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RESUMEN

El mejoramiento del girasol (Helianthus annuus L.) depende en
gran medida de la introduccién de diversidad genética proveniente
de material silvestre. El objetivo de este trabajo fue construir un
mapa de ligamiento basado en marcadores AFLP a partir de una
poblacién F2:3 derivada de un cruzamiento inter-subespecifico de
girasol (H. annuus var. macrocarpus x H. annuus ssp. texanus
Heiser), asi como detectar posiciones de loci de -caracteres
cuantitativos (QTL) a través del enfoque analitico de mapeo por
intervalos. Se evaluaron los siguientes caracteres contrastantes entre
girasoles cultivados y silvestres, presumiblemente relacionados con la
domesticacion: altura de planta, niimero de capitulos (ramificacion)
y didmetro de capitulos por planta, niimero y peso de aquenios por
capitulo, dias a floracion, dias a madurez fisiolégica y contenido de
aceite de aquenios. La evaluacion fenotipica se llevd a cabo en
condiciones de campo, con un diseiio de bloques incompletos con dos
repeticiones. Se considerd un nivel de significancia estadistica de
amplitud genéomica de 0.05 en la deteccion de los QTL. Para
establecer los valores criticos de los estadisticos de prueba se hicieron
pruebas de permutacion sélo con los grupos de ligamiento con
puntuaciones LOD (logaritmo de la razén de verosimilitudes) > 1.5.
Ademas, para cada caracter se hizo un analisis de varianza por locus
individual no ligado, con lo cual se identificaron cuatro loci no
ligados que afectan el niimero de aquenios por capitulo y los dias a
madurez fisiolégica, con P < 0.001. Se identificé un QTL
significativo con amplitud genémica de 0.017 para peso de aquenios
que podria representar una region del genoma relacionada con la
domesticacion, y cinco QTLs posibles en cinco caracteres. Los QTLs
detectados, que incluyen los hipotéticos, explicaron de 7.1 a 11.9 %
de la varianza fenotipica.

Palabras clave: Helianthus annuus L. var. macrocarpus, H. annuus
L. ssp. texanus, mapa de ligamiento.

SUMMARY

Improvement of cultivated sunflower (Helianthus annuus L.)
depends largely on the introduction of genetic diversity from wild
species. The purpose of the present study was to construct a linkage
map based on AFLP markers from an F2:3 population derived from
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a sunflower inter-subspecific cross (H. annuus var. macrocarpus x
H. annuus ssp. texanus Heiser), as well as to detect quantitative trait
loci (QTL) positions by interval mapping. The following contrasting
traits between cultivated and wild sunflowers, putatively related to
domestication, were evaluated: plant height, head number
(branching), and head diameter per plant, number and weight of
achenes per head, days to flowering, days to physiological maturity,
and seed oil content. The phenotypic evaluation was carried out in
field conditions, by using an incomplete block design with two
replications. A genome-wide statistical significance of 0.05 was used
to detect QTLs. To establish the empirical significance threshold
values, permutation tests were performed only in linkage groups
showing a LOD (logarithm of odds) score >1.5. Moreover, single
marker-analyses using analysis of variance per unlinked individual
locus for each trait were carried out, which identified four unlinked
loci for number of achenes per head and days to physiological
maturity with P < 0.001. We identified one QTL with genome-wide
significance of 0.017 for achene weight, which could be
representative of a genome region produced by domestication, plus
five putative QTLs in five characters. All the detected QTLs,
including putative ones at the chosen significance level, explained
from 7.1 to 11.9 % of the phenotypic variance.

Index words: Helianthus annuus L. var. macrocarpus, H. annuus L.
ssp. texanus, linkage map.

INTRODUCCION

Recientemente, el girasol cultivado (Helianthus annuus
L.) se ha considerado como una de las pocas especies
domesticadas en el actual territorio de los Estados Unidos
de América, sin embargo, el descubrimiento de restos de
girasol domesticado con antigiiedad aproximada de 400
afios en San Andrés, Tabasco, México, implica un origen
més antiguo y posiblemente independiente de domestica-
cién, lo cual ha estimulado nuevas investigaciones sobre
el origen geografico del girasol domesticado (Lentz ef al.,
2001; Pope et al., 2001). Nueva evidencia de restos de
girasol domesticado encontrados en la Cueva del Gallo,
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Morelos, México, con una antigiiedad aproximada de 250
a 330 afios a.C (Lentz et al., 2008), permita concluir la
presencia precolombina de este cultivo en Mesoamérica.

