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RESUMEN

En las lineas restauradoras ramificadas (androfértiles o machos) utilizadas para
la produccién de semilla hibrida de girasol, la calidad polinizadora de las mismas incide
directamente sobre el rendimiento de las lineas androestériles (hembras). Algunas
fallan, posiblemente por la poca cantidad y/o baja calidad del polen producido durante

el periodo de polinizacién.

El objetivo de este trabajo fue cuantificar, en antesis, la produccidn polinica de
4 lineas androfértiles de girasol con diferente arquitectura de ramificacién. Las plantas
de estas lineas se hicieron crecer bajo riego en parcelas experimentales ubicadas en el
Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur (ciudad de Bahia
Blanca; 38° 45’ S.; 62° 11’ O.). En antesis de los capitulos (estados reproductivos R5.1y
R5.2) se cuantificd el nimero de granos de polen por flor (GPF) en flores de capitulos
ubicados en diferentes niveles de ramificacién de la planta (capitulos superiores,
medios e inferiores), sectorizando a su vez a las flores en los capitulos en dos sectores

(flores externas [SE] e internas [SI]).

Se observé que la distribucién polinica en cada uno de los niveles estudiados
fue comparativamente uniforme dentro de cada linea, como también en las flores de
cada regidn de los capitulos analizadas. No se observaron diferencias significativas
(p=0,23) entre las lineas en el nimero de GPF por nivel en la planta o por sector del

capitulo (SE y Sl), con valores que oscilaron entre 27.600 y 33.400 GPF.

Sin embargo, se pudo observar una tendencia a presentar diferencias en
sentido vertical para los distintos niveles de ramificacidn de las plantas en cada una de
las lineas estudiadas, siendo, en general, los capitulos del estrato superior los que

presentaron una tendencia a producir mayor cantidad de polen en sus flores.

Se podria asociar esta caracteristica de estos capitulos con un mayor potencial para
ser visitados por polinizadores. Por lo tanto, los resultados descriptos en este trabajo
sientan las bases para estudiar el posible mejoramiento genético que favorezca una mayor
produccién polinica en los capitulos de los estratos mas altos de las lineas androfértiles de

girasol utilizadas para la producciéon de semilla hibrida.



INTRODUCCION

Los criaderos de semillas producen hibridos de girasol (Helianthus annuus L.)
simples e hibridos de tres lineas, también definidos como hibridos triples. Un hibrido
simple es aquel que proviene del cruzamiento entre una linea androestéril (hembra)
llamada linea A, y una linea androfértil (macho) restaurador de la fertilidad (linea R)

(Figura 1).

OBTENCION DE UN HiBRIDO SIMPLE

LINEA MADRE LiINEA PADRE
Linea Androesteril Linea Restauradora

R

Fértil

Se debe multiplicar la
Linea Restauradora

F1 Fértil

Figura 1: Obtencion de un hibrido simple: Cruzamiento de Linea madre A con Linea
padre R, con descendencia F1 fértil. S, Ms y ms indican citoplasma estéril, genotipo
dominante fértil y genotipo recesivo estéril respectivamente.

Un hibrido de tres lineas proviene del cruzamiento de una hembra (linea A) con
una linea mantenedora (linea B) para producir un hibrido simple androestéril. Este
hibrido se cruzard con una linea restauradora de la fertilidad (linea R) para producir un

hibrido fértil de tres lineas (Figura 2).

El uso de parentales ramificados (machos) garantiza que la produccién de polen
sea abundante y se mantenga durante un periodo largo de tiempo, generalmente

hasta dos semanas durante la floracidn de las lineas androestériles (hembras).



OBTENCION DE UN HiBRIDO TRIPLE

Linea madre Linea mantenedora

LINEA PADRE
Linea Restauradora

Esteril Fertil

Hibrido Triple
Fértil

Figura 2: Obtencion de un hibrido triple: El cruzamiento de linea madre A con la linea
mantenedora B, da como resultado descendencia F1 estéril la cual se cruza con la linea padre,
restauradora, dando como resultado un hibrido fértil de tres lineas, también llamado hibrido
triple. S, N, Ms y ms indican citoplasma estéril, citoplasma fértil, genotipo dominante fértil y
genotipo recesivo estéril respectivamente.

Las lineas macho, ademas, se siembran en fecha diferida para evitar una falta
de polen en el momento de floraciéon de la hembra. Previo a la cosecha de las semillas,
las plantas macho son eliminadas, cosechandose Unicamente la semilla producida

sobre las plantas de la hembra androestéril (Figura 3).

