. Se
cultivaron en invernaculo hasta su trasplante, cuando las plantas tuvieron el primer o el
segundo par de hojas desarrollado, aproximadamente un mes después. Las plantas se
dispusieron agrupadas por germoplasma en parcelas con ocho a treinta y un individuos

espaciados cada 30 cm. La demanda de agua fue abastecida mediante riego por goteo.
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Tabla 5.1: Stocks genéticos caracterizados.
SG:TF: stocks genéticos tolerantes a temperatura subdptima durante germinacion-V2. SG:RIV-FS: stock genético resistente a déficit hidrico.

SG:ACEITE: stock genético con rasgos novedosos de calidad de aceite. SG:SuCMoV: stocks genéticos resistentes a SUCMoV-C.

. Generacioén evaluada ] Afiod i
Stock genético Citoplasma no_ ¢ ., Referenmg
Planta Fruto caracterizacion en esta tesis
SG:TF
8TF F4 F5 Androesteril-PET1
) 2014-15 Capitulo 1
10TF F4 F5 Androesteril-PET1
SG:RIV-FS
RIV-FS F3 Sib F4 Sib H. annuus ruderal 2014-15 Capitulo 2
SG:SuCMoV-C
SuCMoV-C.1 F1 F2 Androesteril-PET1
SuCMoV-C.2 F1 F2 Androesteril-PET1 2014-15 Capitulo 3
SuCMoV-C.3 F4 F5 H. annuus normal
SuCMoV-C.4 F4 F5 Androesteril-PET1
SG:ACEITE
F3(BO9xDIA) F2(B09xDIA) F3 H. annuus normal 2011-12 Capitulo 4

F2(A09xDIA)casxDIA - F2(B09xDIA)casxDIA Androesteril-PET1
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En planta, se determind la altura (ALT), el numero de hojas del vastago principal
(NHO) y total de capitulos (NCA) producidos. La superficie foliar (SUF), de una hoja
situada a media altura del vastago principal, se estimo a través de la medicion del ancho
foliar segun las ecuaciones propuestas por Aguirrezabal et al. (1996) citadas en la

pagina 76 de esta tesis.

Se registro el porcentaje de plantas con presencia de capitulo principal (CAP), de
antocianas (ANT) en el tallo o en el peciolo de las hojas, y con ramificaciones (RAM)
en el vastago principal. Las plantas que presentaban ramificaciones se subclasificaron

en ramificaciones de tipo apical, basal o total.

La cantidad de semillas autofecundadas por capitulo (SAF) se contabiliz6 en uno o dos
capitulos por planta. Se determind el largo (LCI) y ancho (ACI) del pericarpio en 20 a
40 cipselas de cada germoplasma y la biomasa fresca de mil cipselas (B1000) estimada
en funcién del peso fresco de por lo menos cuatro muestras de 30 a 150 cipselas por

germoplasma, segun la ecuacion 3.
B1000 (g) =(1000*PFcip)/Ncip [3]

Siendo B1000: biomasa fresca de 1000 cipselas, PFcip (g): Peso fresco de las

cipselas, Ncip: numero de cipselas.
Se describio el color y la presencia de estrias 0 motas en el pericarpio de las semillas.

Se determind la cantidad de dias transcurridos desde la germinacion hasta que el 50% de
las plantas se encontraban en el estado fenologico R5 (G-R5) y hasta que el 50% de las
plantas se encontraban en R9 (G-R9), segun la escala fenoldgica descripta por Schneiter
y Miller (1981).

Se observo incidencia de verticilosis, segin sintomatologia visual, durante el cultivo en
2014-15. La incidencia de plantas afectadas por este patdgeno, y la severidad del ataque
se estimaron mediante el porcentaje de hojas afectadas por la enfermedad en cada planta
a floracion. La severidad fue clasificada en baja, plantas poco afectadas (PA), con el
tercio basal de las hojas secas; intermedia, moderadamente afectadas (MA) con el 30-
70% de las hojas secas; y alta, severamente afectadas (SA) con mas del 70% de las

hojas secas.
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RESULTADOS

La altura de los SG:SuCMoV-C vari6 entre 95 y 177 cm, la de los SG:TF fue menor a
100 cm, mientras que la del SG:RIV-FS super6 los 200 cm (Tabla 5.2).

Los SG:SuCMoV-C y SG:TF tuvieron entre 22 y 27 hojas sobre el vastago principal,
mientras que RIV-FS tuvo més de 40 (Tabla 5.2).

La superficie foliar més pequefia se observé en los SG:TF con menos de 20 cm?,
seguida por RIV-FS y por los SG:SuCMoV-C con mas de 90 cm? (Tabla 5.3).

En su mayoria, las plantas tuvieron ramificaciones laterales y presentaron mas de cuatro
capitulos, siendo RIV-FS la de mayor produccion, con mas de 40 capitulos por planta.
En 8TF, 10TF y F2(B09xDIA) maés del 20% de los individuos fueron monocéfalos. En
todos los casos se observd la presencia de un capitulo principal de mayor tamafio, salvo
en la mayoria de las plantas de RIV-FS (Tabla 5.3).

La plena floracion sucedio entre 99 y 107 dias después de la germinacion de las semillas
en los SG:SUCMoV-C y SG:TF. En RIV-FS fue alrededor de 20 dias después. En
general, el periodo de floracion es extenso, mas de dos semanas. El estado fenoldgico
R9 fue alcanzado entre 26 y 58 dias después de floracion segun la escala de desarrollo
de Schneiter y Miller (1981) (Tabla 5.2).

El nimero de semillas generadas por autofecundacion fue entre 54 y 101 en los
SG:SuCMoV-C, y entre 103 y 180 en los SG:TF (Tabla 5.2).

La biomasa de mil cipcelas de los SG:SUCMoV-C y SG:TF se establecio entre 12,4 y
33,3 g, mientras que el de RIV-FS fue levemente inferior a 12 g. La biomasa de las
cipselas de los stocks genéticos con rasgos novedosos en la calidad de aceite fue mayor,
superando los 37 g cada mil cipcelas (Tabla 5.2).

El largo de las cipcelas fue mayor a 6 mm y el ancho mayor a 3 mm en los
SG:SuCMoV-C, SG:TF y SG:ACEITE, mientras que en RIV-FS el largo y el ancho del
fruto fue inferior (Tabla 5.2).

