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n factor limitante para la obten-

ci6én de mayores rendimientos en

el cultivo de girasol es un eficien-

te control de malezas, con espe-
cial énfasis en aquellas de hoja ancha. Los
herbicidas del grupo de las imidazolino-
nas controlan efectivamente un amplio
espectro de malezas. Si bien el girasol es
sensible a todos los herbicidas de este
grupo, recientemente se encontrd resis-
tencia en plantas de girasol silvestre la cual
fue incorporada al girasol cultivado. La
seleccion de genotipos resistentes se rea-
liza actualmente a campo por lo que dis-
poner de una metodologfa de laborato-
rio para la identificacién de fenotipos que
porten los genes de resistencia se tradu-
cirfa en un ahorro de tiempo y recursos
dentro de los programas de mejoramien-
to. El objetivo del trabajo fue evaluar la
expresion de la resistencia a imidazoli-
nonas durante la germinacién y el desa-
rrollo de pldntulas de girasol. Se utiliza-
ron como material vegetal las lineas en-
docriadas HA89B, 1058-1 y HA425B de
genotipos susceptible (S), intermedio (I)
y resistente (R) respectivamente. Se eva-
luaron dos metodologias: a) germinacién
in vitro en medio de cultivo solidificado
con agar y germinacion en multimacetas
con perlita. El herbicida utilizado fue el
Clearsol® cuyo ingrediente activo es el ima-
zapir (4cido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-
2-imidazolin-2-il) nicotinico). Las dosis
evaluadas para este agente selectivo fue-
ron: 1,25-2,5-5-7,5-10 uM. En el caso
de la metodologta i vitro el herbicida se

incorporo al medio de cultivo previa este-
rilizacién mediante microfiltracién (Nal-
gene, Milipore 0,2 um). En el caso de la
metodologia de multimacetas con perlita
el herbicida se agregd a la solucién nutri-
tiva de riego (MS 25 % - Murashige y
Skoog, 1962). Las multimacetas se acon-
dicionaron sobre bandejas y el riego se
efectud por capilaridad. Como control se
utilizaron el medio basal y la solucién nu-
tritiva sin agregado de herbicida en cada
caso. En ambas metodologias el disefio
experimental fue un completamente alea-
torizado con 2 repeticiones de 30 aque-
nios cada una para cada combinacién de
genotipo y dosis. La incubacion se realizd
en camara de ambiente reguladoa 25 = 2 °C
con un fotoperiodo de 12 horas durante
8 dias. Cumplido ese periodo se evalud:
longitud de raiz principal (LR), longitud
de hipocétilo (LH), peso fresco aéreo
(PFA), peso fresco radical (PFR), peso
seco aéreo (PSA) y peso seco radical
(PSR). Se efectuaron las pruebas de nor-
malidad para todas las variables y los da-
tos se analizaron a través de la variancia
(ANOVA). Los valores promedio se com-
pararon a través de la prueba de Tukey
(Sokal & Rolhf, 1969). Con el objeto
de comparar las metodologias de cultivo
in vitro y la germinacién en multimace-
tas se efectud el andlisis de correlacion
de Pearson entre los valores promedio de
las variables estudiadas. En los dos ensa-
yos los embriones germinaron a los 2-3
dias para todas las combinaciones de tra-
tamientos. Para el genotipo S indepen-
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dientemente de la dosis de herbicida apli-
cada se observé un menor desarrollo de
biomasa aérea y radicular. Las plantulas
del genotipo S obtenidas en presencia de
herbicida mostraron raices principales no
clongadas y necrosadas, y manchas viold-
ceas en hipocotilos. Por el contrario, ge-
notipos R e I germinados en presencia de
herbicida no mostraron valores prome-
dio significativamente diferentes con res-
pecto a su control para todas las variables.
La raiz principal de la linea I elongé pero
se observo un escaso desarrollo de raices
secundarias para las dosis de 7,5 y 10 uM
de imazapir. El desarrollo radicular para el
genotipo R fue similar en las distintas dosis
respecto a su control. Las correlaciones
entre las variables evaluadas en las condi-
ciones /7 vitro y en multimacetas fueron
altas, positivas y significativas en todos
los casos:

Se concluye que ambas metodologfas pre-
sentan potencial para ser utilizadas como mé-
todo de seleccion temprana a imidazolino-
nas en girasol, ya que los tres grados de resis-
tencia pueden ser identificados en forma rd-
pida y sencilla a través de la observacion del
desarrollo radicular. A suvez, deacuerdoala
alta correlacion observada entre las variables
estudiadas bajo las dos condiciones, se con-
cluye que las dos metodologfas son igual-
mente eficientes. Sin embargo, la metodolo-
gfa de multimacetas presentaria las ventajas
de tener menor costo, requerir menor equi-
pamiento y ser mas sencillo de implementar.
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LH LR PFA PSA PFR PSR
Coeficiente 0,97 0,93 0,86 0,56 0,60 0,63
correlacién p¢0,0001  p<0,0001  P¢0,0001  P<0,0152  P<0,0080 P<0,0054
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mejora del girasol provienen de  lidad en la F1 de cruzas con la linea

especies silvestres del género ME CMS RES1 HA 89 de citoplasma

Helianthus. Tal es el caso de lare-  H. resinosus. b) Plantas ME de una po-
sistencia a Puccinia helionthi (Putty Sac-  blaciéon ANN Argentina (LM) fueron
kston Can. J. Plant Sci. 37:1957),elCMS  polinizadas por hermanas, lineas mante-
PET1 (Leclercq Ann. Amelior. Plantes  nedoras (B) y restauradoras (R) del CMS
19:1969), tolerancia a herbicidas  PETI. Una planta actu6é como restaura-
de la familia de las imidazolinonas  dora (R) enforma parcial. Las linecas R432
(Al-Khatib et al. Weed Sci 46:1998). Se  (con germoplasma de H. niveus) y R307
informa sobre la busqueda de caracteres  produjeron sélo descendientes ME mien-
de interés agronémico en poblacionesde  tras que B10, B09, HA89B y R049 res-
H. annuus (ANN) y H. petiolaris (PET)  tauraron en forma total o parcial la ferti-
naturalizadas en Argentina (Poverene et lidad masculina de la F1. Plantas ME de
al. RIA 31:2002). a) Ninguna de las  una poblacién de EE.UU. (NEV) halla-
cruzas con plantas de 7 poblaciones de  das en el jardin de la UNS respondieron
ANN puras, F1y F2 de cruzas con lineas ~ de un modo diferente (Tabla 1). En
endocriadas adroestériles (ME) ni F1y  algunas plantas ME se observaron gra-

g Igunos destacados avances en la  F2 de cruzas con PET restauraron la ferti-

Tabla 1 Plantas androestériles (ME) de dos posibles nuevas fuentes de H. annuus silvestre de
Argentina (LM) y EEUU (NEV) encontradas en el Departamento de Agronomia (UNS) polinizadas por
hermanas y lineas endocriadas mantenedoras (B) y restauradoras (R) del citoplasma PET1

Androestériles

Hembra Polinizador Total (n) (%) Restauracién
Procedencia Argentina

LM2 ME LM2 Planta 1 36 1 31 parcial
LM2 Planta 2 48 2 4 si
LM2 Planta 3 20 8 o parcial
LM2 Planta 4 50 22 44 parcial
Bog 36 o o si
Bio 5 o [¢) si
HA89B 6 o o si
R307 64 60 94 no
R432 45 4 91 no
R49 4 1 25 parcial

LM2 Planta 1 LM2 Planta 1 7 2 29 parcial

Procedencia EEUU

NEV Planta 2 2 1 50 parcial
NEV Planta 4 4 3 75 parcial

NEV ME Bog 13 10 77 no
B1io 5 4 80 parcial
R307 17 2 12 si
R432 7 o [} si
R49 7 o [} no
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nos de polen pero la ausencia de autofe-
cundacién se constato fenotipicamente en
los descendientes de cruzas con dos lineas
endocriadas monocéfalas. ¢) Utilizando
un indice de crecimiento y desarrollo se
infiere la existencia de tolerancia a bajas
temperaturas en poblaciones de ANN na-
turalizadas que mostraron diferencias sig-
nificativas (Tukey p<0,05) cuando fue-
ron cultivadas 20 dias a 15 °C/ 5 °C, dia
neutro. d) Mediante inoculacién meci-
nica se detectaron posibles fuentes de re-
sistencia al Sunflower chlorotic mottle vivus
(SuCMoV) en poblaciones de ANN. La
F1 del cruzamiento de plantas resistentes
de dos poblaciones (resistente X resisten-

te) produjo 45 % de individuos sin sin-
tomas visibles de la enfermedad (Tabla 2).
Esta fuente de resistencia superaria a la
informada por Lenardén et al. (Crop Sci.
45:2005). ¢) Nueve poblaciones de
ANN fueron cruzadas con las lineas ME
HAS89, A09, A10. Se realizd la evalua-
cion fenotipica de las F1, F2 y BC1 bus-
cando material de interés para el mejora-
miento del cultivo. El fenotipo cultiva-
do se recuperé notoriamente en BCI.
Estos resultados permitirfan inferir que
las poblaciones argentinas de ANN po-
seen rasgos de interés para la mejora del cul-
tivo y animan que se contintie la transferen-
cia de sus genes al germoplasma cultivado.