La produccién de semilla hibrida de girasol tiene rendimientos muy dispares, ya
que existen numerosas variables involucradas, tanto del ambiente como propias de las
plantas, que inciden en los mismos. El agua edafica disponible, la fertilidad del suelo, la
temperatura ambiente (Hernandez y Orioli, 1994; Connor y Hall, 1997). El genotipo de
los materiales parentales utilizados y su performance frente a la aparicién de
enfermedades, como también la produccién polinica de las lineas androfértiles
(Anfinrud, 1997), inciden directa o indirectamente en la expresién del potencial del
rendimiento, el cual puede verse afectado, ademas, por fallas en la polinizaciéon o en la

fecundacion (Wilcock y Neiland, 2002).
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Lineas de Machos

Lineas de Hembras

Figura 3: Lote de produccidn de semillas donde se diferencian las lineas de
plantas hembra (monocefdlicas) y lineas de plantas macho (multicefdlicas).

El girasol es una planta alégama de polinizacidn entomoéfila. El polen es pesado
y facilmente aglomerable, con una superficie espinosa adaptada al transporte por
insectos (http://www.asagir.org.ar) Un excesivo calor y sequedad ambiental pueden
ocasionar una fuerte desecacién de los granos de polen y afectar también la
fecundacion (Arroquy, 2015). La accesibilidad al néctar es un factor que también
interfiere en la polinizacién. Esta caracteristica estd asociada a la longitud de la corola;
a mayor longitud menor accesibilidad a los nectarios. Dias frios, lluviosos y nublados
determinan una menor produccién de néctar y de polen, asi como también la
disminucion en el trabajo de los insectos polinizadores (Arroquy, 2015).

Entender de qué forma cada una de estas variables actua controlando el
rendimiento del cultivo, es uno de los principales objetivos de fisiélogos y

fitomejoradores, con el fin de incrementar la eficiencia de manejo y produccién.

Caracteristicas morfo-fisiolégicas de los genotipos androfértiles y su relacién con
la polinizacion

Durante el periodo de antesis, el desarrollo reproductivo y la calidad
polinizadora de los genotipos de girasol androfértiles, son los responsables directos del

éxito o fracaso de lo produccién del cultivo (Anfinrud et al., 1997).



Dentro de la gran variedad de genotipos androfértiles utilizados se detectan
algunos que afectan el buen rendimiento de la hembra. Las razones pueden ser varias
y entre ellas podemos nombrar la calidad (viabilidad) y cantidad de polen producido.
Asimismo, la hembra y el macho pueden diferir en la sensibilidad termo y
fotoperiddica con desfasajes en su fenologia y, consecuentemente, en la calidad de la
polinizacién de los frutos. Un tiempo prolongado de produccidn resultara
posiblemente, en la existencia de polen viable por mas tiempo, y consecuentemente
en una buena polinizacidn del parental femenino androestéril (Fernandez-Martinez y

Knowles, 1982).

La arquitectura vegetativa de los machos es muy diversa. Desde el punto de
vista de la ramificacién, se han determinado cuatro tipos de canopeos ramificados:
ramificacién tipo salvaje, ramificacién a lo largo de todo el tallo pero con un capitulo
principal o dominante, ramificacion basal y ramificacion apical. Con respecto a la
orientacidn espacial de los capitulos en la planta, existen genotipos con capitulos
erectos, semi erectos y péndulos. El grado de ramificacion y la posicién relativa de los
capitulos sobre las ramas tienen relacion directa con la produccién de polen

(Fernandez-Martinez y Knowles, 1982).
Las caracteristicas deseables de un genotipo androfértil se enumeran a continuacioén:

1- Capitulo principal con un didmetro no menor de 10 cm.

2- Ramificacidon abundante con capitulos secundarios de didametro no menor al 50%
del capitulo principal en la mayoria de las ramas.

3- Ramificacion ascendente (semi erecta) con capitulos que alcancen estratos altos
del canopeo y que no queden por debajo del capitulo primario o principal.

4- Antesis extendida que duplique aproximadamente el periodo de floracidn de la
hembra.

5- Buena atraccidn de polinizadores.

Siendo la arquitectura de los parentales masculinos un rasgo morfolégico
importante, no se conocen totalmente las consecuencias inmediatas de las
caracteristicas del desarrollo de las plantas androfértiles sobre la capacidad

polinizadora (calidad y cantidad del polen producido) de las mismas, la capacidad de la
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distribucién de las inflorescencias para atraer a los polinizadores y a la posible

incidencia de estos factores sobre la produccién de semilla hibrida (Wyatt, 1982).

La informacién disponible a la fecha sobre la produccién polinica en el periodo
de polinizacién por parte de las lineas restauradoras ramificadas es por lo tanto muy

escasa.

OBJETIVOS

Generales

Realizar en cuatro lineas parentales androfértiles de girasol, la caracterizacién
de la fenologia reproductiva y morfoldgica de las plantas como asi también la

cuantificacion de la produccién polinica.

Particulares

Evaluar en cuatro lineas androfértiles de girasol las siguientes caracteristicas:
fenologia vegetativa y reproductiva y produccion de granos de polen de los capitulos
ubicados en diferentes niveles en la planta (capitulos primarios, secundarios y
terciarios), sectorizando las flores de las inflorescencias en flores externas (sector

externo o SE) y flores internas (sector interno o Sl).