Las antocianas sobre el tallo o los peciolos de las hojas estuvieron presentes en la
mayoria de las plantas de los SG:SuCMoV-C, salvo en SUCMoV-C.3, y RIV-FS. En
cambio, la mayoria de las plantas de los SG:TF no presentaron pigmentos, aunque 10TF

tuvo 40% de individuos pigmentados (Tabla 5.3).
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El color de fondo del pericarpio de las cipselas fue blanco, beige, marron, gris o negro.
Las cipselas presentaron en su mayoria estrias y a veces también exibieron motas sobre
el pericarpio. El color de las estrias vari6 entre blancas, negras y grises, el color de las

motas fue siempre negro (Tabla 5.3).

Las semillas depositadas en el Banco Activo de Germoplasma del INTA Manfredi de
SuCMoV-C.3, SUCMoV-C.4, 8TF y 10TF tuvieron 4 generaciones de autofecundacion
y, salvo en SUCMoV-C.3, el citoplasma derivé de una linea con androestérilidad
citoplasmatica tipo PET1. EIl citoplasma de los stocks genéticos SuCMoV-C.1 y
SuCMoV-C.2 también desciendi6 de una linea con androestérilidad citoplasmatica
PET1, aunque tuvieron un ciclo de autofecundacién. En cambio el citoplasma de las
semillas del stock genético F3(B0O9xDIA) derivé de una linea con citoplasma normal y
tuvieron dos ciclos de autofecundacion. El stock genético F2(B09xDIA)casxDIA tuvo
un ciclo de autofecundacién seguido de una retrocruza con la RUD DIA; con citoplasma

normal. RIV-FS no tuvo ninguna generacion mediada por autofecundacion.

Durante el cultivo en el CE-UNS en 2014-15 se observé una alta incidencia de

verticilosis en algunos de los stocks genéticos desarrollados (Tabla 5.3).
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Tabla 5.2: Caracteres métricos (media +error estandar) descriptivos de los stocks genéticos tolerantes a temperatura suboptima durante germinacion-V2
(SG:TF), resistente a déficit hidrico (SG:RIV-FS), resistentes a SUCMoV-C (SG:SuCMoV-C) y con rasgos novedosos de calidad de aceite
(SG:ACEITE).

ALT: altura de planta. NHO: hojas por planta. NCA: capitulos por planta. SUF: superficie foliar. SAF: semillas autofecundadas por capitulo. B100O:
biomasa de mil cipselas. LCI: largo de la cipsela. ACI: ancho de la cipsela. G-R5: dias desde la germinacion hasta floracion. G-R9: dias desde la
germinacion hasta senescencia. -: sin datos

Stock genético ALT NHO SUI: N,CA S,,AF B1000 LClI ACI G-'RS G-,R9
(cm) (nim.) (cm?) (nim.)  (nim.) (9) (mm) (mm) (dias) (dias)
SG:TF
8TF 876+60 22+2 160+13 4+2 103+253 231+04 87+01 35+0,1 102 149
10TF 89,7+63 26+1 19,1+18 8+1 180%+228 189+03 7,2+0,2 3,1+0,1 99 157
SG:RIV-FS
RIV-FS 2724+104 43+x2 252+10 41+10 - 11,7+0,2 56+£0,1 26+£0,1 123 173
SG:SuCMoV-C
SuCMoV-C.1 126,5+10,3 27+1 171,1+285 18+6 62+14 238+25 72+02 42+0,1 107 140
SuCMoV-C.2 176,4+6,8 26+1 2956 +214 22+3 83+15 288+23 73+02 42+0,1 104 147
SuCMoV-C.3 955+52 25+1 96,1+136 6+1 54+15 124+07 62+01 34+0,1 107 133
SuCMoV-C.4 1442 +55 27+1 2359+219 17+3 101+41 333+02 86+02 47+02 104 154
SG:ACEITE
F3(B09xDIA) - - - - - 374+04 81+02 46+01 - -

(F2(BO9xDI1A))casxDIA - - - - - 376+05 84+01 45+01 - -
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Tabla 5.3: Caracteres categoricos descriptivos de los stocks genéticos tolerantes a temperatura suboptima durante germinacion-V2 (SG:TF), resistente a déficit
hidrico (SG:RIV-FS), resistentes a SUCMoV-C (SG:SuCMoV-C) y con rasgos novedosos de calidad de aceite (SG:ACEITE).

RAM: tipo de ramificacion del vastago principal. RA: ramificacién apical. RB: ramificacion basal. RT: ramificacion total. CAPR: presencia de capitulo
principal. ANT: presencia de antocianas. VERT: sintomatologia de verticilosis. PA: poco afectada. MA: moderadamente afectada. SA: severamente afectada.
Au: ausente. -: sin datos.

RAM VERT
CAPR ANT
Stock genético Au RA RB RT Au  PA MA SA Pericarpio Otros rasgos
(%)
SG:TF
8TF 214 786 0 0 100 0 143 50 0 357 mgﬂ&w” estrias grises 0 negro con estrias poconcia de plantas androestériles.
. . Presencia de plantas androestériles
10TF 267 533 0 20 100 40 333 60 0 67 MNegro con estrias grises. A veces totalmente "o " 0res  liguladas de forma
negras.
tubular.
SG:RIV-FS
Gris 0 marrén con motas negras, a veces también
RIV-FS 0 3 o0 70 30 100 - - - " con estrias negras. -
SG:SuCMoV-C
Gris con estrias blancas. Negro con estrias grises. Presencia de plantas androestériles.
SuCMoV-C.1 5 28 0 67 100 67 0 28 22 50 Blanco con estrias negras. Marrén estrias negras. Algunas plantas con flores liguladas
A veces con motas negras. de forma tubular.
Gris con estrias blancas o negra. Negro con estrias Presencia de plantas androestérile.
SuCMoV-C.2 0 16 0 84 100 68 0 42 21 37 grises. Marrén con estrias negras. A veces con Algunas plantas con flores liguladas
motas negras. de forma tubular.
Blanco con estrias negras. Negro con estrias
SUCMov-C.3 1020 13 57 100 0 0 4 81 6 blancas. A veces con motas negras. i
. . Plantas con flores liguladas de
SuCMoV-C.4 0 0 0 100 100 100 100 0 0 0  Negro con estrias grises o blancas. forma tubular.
SG:ACEITE
1 . ) . ) _ Negro o gris, algunos beige, con estrias negras o )
F3(BO9XDIA) 383 300 167 150 100 grises. A veces también con motas negras.
(F2(BO9XDIA))casxDIA ) i ) i _ Gris, negro o beige con estrias negras o grises. A i

veces también con motas negras.