Tabla 2 Efecto de la inoculacion mecénica con SuCMoV sobre la F1 de plantas silvestres resistentes
(R) y la linea A10. A los 27 dias los individuos inoculados (N) se clasificaron en; susceptibles;
sintomas severos (S); tolerantes, sintomas atenuados (T); inmunes, sin sintomas (1)

Nidmero de plantas

Inmunidad %

Madre Padre
4802 R @ o
4802 R 3
4802 41
libre 25
6402 R 33
A1o0 4802 R 53

Control Cf17 18

S T | (1/N*100)
0 3 0 0
28 7 6 15
19 2 4 16
13 2 18 55
33 13 7 13
18 0 0 o}
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tituyen una fuente muy rica de

variabilidad genética para ser uti-

lizada en el mejoramiento genéti-
co del girasol cultivado. Dado que el fe-
némeno de erosion génica estd presente
en forma permanente, se considera nece-
sario y estratégico que la Argentina con-
serve recursos genéticos del girasol silves-
tre como un seguro para poder afrontar
en el futuro situaciones no predecibles y
con ello poder lograr nuevos avances ge-
néticos en los cultivares que se vayan pro-
duciendo. El objetivo general de este pro-
yecto es la creaciéon de un banco activo
de especies silvestres naturalizadas e in-
troducidas de girasol y evaluar el germo-
plasma disponible. Se han realizado via-
jes de coleccion durante los anos 2005 al
2007 y se han obtenido muestras de
semillas de diferentes poblaciones de
Helianthus petiolaris y H. annuus silvestre
que crecen en forma natural en las provin-
cias de Buenos Aires, Cérdoba, Entre Rios,
LaPampa, San Juan, San Luis y Mendoza.
También se han colectado plantas clasifica-
das como H. x laetiflorus del sur bonaeren-
se. Se han introducido de otros paises
diferentes especies anuales de girasol:
H. anomalus, H. annuus, H. argophyllus,
H. bolanderi, H. debilis, H. deserticola,
H. neglectus, H. praecox y H. petiolaris, la
mayoria de las cuales se han multiplicado
en forma controlada. Se introdujeron
mds de 30 diferentes citoplasmas que

L as especies silvestres de girasol cons-

condicionan androesterilidad (CMS) y
han sido multiplicados mediante cruzamien-
tos con una linea endocriada. Se multiplica-
ron asexual y sexualmente diferentes entra-
das correspondientes a las especies perennes
H. decapetalus, H. x laetiflorus,
H. maximiliani, H. vesinosus, H. vigidus y
H. uberosus. Se han realizado estudios re-
lacionados con la evaluacion del germo-
plasma silvestre de manera especial con el
naturalizado en la Argentina. Respecto a
H. annunus silvestre, se identificaron dos
probables nuevas fuentes CMS y sus co-
rrespondientes fuentes restauradores de
la fertilidad del polen, se han seleccio-
nado plantas tolerantes a bajas tempe-
raturas y al virus SUCMoV.

Por otro lado, se han realizado un andlisis
de la variabilidad molecular en varias po-
blaciones argentinas de H. annuus silves-
tre mediante e] uso de marcadores ISSR
y se ha determinado que los mismos permi-
ten: 1) estimar la variabilidad genética
en H. annuus cultivado y silvestre y dife-
renciar las lineas endocriadas. 2) Las po-
blaciones marginales de H. annuus silves-
tres mantienen considerables niveles de
variabilidad, que puede atribuirse a mul-
tiples introducciones y que descartaria un
efecto fundador marcado durante el pro-
ceso de dispersion. 3) La similitud entre
poblaciones silvestres colectadas en sitios
de cultivo y lineas puras de uso frecuen-
te, pone en evidencia el efecto del flujo
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de genes desde el cultivo. 4) Los geno-
mas silvestres y cultivados han conserva-
do para los marcadores analizados, una
alta homologfa durante el proceso de do-
mesticacion. Se estd estudiando la trans-
ferencia del cardcter resistencia a imaza-
pyr a H. annuus silvestre y evaluando su
efecto sobre la supervivencia y la fecundi-
dad. Se encontrd tolerancia natural en un
bajo numero de individuos de las pobla-
ciones silvestres y la misma aumento sig-
nificativamente en la F1 (silvestre x IMI).
La tolerancia a imidazolinonas fue ficil-
mente transferida en las poblaciones
de H. annuus silvestre. Se evaluaron va-
rias poblaciones de H. petiolaris naturali-
zadas en la Argentina por su comporta-
miento frente a las infecciones en hoja y
tallos con Sclerotinia sclevotiorum. Se han
caracterizado desde el punto de vis-
ta fenotipico algunas poblaciones de
H. petiolaris y los hibridos (F1 y retrocru-
zas) entre esta especie y el girasol. Mediante
¢l uso de marcadores RAPDs se ha con-
cluido que los hibridos interespecificos
H .petiolaris x H. annuus cultivado pue-
den ser identificados mediante marcado-
res moleculares. De especial interés resul-
tan los marcadores de H. annuus, dado

que permiten cuantificar el flujo génico
desde el cultivo hacia las poblaciones sil-
vestres, receptoras de genes con poten-
cial impacto ambiental. Los marcadores
descriptos pueden aplicarse al estudio de
procesos de hibridacién e introgresion,
ya que en sucesivas retrocruzas con la es-
pecie silvestre los caracteres morfologicos
intermedios no son evidentes. Se han
evaluado poblaciones de H. x lactiflorus
por su comportamiento a las infecciones
en tallo y hojas de S. sclerotiorum y se
estan realizando estudios de reproduc-
cion y variabilidad genética en las pobla-
ciones argentinas. Algunos de los resul-
tados de los estudios descritos anterior-
mente se presentan en varias comunica-

ciones del Congreso ASAGIR 2007.

Respecto a la formacion de recursos hu-
manos, las Ing. Agr. Ureta y Caceres con-
tintan de manera normal sus estudios de
posgrado. Céceres, ha completado el cur-
sado de asignaturas y el trabajo experi-
mental por lo cual se estima que en el aflo
2007 obtendra la Maestria. A su vez, la
Ing. Diuorno obtuvo la Maestria en el
2006. La Lic. Echeverria obtuvo su Doc-
torado a fines del 2005.




Caracterizacion de hibridos provenientes de
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elianthus petiolaris (2n=2x=34),

especie que se ha naturalizado en

la Argentina, constituye una va-

liosa fuente de variabilidad gené-
tica para el mejoramiento genético del
girasol. La caracterizacién morfoldgica y
reproductiva de los hibridos que se pro-
ducen entre ambas especies debe brindar
informacion en cuanto a si es posible que
algunos caracteres de interés agrondmico
puedan ser transferidos de H. petiolaris a
H. annuus (2n=2x=34). Por otro lado,
no se han detectado estudios en la pro-
genie producida por el retrocruza-
miento del hibrido interespecifico con
H. petiolaris, el cual podria darse en la re-
gi6n donde ambas especies son simpati-
cas. El desarrollo de plantas transgénicas
ha aumentado la preocupacion sobre el
posible escape de genes del girasol culti-
vado a especies silvestres relacionadas. Es
por ello que se considera necesario obte-
ner informacion acerca de la hibridacién
e introgresion en forma reciproca, entre
ambas especies. El objetivo del trabajo
fue caracterizar las progenies hibridas,
F, y retrocruzas, provenientes del cruza-
miento entre H. annuus y H. petiolaris,
desde el punto de vista fenotipico en los
estadios vegetativo y reproductivo. Se
realizaron cruzamientos reciprocos entre
plantas de un hibrido simple de girasol y
de H. petiolaris, provenientes de semillas
colectadas en la Argentina. Luego, estas
dos progenies hibridas (F,) fueron cru-
zadas con ambas especies progenitoras,
de lo cual resultaron cuatro progenies

(RC,F)). En el campo, se tomaron datos
de distintos caracteres morfologicos a tra-
vés del ciclo biolégico de 98 plantas de
H. petiolaris, 28 de H. annuus y 338 de
las seis progenies hibridas. Ademds, se es-
tudio la meiosis de los hibridos interes-
pecificos.

Luego, se realizé un analisis de compo-
nentes principales, con el fin de detectar
gradientes de variabilidad de los caracte-
res y visualizar las relaciones entre las es-
pecies y sus progenies. Los dos prime-
ros componentes principales explican
un 67,5 % de la variabilidad y estable-
cen el agrupamiento de las plantas de
H. petiolaris y las de las progenies F| y
RC F,, cuyo progenitor recurrente es esta
especie, que no se detecten diferencias
entre progenies de cruzamientos recipro-
cos, que se produzca una gran dispersion
de las plantas de la progenie RC F , cuyo
padre recurrente es el girasol cultivado y
que las plantas de esta especie se diferen-
cien del resto. Los caracteres de mayor
influencia en el ordenamiento dado por
el componente 1 son aquellos relaciona-
dos con los tamanos del capitulo (el did-
metro del capitulo, el didmetro del disco
y elancho de filaria) y de la hoja (el largo
y el ancho) y el tipo de ramificacién. Se
considera que los genes que determinan
el tipo de ramificacién tienen un rol de-
cisivo en la distribucion de las plantas
evaluadas. El componente 2 separa a las
progenies de las especies progenitoras por
los caracteres que resultaron transgresi-
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vos, la altura de la planta y el largo del
peciolo. De lo anterior se deduce que las
caracteristicas de las plantas de las pobla-
ciones de H. petiolaris y de las RC F |, que
tiene a esta especie como progenitor re-
currente, hace que sea dificil detectar a
simple vista, diferencias entre ellas. Por
otro lado, se deduce también que existe
una gran variabilidad en las plantas RC F ,
que tienen a H. annuus como progenitor
recurrente, debida probablemente por un
lado, a genes que gobiernan el tipo de
ramificacion y que estdn segregando y por
cl otro, a genes de ambas especies que en
combinacién, codifican caracteres trans-
gresivos. En las progenies F|, que tienen
un alto grado de esterilidad (mds de 95 %),
se observo un minimo de 10 bivalentes
en la diacinesis de la meiosis, lo cual indi-
carfa que al menos siete cromosomas es-

tdn involucrados en las translocaciones
cromosoémicas que diferencian las pobla-
ciones argentinas de H. petiolaris y el gira-
sol cultivado. Un decavalente es la mdxi-
ma configuracion cromosdmica observa-
da en estas progenies. En las anafases y
telofases I 'y II se observaron puentes y
fragmentos cromosémicos y micronu-
cleos. Un dodecavalente fue la maxima
configuracién cromosémica y once bi-
valentes fue el minimo nimero de biva-
lentes observados en una planta RC F,.
Ello explica el grado elevado de esterili-
dad del polen que se detecta en algunas
plantas RC F, (entre 30 y 90 % de gra-
nos de polen abortados) y da indicios de
que aun en estas progenies existen barre-
ras reproductivas importantes que dificul-
tan el flujo génico entre ambas especies.