MATERIALES Y METODOS

Sitio experimental, material utilizado y manejo del cultivo

El trabajo se realizd en el campo experimental del Departamento de Agronomia
de la UNS (62°11’ O, 38°45’ S). El suelo donde se ubicaron las parcelas experimentales
es clasificado taxondmicamente como Ustipsamment tipico (Soil Survey Staff, 2014)
por lo que el mantenimiento hidrico del mismo se realizé utilizando riego por goteo

durante todo el ciclo del cultivo (Figura 4).
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Figura 4: Parcela experimental en donde se implantaron las cuatro lineas estudiados,
mostrando una etapa temprana de su desarrollo.

Se utilizaron cuatro lineas androfértiles las cuales fueron provistas por la
Estacion Experimental Agropecuaria del INTA - Manfredi. Las mismas fueron
identificadas en este trabajo, por razones de confidencialidad, como Linea A, Linea B,

Linea Cy Linea D.

La siembra se realizé el dia 3/11/2014. Para asegurar el éxito en la
implantacion, semillas de las cuatro lineas se colocaron a germinar sobre pafios
humedos dentro de cajas de Petri, a temperatura ambiente y con dos repeticiones por

cada linea.

Al mismo tiempo se prepararon vasos plasticos descartables con sustrato
comercial, donde las semillas fueron colocadas una vez germinadas. Luego de
emergidas, todas las plantulas fueron llevadas al invernaculo del Departamento de
Agronomia, y se colocaron sobre una mesada donde contaban con riego automatico

por aspersion dos veces al dia (Figura 5).
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Figura 5: A la izq.: vasos descartables con sustrato comercial. A la der.: Cajas de Petri con las
semillas en proceso de germinacion.

Cuando las plantulas alcanzaron de dos a cuatro hojas verdaderas (V2/V4;
Schneiter y Miller, 1981) se realizé el trasplante a campo. El disefio de plantacién fue
en tresbolillo a fin de asegurar la maxima expresion fenotipica de las lineas en
cuestidén. Se colocaron en esta disposicion 12 plantas de cada linea de girasol utilizada
en este trabajo, a un metro de distancia entre plantas del mismo surco y un
distanciamiento entre surcos de 0,70 m. Paralelamente, se sembraron dos surcos
distanciados a 0,70 m de una linea androestéril (hembra) para imitar las condiciones

de borde que se producen en un lote de produccion de semilla (Figura 6).

El manejo del cultivo siguid las técnicas convencionales recomendadas para la
region pampeana. Se realizaron dos fertilizaciones con nitrato de potasio (KNO3)
aplicando una dosis de 60 kg N/ha en los estadios de cuatro hojas verdaderas (V4) y
con inflorescencia visible (R1) (Schneiter y Miller, 1981). El control de malezas se

realizé de manera manual.
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Figura 6: Parcela experimental mostrando disefio de plantacion de las lineas en antesis y
condiciones de borde a las que estuvieron sometidas las plantas.

Se debe mencionar que durante todo el ciclo se controld la sanidad de las lineas
utilizadas en el ensayo. Durante el periodo en el que fue realizado este trabajo se
registraron en distintas zonas del pais, principalmente en el valle bonaerense del rio
Colorado (VBRC), ataques de la chinche diminuta (Nysius simulans Stal [Hemiptera:
Heteroptera]). Las condiciones predisponentes para esta plaga (invierno anterior con
escaso numero de heladas, lluvias por encima de la media y primavera seca) lograron
gue la misma aumentara su poblacién, alcanzando densidades muy altas pasando a
considerarse como una “plaga emergente” (Renzi et al., 2015). El lote ensayado en
este trabajo no fue la excepcidn. El ataque comenzd cuando las plantas aun se
encontraban en estado vegetativo (V7/V8; Schneiter y Miller, 1981) cercano al
desarrollo reproductivo y segun observaciones la linea “D” fue la que mostré mayor
susceptibilidad a la plaga. Para asegurar la continuidad de este proyecto y evitar que se
perdieran plantas, se realizd control quimico con un insecticida piretroide de base
acuosa de uso hogareno (d-Fenotrina 0,13% + Praletrina 0,11%), dando resultados

satisfactorios.

Como ultimo punto respecto a sanidad, la linea “B” sufrié dafos totales en 3

plantas debido a las principales enfermedades fungicas que atacan el cultivo de girasol:
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podredumbre himeda del tallo, hoja y capitulo [Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary]
y verticilosis [Verticillium dahliae Kleb], pese a que las mismas son de baja incidencia
en la zona debido al clima que caracteriza a la regién (principalmente baja humedad
ambiental). Este ataque no interfirié con el desarrollo de las demas plantas dentro de

la parcela.

Evaluacion del crecimiento vy desarrollo de las plantas

Durante todo el ciclo del cultivo hasta el estadio de antesis completa (R6), se
observéd y evalud de forma periddica el desarrollo y crecimiento de las plantas. El
seguimiento fenoldgico del ciclo del cultivo se llevé a cabo siguiendo la escala visual de

Schneiter y Miller (1981).