! Los datos de planta asignados a F3(B0O9xDIA) fueron registrados sobre la F2(BO9xDIA).
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DISCUSION

Los SG:SuCMoV-C, SG:TF y SG:ACEITE presentaron caracteristicas morfoldgicas,
reproductivas y fenoldgicas intermedias entre sus parentales de tipo cultivado y
silvestre, situacion comunmente observada en este tipo de cruzamientos (Gandhi et al.
2005; Baack et al. 2008; Presotto et al. 2011). A diferencia de SG:RIV-FS, cuyas
caracteristicas se asemejaron a la RUD de origen, ya que es una subpoblacion de la
poblacion RIV, cuyos individuos provinieron de la seleccion gametofitica por

resistencia a estrés osmotico.

El fin del cruzamiento de los individuos silvestres o las poblaciones segregantes selectas
que poseian caracteristicas de tipo silvestre, como S10: germoplasma portador del rasgo
de resistencia a SuCMoV-C, con lineas cultivadas permitié incorporar rasgos
caracteristicos de cultivos domesticados (Doebley et al. 2006), que facilitaron el

proceso posterior de seleccion de los stocks genéticos.

En los cuatro SG:SUCMoV-C mas del 46% de los capitulos cosechados produjeron mas
de 40 semillas mediante autofecundacién y mas del 15% de los capitulos tuvieron mas
de 100 semillas generadas de esta forma. En el stock genético 8TF el 50% de los
capitulos autofecundados y en 10TF el 90% produjeron mas de 100 semillas. Se destaca
que la produccién de semillas por capitulo fue medida en capitulos principales y
secundarios, estos ultimos a veces con dimensiones inferiores a los cinco centimetros.
El nivel de autofecundacion de estos germoplasmas fue mayor que el observado en las
poblaciones ruderales que les dieron origen. La produccion de semillas por
autofecundacion de BAR y CAR con las que se inicid la creacion del parental S10
(Figura 3.1), fue establecida en 1 0 16 semillas cada 173 o 321 producidas mediante
polinizacién libre respectivamente; AAL y DIA componentes iniciales de la genealogia
de 8TF y 10TF (Figura 1.1) cuya produccién de semillas por autofecundacion fue de 29
0 64 semillas cada 279 o 389 producidas mediante polinizacion libre respectivamente
(Presotto 2004). Entre los SG:SuCMoV-C, SuCMoV-C.4 fue el que produjo maés
semillas por autofecundacién, 101 semillas por capitulo, seguido de SUCMoV-C.2 con
83 semillas capitulo™. 10TF fue el SG:TF con mayor produccién de semillas por

autofecundacion, mayor a 150 semillas capitulo™.
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En general las lineas endocriadas poseen la capacidad de generar mas del 40% de las
semillas producidas por autofecundacion, méas de 200 semillas por capitulo (Fick y
Miller 1997; Gandhi et al. 2005). Mayor grado de autofecundacion facilita la tarea de
seleccion, ya que permite aumentar mas rapidamente el grado de homocigosis del

caréacter en seleccion (Cubero 2003).

En los SG:SuCMoV-C, los SG:TF y los SG:ACEITE la biomasa de mil cipselas fue
mayor a 20 g, salvo en SUCMoV-C.3 vy, el largo y el ancho de los frutos fue igual o
mayor a 6 y 3 mm respectivamente. Similar tamafio y biomasa de cipselas son
observados en los cultivares de girasol utilizados para la produccion de aceite (Seiler
1997; Skori¢ 2012 a). En cambio la biomasa, el largo y el ancho las cipselas de las
poblaciones ruderales, origen de estos stocks genéticos, es menor (Ferndndez Moroni
2008). El SG:RIV-FS tuvo un peso y tamafio de semilla similar a las poblaciones
ruderales. Semillas de mayor tamafio facilitaron la manipulacion, sobre todo en las
tareas de siembra y trilla. En los SG:ACEITE el cruzamiento de DIA, poblacion ruderal
con rasgos prometedores de calidad de aceite, con B09 aumentd la biomasa de la
semilla méas de 300% y permitio la utilizacién de la técnica de la media semilla para
determinar el contenido de acidos grasos (Conte et al. 1989; Velasco et al. 2008).
SuCMoV-C.4 tuvo la mayor biomasa y tamafio de cipsela entre los SG:SuCMoV-C y
las cipselas de 8TF fueron mas grandes y pesadas que las de 10TF.

Los SG:SuCMoV-C tuvieron el capitulo del vastago principal de mayor tamafio que el
de las ramificaciones, al igual que en los SG:TF y los SG:ACEITE. En general las RUD
de Argentina presentan una frecuencia muy baja, menor a 10%, de plantas con el
capitulo del véastago principal mas grande, aunque se han observado algunas
poblaciones con mayor frecuencia, hasta 50% (Presotto et al. 2009). RIV-FS tuvo 30%
de plantas con capitulo principal. Capitulos mas grandes permiten obtener mas semillas
y de mayor tamafio (Fick y Miller 1997). La dominancia apical es una caracteristica de
las variedades domésticas de girasol que en general son monocéfalas (Skori¢ 2012 a).
La condicion intermedia, capitulo principal mas grande y ramificaciones, es una
caracteristica de la hibridacion entre girasol de tipo silvestre y cultivado (Presotto et al.
2011).

La altura de los SG:TF fue inferior a 100 cm, mientras que la de los SG:SuCMoV-C fue

inferior a 180 cm, asemejandose a la de lineas endocriadas e hibridos comerciales, que
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no sobrepasan los 190 cm (Skori¢ 2012 a). Estos stocks genéticos poseian tres
generaciones de autofecundacion o fecundacion fraternal lo que causa depresion por
endocria. La endocria disminuye pardmetros agronémicos, como la altura, sobre todo en
las primeras cuatro generaciones (Fick y Miller 1997). RIV-FS en cambio tuvo una
altura superior a los 200 cm, similar a lo observado Presotto et al. (2009) en poblaciones
naturales argentinas de girasol. En el desarrollo de hibridos la altura esta fuertemente
influenciada por la heterosis. La altura de las lineas que intervienen en el desarrollo del
hibrido debe ser 40 cm mas bajas que la altura que se desea obtener para el hibrido,

generalmente entre 150-180 cm (Skori¢ 2012 a).

Por la duracion del ciclo ontogénico, mayor a 130 dias, los SG:SuVMoV-C, SG:TF y
SG:RIV-FS pueden considerarse como de ciclo largo (Fick 1978; Skori¢ 2012 a). Skori¢
(2012 a) considera que en los cultivares el largo del ciclo deberia ser como maximo 130
dias, en cambio Fick (1978) admite una duracion mas extensa, hasta 150 dias. Salvo en
el SG:RIV-FS, el largo del ciclo en los restantes stocks genéticos, considerado desde la

germinacion hasta R9, fue inferior a 160 dias.