Evaluacién de la variabilidad de algunos caracteres entre y dentro
de algunas poblaciones argentinas de Helianthus petiolaris
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principalmente al este de La Pam-

pa, al oeste de Buenos Aires y al

sur de San Luis y Cérdoba. Las
plantas crecen en caminos vecinales y ban-
quinas, ocasionalmente invadiendo lotes
sin cultivar (Poverene et al., 2002). Esta
especie silvestre constituye una valiosa
fuente de variabilidad genética para la in-
corporacion de caracteres de importancia
para el mejoramiento genético del girasol
cultivado como son: la resistencia a diver-
sos tipos de estrés, tanto bidticos como
abidticos y la eficiencia en la utilizacion
del agua. Ademds, es una fuente de cito-
plasmas que producen androesterilidad y
genes restauradores de la androfertilidad
(Seiler, 1992). Hasta el momento, no se
cuenta con la informacion necesaria para
saber si hay mayor variabilidad de caracte-
res morfoldgicos entre o dentro de las po-
blaciones de H. petiolaris que se encuen-
tran en la Argentina.

H elianthus petiolaris se encuentra

La evaluacién de dicha variabilidad con
respecto a algunos caracteres permite por
un lado, determinar dénde se encuentra
la principal fuente de variabilidad y por el
otro, identificar genotipos valiosos con el
fin de que sean utilizados en planes de
mejoramiento genético del girasol. Por
otro lado, Heiser (1961) determiné que
existen tres grupos citolégicos en las po-
blaciones de H. petiolaris que se encuen-
tran en Estados Unidos. Los tres grupos
difieren en una o mds translocaciones cro-
mosoémicas, de tal modo que las F| prove-

nientes de individuos de distintos grupos
son semiestériles por presentar transloca-
ciones heterocigoticas. Una evaluacion de
la fertilidad de algunas poblaciones argen-
tinas de H. petiolaris contribuirfan con in-
formacion para detectar la presencia de
mads de un grupo citoldgico en nuestro
pais y para explicar la variabilidad existen-
te. Se planteé como hipétesis que hay
mayor variabilidad dentro de estas pobla-
ciones que entre ellas.

El objetivo del trabajo fue determinar la
variabilidad de algunos caracteres, en los
estadios vegetativos y reproductivos, en-
tre y dentro de algunas poblaciones ar-
gentinas de esta especie. En el Banco de
Germoplasma del género Helianthus de la
Estacién Experimental Agropecuaria del
INTA de Balcarce se conservan coleccio-
nes de especies silvestres con la finalidad
de detectar genes de interés agrondmico
para el cultivo de girasol. De acuerdo a los
estudios realizados en las poblaciones co-
leccionadas y a lo observado en los viajes
de coleccién por el pais, se considera que
las poblaciones que se encuentran en la Ar-
gentina pertenecen a la subespecie petiolaris.
Se realiz6 un ensayo en el campo cuyo
diseno fue el de bloques completos alea-
torizados en dos fechas de siembra, cada
una con dos repeticiones, y en el que se
incluyeron siete poblaciones argentinas
de H. petiolaris. Cada parcela constd de
tres surcos de 5 m de largo, distanciados
entre sia 1,50 m.
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Las semillas se habfan colectado en pobla-
ciones que se encontraban distantes entre
si, en la provincia de La Pampa. Se toma-
ron datos por planta de distintos caracte-
res, la mayorifa de tipo cuantitativo, a tra-
vés del ciclo bioldgico, ya sea durante el
estadio vegetativo como el reproductivo.
Ademids, con el fin de determinar si existen
mads de un grupo citoldgico en las pobla-
ciones, se analizé el nivel de viabilidad del
polen de las plantas, mediante la técnica de
tincién de Alexander (1980).

Debido a que todas las plantas presenta-
ron un alto grado de viabilidad del polen,
se deduce que no se encuentran diferentes
grupos citoldgicos en las poblaciones mues-
treadas. Los caracteres evaluados presen-
tan una gran variabilidad entre plantas den-
tro de cada una de las poblaciones argenti-
nas evaluadas. Se detectaron minimas di-
ferencias entre poblaciones. Estas minimas
diferencias podrian ser debidas a diferen-
cias en las frecuencias génicas. El nimero
de capitulos por planta y por lo tanto, el

de ramificaciones es el cardcter mas varia-
ble entre plantas. Dado que solamente se
encuentran plantas de H. petiolaris de la
subespecie petiolaris, de un solo grupo ci-
toldgico y que pricticamente no hay dife-
rencias en los caracteres entre poblaciones,
se concluye que las poblaciones argenti-
nas de esta especie deben haber tenido un
origen comun y que por lo tanto, al me-
nos en la region evaluada, no es necesario
buscar variabilidad genética en diversas po-
blaciones.
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Caracterizacion genética y agronémica de la
androesterilidad citoplasmica RES1
en el girasol cultivado (Helianthus annuus L.)

Echeverria, M.M; Salaberry, M.T; Castafio, F.D y Rodriguez, R.H.

UIB: FCA, UNMdP - EEA Balcarce, INTA C.C. 276 (7620) Balcarce, BA.

ctualmente, mds del 90 % de la

producciéon mundial de girasol

proviene de hibridos que poseen

la fuente de androesterilidad cito-
pldsmica (CMS) PET1I, lo que determi-
na que el cultivo presente vulnerabilidad
genética. En la UIB se identificé la fuen-
te CMS RESI proveniente de la especie
silvestre H. resinosus. Se plante6 la hipé-
tesis de que esta fuente presenta caracte-
risticas agronémicas y genéticas favora-
bles para ser utilizada en la produccion
de hibridos.

Los objetivos del trabajo fueron:1) co-
nocer la expresion fenotipica y la estabili-
dad de CMS RESI, 2) conocer en qué
estadio de la microgametogénesis se
producen los sucesos que llevan a la an-
droesterilidad de las plantas CMS
RES1, 3) identificar genotipos con ca-
pacidad de restaurar la fertilidad masculi-
na de las plantas CMS RES1 y en el caso
de identificarlos, estudiar el modo de
herencia del o los genes restauradores de
la fertilidad (Rf), 4) caracterizar el cito-
plasma RESI por sus efectos sobre de-
terminados caracteres agronomicos en li-
neas endocriadas y sobre la aptitud com-
binatoria de los mismos caracteres y 5)
determinar si existen cambios molecula-
res en la regién atp6-coxIII del ADNmt
de las plantas CMS RES]. El citoplasma
RESI se incorporo a las lineas endocria-
das HA89, RHA271, RHA274 y
RHAB801. Las plantas CMS RESI pre-
sentaron escasa produccion de granos de

polen inviables y anteras deformadas, mds
cortas que las anteras de las plantas férti-
les y que generalmente permanecieron
retenidas dentro de la corola. El proceso
meidtico fue normal en las lineas endo-
criadas CMS RES1. La androesterilidad
se mantuvo en las diferentes generacio-
nes de retrocruzas y ambientes. Se con-
firmo que el origen de esta fuente de an-
droesterilidad es citopldsmico, que su
expresion fenotipica es completa y esta-
ble en distintos ambientes y que las alte-
raciones se producen en estadios post-
meidticos. Para identificar genes Rf'se eva-
luaron: a) genotipos diploides: 19 lineas
endocriadas de girasol cultivado, 19 po-
blaciones originadas a partir de germo-
plasma de origen interespecitico (siendo
H. annuus uno de los progenitores) y
dos especies silvestres (H. petiolaris y
H. argophyllus) y b) genotipos hexaploi-
des: las especies silvestres perennes
H. resinosus, H. xInetiflorus, H. tuberosus y
H. panciflorus. Todos los genotipos diploi-
des evaluados se comportan como man-
tenedores de la androesterilidad de las
plantas CMS RES1, mientras que las es-
pecies hexaploides como restauradores.
Uno o dos genes Rf, con dominancia,
estarfan localizados en los cromosomas
de H. resinosus, homoélogos con los de
H. annuus, por lo cual serfa factible la
transferencia al girasol cultivado. Se eva-
luaron las lineas endocriadas HA89,
RHA271, RHA274 y RHAS801, en sus
versiones androfértil y androestéril, a fin
de caracterizar el citoplasma RESI por
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sus efectos sobre algunos caracteres de re-
levancia agronémica. Ademds se evalué
la linea endocriada HA89 en ocho ver-
siones isopldsmicas, B, RES1, PETI,
PET2, PEF1, RIG1, MAX1 y GIG1, y
los hibridos producidos entre estas siete
lineas HA89 androestériles y otras tantas
lineas endocriadas probadoras, HA338,
HA369, HA821, HA850, RHA271,
RHA274 y LB598, para determinar si
CMS RESI produce algun efecto dife-
rente al de otros citoplasmas sobre la apti-
tud combinatoria, con respecto a algunos
caracteres agrondmicos, incluyendo el com-
portamiento frente a Sclerotinia sclevotiorum.