Figura 7: Ejemplares de la linea “C” en antesis, mostrando su grado de ramificacion y
posicion de los capitulos. Las plantas de esta linea fueron las que presentaron la mayor
altura registrada en el ensayo.
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Cuantificacion de la produccion polinica

A los efectos de cuantificar la produccidn de granos de polen, se muestrearon

flores de 3 plantas representativas de cada linea. En cada planta, los capitulos se

clasificaron en tres niveles de distribucidn vertical, segun el nivel de emergencia de la

rama que portaba cada capitulo: capitulos superiores (principales), capitulos
intermedios y capitulos basales o inferiores. A su vez, en cada capitulo, se discriminé

entre flores del sector externo (SE) y flores del sector interno (SI).

Durante toda la etapa de antesis de las plantas seleccionadas de las distintas
lineas, se tomaron muestras de flores del capitulo principal y de los capitulos
secundarios a diferentes niveles y de ambos sectores de cada capitulo a medida que
las flores iban alcanzando la etapa de emisidn polinica (anteras pre-dehiscentes y

estigma encerrado en el tubo del androceo) (Figura 8).

! r r‘ |

/

Flores fértiles con anteras
predehiscentes y estigma
encerrado

:

Figura 8: Muestreo en sector externo del capitulo en una de lineas de girasol
utilizadas en este trabajo.
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Las flores fértiles fueron extraidas utilizando una pinza fina, lavando la misma
luego de cada extraccion para disminuir el error que pudiera existir por contaminacién
de polen de las flores contiguas. A continuacion, las flores extraidas se colocaron en
tubos tipo Eppendorf®, correctamente identificados, conteniendo una solucidn

fijadora FAA (50% alcohol etilico, 35% agua destilada, 10% formol, 5% 4acido acético

glacial; Ruzin 1999) para su conservacién y posterior andlisis.

Recuento del numero de granos de polen por flor (GPF).

Para cuantificar el polen, se realizaron los andlisis de recuento de granos de

polen por flor (GPF) siguiendo el procedimiento definido por Godini (1981).

Del total de las flores previamente recolectadas se extrajeron 3 flores de cada

tubo las que fueron colocadas dentro de otro tubo tipo Eppendorf® de 5 mlde

capacidad conteniendo 0,5 ml de una solucién acuosa de detergente Triton X-100 (Eter
Octilfendlico de Decaetilenglicol) al 1%. Las flores fueron estrujadas dentro del
recipiente con una varilla de vidrio, la cual fue cuidadosamente escurrida dentro del
tubo, utilizando una alicuota de la solucién con detergente. El recipiente con el
estrujado de las flores en suspensién se colocé en un agitador vertical “vértex" para
permitir la salida del polen desde el interior de las anteras y lograr una suspension de
polen homogénea. Finalmente, con una micropipeta automatica se tomd una alicuota
de la suspension de polen y se la colocd en un hemocitémetro (cdmara de Neubauer)

el cual retiene un volumen de 0,1 pul en cada cuadrante (Bastidas, 2015; Figura 9).

Las observaciones para el recuento del polen en el reticulo del hemocitémetro
se realizaron con un microscopio binocular Nikon, Mod. Labophot 2 utilizando luz

visible y contraste de fases.
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Figura 9: A la izq.: Hemocitémetro (cdmara de Neubauer) utilizado para el conteo. A la der.:
Detalle de la cdmara del hemocitometro con los cuatro cuadrantes utilizados para el conteo de
polen.

Los calculos que se realizaron para obtener el nUmero de GPF, a partir del

numero contado en la alicuota observada en el hemocitdmetro, fueron los siguientes:

N° granos/ml = N° granos contados/N° cuadrantes utilizados) (Ecuacion 1)
0,0001 ml
N° granos Polen/Flor (GPF) = N° granos/ml x Volumen Original (Ecuacion 2)

En dénde: N° granos contados es la cantidad de granos de polen contados en los
cuatro cuadrantes del hemocitémetro (Figura 10); el N° de cuadrantes utilizados en
este caso fueron cuatro (I, I, lll y IV) y, por lo tanto, se lo debe dividir por 0,0001 ml, ya
gue este es el volumen de suspensién que contiene cada uno de esos cuatro

cuadrantes (Ecuacion 1).

De esa manera se obtuvo el nimero de granos de polen presentes en 1 ml de
suspension, el cual se multiplicé por el volumen original (en este caso, 0,5 ml), para

obtener el N° de granos de polen presentes en una flor (Ecuacion 2).
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Figura 10: A la izq.: Granos de polen libres montados en agua observados con microscopia
convencional (luz visible). A la der.: Granos de polen montados en la reticula de la cdmara del
hemocitémetro, observados con microscopia de contraste de fases.