La semilla depositada en el Banco de Germoplasma del INTA Manfredi de SuUCMoV-
C.3, SUCMoV-C.4, 8TF y 10TF presentan cuatro generaciones de autofecundacion, en
cambio SUCMoV-C.1 y SuCMoV-C.2 poseen solo un ciclo. Un mayor grado de
homocigosis se consigue a medida que aumentan las generaciones de autofecundacion
(Acquaah 2012).

Los SG:TF (Figura 1.1) y los SG:SuCMoV-C, salvo SUCMoV-C.3 (Figura 3.1) tienen
un citoplasma androesteril tipo PET1, derivado del cruzamiento con las lineas A09 o
A10. La androesterilidad ha permitido la utilizacion de cultivares hibridos de girasol a
escala masiva (Fick y Miller 1997). En SUCMoV-C.1 y SUCMoV-C.2 se observaron
plantas androestériles, al igual que en 8TF y 10TF, mientras que en SUCMoV-C.4 ello
no ocurrio. Esto puede ser debido a que en SuCMoV-C.4 los genes nucleares de
restauracion de la fertilidad se encontraban en estado homocigota y no hubo segregacion
de este caracter, tal como sucede en la lineas endocriadas restauradoras de la fertilidad
(Fick y Miller 1997; Acquaah 2012).

Algunos stocks genéticos presentaron flores liguladas con forma tubular. Esta es una

condicion poco comun en girasol. Segun Miller y Fick (1997) son pocos los genes que



172

controlan este caracter que ademas es de origen recesivo, por lo que no seria un

problema su eliminacién en cruzamientos recurrentes con lineas elite (Acquaah 2012)

Los SG:SuCMoV-C y los SG:TF presentaron sintomas de verticilosis, sobretodo
SuCMoV-C.1 y SuCMoV-C.3 que tuvieron 50% o mas plantas con alta severidad, con
mas del 70% de sus hojas secas a floracion. Esta enfermedad causa grandes perdidas
productivas en Estados Unidos de América, China y Argentina, no obstante también
causa pérdidas econdmicas en otros paises (Pérez Fernandez y Figueruelo 2008; Skorié
2012 b). Produce el secado anticipado de las hojas (Gulya et al. 1997), que disminuye el
area foliar fotosintéticamente activa y produce disminuciones en la produccién. Por lo
que es posible que la altura de planta, superficie foliar, nimero de capitulos, produccion
de semillas autofecundadas y, peso y tamafio de los frutos puedan aumentar su valor si
los germoplasmas son evaluados sin la influencia de la enfermedad; ya que la cuantia de
estos rasgos es altamente dependiente de las condiciones de cultivo (Aguirrezabal et al.
1996).

En el stock genético SUCMoV-C.4 no se observaron sintomas de Verticillium, por lo
que se podria pensar que este germoplasma resistente a SUCMoV-C tiene mayor nivel
de resistencia que los otros germoplasmas desarrollados. Sin embargo ésta es una
conclusion preliminar, debido a que la enfermedad se propaga mediante
microesclerocios (forma de resistencia del hongo) formados en los tejidos de plantas
infectadas que luego se distribuyen en el suelo mediante las labranzas (Gulya et al.
1997), por lo tanto las variaciones en la distribucion y cantidad de indculo en el suelo y
la falta de un adecuado disefio experimental pueden haber contribuido con el alto nivel
de resistencia observado en SUCMoV-C.4. Los stocks genéticos 8TF y 10TF también

presentaron plantas sin sintomas de Verticillium.

A continuacion, se describen las caracteristicas morfoldgicas, reproductivas y
fenoldgicas particulares de cada uno de los stocks genéticos y algunos rasgos de su

origen genealogico.

SuCMoV-C.1 es un stock genético resistente a SUCMoV, derivado del cruzamiento
entre dos plantas F3 resistentes a SUCMoV provenientes del cruzamiento entre la linea
A09 con androesterilidad citoplasmatica PET1 (CMS-PET1) o la linea mantenedora de
A09, B09 (citoplasma H. annuus normal) (Gonzalez et al. 2014; Garayalde et al. 2015)
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y dos plantas S10 resistentes a SUCMoV (Figura 3.2). El citoplasma de SuCMoV-C.1
deriva de la linea A09 con CMS-PET1. SUCMoV-C.1 se caracterizO por poseer una
altura media de 126 cm, 18 capitulos por planta y 27 hojas con una superficie foliar
media de 171 cm?® Presenta segregacion para el caracter de androesterilidad. La
generacion de semillas mediante autofecundacién fue de 62 semillas por capitulo. Los
frutos tuvieron una B1000 de 23,9 g, el largo y el ancho fue de 7,2 mm y 4,2 mm
respectivamente. En algunas plantas las flores liguladas tuvieron forma tubular. El color
del pericarpio observado fue negro, gris, blanco o marrén con estrias de color blancas o
negras; en algunos casos se observaron motas negras. Las ramificaciones laterales sobre
el véstago principal fueron frecuentes, aunque se observaron algunas plantas
monocéfalas. La mayoria de las plantas presentd antocianas en el tallo o en los peciolos
de las hojas. El ciclo de vida tuvo una duracion de 140 dias desde la siembra. En el
Banco Activo de Germoplasma del INTA Manfredi se deposité un conjunto de semillas

provenientes de plantas F1 fértiles autofecundadas del stock genético SUCMoV-C1.

SuCMoV-C.2 es un stock genético resistente a SUCMoV, derivado del cruzamiento
entre dos plantas F3 resistentes a SUCMoV provenientes del cruzamiento entre la linea
A09 con CMS-PET1 o la linea B09 con citoplasma H. annuus normal (Gonzélez et al.
2014; Garayalde et al. 2015) y dos plantas S10 resistentes a SUCMoV (Figura 3.2). El
citoplasma de SUCMoV-C.2 deriva de la linea A09 con CMS-PET1. SUCMoV-C.2 tuvo
una altura media de 176 cm, 22 capitulos por planta y 26 hojas con una superficie foliar
media de 296 cm?. Segregacion para el caracter de androesterilidad. La generacion de
semillas mediante autofecundacion fue de 83 semillas por capitulo. Los frutos tuvieron
una B1000 de 29 g, el largo y el ancho fue de 7,3 mm y 4,2 mm respectivamente. El
color del pericarpio fue negro, gris 0 marrén con estrias blancas, grises o negras. A
veces se observaron motas negras. Todas las plantas tuvieron ramificaciones laterales
sobre el vastago principal. La mayoria de las plantas presentaron antocianas en el tallo
y/o en los peciolos de las hojas. El total de las plantas present6 sintomas de verticliosis,
aunque menos del 40% de las plantas fue afectada severamente. La floracion ocurrié a
los 104 dias y el ciclo de vida tuvo una duracion de 147 dias desde la germinacion. La
semilla enviada al Banco Activo de Germoplasma del INTA Manfredi deriva de la

autofecundacion de plantas F1 fértiles.