Los resultados indican que las plantas
androestériles con el citoplasma RES1
sélo se diferencian de las plantas CMS
PETI en el menor tamano del capitulo.
La produccion de semillas y, por lo tanto,
la fertilidad femenina no se afectan en las
plantas portadoras del citoplasma RES1.
Se realizo el andlisis molecular de la re-

gion atp6-coxIIl del ADNmt de las lineas
endocriadas HA89, RHA271 vy
RHAS8O01 con los citoplasmas B, RES],
PET1 y MAXI, mediante la amplifica-
cioén con cebadores universales y especi-
ficos y la hibridacién tipo Southern. Se
determind que el citoplasma RES1 se
diferencia de los citoplasmas PETI1 y
MAX]1 por la ausencia del orfH522 y pre-
senta diferencias estructurales con respec-
to al citoplasma B, en las dreas circundan-
tes a los genes atp9 'y coxIll.

El citoplasma RESI es apropiado para
ser utilizado en programas de produc-
cién de hibridos de girasol si se logra trans-
ferir el o los genes responsables de la res-
tauracion de la fertilidad del polen en el
girasol cultivado (H. annuus). De todas
maneras, dicho citoplasma puede ser usa-
do con éxito en programas de mejora-
miento genético de girasoles ornamenta-
les en los que la finalidad no es la pro-
duccion de semilla.




Interferencia del girasol silvestre sobre un
hibrido Clearfield® de girasol cultivado

Errazu, P.).’; Presotto, A.D.*?y Cantamutto, M.A.*3

‘Dpto. Agronomia UNS; 2 CERZOS-CONICET; 3Centro UdL-IRTA, Lleida, Espafa.

1 girasol silvestre ha mostrado alta
capacidad de interferencia en culti-
vos de trigo (Tiiticum aestivum L.)
(Rosales-Robles ez al., Cereal Res.
Com. 30:2002); en soja (Glicine max Merr)
(Geter et al., Weed Technol.10:1996),
en remolacha (Beta vulgaris L.) (Schwei-
zer y Bridge Weed Sci. 30:1982), sorgo
(Sorghum bicolor L.) (Rosales-Robles et al.,
Agrociencia (Méx.). 39:2005), maiz
(Zea mays L.) (Deines et al., Weed Sci.
52:2004). La nueva tecnologia para el
control de malezas en girasol se basa en la
incorporacion de genes de tolerancia a
herbicidas de la familia de las imidazoli-
nonas, hallados en una poblacién de
Kansas (USA) sometida a siete afos de
aplicacién con esos herbicidas. La tecno-
logfa ha sido liberada en nuestro pais bajo
la denominacién CL®. Esta nueva tecno-
logfa no servirfa para el control de girasol
silvestre en cultivos de girasol, pues existen
riesgos que las poblaciones contengan en
baja frecuencia los genes de tolerancia o que
sean incorporados por flujo génico desde
los cultivos CL.
El objetivo del trabajo fue evaluar
la interferencia del girasol silvestre
Heliontlhus annuus L. sobre plantas del culti-
vo (Helianthus annuus var. macrocarpus)
empleando un hibrido tolerante al her-
bicida imazapir. El ensayo se realizé en la
Universidad Nacional del Sur, Bahia Blan-
ca Latitud 38°41°46.18”S longitud
62°14°55.18”W, utilizando el hibrido
DK 3880CL. Se sembré a chorrillo a prin-
cipios de diciembre y se rale6 poste-

riormente para ajustar la densidad a 5,5 pl/m?.
Plantas de H. annuus silvestres de Colo-
nia Barén (La Pampa) se obtuvieron en
inverndculo utilizando bandejas para
plantines. Ocho dias después de la siem-
bra, en simultineo con el raleo, se dispu-
sieron esas plantas como maleza, en un
estado de desarrollo similar al del hibrido
comercial, en la posicion correspondien-
te a una planta del cultivo. Se realizé el
seguimiento del desarrollo del cultivo y
la maleza, incluyendo altura de planta
(cm), nimero de hojas, drea foliar (cm?),
didmetro de tallo (cm), numero y didme-
tro de capitulos (cm), peso de 1.000 (g),
peso de granos por capitulo (g). Los pa-
rdmetros medidos sobre las malezas fueron
contrastados con los de plantas de la misma
poblacién (Colonia Barén) cultivada a baja
densidad (1,66 pl/m?) en el mismo cam-
po experimental. El disefio empleado fue
completamente al azar, con cinco repeti-
ciones.

Se realizé un ANOVA y comparacion de
medias considerando grupos de plantas
dispuestas en circulos concéntricos des-
de las malezas, con el paquete estadistico
Infostat. No se encontraron diferencias
en el nimero de hojas entre la maleza y el
hibrido comercial, mientras que la altura
fue significativamente mayor en la prime-
ra. Ambos parametros fueron superiores
cuando la maleza creci6 a baja densidad.
El nimero de ramificaciones y capitulos
fue menor en las plantas silvestres dentro
del cultivo, mientras que no se encontra-
ron diferencias en el didmetro de disco
entre ambos grupos de plantas silvestres
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Tabla 1 Efecto de la competencia sobre el crecimiento y desarrollo de Helianthus annuus spp. annuus
(ANN CBAR) y del hibrido comercial Dekalb 3880CL. Medias seguidas de la misma letra no difieren segin
Tukey para p<o,05. AD: cultivo y maleza a alta densidad (5,5 pl/m?); BD: maleza a baja densidad (1,66 pl/m?

Genotipo Altura (cm) Hojas (n%)" Dias a Rs

Capitulos Ramificaciones
N @(m) N& tipo

DK 3880 CL 156,95 A 17 AB
AD

ANN CBAR 223,008 15 A
AD

ANN CBAR  25,00C 19 B
BD

*Hoja sobre el tallo principal.

(Tabla 1). Las variables evaluadas indi-
caron un crecimiento indeterminado en
las plantas silvestres, a diferencia del hibrido,
observidndose un aumento en la altura atin
luego de iniciada la floracién (Figura 1).
Las plantas del cultivo inmediatamente
vecinas a las malezas y las ubicadas a dis-
tancias crecientes no mostraron diferen-
cias significativas en ninguno de los pard-
metros considerados. Estos resultados
indicarfan que las plantas de girasol silvestre
ejercerfan una interferencia similar a las del
hibrido cultivado. En situaciones similares
ala evaluada podrfa esperarse que la merma
en el rendimiento del cultivo sea propor-
cional a las plantas de cultivo que hayan
sido reemplazadas por la de la maleza.

54,00 A
63,60 C

57,00 B 166,20 C 3,86 A

1,00A 21,76B 0A sin
22,80 B 3,40A 10B apical

17 C total

Figura 1 Crecimiento de la maleza Helianthus
annuus spp. annuus (ANN CBAR) y del hibrido

comercial Dekalb 3880 CL en una densidad de
5,5 pi/m?
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Respuesta a estreses abioticos

caracterizada mediante chip de ADNc

Fernandez, P.”; Di Rienzo, ).; Fernandez, L.}; Hopp, H.E.;; Paniego, N.! y Heinz, R.A.!

* Unidad Integrada de Investigacion y Docencia FCEyN-UBA-CNIA-INTA, Instituto de
Biotecnologia, CC 25 (B1712WAA) Villa Udaondo, Pcia. de Buenos Aires, Argentina *

Facultad de Agronomia,
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Palabras clave: Helianthus annuus; girasol; EST; micromatrices de ADNc; estrés por frio, estrés salino.

iferentes herramientas moleculares

fueron desarrolladas localmente

con anterioridad para abordar el

andlisis genémico del girasol cul-
tivado, las cuales incluyen 550 micro-
satélites altamente polimérficos (SSR)
(Paniego y col., 2002), 64 unigenes de-
rivados de secuencias relacionadas con
andlogos a genes de resistencia (RGAs) y
319 unigenes provenientes de etiquetas
de secuencias que se expresan (ESTs)
(Ferndndez y col., 2003). Consideran-
do la importancia del cultivo de girasol
para el pais y atendiendo al progresivo
desplazamiento del drea de cultivo hacia
regiones marginales en los dltimos afos,
surgen como factores limitantes crecien-
tes los estreses ambientales como sequia,
frio y salinidad

El objetivo general de este trabajo es la
identificacién de genes candidatos rela-
cionados con tolerancia a frio y salinidad
siendo el objetivo especifico la utilizacion
de micromatrices de ADNc generadas a
partir del banco local de ESTs debida-
mente anotados segin vocabulario nor-
malizado (GOA: Camon y col., 2003),
y su posterior validacién mediante la téc-
nica de QRT-PCR. Para la impresién de
micromatrices de ADNc sobre soporte
de vidrio, se amplificaron por PCR los
fragmentos representativos de los unige-
nes anotados en las bibliotecas previa-

mente caracterizadas, mediante el servi-
cio ofrecido por Gentron Genomic Ser-
vices (Gentron, Suc Argentina), utili-
zando el equipo VersArray Chip Writer
(BioRad). Se evaluaron los ARN extrai-
dos de 3 muestras bioldgicas tanto para
el tratamiento control, frio (tratamiento
de 24 hs. a 10 °C) y salinidad (tratamien-
to de riego con 150 mM NaCl durante
3 dias). Se utilizo el sistema «SuperScript
Indirvect RNA Amplification System»
(Invitrogen, 1.1016-02) para amplificar
el ARN partiendo de 800 ng RNA ex-
traido de cada muestra basado en el mé-
todo de sintesis de ADN complementa-
rio in sitw y amplificacién del ARN
(Eberwine y col., 1992).