Anadlisis de los resultados

El analisis estadistico del nUmero de GPF se realizé6 mediante ANDEVA doble
(lineas x posicién de capitulos) y ANDEVA simple para comparar flores externas e
internas en cada hibrido (ver Apéndice de Analisis estadisticos- Anexos 1y 2). El
programa estadistico utilizado fue InfoStat (versién 2010; Grupo InfoStat, Fac. Cs.

Agropecuarias-UNCor, Cérdoba), (Di Rienzo et al., 2008).

RESULTADOS

En general las plantas de las lineas androfértiles estudiadas tuvieron un buen
crecimiento y desarrollo, asi como también buen perfil sanitario bajo las condiciones

dadas en el sitio experimental.

Si bien no se registré el porte de las plantas respecto a su ramificacion y
posicion de los capitulos, si fueron registradas las alturas desde el suelo hasta las
yemas florales de los capitulos seleccionados para realizar el recuento polinico. La linea
“D” fue la de menor porte, con una altura promedio de 70 cm a la yema floral del
capitulo principal. Las restantes lineas resultaron con una altura promedio superior,
siendo la “C” la de mayor altura (108 cm) y uniformidad dentro de sus individuos
(Figura 7).
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En la Tabla 1, se presenta la observacion fenoldgica de los estadios que

presentaron las plantas, en promedio de las cuatro lineas de parentales androfértiles

utilizados en este trabajo, siguiendo el criterio de la escala visual de Schneiter y Miller

(1981).

Tabla 1: Descripcion de los estadios vegetativos (V) y reproductivos (R) (segun Schneiter y
Miller, 1981), observados en el ensayo.

~ ESTADIO
(Schneiter y Miller,
1981)

DESCRIPCION

VE-EMERGENCIA

La plantula ha emergido y la

primera hoja mas alla de los

cotiledones tiene menos de
4 cm de largo.

Vn

Se determina contando el
numero de hojas verdaderas
V-1, V-2, V-3, de al menos 4

cm de longitud. Si se ha
producido la senescencia de
las hojas inferiores, se
cuentan las cicatrices de las
hojas (excluyendo los
cotiledones).

R1

El brote terminal forma una
cabeza floral en miniatura.
Cuando se ve directamente
desde arriba, las bracteas
inmaduras tienen una
apariencia de estrella de
muchos puntos.

R2

El brote inmaduro se alarga
de 0,5 a 2,0 cm por encima
de la hoja mas cercana
unida al tallo.
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R3

El brote inmaduro se alarga
mas de 2 cm por encima de

la hoja mas cercana.

R4

La inflorescencia comienza
a abrirse. Cuando se ve
directamente desde arriba,
Jas flores liguladas
inmaduras son visibles.

RS

El comienzo de la floracién
se dividide en subestados
dependiendo del porcentaje
de area del capitulo que ha
completado su floracion. Por
ejemplo. R-5.1 (10%), R-5.5
(50%), R5.9 (90%).

R6

Floracion completa, las
flores liguladas comienzan a
marchitarse.

R7

La parte posterior de la
cabeza comenz0 a ponerse
amarilla palida.

R8

Las bracteas permanecen
verdes.

R9

Bracteas amarillas y
marrones, planta en
madurez fisiologica.
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VE: En un periodo de 4 dias, desde el 8/11 hasta el 12/11 se registré la emergencia de

la primera hoja verdadera en todas las plantulas.

V2/Va: El dia 21/11/2014 todas las plantulas contaban con 2 a 4 hojas verdaderas.

R1: En este estadio se hizo mas evidente la diferencia madurativa de las lineas
analizadas en este proyecto. En las lineas Cy D el botdn floral del capitulo principal
comenzo a observarse el dia 23/12/2014. Una semana después, en esas mismas
plantas se diferenciaron las yemas axilares que posteriormente dieron origen a los
capitulos secundarios y terciarios. En la linea A este estadio se observd en algunas
plantas el dia 5/1/2015, mientras que la linea B comenzé a diferenciarlos una semana

posterior a la linea A.

R5: en este estadio se realizd el muestreo de las flores (Tablas 2 a 5). La linea D fue la
mas avanzada comenzando este estado el dia 8/1/2015; en orden cronoldgico le sigue
la linea A que comenzd a abrir sus flores el dia 12/1/2015, la linea B lo hizo el dia

20/1/2015y, por ultimo, la linea C el dia 28/1/2015.

Tabla 2: Dias de antesis de la linea A, con detalle de la altura promedio a los capitulos
superior (SUP), medio (MED) e inferior (INF) y el subestadio de R5 registrado al momento
de muestrear las flores del sector externo (EXT) e interno (INT) de cada capitulo.

Altura
promedio a la Capitulo S Sub-estadio Dias e.n
yema floral R5 antesis
< (cm)
@© EXT R5.1
\8 7 >UP INT R5.5
-l EXT R5.1 30
49.3 MED INT RG G
EXT R5.1
36.3 INF INT RC G
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Tabla 3: Dias de antesis de la linea B, con detalle de la altura promedio a los capitulos
superior (SUP), medio (MED) e inferior (INF) y el subestadio de R5 registrado al momento
de muestrear las flores del sector externo (EXT) e interno (INT) de cada capitulo.