Aunque no se conocen los antecesores del girasol
cultivado, las poblaciones silvestres de Helianthus annuus
que se distribuyen ampliamente en Norteamérica proveen
de material de referencia para conocer qué caracteres de
planta fueron modificados a través del proceso de
domesticacion, ya que todas ellas poseen, en contraste con
el girasol, plantas ramificadas con capitulos y aquenios
pequeiios, asi como semillas de bajo porcentajes de aceite,
de manera que sirven como modelo bioldgico para
entender la genética de la domesticacién en esta especie.

En afios recientes se ha utilizado la hibridacion amplia
para el mejoramiento del girasol, y se han utilizado
especies silvestres de esta especie como fuentes de genes
para caracteristicas deseables (Seiler, 1992; Seiler y
Rieseberg, 1997). El enfoque de mapas de ligamiento y
mapeo de QTLs es una herramienta basica para el
conocimiento de la genética de los caracteres
cuantitativos. Existen varios mapas de ligamiento genético
de girasol cultivado, generados a través de polimorfismos
en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP)
(Gedil et al., 2001; Langar et al., 2003; Kusterer et al.,
2004). Estos mapas permiten el anilisis de QTLs que
posibilitan la deteccion de marcadores para la seleccion en
mejoramiento genético (Staub ef al., 1996).

No se han hecho estudios en poblaciones de mapeo
hibridas biparentales entre girasoles cultivados y
silvestres, para estudiar los caracteres contrastantes
resultado de la domesticacion. En este trabajo se
plantearon los siguientes objetivos: 1) Construir un mapa
de ligamiento genético de girasol basado en marcadores
AFLP a partir de una poblacion Fa:3 derivada de un
cruzamiento entre girasol cultivado (H. annuus L. var.
macrocarpus, HAS89) y silvestre (colecta Ac-8-2) (H.
annuus L. ssp. texanus, Heiser); y 2) Detectar posiciones
de loci de caracteres cuantitativos relacionados con la
domesticacion del girasol y estimar sus efectos genéticos.

MATERIALES Y METODOS

Los cruzamientos inter-subespecificos se efectuaron en
un campo experimental localizado en Saltillo, Coah. (25°
317 LN y 101° 01’ LO, a 1743 msnm). El material
genético utilizado fue la linea publica cultivada ‘HAS89’
(H. annuus var. macroparpus), liberada por el
Departamento de Agricultura de EE. UU. (USDA) y
usada como estandar en investigaciones sobre girasol; esa
linea se usé como progenitor femenino, y como
progenitor masculino a un material silvestre colectado en
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Saltillo, México e identificado como Ac-8-2 (H. annuus
var. macrocarpus). Este tltimo, representa una fuente de
amplia variacién genética, la cual puede utilizarse para el
mejoramiento  del girasol; ademds, es altamente
contrastante con el girasol cultivado en los caracteres
clave de domesticacion ya que presenta capitulos,
aquenios pequefios y es altamente ramificado.

Se obtuvieron plantas Fi, las cuales fueron sometidas a
cruzamientos fraternos para obtener una poblacién F2. La
Figura 1 ilustra capitulos y semillas de progenitores y
progenie. Luego se procedi6 a hacer autofecundaciones en
esta ultima, para obtener lineas Fs. El aislamiento del
DNA gendmico total se llevd a cabo con la técnica
propuesta por Doyle y Doyle (1990). El anilisis AFLP
(Vos et al., 1995) se condujo con base en el protocolo
IRDye Flourescent AFLP Kit® for Large Plant Genome
Analysis LI-COR (Biosciences). Para la construccion del
mapa de ligamiento se utiliz6 el programa JoinMap
version 3.0 (Van Ooijen y Voorrips, 2001).

Figura 1. Capitulos y semillas de los progenitores de girasol silvestre
y cultivado, asi como de su progenie. A) Silvestre; B) Cultivado; C)
Silvestre x cultivado (F1); D) Semilla de progenitores y progenie F1 y
F2.