El ARN amplificado fue marcado fluo-
rescentemente con Cy3 o Cy5 por incu-
bacién en medio alcalino con ésteres de
Cy3 o Cy5 respectivamente. Los vidrios
impresos fueron escaneados usando el
lector de fluorescencia VersArray Chip
Reader (BioRad) y las imdgenes obteni-
das fueron analizadas utilizando software
Spotfinder (www.tm4.org/spotfinderhtmi).
La normalizacién se realizo a través de
programas generados bajo el Paquete R
(University of Auckland, USA), mien-
tras que el andlisis de expresion global
se realizé utilizando Infostat 2006®
(Grupo Infostat 2006, FCA, Cérdoba,
Argentina). A partir del andlisis de la
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matriz de expresion mediante la integra-
c16n de métodos estadisticos basados en
andlisis de varianza y componentes prin-
cipales se identificaron 80 genes candida-
tos para respuesta a frio y/o salinidad.

Del analisis de pertiles individuales de los
80 genes candidatos, se detectaron 50
sobre o sub expresados frente a uno u
otro estrés, indicando la implicancia de
mecanismos regulatorios comunes a am-
bos estreses. Asimismo, se detectaron 15
y 12 genes sobre o sub expresados res-
pectiva y especificamente frente a un es-
trés y no frente al otro, mientras que los 3
restantes presentaron un perfil transcrip-
cional contrastante siendo inducidos en
un estrés y reprimidos en otro. Para cada
uno de los 80 genes seleccionados como
genes candidatos se grafico el perfil de ex-
presion seglin su comportamiento en cada
tratamiento y se construyo el grafico de
colores («heatmap») asociado a ese patrén
diferencial de modo de analizar cualitati-
vamente el gradiente diferencial por trata-
miento y por gen (Romero y col., 2005).

De estos resultados surgieron genes
candidatos de interés para su analisis
de expresioén diferencial, de los cuales
15 fueron seleccionados para validar
mediante la técnica de PCR cuantitati-
va (qQRT-PCR). Se confirmé el perfil
transcripcional de 10 genes candidatos.
De los restantes cinco genes, tres no am-
plificaron y los otros dos presentaron un
perfil transcripcional contrastante con los
resultados obtenidos en la micromatriz
de ADNCc analizada.

De acuerdo al andlisis funcional predicho
por comparacion de secuencias con bases
publicas, los genes candidatos especifi-

camente regulados en situaciones de
estrés formarian parte de mecanismos
de regulacién involucrando factores
de transcripcién y traduccién, pro-
teinas relacionadas con procesos de
degradacién/plegado o interaccion entre
proteinas y enzimas asociadas a la sintesis
de metabolitos secundarios y generacion
y procesamiento de especies reactivas de
oxigeno. Como conclusion, se generd la
primera micromatriz de ADNc para gira-
sol a partir de la base de ESTs local con
un diseno de tres réplicas biologicas para
la evaluacion de respuestas a dos estreses
abidticos relevantes para el cultivo de gi-
rasol. Este es el primer trabajo reporta-
do para estudios de expresion concerta-
dos en respuesta a salinidad en girasol,
existiendo en la actualidad un solo tra-
bajo publicado en girasol sobre respuesta
a frio en condiciones de ensayo diferen-
tes a las descriptas en este trabajo
(Hewezi y col., 2006).
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Caracterizacion de genes candidatos para
resistencia a la podredumbre himeda

del capitulo de girasol

Lia, V.V.; Peluffo, L.; Hopp, E.; Vazquez Rovere, C.; Paniego, N. y Heinz, R.A.

a podredumbre hiimeda del capi-

tulo de girasol (PHC) es la forma

mds devastadora de la enfermedad

causada por el hongo fitopatdge-
no necrotrofico Sclerotinia sclerotiorum,
con una incidencia anual sobre la produc-
cién de la pampa himeda del 10-20 %.
Debido a la complejidad de la base gené-
tica de la resistencia a este patdgeno, han
cobrado relevancia estrategias centradas
en el estudio de los factores determinan-
tes de la patogénesis y de las respuestas de
defensa del hospedante. Las germinas
(GP) y proteinas de tipo germinas (GLDs)
han sido frecuentemente vinculadas con
el funcionamiento de la pared celular y
con los mecanismos de defensa frente a
patogenos. En el caso de la podredum-
bre de tallo (PHT), la expresién consti-
tutiva de una germina, el gen de oxalato
oxidasa de trigo, en plantas de girasol
transgénicas fue utilizada con éxito como
aproximacion para conferir resistencia a
la invasién del hongo (Hu y col. 2003).

Por otro lado, se ha descripto que la res-
puesta a PHT también estaria relaciona-
da con la induccién de la sintesis de pro-
tefnas de transferencia de lipidos (LTDs),
proteinas inhibidoras de poligalacturona-
sas (PGIDs) y defensinas (Regente y col.
1997; Urdangarin y col. 2000; Regente
y de la Canal, 2000 y 2003; Hu y col.
2003). A partir del andlisis de las colec-
ciones, de ESTs desarrolladas en el IB
(Fernandez y col. 2003) se identificaron
secuencias con similitud a genes de otras

Instituto de Biotecnologia (IB), INTA, Castelar.

especies cuya funcion ha sido asociada
con respuestas a estreses biéticos y/o abio-
ticos. Entre estos candidatos se seleccio-
naron los transcriptos correspondientes
aun gen de una proteina de tipo germi-
na (HaGLP1) y a un inhibidor de poli-
galaturonasa (HaPGIP1) para validar ex-
perimentalmente su funcién biolégica y
evaluar su contribucion a la tolerancia a
PHC. En un estudio previo se detecta-
ron diferencias en los niveles basales de
expresion de HaGLP1 en capitulos de
plantas susceptibles y resistentes inocula-
das con el patégeno, siendo ademds la
induccién de este gen mds tardia en las
primeras (Peluffo y col. 2004).

Como primera etapa en la caracteriza-
cién estructural de los genes HaGLP1
y HaPGIP1 se utilizaron técnicas de
RACE con el objeto de obtener la se-
cuencia completa de los transcriptos co-
rrespondientes a lineas tolerantes
(RHAS801) y susceptibles (HA89) a
PHC. La comparacién de los datos de
secuencia reveld la ausencia de sustitu-
ciones aminoacidicas entre lineas para
HaGLP1 (220 aa) y una divergencia del
0,6 % para HaPGIP1 (331 aa). Ambos
genes candidatos presentaron un intrén
al ser amplificados a partir de ADN ge-
némico y exhibieron una poblacién de
transcriptos de longitud variable (Ha-
GLP1: 712-886 pb; HaPGIP1: 1116-
1157pb), estando la totalidad de las di-
ferencias de tamaio restringidas a la re-
gi6n 37 no codificante. El andlisis de la
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secuencia de aminodcidos correspondien-
te a HaGLP1 permitio verificar la presen-
cia de los motivos conservados caracteris-
ticos de las GPs y GLDs. A fin de estable-
cer la posicion filogenética de la secuencia
obtenida dentro de la familia de las GLPs
se realizé un andlisis de parsimonia inclu-
yendo 98 representantes del grupo pro-
venientes de diversas especies vegetales.

La topologia resultante confirmo la asig-
nacién de HaGLP1 como GLP y dio lu-
gar a la identificacién de tres nuevos
miembros de esta familia en girasol. Las
cuatro GLDPs de girasol presentan una si-
militud nucleotidica promedio del 51,6 %
para la region codificante, mientras que al
considerar la secuencia de aminoacidos
esta cifra desciende a 44 %. En concor-
dancia con lo esperado para proteinas de
secrecion al apoplasto, las predicciones iz
silico indican la existencia de un péptido
senal en todas ellas.

El estudio de la abundancia de transcrip-
tos mediante la téenica de Northern Blot

reveld la existencia de diferencias tempo-
rales y finales en los niveles de expresion
de materiales resistentes (RHAS801,
RHA275, HA853) y susceptibles
(HA89). Actualmente se estdn realizan-
do construcciones en vectores de trans-
formacién para evaluar la funcionalidad
de estos genes candidatos en respuesta a
Sclerotiia sclevotiornm en plantas modelo
como parte de la estrategia para explorar
las bases de la resistencia al patdgeno en el
germoplasma de girasol.
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Variabilidad en lineas de
girasol de EEA Pergamino

Mancuso, N. y Gonzalez, ).

una condicién necesaria para el

desarrollo de un programa de me-

joramiento, y la evaluacion de las
lineas obtenidas permite estimar la orien-
tacién del mismo y hacer la re-orienta-
cion en caso necesario. La utilizacién del
método de componentes principales per-
mite determinar la contribucion de los
caracteres y su importancia relativa para
ser usado como criterio de seleccién. El
objetivo del presente trabajo fue estimar
la variabilidad y/o divergencia de las li-
neas a través del método de componen-
tes principales. Se sembraron 126 lineas
(93 mantenedoras y 33 restauradoras de
fertilidad) en la EEA Pergamino en las
campanas 2001/2002, 2003/2004 y
2004/2005.