SuCMoV-C.3 es una F4 resistente a SUCMOoV, derivada del cruzamiento de la linea B09

y una planta S10 resistente a SUCMoV. El citoplasma de esta generacion avanzada
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provino de la linea B0O9 con citoplasma H. annuus normal. SUCMoV-C.3 tuvo una
altura media de 95 cm, 6 capitulos por planta y 25 hojas con una superficie foliar media
de 96 cm?. La generacion de semillas mediante autofecundacion fue de 54 semillas por
capitulo. Los frutos tuvieron una B1000 de 12,4 g, un largo de 6,2 mm y un ancho 3,4
mm. EI color observado del pericarpio fue blanco o negro con estrias blancas o negras, a
veces con motas negras. Las ramificaciones laterales sobre el vastago principal fueron
frecuentes. Se observo un 10% de plantas monocéfalas. No se observaron antocianas en
el tallo y/o en los peciolos de las hojas. Presento alta susceptibilidad a Verticillium, mas
del 70% de las plantas tuvieron por lo menos el 70% de sus hojas secas a floracion. El
ciclo de vida tuvo una duracion de 133 dias desde la siembra. La semilla enviada al
Banco Activo de Germoplasma del INTA Manfredi deriva de la autofecundacion de

plantas F4.

SuCMoV-C.4 es una F4 resistente a SUCMOoV, derivada del cruzamiento de una planta
S10 resistente a SUCMOoV v la linea B09. El citoplasmas de este stock genético provino
de S10, con citoplasma derivado de A10 con CMS-PET1. SuCMoV-C.4 tuvo una altura
media de 144 cm, 17 capitulos por planta y 27 hojas con una superficie foliar media de
236 cm?. Las flores liguladas de todas las plantas tuvieron forma tubular. La generacion
de semillas mediante autofecundacion fue de 101 semillas por capitulo. Los frutos
tuvieron una biomasa de 33 g cada mil, un largo de 8,6 mm y un ancho de 4,7 mm. El
color observado del pericarpio fue negro con estrias de color blanco o grises. Las
plantas presentaron antocianas en el tallo y/o en los peciolos de las hojas y
ramificaciones laterales sobre el todo el vastago principal. No se observaron plantas
monocéfalas ni plantas con sintomas de verticiliosis. El ciclo de vida tuvo una duracion
de 154 dias desde la germinacion. La semilla enviada al Banco Activo de Germoplasma

del INTA Manfredi deriva de la autofecundacion de plantas F4.

8TF es un stock genético con tolerancia a temperatura subdptima durante germinacion-
V2, derivada del cruzamiento de dos lineas A0O9 y A10 ambas con CMS-PET1
(Garayalde et al. 2015; Gonzalez et al. 2014) y tres poblaciones ruderales con tolerancia
a temperatura suboptima durante germinacion-V2. El citoplasma de 8TF derivé de la
linea A09 CMS-PET1. 8TF tuvo una altura media de 87,6 cm y 22 hojas con una
superficie foliar media de 16 cm?. Se observé una media de 4 capitulos por planta,
siempre con un capitulo principal de mayor tamafio. La generacion de semillas mediante

autofecundacion fue de 103 por capitulo. Los frutos tuvieron una biomasa de 23 g cada
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mil, un largo de 8,7 mm y un ancho 3,5 mm. El color del pericarpio fue negro con
estrias de color gris o blancas. Las plantas no presentaron antocianas. La mayoria de las
plantas tuvieron ramificaciones en la parte apical del vastago principal. EI 20% de las
plantas fueron monocéfalas. EI 14% de las plantas no presentaron sintomas de
verticiliosis. La floracion se observd a los 103 dias desde la germinacion, 46 dias
después la poblacion estaba senescente. La semilla enviada al Banco Activo de
Germoplasma del INTA Manfredi derivada de la autofecundacion de plantas fértiles F4.

10TF es stock genético con tolerancia a temperatura suboptima durante germinacion-
V2, derivada del cruzamiento de A10 con CMS-PET1 y tres poblaciones ruderales con
tolerancia a temperatura subdptima durante germinacion-V2. El citoplasma de 10TF
provino de la linea A10 CMS-PET1. 10TF tuvo una altura media de 89,7 cm y 26 hojas
con una superficie foliar media de 19,1 cm?. Se observé una media de 8 capitulos por
planta, siempre con un capitulo principal de mayor tamafio. La generacion de semillas
mediante autofecundacion fue de 180 por capitulo. En algunas plantas las flores
liguladas tuvieron forma tubular. Los frutos tuvieron una biomasa de 18,9 g cada mil,
un largo de 7,2 mm y un ancho 3,1 mm. EIl color del pericarpio fue totalmente negro o
negro con estrias grises. EI 40% de las plantas presentaron antocianas. La mayoria de
las plantas tuvieron ramificaciones de tipo apical o total, un 27% fueron monocéfalas.
El 33% de las plantas no presentaron sintomas de verticiliosis y en méas del 50% la
severidad fue baja. La floracién se observd a 99 dias desde la germinacion, 58 dias
después la poblacion se encontraba en R9. La semilla enviada al Banco Activo de

Germoplasma del INTA Manfredi derivada de la autofecundacion de plantas fértiles F4.

RIV-FS es una subpoblacién de RIV, conformada por individuos provenientes de la
seleccion gametofitica por resistencia a estrés osmatico durante la fecundacion. RIV-FS
tuvo una altura media de 273 cm, 43 hojas con una superficie foliar media de 25,2 cm?® y
ramificaciones laterales en todas las plantas principalmente de tipo total. Méas de 40
capitulos por planta, en algunas con un capitulo principal de mayor tamafio. Los frutos
tuvieron una B1000 de 11,7 g, un largo de 5,6 mm y un ancho 2,6 mm. El color del
pericarpio fue marrén o gris con motas negras, a veces también con estrias negras.
Todas las plantas presentaron antocianas. La floracion se observé 123 dias después de la

germinacion, 50 dias mas tarde la poblacion estaba en avanzado estado de senescencia.
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Las semillas F3(BO9xDIA) tuvieron una biomasa de 37,4 mg, un largo de 8,1 mm y un
ancho de 4,6 mm. El pericarpio fue de color negro, gris o beige, con estrias negras o
grises. A veces también con motas negras. La mayoria de las plantas parentales tuvieron

ramificaciones sobre el vastago principal, aunque mas del 30% fueron monocéfalas.