= )

Los grupos de ligamiento se formaron con loci sin
segregacion  distorsionada, con puntuaciones LOD
(logaritmo de la razén de verosimilitudes) de 3.0 y
frecuencia de recombinacion méaxima de 0.45. La
evaluacion fenotipica replicada se hizo en un campo
experimental en Navidad, N. L. (27° 04’ LN y 100° 56’
LO, a 1895 msnm), mediante un disefio con 135 familias
anidadas en cuatro grupos acomodados en bloques, y
evaluadas con dos repeticones. Tres de los grupos
estuvieron compuestos por 34 familias, y uno por 33
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debido a pérdida de parcelas por condiciones de campo.
Este tipo de arreglo se conoce como parcelas divididas
anidadas (Kabelka et al., 2004) o bloques incompletos al
azar (Oyervides et al., 1994). La distancia entre plantas,
surcos y bloques fue de 0.70, 0.80 y 1.60 m,
respectivamente. Debido a la baja disponibilidad de
semilla causada por autoincompatibilidad, solamente se
pudieron establecer cuatro plantas por linea por repeticion
en cada parcela.

La altura de planta se midi6 cuando cada linea alcanzé
50 % de apertura floral. El nimero de capitulos se contd
cuando las plantas llegaron a madurez fisiolégica. El
didmetro de capitulo se midi6 en un muestreo aleatorio de
cinco cabezuelas por planta, con medidas perpendiculares,
y considerando solamente el promedio de éstas para el
analisis de varianza. Estos mismos capitulos fueron
autofecundados para la produccion de aquenios. El peso,
nimero y porcentaje de aceite de aquenios se evalud en
condiciones de laboratorio, en las cabezuelas colectadas
para la evaluacion del didmetro de capitulo. Los dias a
floracion y dias a madurez fisiolGgica se evaluaron en las
etapas R5.5 y 9, respectivamente, segin la descripcion de
etapas del crecimiento en girasol por Schneiter y Miller
(1981). Los aquenios de cada capitulo muestreado fueron
contabilizados y pesados para registrar el niimero y peso
de aquenios. Para determinar el contenido de aceite en
aquenios se utilizd el método para extraccion de lipidos
propuesto por Bligh y Dyer (1959). Para la deteccién de
QTLs se consider6 un nivel de significancia estadistica de
amplitud genémica igual a 0.05, lo cual se determiné con
el programa MapQTL® Version 4.0 (Van Ooijen et al.,
2002). Se estimaron los valores criticos de los estadisticos
de prueba a través del método empirico propuesto por
Doerge y Churchill (1996), basado en pruebas de
permutacion. Ademds, se realizO un anilisis de varianza
por locus marcador para cada caricter con el programa R
version 2.11.0 (R Development Core Team, 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION
La poblacion de mapeo qued6 constituida con 145

lineas Fs derivadas de F2. En el anilisis de ligamiento se
obtuvieron 295 bandas polimorficas, de las cuales se
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eliminaron 87 debido a que presentaron distorsién con
respecto a la segregacion mendeliana tipica, con lo que se
dispuso de 208 loci para realizar el analisis de ligamiento.
La tasa de distorsion en la segregacion fue alta y parece
estar relacionada con causas diversas, como el incremento
en la divergencia genética entre las lineas progenitoras
(Quillet et al., 1995), irregularidades meidticas en la
transmisiéon de los factores genéticos (Masuelii et al.,
1995), selecciéon gamética o cigdtica (Kreike y Stiekema,
1997) y apareamiento preferencial entre genomas
homologos (Nybom et al., 2004). Por ejemplo, Paterson
et al. (1988) reportaron 69 % de marcadores con
segregacion distorsionada en una poblaciéon F: derivada
del hibrido interespecifico Lycopersicon esculentum x
Lycopersicon chmielewskii.

De los 208 loci utilizados para el mapa de ligamiento,
s6lo 19.23 % (40 loci) se aglutin en 17 grupos de
ligamiento (Figura 2), con una puntuacion LOD minima
de 3.0 y una frecuencia de recombinacién méixima de
0.45. Lo anterior produjo un mapa con baja densidad de
marcadores. En el andlisis fenotipico se observaron
diferencias significativas (P < 0.001) entre familias
dentro de grupos para altura de planta, nimero de
capitulos, didmetro de capitulos, peso y contenido de
aceite de aquenios (Cuadro 1). De acuerdo con lo
anterior, se infiere la existencia de variacién genética en
la poblacién. El contenido de aceite de aquenios fluctud
de 20.16 a 43.10 %. En este contexto, Burke ef al. (2005)
reportaron un contenido de aceite de 40 y 26 % en girasol
cultivado y silvestre, respectivamente.