I- a variabilidad del germoplasma es

Los caracteres evaluados, utilizados para
la descripcién morfoldgica de las lineas,
fueron: numero de hojas, ancho, largo y
relacién ancho /largo de la ldmina, largo
del peciolo, dias a floracion, didmetro del
tallo y capitulo, dias a floracién, posi-
cién y forma de capitulo, largo de bréc-
teas, relacion largo bracteas/didmetro de
capitulo, espesor del recepticulo, nime-
ro de flores liguladas, largo y ancho de
ligula, peso, ancho y largo de aquenio,
porcentaje de aceite y pepita. Las obser-
vaciones se realizaron sobre 4 plantas en
competencia completa. La ecuacion de
componentes principales para todas las
lineas incluyendo altura, dias a floracién,

INTA - EEA Pergamino. pergira@pergamino.inta.gov.ar

peso y numero de aquenio, porcentaje
de aceite y pepita explican el 40 % para
CP 1yel24,6 % para CP 2. No observo
patrén de agrupamiento en las lineas del
programa de diferentes origenes; excep-
to para las lineas Alto Oleico que se con-
centran alrededor de los caracteres por-
centaje de aceite y pepita.

Cuando la ecuacién restringe a los carac-
teres del aquenio (nimero, largo y an-
cho) y porcentaje de aceite y pepita, hay
una mayor explicacién de la CP 1 llegan-
doal 53,4 % y CP 2 a 17,5 %, concen-
trando aun mads las lineas de Alto Oleico
en el cuadrante con los caracteres de aque-
nio. Se explicarfa este comportamiento
por el origen comun de estas lineas sien-
do necesario la recurrencia a germoplas-
ma de origen diferente para incrementar
la variabilidad de las mismas.
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Aptitud combinatoria de 4 lineas
de girasol a Verticillium dahliae

ASOCIACION ARGENTINA DE GIRASOL

Maranesi, D.* y Mancuso, N.2

n girasol, el secado anticipado y

quebrado del tallo provocado por

Verticillium dahbline Kleb

(Verticillium Wilt) es la enferme-
dad mds importante en Argentina. Fue re-
conocida por primera vez en nuestro pais en
1965 y causa pérdidas de rendimiento de
hasta 73 % en campos altamente infesta-
dos. Los microesclerocios sobreviven varios
anos en el suclo. Se estimo los efectos de
Aptitud Combinatoria General y Especifica
entre cuatro lineas endocriadas de girasol
(Helianthus anmuus 1.) para conocer su po-
tencial utilizacion en la sintesis de hibridos y
como progenitoras en programas de mejo-
ramiento en relacion al cardcter en estudio.
Se realizd un cruzamiento dialélico entre las
cuatro lineas de girasol seleccionadas por
su comportamiento a V dabline : 2 li-
neas resistentes de diferente origen:
KLM-214-b (4) scleccionada del com-
puesto KM (variedad Klein y locales Man-
fredi) desarrollada en la EEA Pergamino; y
V-112/E-1-1-2-1-1-3 (5): proviente
del cruzamiento entre la linea V-112 (de-
rivada de cruzas intraespecificas) con una
linea de INIA La Estanzuela (Uruguay); y
2 lineas susceptibles derivadas del compues-
to PGRK (pozo genético Ruso x Klein)
desarrolladas en la EEA Pergamino:
RK-416/RK-456-1-5-2 (1) vy
RK-426-11-b (2). Las evaluaciones fue-
ron realizadas a los estados fenologicos R4 y
R6. Las lineas y los hibridos testigos mos-
traron similar comportamiento en los ensa-
yos realizados en el infectario natural de la
Chacra Experimental Bellocq y en el ensayo
en condiciones de inverniculo ¢ inocula-

'UNR; ?INTA EEA Pergamino

cién artificial siguiendo el método de inyec-
cién de hipocétilo a la altura del primer en-
trenudo con una suspension de conidios.
No se identificé la raza del inoculo utiliza-
do; se infiere que el inoculo presente en el
infectario natural y el utilizado en la inocu-
lacién artificial pertenecen a la misma raza
por el similar comportamiento de las lineas e
hibridos testigos; asumiendo que pertenece
alaraza Varg 1, lamds abundante en Argen-
tina. Se llevé a cabo un ensayo con tres repe-
ticiones sembrado el 11 de Octubre de 2000
en el infectario natural de la Chacra Experi-
mental Bellocq (partido de Carlos Casares),
usando como testigos resistentes VDH-96
y P-64A41 y como susceptibles TRITON
y MG2. La eleccién de las lineas se bas6 en
evaluaciones previas. La escala utilizada para
evaluar grado de severidad fue de 0 a 4. El
cruzamiento entre lineas susceptibles se com-
portd como susceptible y entre lineas resis-
tentes como resistente. Los cruzamientos en-
tre progenitores resistentes y susceptibles se
comportaron como susceptibles con excep-
cién del cruzamiento 4x1 que se comportd
como resistente. Este cruzamiento con un
valor en su ACE negativo e importante que
ratifica este comportamiento y corrobora el
aporte de lalinea 4 ala resistencia. Los efec-
tos principales para Aptitud Combinatoria
General (ACG) y Aptitud Combinatoria
Especifica (ACE) resultaron significativa-
mente diferentes para los distintos genoti-
pos. Dentro de las lineas susceptibles, la li-
nea 2 muestra un efecto mayor de ACG
que la linea 1, y dentro de las resistentes la
linea 4 muestra un efecto de ACG mayor
que lalinea 5.




Podredumbre del capitulo de girasol.
Identificacion de QTL asociados a la resistencia

a Sclerotinia sclerotiorum

Maringolo, C.*2*; Troglia, C.%; Nishinakamasu, V.3; Quiroz, F.}

Cervigni, G.4; Heinz, R.3; Paniego, N.3 y Escande, A.*
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a Podredumbre Humeda del Ca-

pitulo del Girasol (PHC) causada

por Sclerotinia sclevotiorum es la se-

gunda enfermedad mds importan-
te del cultivo en la Argentina. Debido a
que las formas de control quimico, me-
diante agentes bioldgicos y rotaciones no
es eficaz, es necesario intensificar la bus-
queda de nuevas fuentes de resistencia a
PHC a través del uso de herramientas mo-
leculares, ya que ademds presenta una base
genética compleja y una alta interaccién
con factores ambientales. Los objetivos de
este trabajo fueron caracterizar fenotipica-
mente la resistencia de una poblacién de
girasol y detectar regiones cromosémicas
asociados a PHC en girasol (QTL) em-
pleando marcadores moleculares microsa-
télites (SSRs) informativos. Se evalué en
ensayos de campo la incidencia y la inten-
sidad de la enfermedad, en las lineas pa-
rentales con moderada resistencia (MR) y
susceptibilidad (S), los hibridos F, y las
familias F, ,, mediante la inoculacién de
capitulos en estadio R 5.2 con una sus-
pensién de ascosporas de S. sclerotiorum.
Se trabaj6 en dos ambientes (secano-ta-
pado post-inoculacién y riego-sin tapar)
con un diseno en Bloques Incompletos
Aleatorizados con tres repeticiones. En
una primera etapa de la caracterizacion ge-
notipica se analizé la existencia de poli-
morfismos en las lineas parentales para un
conjunto de 365 SSRs (Tang y col.,
2003; Yu y col., 2003; Paniego y col.,
2002; Poormohammad y col., 2006;
2007; Talia y col., comunicacién perso-

nal). El 78 % de los pares de oligonu-
cledtidos evaluados fue funcional en las
condiciones ensayadas; de estos ¢l 86 %
amplificé un tnico producto de tamafno
molecular esperado (283 SSRs). E146 %
fueron monomorficos para las lineas pa-
rentales analizadas y un 55 % fueron po-
limérficos; de estos el 6 % fue polimorfi-
co dominante, detectindose un 48 % de
SSRs codominantes informativos de los
cuales 87 estdn confirmados y se genoti-
pificaron en 96 individuos F2 (Tabla 1).
A partir de estos resultados se prosiguié
el analisis con 63 SSRs. Los resultados
indican que el nivel de polimorfismo ob-
servado es alto, si se compara con los ni-
veles esperados dentro del germoplasma
cultivado de girasol, que es de aproxima-
damente 30 %. Del conjunto de 63 mar-
cadores informativos identificados, la
mayorifa de los cuales estaban previamen-
te localizados en un mapa publico de gi-
rasol (Tang y col., 2003; Yuy col., 2003),
segregaron en los mismos grupos de li-
gamiento, permitiendo estandarizar la no-
menclatura a partir de los SSRs comunes
a ambos mapas y estdn representados 16
de los 17 grupos de ligamiento descrip-
tos para girasol. En la segunda etapa del
andlisis genotipico se generé un mapa
genético parcial utilizando sélo los SSRs
que se ajustaron a la segregacion mende-
liana esperada (24 SSRs). Este mapa cons-
ta de seis grupos de ligamiento (GL) que
pueden ser asociados al mapa consenso
recientemente reportado (Poormoham-
mad K Sy col.,, 2007). La asociacién de
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Tabla 1 NGmero total y porcentajes de SSR correspondientes a cada una de las categorias identificadas

Total de SSR % de SSR

SSR que no amplificaron
SSR que amplificaron
monomorficos
polimérficos dominantes
polimorficos codominantes
codominantes dudoso
codominantes informativos

C ;III‘UI

codominantes informativos
a
C

informativos segregacion
q

STEs
. e .
C infor greg

estos marcadores con la caracterizacién fe-
notipica en el campo (Troglia y col., 2005,
Maringolo y col., 2005) permitié la iden-
tificacién de tres QTL inéditos de resisten-
cia, con valores altamente significativos
(LOD de 2,56; 3,4 y 4,4), los cuales se
hallan asociados al GL 10 del mapa con-
senso. Estos resultados profundizan el co-
nocimiento sobre la variabilidad de la re-
sistencia a la podredumbre del capitulo en
los materiales de cultivo, identifican marca-
dores moleculares neutros para las distintas
fuentes de resistencia al patdgeno y generan
asi herramientas que (junto con los estu-
dios desarrollados por este grupo interdis-
ciplinario) permitirdn en el futuro desarro-
llar estrategias moleculares para asistir en la
seleccion por este caracter.