Linea B

Altura
promedio a la , Sub-estadio Dias en
Capitulo Sector .
yema floral R5 antesis
(cm)
EXT R5.1
757 SUP INT R5.5
EXT R5.1
49.3 MED NT oo 30
EXT R5.1
36.3 INF INT R5.6

Tabla 4: Dias de antesis de la linea C, con detalle de la altura promedio a los capitulos
superior (SUP), medio (MED) e inferior (INF) y el subestadio de R5 registrado al momento
de muestrear las flores del sector externo (EXT) e interno (INT) de cada capitulo.

Linea C

Altura
promedio a la Capitulo S Sub-estadio Dias e.n
yema floral R5 antesis
(cm)
EXT R5.1
108.3 SUP INT R5.5
EXT R5.1 18
74.3 MED INT R5.6
EXT R5.1
34 INF INT R5.5

Tabla 5: Dias de antesis de la linea D, con detalle de la altura promedio a los capitulos
superior (SUP), medio (MED) e inferior (INF) y el subestadio de R5 registrado al momento
de muestrear las flores del sector externo (EXT) e interno (INT) de cada capitulo.

D

Linea

Altura
promedio a la Capitulo S Sub-estadio Dias e.n
yema floral R5 antesis
(cm)
EXT R5.1
53.6 SUP INT R5.5
EXT R5.1 15
34 MED INT R5.5
EXT R5.1
18.7 INF INT R5.S
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R6: Siguiendo el mismo orden cronoldgico descripto en el estadio anterior, entre
finales del mes de enero y mediados del mes de febrero de ese mismo afo todas las

lineas completaron su floracién.

El uso de lineas restauradoras ramificadas asegura una produccion de polen
abundante y de larga duracién. Entre las lineas estudiadas, el nimero de dias en
antesis fue entre un 50 y un 66% mayor en las lineas Ay B que en las lineas Cy D
(Tablas 2 a 5). Conviene destacar en este punto que, si bien la linea “C” fue la mas
tardia, su floracion fue la mas uniforme en tiempo y forma. La altura a la yema floral
del capitulo principal fue muy similar entre plantas (108 cm en promedio, Tabla 4),

como asi también la cantidad y tipo de ramificacion.

En la Figura 11 podemos observar los resultados de la produccion de polen de
las lineas estudiadas, segun la ubicacion de las flores en el sector externo e interno (SE

y Sl) de los capitulos.

El nUmero de GPF observado en las distintas lineas oscilé entre 21389 y 46389
(Figura 11, Analisis estadisticos- Anexo 1). Valores similares fueron reportados
previamente para lineas parentales de girasol y sus hibridos obtenidos (Vear et al.,
1990) y mas recientemente en genotipos comerciales de girasol por Astiz y Herndndez

(2013).

En las lineas androfértiles estudiadas en este trabajo, el perfil de produccién de
granos de polen segun la posicion del capitulo en la planta mostré interaccion
significativa (p<0.05) con la linea (Figura 12, Andlisis estadisticos - Anexo 2). En general,
en las lineas A, B y C, el numero de GPF fue mayor en los capitulos superiores e
intermedios que en los capitulos inferiores, aunque las diferencias solo fueron
significativas en la linea C (Figura 12). En cambio, en la linea D esta variable fue mayor

en los capitulos inferiores (Figura 12).
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Figura 11. Ver leyenda en la pdgina siguiente.
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Linea C
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Figura 11: Granos de polen por flor en los capitulos de cada linea estudiada en
este trabajo a tres niveles de distribucion vertical: CAPSUP: capitulos superiores,
CAPMED: capitulos intermedios y CAPINF: capitulos basales o inferiores, todos
ellos discriminados en sector del capitulo externo (Ext) e interno (Int). Las lineas
verticales sobre las barras indican el desvio estdndar de cada observacion.

26



DISCUSION y CONCLUSIONES

El nimero total de visitas de polinizadores que recibe una planta depende de la
posicién que tenga las flores, y estd fuertemente correlacionado con una
estratificacién vertical; siendo las mas visitadas las flores en posicion relativamente
mas elevada (Klecka et al., 2018). Si bien existen muchos polinizadores diurnos y
nocturnos, la abeja doméstica (Apis mellifera L.) es el principal polinizador del girasol
en la Argentina. Del comportamiento de la abeja como polinizador mientras realiza la
recoleccién del polen y néctar dependerd, en gran medida, el éxito en la maximizacidn
del rendimiento en semilla. La produccién de semilla hibrida de girasol se debe adaptar
a un disefo de plantacion eficiente para que los polinizadores en general, y las abejas
en particular, puedan maximizar la recoleccién de polen y néctar y paralelamente

realizar la polinizacién de las flores androestériles durante su actividad.