La variacién genética en estos caracteres se atribuye a
los efectos de la seleccion en el proceso de domesticacion
de esta especie, por el contraste entre materiales silvestres
y cultivados, que dan origen a una alta segregacién en la
progenie del cruzamiento. En especial, el proceso de
domesticacion inicial del girasol increment6 el peso de los
aquenios y el didmetro de los capitulos, y luego, en
épocas mas recientes, el interés en la produccién de aceite
de girasol se tradujo en estrategias de mejoramiento
genético que causaron la marcada diferencia en la
concentraciéon de este producto natural entre poblaciones
domésticas y silvestres de girasol.

Cuadro 1. Cuadrados medios para seis caracteres relacionados a la domesticacion del girasol en una poblacion segregante F2:3.

Fuente de variacion Caracteres’

gl AP NC DC NA PA CA
Repeticiones 1 0.0519 ns 178.3 ns 0.1598 ns 86.81 ns 0.129 ns 0.08397 ***
Grupos 3 0.1214 ##* 3695.1 #sk* 1.6598 ns 312.23 ns 0.311 ns 0.00928 s
Familias/grupos 131 0.0895 *#sk* 2858.2 ki 2.424] **k* 986.89 * 1.2102 *##* 0.00465 ***
Error residual 134 0.0197 348.4 1.229 746.13 0.1756 0.00074

¥ gl = grados libertad; AP = altura de planta (m); NC = ntmero de capitulos; DC = didmetro de capitulos (cm); NA = nimero de
aquenios; PA = peso de aquenios (g), CA = contenido de aceite de aquenios (%). * = P < 0.05, ** P < 0.01 y, *** P < 0.001 de

probabilidad, respectivamente; ns = no significativo.
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Figura 2. Mapa de ligamiento de girasol obtenido en una poblacién F2:3, derivada del cruzamiento entre girasol cultivado (Helianthus annuus
L. var. macrocarpus, HA89) y silvestre (Helianthus annuus L. ssp. texanus, Heiser) con marcadores AFLP.
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Dicho contraste origind la variacién aqui observada en
el contenido de aceite entre las lineas recombinantes. El
polimorfismo que exhibe esta poblacién indica que es un
material bioldgico ttil para estudiar la genética de las
caracteristicas centrales de los girasoles cultivados, sobre
todo a través del anilisis de QTLs.

Se detectd6 un QTL con significancia de amplitud
genémica de 0.017 para peso de aquenios (PA-G11), el
cual estd asociado al locus marcador M208P1E-ACC/M-
CAC, con un efecto aditivo estimado de 0.206 g que
explicd 10.2 % de la varianza fenotipica (Figuras 3B y
C); este QTLs podria representar una regién cromosomica
relacionada con la domesticacion del girasol, ya que el
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alelo del material cultivado tiene un efecto positivo.
Ademas, se detectaron cinco QTL posibles (con
significancia de amplitud de grupo de ligamiento < 0.05,
pero con valor de amplitud genémica > 0.05), que afecta
la altura de planta, nmimero y didmetro de capitulos,
nimero y peso de aquenios (Cuadro 2). El efecto aditivo
de cada QTL identificado se determiné al considerar el
efecto como positivo cuando la media estimada del
caricter cuantitativo asociado a los alelos del progenitor
cultivado (‘HA89’) fue mayor que la media de los alelos
silvestres (Cuadro 2; Figuras 3B y D) y viceversa, por lo
que la direccionalidad de los efectos alélicos depende en
gran parte del fondo genético.