Financiamiento: ANPCyT/PICTO ASAGIR-Agencia 13165,
INTA y UNMdP
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Metodologias no convencionales para la
seleccion por resistencia a imidazolinas
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as imidazolinonas son un grupo

de herbicidas que permiten el con-

trol de un amplio espectro de

malezas y son efectivos a bajas
dosis de aplicacion dada su alta potencia
bioldgica. Esta familia de herbicidas ac-
tha interrumpiendo la biosintesis de un
tipo de aminodcidos que producen sélo
las plantas, los animales deben obtener-
los de la dieta. A su vez, como esta via no
se encuentra en mamiferos, estos herbici-
das son de baja toxicidad para el hom-
bre. El girasol es sensible a imidazolino-
nas. Sin embargo, en el ano 1998, en
Kansas (EE.UU.) se descubrieron plan-
tas de girasol resistentes a estos herbici-
das. Se trataba de plantas silvestres que
convivian como malezas en lotes de otros
cultivos. La resistencia a imidazolinonas
proviene de una fuente que existe en la
naturaleza, es decir no transgénica, ya que
los genes de resistencia de estas plantas
fueron transferidos por cruzamientos
convencionales a la especie cultivada. Es-
tos nuevos materiales con resistencia se
encuentran disponibles para el desarro-
llo de cultivares hibridos. Para lograr un
hibrido resistente se deben incorporar los
genes de resistencia a las dos lineas proge-

nitoras de este hibrido, lo cual demanda
una gran cantidad de esfuerzos en lo que
se refiere a identificacion y seleccién de
individuos. El objetivo del presente pro-
yecto es el desarrollo de bioensayos para
la seleccién de materiales élite de girasol
resistente a imidazolinonas que comple-
menten los programas de mejoramiento
convencional. Se dispone de lineas con
distinto grado de resistencia (resistente,
intermedio y sensible) las cuales se eva-
Itan bajo distintos sistemas 7 vitro en
presencia del herbicida. Acerca de la me-
todologfa implementada, cabe aclarar
que el término «iz vitro» significa en con-
diciones de ambiente controlado. Se han
puesto a punto dos tipos de test germi-
nativos, que implican la incubacién de
las semillas por un lapso de ocho dias,
utilizando como soporte medio de culti-
vo solidificado con agar o germinadores
multimaceta con perlita. Se establecio la
dosis de herbicida que permite discrimi-
nar entre plantas resistentes, intermedias
y sensibles por simple inspeccion visual
de las raices durante la primera semana de
incubacidn. Por otra parte se estdn estu-
diando otros sistemas de seleccion iz vitro
en los que se utilizan pequefias muestras
de tejidos vegetales. Estas metodologtas
permitirfan seleccionar en forma rdpida y
sencilla un gran ndmero de plantas en
etapas tempranas del desarrollo, lo cual
reduciria el tiempo y la cantidad de mate-
rial a evaluar en los programas de mejora-
miento.
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Transformacién genética de
girasol con genes antiflingicos

Radonic, L.M.; Zimmermann, J.M.; Zavallo, D.; L6pez, N. y Lopez-Bilbao, M*
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Los autores Radonic y Zimmermann colaboraron por igual en este trabajo.

rgentina es el primer exportador
mundial de aceite de girasol y se
siembran en  promedio
2.400.000 ha produciendo un
total de 4.000.000 t de grano y
1.600.000 t de aceites. Una importante
limitacién en este cultivo son las enferme-
dades provocadas por hongos, funda-
mentalmente la podredumbre del capitu-
lo y la verticilosis, causadas por los
patégenos Sclerotinia sclevotiorum y
Verticillinm dabline, respectivamente, las
que ademds de disminuir el rendimiento,
afectan la calidad de los productos.

El mejoramiento genético convencional
no hasido eficiente para incorporar resis-
tencia a estas enfermedades, en parte por
las limitadas fuentes efectivas de resisten-
cia genética a los principales patogenos y
ademds por el cardcter poligénico de la re-
sistencia frente a patégenos. Existe desde
hace mds de una década, la sélida eviden-
cia de que la sobre-expresion de transge-
nes codificantes para proteinas antifingi-
cas pueden conferir proteccion frente al
ataque de patégenos y que esta proteccion
se ve aumentada debido al efecto sinérgi-
co de la expresion de dos o mds genes
(Broglie y col., 1991; Melchers y col., 1993).
El objetivo final de este trabajo es obtener
plantas de girasol que expresen al menos
dos genes antifingicos y luego evaluar el
comportamiento de las lineas obtenidas.
Se utilizé el método de transformacion
desarrollado en el Instituto de Biotecno-
logfa (Radonic y col., 2006) y se trans-

formaron explantos del genotipo publi-
co HAS89.

Los genes utilizados codifican para dos
enzimas que degradan la pared fungica
(glucanasa y quitinasa), una osmotina y
una proteina inhibidora del ensamblado
de los ribosomas del patégeno. Se utiliza-
ron dos estrategias diferentes basadas en la
utilizacién de distintos vectores de trans-
formacién para la introduccion de los ge-
nes antifiingicos. En el primer esquema el
vector posee dos cassettes de expresion de
los genes de interés, que por lo tanto se
expresan de a pares, ademads de expresar el
gen marcador 7pt11, esta estrategia ya fue
utilizada con éxito en otras especies vege-
tales (Vellicce y col., 2005) Enla segunda
estrategia, el vector se basa en la capacidad
de la proteasa codificada por el gen NIa
de un potyvirus de autoclivarse y recono-
cer secuencias especificas de clivado.

En este sistema los cuatro genes de interés
se traducen en una tnica poliproteina bajo
la regulacién de un tnico promotor flan-
queado por la secuencia de reconocimien-
to de dicha proteasa, esperando obtener
niveles de expresion equimolares de los
mismos (Ceriani y col., 1998).

En este trabajo se observé una alta depen-
dencia con el ADN que se quiere intro-
ducir y una considerable inestabilidad gé-
nica, donde plantas T1 que expresan el
transgen lo pierden en la siguiente genera-
cién (caracteristicas ya descriptas no sélo
en la especie girasol sino también dentro




del grupo taxonémico de las Compuestas
al que pertenece esta especie).

El volumen del trabajo realizado corro-
bord la eficiencia del método de transfor-
macion y seleccion en presencia de kana-
micina donde no se obtuvieron escapes,
ya que todos los brotes capaces de enrai-
zar in pitro en presencia del antibiético re-
sultaron portadores del transgen. La cons-
truccion doble capaz de expresar los genes
de glucanasa y quitinasa mostr6 una efi-
ciencia del 1,05% en la produccién de
brotes transgénicos. La T1 y T2 de estas
lineas estdn siendo caracterizadas molecu-
larmente y permitirdn analizar la respuesta
frente a patégenos en ensayos de desafio
en condiciones controladas.
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Desarrollo de un mapa genético y fisico de girasol
integrando marcadores neutros y funcionales
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n este trabajo se presenta la bus-  lia) y CUGI-SSR. Sobre un total de
queda de marcadores funcionales, 1134 SSR identificados se seleccionaron
la construccién de un mapa gené- 127 para los que se disenaron inicadores
tico de referencia sobre una po-  para su amplificacién por la técnica de
blacién de lineas recombinantes endocria-  PCR. Un 18 % de los EST-SSRs analiza-
das de girasol cultivado y el establecimien-  dos resultaron funcionales ¢ informati-
e to de téenicas de citogenética molecular  vos para los parentales de la poblacion
para definir la correlacién cromosémica  en estudio. Los datos de genotipifica-
de los grupos de ligamiento de interés  cién de 14 SSR-EST y 3 InDels sobre
mediante la localizacion fisica de regio- 94 RILs fueron incluidos en una ma-
nes codificantes y no codificantes por  triz de datos general que contiene
medio de técnicas de hibridacién insitu 410 AFLDPs y 234 SSRs, obteniéndose
como FISH (Fluorescente in situ hybri-  un mapa que integra 511 marcadores
dization) y/o Prins (Primed in situ labe- (197 SSRs, 9 EST/SSR, 11InDely 304 AFLD)
lling). Para la construccién del mapa ge-  en 17 grupos de ligamiento. A partir de
nético se trabajo sobre el mapa publico  estos datos se estimé una densidad pro-
descrito por Al-Chaarani et al. (2004) so-  medio de 3.7 ¢cM por locus cubriendo
bre una poblacién de 123 RILs obtenidas ~ 1824.6 <M del genoma de girasol. Este
del cruzamiento de RHA266 x PAC2  valor representa una cobertura de 96 %
sobre el cual se incorporaron 157 SSRs  del gendma de girasol estimado segin el
se obtuvo un mapa de AFLPs-SSRs  método de Chakravarti et al. (1991).
(S.  Kiani et al., 2007) que sirve de
marco para el mapeo progresivo de marca-  La mayoria de los marcadores previamente
dores codominantes (SSRs funda-  localizados en el mapa publico de girasol
mentalmente), y la incorporacién  de Tang et al. (2002) segregaron en los
de marcadores funcionales como  mismos grupos de ligamiento permitien-
EST-SSRs, INDELS y SNDs. do estandarizar la nomenclatura a partir
de los SSRs comunes a ambos mapas.
La identificacién de marcadores funcio-  Con el fin de establecer la correlacion del
nales de tipo EST-SSRs se llevé a cabo  mapa genético con el mapa fisico de gira-
mediante el andlisis de 36.741 genes  sol se seleccionaron un conjunto de 32
tentativos (TC) definidos en el Indice de microsatélites distribuidos en 3 grupos
Genes de girasol cultivado (HAGI;  de ligamiento para ser mapeados con la
www.dana farber) utilizando los programas  técnica de BAC-FISH en los cromoso-
de distribucion publica «SSR Discovery»  mas de girasol. La secuencia gendémica de
(La Trobe, University, Victoria, Austra-  estos marcadores fue analizada con el