Las semillas F2(B09xDIA)casxDIA tuvieron una biomasa de 37,6 mg, un largo de 8,4
mm y un ancho de 4,5 mm. EIl pericarpio fue de color negro, gris o beige, con estrias

negras o grises. A veces también con motas negras.
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CONCLUSIONES

A partir de la hipdtesis y objetivo de trabajo planteados emergen las siguientes

conclusiones:

Los stocks genéticos tolerantes a temperaturas subdptimas 8TF y 10TF (SG:TF),
SuCMoV-C.1, SuCMoV-C.2, SuCMoV-C.3, SuCMoV-C.4 (SG: SuCMoV-C),
BC1F2(A09xDIA) y F3(B09xDIA) (SG:ACEITE) tuvieron caracteristicas intermedias
entre girasol de tipo silvestre y cultivado. Uno de los rasgos indeseados que presentan
algunas de estas lineas fue la susceptibilidad a Verticillium. Entre los SG:SuCMoV, el
SuCMoV-C.4 presentd las caracteristicas mas deseables para su utilizacion como
donante de resistencia a SUCMoV-C. Las caracteristicas que lo particularizaron fueron:
plantas sin infeccion por Verticillium, nivel medio de autofecundacion, plantas con
capitulos principales de mayor tamafio que los secundarios, plantas androfértiles,
citoplasma CMS-PET1, biomasa seminal mayor a 30 mg y altura de planta no excesiva.
Las caracteristicas fenotipicas que caracterizaron a los SG:TF fueron tamafio de planta y
cipselas similar a lineas endocriadas, plantas con capitulos principales de mayor tamafio
que los secundarios, nivel medio de autofecundacién, citoplasma CMS-PET1 y
moderada suceptibilidad a Verticillium. En 8TF las plantas no presentaron antocianas
sobre el tallo o peciolos, en cambio en 10TF se observaron plantas con antocianas y
flores liguladas de forma tubular. ElI tamafio y biomasa de las cipselas de los
SG:ACEITE fue similar a la observada en los cultivares de girasol que se utilizan para
la produccion de aceite. En estos germoplasmas queda pendiente la caracterizacion
fenotipica a nivel de planta. El stock genético RIV-FS presentd un fenotipo similar a la
poblacion ruderal de origen; la altura de planta fue mayor a 2 m, present6 antocianas en
tallos y peciolos, numerosas ramificaciones distribuidas sobre todo el largo del vastago

prinicpal, numerosos capitulos de tamafio pequefio y cipselas pequerias.
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Los resultados economicos del cultivo de girasol dependen del rendimiento logrado y de
la cantidad y la calidad del aceite producido (Aguirrezal et al. 2002). En Argentina
limitantes bioticas y/o abidticas presentes en distintas zonas de produccién de girasol
disminuyen el potencial de rendimiento de este cultivo (Duarte 2002; Gonzalez
Montaner y Di Napoli 2002). Asimismo aceites con composicion lipidica especifica en
funcion de su destino son demandados por consumidores y la industria (Melgarejo
2003).

En girasol, las especies silvestres han sido utilizadas para mantener el cultivo
econdmicamente viable (Baez y Macola 1954; Putt y Sackston 1957; Bertero de
Romano y Vasquez 2003; Gonzélez et al. 2014, Rogers 1992, Al Khatib et al. 1998,
Seiler y Jan 2010. En Estados Unidos de América se estima que las especies silvestres
tienen una contribucién anual de 270 a 385 millones de ddlares a la industria del girasol
(Seiler 2010).

La finalidad de esta tesis fue la blsqueda, caracterizacion y seleccion de material
genético proveniente de poblaciones naturales de H. annuus que pueda ser utilizado
como fuente de tolerancia a temperatura subobtima durante el periodo de implantacion,
tolerancia al déficit hidrico en etapas reproductivas, resistencia al SUCMoV-C, y
donante de rasgos de interés de calidad de aceite para ser incorporados en programas de

mejoramiento del girasol.

Por lo expuesto anteriormente, y en funcién de las hipétesis y objetivos planteados en
esta tesis se presentan las principales conclusiones que surgen de los resultados

obtenidos.

La seleccién por tolerancia a temperatura subéptima durante germinaciéon-V2 (Capitulo
1) aumento la performance a temperatura suboptima durante la etapa de germinacion y
desarrollo inicial de la planta de algunas de las PSel. La seleccion produjo la
disminucion de la temperatura basal del proceso de germinacion, el aumento de la tasa
de germinacién y mayor desarrollo en la etapa de implantacion del cultivo a temperatura

suboptima de las PSel mas promisorias, 8TFy 10TF.

Una temperatura base tan baja, 2,3°C, como la observada en las PSel solo fue reportada

por Gonzalez Belo et al. (2014) en algunos cultivares. Connor y Hall (1997), Khalifa et
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al. (2000) y Trudgill et al. (2000), reportaron temperaturas bases mayores en el rango de

3-7°C para otros cultivares de girasol.

La produccion de girasol en el sudeste y sudoeste de la region pampeana requiere de
genotipos con la capacidad de establecerse en siembras realizadas a finales del invierno
y principios de primavera, siembra temprana (Gonzalez Montaner y Di Napoli 2002,
Duarte 2002). En estas regiones productivas, el estrés por baja temperatura, <15°C,
durante la implantacion es uno de los estreses mas frecuentes en siembras tempranas de
girasol (Aguirrezabal y Andrade 2002, Diaz Zorita et al. 2003). Mas alun en planteos
productivos que utilizan técnicas de labranza reducida, ya que la temperatura del suelo
es menor en relacion con la temperatura del suelo bajo labranza convencional, debido a
la mayor acumulacion de residuos sobre la superficie del suelo (Villalobos y Ritchie
1992).

El beneficio de la siembra temprana cuando la implantacion es exitosa reside en un
mayor rendimiento, ya que la temperatura durante la estacion crecimiento es mas baja
por lo que el desarrollo no se acelera y disminuye la evapotranspiracion. Asimismo los
dafios provocados por Sclerotinia sclerotiorum y Verticillium dahliae, principales
enfermedades del girasol, disminuyen ya que las condiciones ambientales durante las
etapas reproductivas del cultivo son menos favorables para la infeccion de estos hongos
(Gonzélez Montaner y Di Néapoli 2002). Al oeste de la region Pampeana por cada dia
que se demora la siembra después del 10 de octubre el rendimiento disminuye 15 kg/ha
(Duarte 2002).