En las abejas, el movimiento en el cultivo es preferentemente horizontal y estd
caracterizado por una tendencia a volar entre plantas de similar altura; volar a una
altura constante es ventajoso desde un punto de vista energético para la alimentacién
Optima de estos visitantes. Las abejas prefieren visitar a las flores que se ubican en los
estratos mas altos del canopeo, siguiendo un patrén de visita muy ordenado. Las flores
cercanas al suelo son evitadas ya que requiere de la capacidad de maniobrar entre los
tallos de las plantas, lo que puede ser un desafio cuando la densidad de plantas es alta

(Klecka, et al., 2018), tal es el caso en un lote de produccién de semillas.

Generalmente, temprano por la mafana la abeja comienza visitando las lineas
de machos primero para después pasar a recolectar néctar en las lineas de hembras.
De esta manera, trabajando en las partes mas altas aprovecha mejor la luz solar la cual
favorece su actividad, ocurriendo lo contrario en dias nublados y lluviosos, donde se
pueden encontrar otros insectos polinizadores que contribuyen en menor medida (Ing.

Agr. L. Gallez, DA-UNS, com. personal).

Lo resultados obtenidos en este trabajo, (Figura 12), muestran que la linea “D”
tiene mayor produccién de polen en la parte superior e inferior y menor en la parte
media de las plantas. Los capitulos de la linea “C” tienen una mayor produccion en los

estratos mas altos y menor los bajos; en la linea “B” sucede algo similar a lo descripto
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anteriormente, pero con un gradiente mas diferenciado y los capitulos de la linea “A”

tienen mayor produccién de polen en la parte media (Figura 12).
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Figura 12: Relacion entre el nivel de emergencia de la rama que porta el capitulo
(superior, medio e inferior) y la produccion polinica promedio de sus flores (distribucion
vertical) en las cuatro lineas androfértiles estudiadas. Las lineas horizontales corresponden
a los desvios estdndar de cada nivel. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre los valores de granos de polen/flor (Seccion Andlisis Estadisticos, Anexo 2). La
comparacion de cada linea androfértil, el nivel de insercion de los capitulos y cantidad de
polen por posicion de los capitulos en las plantas se realizé de manera individual para
cada linea. Andlisis polinico realizado cuando los capitulos alcanzaron el estado floral
R.5.1, de Schneiter y Miller, 1981.

De lo mencionado anteriormente se deprende que ademas de conocer la cantidad

de polen que un macho pueda llegar a producir y la duraciéon que tenga la antesis, se debe
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conocer ademas cdmo esta distribuida en la planta la produccién de polen, es decir, la

distribucién de la produccion en los diferentes niveles de la planta.

Esto seria importante para planificar el disefio de plantacién ya que si una linea
macho tiene una produccién polinica mayor en los capitulos del estrato superior, se
podrian agregar mads surcos para cubrir mejor a la hembra; y si por el contrario la
produccién de polen es mayor en los estratos mas bajos, lo conveniente seria colocar
menos surcos y mas espaciados para que, las abejas como asi también otros
polinizadores voladores con preferencia a trabajar en estratos altos de las plantas,

pudieran acceder a la mayor cantidad de polen posible.

De este trabajo surge que es importante el estudio de la produccién de polen
para ajustar, por ejemplo, el nimero de surcos de plantas macho y su espaciamiento
entre surcos. Ademads, agregamos que seria factible analizar la posibilidad de seleccionar
tendiendo a favorecer la produccién de polen en los estratos mas altos y asi favorecer

un mejor uso de la energia en la planta y maximizar la visita de las abejas.

En nuestro caso, si estuviéramos manejando en la produccién de semilla una
linea como la “D”, estariamos desperdiciando el polen de los capitulos inferiores y la
planta invertiria energia en producir polen que no va a ser utilizado, en lugar de
favorecer otro caracter de importancia. En cambio, en plantas con una distribucién

polinica como la observada en la linea “C”, nos asegurariamos el éxito de la polinizacién.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la linea “C” seria la mds apta para la
polinizacién en la produccién de semilla hibrida, ya que desarrollé las plantas de mayor
altura y ademas presentd mayor produccién de polen en los capitulos superiores. Por lo

tanto, entre las lineas estudiadas, seria el mas visitado por la abeja doméstica.

Se concluye que, los resultados obtenidos en este trabajo sientan las bases para
encarar estudios de seleccidon que tiendan a la obtencién de lineas de girasol androfértiles
con mayor produccién polinica en los capitulos ubicados por encima de la parte media de

las plantas.
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ANALISIS ESTADISTICOS

Anexo 1: ANDEVA simple, comparando la produccion polinica de las flores del sector
externo e interno del capitulo en cada linea estudiada (Andlisis Lineas A, B, Cy D).