programa «overgo 1.021 program» (http:/
/www.mouse-genome.bem.tme.edn) para di-
sefar sondas de tipo overgo («overlap-
ping oligonucleotide»). Las mismas fue-
ron marcadas con nucledtidos radiacti-
vos y combinadas en grupos de hasta
doce sondas para la bisqueda de clones
de BACs usando una genoteca comercial
(HA_HBa; CUGI BAC/EST Resource
Center) que consta de 11 filtros y repre-
senta 8,3 veces el tamano del genoma de
girasol. Se identificaron seis clones de
BAC que contienen cinco marcadores
microsatélites respectivamente y que re-
presentan a los 3 grupos de ligamiento
seleccionados inicialmente. De manera
preliminar en el Laboratorio de Citoge-
nética y Evolucion, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la UBA se realizé
la técnica de BAC-FISH para uno de es-
tos clones dando como resultado una

sefial en la region satélite de un cromoso-
ma submetacéntrico.
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Aptitud de plantas de girasol silvestre y
de sus hibridos con girasol cultivado IMI resistente
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a tecnologta Clearfield®, que otor-
ga tolerancia a principios activos
de la familia imidazolinonas, pro-
veniente de una mutacion natural
en plantas de girasol silvestre, ha sido in-
corporada recientemente en el cultivo
comercial de girasol. Helianthus annuus
silvestre es una invasora naturalizada en
nuestro pais que comparte grandes ex-
tensiones y el ciclo de floracién con el
cultivo. Se aplicd el herbicida imazapir
en el estadio de cuatro hojas en una dosis
de 160g p.a./ha a plantas de cinco po-
blaciones naturalizadas de H. annuusy a
descendientes F1 de plantas de las mis-
mas poblaciones polinizadas manual-
mente con un hibrido comercial tole-
rante.
En las poblaciones silvestres se registro
un 2 % de sobrevivientes sobre un total
de 307 plantas, mientras que la supervi-
vencia de la F1 aumentd al 38 % en 350
plantas (Ureta et al. BAG 17, 2000).

El objetivo de este estudio fue comparar
la aptitud biolégica de plantas silvestres y
sus descendientes F1 y R1. En 2005-06
se realizaron en el campo experimental
del Depto. Agronomia UNS retrocruzas
entre plantas F1 IMI-resistentes y su pa-
rental cultivado, DK3880CL (R1). En
2006-07 se evaluaron conjuntamente en
el campo experimental, plantas F1, R1y
plantas silvestres de las respectivas pobla-
ciones naturales, en un ensayo completa-

mente aleatorizado sin competencia. Las
variables registradas fueron: nimero y
didmetro de capitulos, nimero de semi-
llas llenas y vanas. Las plantas silvestres de
las cinco poblaciones se diferenciaron de
las F1 por tener mayor nimero de capi-
tulos, pero las F1 tuvieron en general un
mayor tamafo de capitulo.

Se encontraron diferencias altamente sig-
nificativas entre las poblaciones y las F1
con respecto al nimero de semillas lle-
nas. Las poblaciones puras no difirieron
en el porcentaje de semillas cuajadas, que
fue significativamente mayor que en cua-
tro de las cinco F1.

La comparacion de cada una de las po-
blaciones silvestres y sus correspondien-
tes F1 mostro diferencias altamente sig-
nificativas en el nimero de capitulos, ni-
mero de semillas llenas y porcentaje de
semilla cuajada, tres importantes compo-
nentes de la aptitud en estadio reproduc-
tivo (Tabla 1).

La regresion del nimero de semillas lle-
nas respecto al didmetro de capitulo agru-
pando las poblaciones y sus hibridos
mostro que la relacion fue mucho mayor
en las poblaciones puras.

En las F1 el aumento en didmetro del
capitulo no fue acompanado de mayor
nimero de semillas llenas (Figura 1).
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Tabla 1 Comparacion de caracteres reproductivos entre poblaciones de H. annuus silvestre y sus
respectivas F1 por cruzamiento con un hibrido comercial IMI resistente. Medias seguidas de distinta letra

indican diferencias altamente significativas luego de la prueba de Kruskal-Wallis

1]
Poblacién/F1 N2 semillas llenas % semillas cuajadas Didmetro capitulo N2 capitulos L
-—
Diamante 190,8 b 84,0 b 39a 109,6 b ‘g
F1 30,2 a 65,12 56b 26,5 a )
Rio Cuarto 186,6 b 84,6 b 4,0 a 152,9 b ()
F1 33,72 64,3 a 6,4 b 30,8 a
Las Malvinas 262,3 b 84,2 b 4,7 106,7 b
F1 23,6 a 61,0 a 5,0 31,7 a
Colonia Barén 200,0 b 856 b 41a 127,0 b
F1 35,0 @ 72,12 6,2b 26,2 a
Adolfo Alsina 199,0 b 82,5 b 4,4 126,7 b
F1 20,5 a 61,0 a 4,8 28,3 a

La retrocruza con el parental cultivado Figura 1 Regresion del nimero de semillas y el

IMI aumentd el nimero de semillas lle- diametro del capitulo en plantas silvestres (simbolos
la F1 (nd grises) y F1 del cruzamiento con un hibrido
nas con respecto a la b1, encontrandose comercial IMI resistente (simbolos anaranjados)

diferencias altamente significativas entre
las plantas silvestres, las F1 y las R1, en
tanto no afecté el nimero ni el tamafo
de los capitulos. El cardcter IMI difundi-
ria rapidamente en la poblacidn silvestre
y las plantas F1 tendrfan menor aptitud
bioldgica aunque resta comprobar si esta
se recupera en las siguientes generaciones
como lo indicarfa la R1.

600 r poblacion = 0,82
.

N2de semillas llenas

Diametro de capitulo (cm)
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aidentificacién de promotores, que
definan un patrén de expresion es-
pacio-temporal especifico es fun-
damental paralageneracion de plan-
tas transgénicas en la produccién de com-
puestosfarmacéuticos (Molecular Farming)
y alimentos nutracéuticos, siendo las se-
millas un «embal gje» muy conveniente para
este fin. Se propuso como objetivo detra-
bajo buscar regiones promotoras capaces
dedirigir laexpresion de transgenes en se-
millasdegirasol. Losgenes candidatosele-
gidos son el gen Ha-LTP5, que codifica
parauna proteinade transferenciade lipi-
dos (Regente y de la Canal, 2003), €l gen
FAD2-1 que codifica paraunaoleato des-
aturasa (Martinez-Rivas y col., 2001) de
girasol, y un gen correspondiente aunase-
cuencia expresada parcial o «<EST»
(BU6711910) (Fernandez y col., 2003) que
por andlisis comparativo de secuencias pre-
senta similitud con una nsLTP. El cDNA
completo de la nsLTP fue clonado por la
técnicade 5"RACE. Serealiz6 un perfil de
abundancia de transcriptos basado en la
técnica de RT-PCR con oligonuclettidos
iniciadores especificos paraamplificar cada
secuenciacandidato. Los perfilesde expre-
sién fueron confirmados mediante experi-
mentos de Northen blot, utilizando son-
dasradioactivas especificas de cadagen.

Para determinar la especificidad de la ex-
presién de estos genes candidatos se anali-
zaron distintos érganos de lalinea HA89:
hoja (H) y tallo (T) de planta adulta (3
meses de edad), boton floral en estadio

(R1), (R2)y (R3) y semillaseca(S). Enlos
ensayos de RT-PCR y Northern blot no se
observé amplificacion o sefial radioactiva,
enlos 6rganos vegetativos paraninguno de
los tres genes. El gen Ha-LTP5 solo pre-
senta expresion en semilla seca (S) mien-
tras que los genes FAD2-1 y nsLTP tam-
bién lo hacen en |los estadios de boton flo-
ral. Laexpresion especificaen semillaseca
(S) del gen Ha-LTP5 lo posiciona como
candidato paralos objetivos del trabajo.

Sin embargo los otros genes, al expresarse
duranteel desarrollofloral y en semillare-
sultan interesantes para el aislamiento y
caracterizacion de su region promotoraya
gue podrian estar involucrados en €l pe-
riodo dellenado de grano.

Para determinar tanto el momento del de-
sarrollo como la extensién de la etapa de
expresion de estos genesy asi poder esta-
blecer unaasociacion con el periodo delle-
nado de grano, es necesario evaluar un nd-
mero mayor de estadios de desarrollo. Una
vez determinados estos genes candidatos
se relevara una genoteca de girasol cons-
truida en BACs (Gentzbittel y col., 2002;
CUGI, Clemson University, USA http://
www.genome.clemson.edu/).

Los clones BAC positivos se caracteriza-
rén, subclonarén y secuenciaran para la
identificacion delas regiones promotoras,
trabajo que se esta realizando en paralelo
con esta caracterizacion de genes. Luego
de su obtencion, se generara una serie de




deleciones por digestion con endonuclea-
sasy serealizaran construcciones utilizan-
do distintos fragmentos de la region pro-
motorafusionados agenesindicadores con
el fin de caracterizar cajas de regulacion
temporal/espacial en dichas regiones pro-
motoras.
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