Se considera que 8TF y 10TF son recursos fitogenéticos valiosos que podrian utilizarse
en el mejoramiento de la capacidad de desarrollo bajo temperaturas sub6ptimas durante

la implantacion de cultivares comerciales que se utilicen en siembras tempranas.

En las poblaciones RUD el efecto negativo del déficit hidrico en la etapa reproductiva
(Capitulo 2) fue diferente segin el material vegetal. Entre las RUD, RIV fue la

poblacion con mayor resistencia al déficit hidrico impuesto.

En Argentina el déficit hidrico es la principal causa de la baja productividad del cultivo
de girasol (Aguirrezabal 2003). Entre las zonas productivas de girasol, el oeste de la
region pampeana es la mas afectada por este fendbmeno meteoroldgico (Funaro et al.

2008), que generalmente comienza alrededor de los 50 dias desde la siembra y aumenta
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a medida que avanza la temporada (Quiroga et al. 2008). En esta zona, el déficit hidrico
principalmente afecta las fases del desarrollo que comprenden el estado reproductivo
del girasol (Trépani et al. 2003).

En RIV la estructura vegetativa, reproductiva y el rendimiento de la planta disminuyo
moderadamente bajo déficit hidrico impuesto en diferentes etapas del desarrollo
reproductivo. Los rasgos observados en esta poblacion ruderal que probablemente
hayan contribuido con la mejor performance reproductiva bajo déficit hidrico fueron
reduccion moderada de la superficie foliar y la altura, ruduccién leve del diametro del
vastago principal, capacidad de mantener el abastecimiento de agua desde el suelo hacia
la planta, buen contenido de agua en los tejidos, capacidad de controlar la pérdida de
agua desde los tejidos foliares, mantenimiento del verdor foliar, capacidad para
mantener el nimero de primordios florales formados por capitulo, preservacion de la
fertilidad, reduccion leve del numero de granos formados y preservacion de la biomasa

de las cipselas formadas.

Una vez que el cultivo de girasol se ha establecido, el déficit hidrico en la etapa
reproductiva posee potencialmente la mayor capacidad para reducir el rendimiento
(Aguirrezabal y Andrade 2002). Las reducciones en el rendimiento pueden ser mayores
al 50% dependiendo del periodo afectado, la severidad y duracién del estrés, y el
genotipo afectado (Goksoy et al. 2004; Nazariyan et al. 2009; Ghafarri et al. 2012). El
potencial de rendimiento en grano de los cultivares comerciales de girasol argentinos es
de entre 4500-5000 kg por hectarea (Aguirrezabal y Andrade 2002). Sin embargo en la
zona oeste de la region pampeana el rendimiento promedio no supera los 2500 kg por
hectéarea. Principalmente debido a que la produccion esta limitada por la disponibilidad
de agua durante el ciclo del cultivo (Mercau et al. 2001, Duarte 2002). Ademas de un
adecuado manejo del cultivo que asegure una buena provision hidrica, se debe
considerar la utilizacién de genotipos con mayor grado de resistencia al déficit hidrico
(Dardanelli et al. 2003).

RIV podria aportar rasgos asociados a la resistencia al déficit hidrico que podrian
contribuir con el aumento de la performance del girasol cultivado en zonas de

deficiencias hidricas.
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El cruzamiento de la fuente de resistencia S10 con las lineas endocriadas A09 y B09
(Capitulo 3) condujo a la generacion de germoplasmas resistentes a SUCMoV-C sin
segregacion fenotipica para el caracter de resistencia.

En Argentina la incidencia de SUCMoV-C no es elevada, sin embargo se han observado
lotes en las provincias de Entre Rios, Cordoba, Santa Fe y Buenos Aires afectados por
esta virosis (Mufioz et al. 1980, Lenardon 1994, Pérez Ferndndez 2002). Este virus
puede disminuir mas del 50% el rendimiento si la infeccion sucede antes de la aparicion
de la octava hoja en hibridos susceptibles (Lenardon et al. 2001). En las zonas donde el
riesgo potencial de infeccion por SUCMoV-C es alto el desarrollo de cultivares
resistentes permitiria un manejo simple, econdémico y sustentable de las infestaciones
naturales (Agrios 2005).

En esta tesis se conformaron cuatro stocks genéticos completamente resistentes a
SuCMoV-C, SuCMoV-C.1, SuCMoV-C.2, SUCMoV-C.3 y SUCMoV-C.4, después de
dos ciclos de seleccion por resistencia a SUCMoV-C con alto grado de autofecundacion.
A partir de estos germoplasmas el INTA Manfredi esta desarrollando lineas de girasol
resistentes a SUCMoV-C (comunicacion personal Alvarez Daniel-Mejorador Girasol
INTA Manfredi).

La composicion del perfil acidico de la poblacion RUD DIA (Capitulo 4) presentd
valores relativamente altos de concentracion de acido palmitico, estearico y linoleico, y

relativamente bajos de oleico en el aceite de sus granos.

Los cruzamientos con DIA aportaron gran variabilidad al contenido de acidos grasos de
los granos. Ademas el retrocruzamiento con DIA aumentd el contenido de &cido
palmitico y esteérico en la descendencia. En los cruzamientos con DIA se identificaron
individuos con perfiles acidicos peculiares. Un individuo del BC1F2 tuvo 87,6 g/kg de
acido palmitico, mientras que otro individuo tuvo 73,4 g/kg de &acido estearico. Estos
valores de &cido palmitico y estearico son superiores a los observados en las variedades
cultivadas (Bervillé 2010), aunque no fueron en magnitud tan significativos como
aquellos obtenidos mediante mutagénesis, superior a 200 g/kg de aceite (Fernandez
Martinez et al. 1997; Pérez Vich et al. 1999 a, b, 2002 a, 2004; Velasco et al. 2008).
Otro individuo de este retrocruzamiento tuvo 534 g/kg de acido oleico, similar valor a

los cultivares medio oleico disponibles en el mercado (Burton et al. 2004). En la
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F3(B09xDIA) un individuo presentd 784 g/kg de &cido linoleico, similar valor a lineas

endocriadas alto linoleico.