Analisis Linea A:

Variable N R®* R®* A3 CV
Granos de polen/flor 18 0,32 0,03 18,90

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 221643870,37 5 44328774,07 1,11 0,4060
Linea 0,00 © 0,00 =d sd
Nivel del capitulo y secto.. 221643870,37 5 44328774,07 1,11 0,4060
Error 480092296,31 12 40007691, 36
Total 701736166,68 17

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 40007691,3589 gl: 12
Linea Medias n E.E.
Linea A 33472,21 18 1490,86 A
Medias con una lstra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 40007691,3589 gl: 12
Nivel del capitulo y secto.. Medias n E.E:

Inf-Ext 28055,53 3 3651,83 A
Med-Ext 31111,10 3 3651,83 A
Sup-Int 33333,33 3 3651,83 &
Inf-Int 33611,10 3 3651,83 &
Sup-Ext 35277,77 3 3651,83 A
Med-Int 39444,43 3 3651,83 &

M=dias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Analisis Linea B:

Variable N R*®: R Rj: CVF
Granos de polen/flor 18 0,12 0,00 26,54

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 90587246,92 5 18117449,38 0,34 0,8817
Linea 0,00 O 0,00 sd =d
Nivel del capitulo y secto.. 90587246,92 5 18117449,38 0,34 0,8817
Exrror 647684759,27 12 53973729,94
Total 738272006,19 17

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 53973729,9389 gl: 12
Linea Medias n E.E.
Linea B 27685,18 18 1731,63 A
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 53973729,9389 gl: 12

Nivel del capitulo y secto.. Medias n EZES

Inf-Int 24166,67 3 4241,61 A
Med-Ext 25555,53 3 4241,61 &
Inf-Ext 27222,20 3 4241,61 A
Sup-Ext 29166,67 3 4241,61 A
Med-Int 29722,23 3 4241,61 A
Sup-Int 30277,80 3 4241,61 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Analisis Linea C:

Variable N RE: REAF: WV
Granos de polen/flor 18 0,62 0,46 20,01

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 834564172,85 5 166912834,57 3,90 0,0248
Linea 0,00 O 0,00 sd =d
Nivel del capitulo y secto.. 834564172,85 5 166912834,57 3,90 0,0248
Error 513425740,75 12 42785478,40
Total 1347989913,60 17

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 42785478,3956 gl: 12
Linea Medias n E.E.
Linea C 32685,19 18 1541,74 A
Msdias con una letra comiin no son significativamente diferentss (p > 0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 42785478,3956 gl: 12
Nivel del capitulo vy secto.. Medias n E.E:

Inf-Int 24166,70 3 3776,48 A
Med-Ext 29722,23 3 3776,48 A
Med-Int 30833,30 3 377¢6,48 A
Inf-Ext 30833,37 3 3776,48 A
Sup-Ext 34166,67 3 3776,48 A
Sup-Int 46388,87 3 3776,48 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentess (p > 0,05)

Analisis Linea D:

Variable N RE: 'REAJ: GV
Granos de polen/flor 18 0,45 0,22 24,52

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 567324154,32 5 113464830,86 1,96 00,1583
Linea 0,00 0 0,00 sd sd
Nivel del capitulo y secto.. 567324154,32 5 113464830,86 1,96 0,1583
Error 6€96298925,93 12 58024910,49
Total 1263623080,26 17

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 58024910,4944 gl: 12
Linea Medias n E.E.
Linea D 31064,81 18 1795,44 A

Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 58024910,4944 gl: 12

Nivel del capitulo y secto.. Medias n E.E.
Med-Ext 21388,87 3 4397,91 A
Sup-Int 27222,23 3 4397,91 A B
Med-Int 29722,20 3 4397,91 A B
Sup-Ext 34166,67 3 4397,91 A B
Inf-Int 36666,67 3 4397,91 B
Inf-Ext 37222,23 3 4397,91 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Anexo 2: ANDEVA doble, analizando lineas x posicidon de los capitulos.

Andlisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj CV
Prom/granos x flor 72 0,32 0,19 22,66

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1401812668,22 11 127437515,29 2,54 10,0104
Lineas 355285047,84 3 118428349,28 2,36 0,0800
Posic. Cap. 232890452,94 2 116445226,47 2,32 0,1065
Posic. Cap.*Lineas 813637167,45 6 135606194,57 2,71 0,0215
Error 3005093546,34 60 50084892, 44
Total 4406906214,56 71

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=8173,10909
Error: 50084892,4389 gl: 60
Posic. Cap. Lineas Medias n E.E.

MED Linea D 25555,53 6 2889,20 A

INF Linea B 25694,43 6 2889,20 A

INF Linea C 27500,03 6 2889,20 A B

MED Linea B 27638,88 6 2889,20 A B

SUP Linea B 29722,23 6 2889,20A B C
MED Linea C 30277,77 6 2889,20A B C
SUP Linea D 30694,45 6 2889,20A B C
INF Linea A 30833,32 6 2889,20 A B C
SUP Linea A 34305,55 6 2889,20 B C D
MED Linea A 35277,77 6 2889,20 B C D
INF Linea D 36944,45 6 2889,20 cC D
SUP Linea C 40277,77 6 2889,20 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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