Cuadro 2. QTLs de caracteres relacionados con la domesticacion del girasol en una poblacién segregante F2:3, identificados mediante mapeo por

intervalos.
Caracter QTLf Posicion Locus marcador Puntuacion PVF AG AC Efectos
(cM)* flanqueante LOD aditivos
AP AP-G2 5.0 M243P1E-AGC/M-CAT 1.94 10.3 0.204 0.012 0.095
NC NC-G4 0.0 M434P1E-ACG/M-CAA 2.24 9.0 0.085 0.005 -8.211
DC DC-G12 0.0 M323P1E-AGG/M-CAC 1.62 7.1 0.170 0.010 -0.453
NA NA-G17 22.5 M307P1E-AGC/M-CAT 1.53 8.5 0.187 0.011 8.925
PA PA-G3 0.0 M263P1E-ACC/M-CAT 1.92 11.9 0.085 0.005 0.239
PA PA-G11 0.0 M208P1E-ACC/M-CAC 1.89 10.2 0.017 0.001 0.206

AP = altura de planta (m); NC = nimero de capitulos; DC = didmetro de capitulos (cm); NA = niimero de aquenios; PA = peso de aquenios (g).
La descripcién de cada QTL esté4 de acuerdo con la abreviacién de cada caracter y con el grupo de ligamiento en el mapa genético. ! Posicion del QTL

respecto al primer locus marcador flanqueante. Puntuacién LOD

= logaritmo de la razén de verosimilitudes; PVF = porcentaje de la varianza

fenotipica explicada por el QTL; AG = significancia estadistica de amplitud genémica; AC = significancia estadistica de amplitud cromosémica.
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Figura 3. Perfiles de los QTL con significancia de amplitud genémica para peso de aquenios
en el grupo de ligamiento 11, denominado PA-G11. (A) Puntuacion LOD (logaritmo de la
razon de verosimilitudes); (B) Efectos aditivos; (C) Varianza fenotipica explicada por el
QTL; y (D) Media estimada de la distribucién del caracter peso de aquenios.
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El anélisis de marcadores individuales identific6 96 loci
significativos de los 168 loci polimoérficos no ligados al
mapa genético asociados a los ocho caracteres evaluados,
de los cuales uno se encuentra potencialmente asociado
con el nimero de aquenios (M120P1E-AGC/M-CAA) y
tres con los dias a madurez fisiologica (M290P1E-
ACC/M-CTT, M486P2E-ACC/M-CTT, MI177P1E-
ACC/M-CTT) con P <0.001.

En el presente trabajo se obtuvo el primer mapa de
girasol a partir de un cruzamiento inter-subespecifico
entre girasol cultivado y silvestre, con distancia promedio
entre marcadores de 14.65 cM. Este mapa es Ttil para el
andlisis de los caracteres relacionados con la domestica-
cion, ya que los progenitores son altamente contrastantes
para los mismos. Se observ0 variacion genética en la
poblacién, y se identifico0 un QTL significativo en el
grupo de ligamiento 11 y cinco QTLs a nivel hipotético.
Los seis QTLs detectados explicaron de 7.1 a 11.9 % de
la varianza fenotipica para los caracteres evaluados.

La localizacién de los QTLs fue afectada de manera
considerable ya que los caracteres cuantitativos suelen
tener gran interaccién genotipo x ambiente, y no fue
posible evaluar més localidades por escasez de semilla.
Sin embargo, este trabajo contribuye de manera
preliminar al conocimiento de la arquitectura genética de
los caracteres cuantitativos de importancia en el proceso
de domesticacion de esta especie. La adiciéon de otros
tipos de marcadores, como los basados en microsatélites,
a este grupo de ligamiento aumentaria su poder de
resolucion, si se implementa una estrategia para
incrementar la cantidad de semilla de las lineas
recombinantes y asi hacer las evaluaciones fenotipicas con
muestras mas grandes y en varios ambientes, lo que
permitird obtener un conocimientio mas profundo de la
genética de la domesticacién del girasol.

CONCLUSIONES

Se desarrollé una poblacion de lineas de girasol a partir
del cruzamiento entre un material cultivado y un silvestre,
la cual presenta polimorfismo genético para caracteres
relacionados con la domesticacion de H. annuus. A partir
de esta poblacion se construy6 un mapa de ligamiento de
AFLP de baja densidad, que constituye una base para el
desarrollo de un mapa saturado y el estudio mas profundo
de la genética de los caracteres contrastantes entre
girasoles silvestres y cultivados. Se detect6 un QTL
significativo para tamafio de aquenios, que podria
representar una region del genoma del girasol relacionada
con su domesticacion.
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