En los Gltimos afios ha habido un cambio del mercado de girasol que ha aumentado la
demanda de hibridos con calidad de aceite modificada para satisfacer las necesidades de
los consumidores e industrias. Por ejemplo la produccion de hibridos medio y alto
oleico, principalmente adecuados para coccion a altas temperaturas, estd muy difundida
en EUA y ha ido aumentado en Europa (Labalette et al. 2012) y Argentina (ASAGIR
2016). Otros que combinan alto contenido de &cido estearico y oleico, principalmente
adecuados para la fabricacion de margarinas sin acidos grasos trans, y bajo saturado y
medio o alto oleico, que aumentan las propiedades nutricionales, estan cerca de ser

comercializados (Velasco et al. 2012).

La alta variabilidad de perfiles acidicos observada en los cruzamientos con DIA y el
aumento del contenido de acidos grasos saturados en los retrocruzamientos con DIA
indicaria una fuente de genes interesante para incorporar en programas de mejoramiento

de calidad de aceite de girasol.

Los stocks genéticos que presentaron rasgos de interés para la mejora del girasol han
sido depositadas en el Banco Activo de Germoplasma del INTA Manfredi. Las PSel
8TF y 10TF fueron registradas bajo denominacion CGGI1355 y CGGI1356,
respectivamente; la poblacién RIV con tres ciclos de fecundacion selectiva se registrd
bajo la denominacién CGGI1357; los cuatro stocks resistentes a SUCMoV-C, SUCMoV-
C.1, SuCMoV-C.2, SuCMoV-C.3, SuCMoV-C.4 fueron registrados bajo la
denominacién CGGI1351, CGGI1352, CGGI1353 y CGGI1354, respectivamente; y los
stocks genéticos F3(BO9XDIA) y F2(B09xDIA)casxDIA que presentaron individuos
con perfiles acidicos peculiares fueron registrados bajo denominacion CGGI1358 y
CGGI1359, respectivamente. A través de ese Banco, se encuentran facilmente

disponibles para la utilizacion en programas de mejoramiento.

Los stocks genéticos tolerantes a temperaturas subdptimas 8TF y 10TF (SG:TF),
SuCMoV-C.1, SuCMoV-C.2, SuCMoV-C.3, SuCMoV-C.4 (SG: SuCMoV-C),
BC1F2(A09xDIA) y F3(B09xDIA) (SG:ACEITE) tuvieron caracteristicas intermedias
entre girasol de tipo silvestre y cultivado. Algunas de las caracteristica que los distingue

son: altura moderada a baja, presencia de capitulo principal, baja cantidad de capitulos



186

secundarios, moderado porcentaje de autofecundacion y biomasa de mil cipselas
superior a 12 g. Los rasgos indeseados que presentaron algunas de estas lineas fueron: la
alta susceptibilidad a Verticillium y ramificaciones laterales. Entre los SG:SuCMoV, el
SuCMoV-C.4 presento las caracteristicas fenotipicas mas deseables para su utilizacion
como donante de resistencia a SUCMoV-C. El tamafio y biomasa de las cipselas de los
SG:ACEITE fue similar a la observada en los cultivares de girasol que se utilizan para
la produccién de aceite. En estos germoplasmas queda pendiente la caracterizacion
fenotipica a nivel de planta. El stock genético RIV-FS presentd un fenotipo similar a la
poblacién ruderal de origen; la altura de planta fue mayor a 2 m, antocianas en tallos y
peciolos, ramificaciones distribuidas sobre todo el largo del véstago prinicpal,

numerosos capitulos de tamafio pequefio y cipselas pequefias.

Cuando germoplasmas con rasgos silvestres son utilizadas en programas de
mejoramiento, puede existir la introgresion de rasgos indeseables hacia el genotipo
cultivado junto con el caracter deseado. No obstante estos rasgos indeseados pueden ser
eliminados mediante la seleccién en su contra (Acquaah 2012). Los stocks genéticos
aqui mencionados, salvo RIV-FS, presentaron algunos rasgos de domesticacion que

facilitaria su utilizacion como recursos geneticos.
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Imagen 1: Plantas verdes con flores de la poblacién de H. annuus ruderal Diamante
después de la helada del 23 de abril de 2010, en el jardin comdn del CE-UNS.
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Imagen 2: Camara de crecimiento utilizada para realizar la seleccién de plantas tolerantes a temperaturas subdptimas durante germinacién-V2.
a) Vista frontal. b) vista del interior. Se observan sobre los estantes bandejas multiceldas rellenas de sustrato.
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Imagen 3: Vista del ensayo a campo (CE-UNS) del experimento 2: Respuesta de
poblaciones ruderales argentinas de H. annuus ante el déficit hidrico durante R1-R9. Se
observa el suelo de las macroparcelas cubierto con nylon. En el medio de las
macroparcelas se divisan las parcelas de girasol en estado vegetativo, dispuestas en

hilera, y en los bordes sorgo.
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Imagen 4: Plantas de 8TF en estado reproductivo cultivadas en un jardin comdn en el CE-UNS en 2014-15. Se observan capitulos tapados con
bolsas de poliamida para la produccion de semillas.
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Imagen 5: Plantas de 10TF en estado reproductivo cultivadas en un jardin comin en el CE-UNS en 2014-15. Se observan capitulos tapados con
bolsas de poliamida para la produccion de semillas. a) planta con capitulo Unico sin antocianas. b) planta con multiples capitulos sin antocianas c)

planta con maltiples capitulos con antocianas.

a) b) c)
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Imagen 6: Plantas de SUCMoV-C.1 en estado reproductivo cultivadas en un jardin
comun en el CE-UNS en 2014-15. Se observan capitulos tapados con bolsas de

poliamida para la produccion de semillas.
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Imagen 7: Plantas de SUCMoV-C.2 en estado reproductivo cultivadas en un jardin
comun en el CE-UNS en 2014-15. Se observan capitulos tapados con bolsas de

poliamida para la produccion de semillas.
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Imagen 8: Plantas de SUCMoV-C.3 en estado reproductivo, derecha, cultivadas en un
jardin comun en el CE-UNS en 2014-15. Se observan capitulos tapados con bolsas de
poliamida para la produccion de semillas.
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Imagen 9: Plantas de SUCMoV-C.4 en estado reproductivo cultivadas en un jardin
comun en el CE-UNS en 2014-15. Se observan capitulos tapados con bolsas de

poliamida para la produccion de semillas.
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Imagen 10: Capitulo de una planta de SUCMoV-C.4 con flores liguladas con forma

tubular.
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Imagen 11: Plantas de la poblacion con fecundacién selectiva in vivo RIV-FS en estado
reproductivo, cultivadas en un jardin comdn en el CE-UNS en 2014-15. Se observan

capitulos tapados con bolsas de poliamida para la produccién de semillas.
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