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Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

Resumen

La gerbera es una de las flores ornamentales mas importantes comercializadas a
nivel mundial. La informacién sobre la variabilidad morfolégica y molecular de esta
especie representa un recurso importante para los programas de mejora que se
basan en la seleccion de genotipos prometedores. El objetivo del presente estudio
fue caracterizar morfolégica y molecularmente 24 hibridos de gerbera (Gerbera
hybrida). El andlisis morfoldégico se basdé en 52 caracteres de la UPOV, 9
cuantitativos y 43 cualitativos mediante andlisis multivariado. En la caracterizacion
molecular, el ADN se extrajo con el método CTAB y en la ampliacion se utilizaron 11
cebadores RAPD’s cuyos productos se analizaron con el método de agrupacion
Neighbour Joining, indice de similitud Dice y remuestreo de 1,000 corridas que
permitieron establecer las relaciones moleculares entre las muestras. El analisis
morfolégico de los rasgos cualitativos dispuso a los genotipos en cinco grupos. Las
variables de mayor valor discriminatorio para los hibridos de gerbera fueron: diametro
de disco, ancho y longitud de flor, altura de involucro, diametro de disco diametro de
capitulo y longitud de pedunculo. En el analisis molecular, los valores PIC promedio
fueron 0.43, que cataloga a los cebadores como altamente informativos, con los
cavadores OPA8 y OPA19 con la mayor capacidad discriminante. Los resultados
obtenidos en este trabajo permitieron diferenciar la totalidad de los genotipos
analizados, pudiéndose inferir un alto grado de variabilidad en la poblacion bajo
estudio, mostrando que los RAPD’s constituyen una herramienta molecular eficaz

cuando se requiera una manipulacion simple, confiable y de bajo costo.
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l. INTRODUCCION

En la actualidad, el comercio mundial de la flor estd dominado por Holanda, lo que
representa el 68 % del mercado de exportacion, seguido de Colombia, con el 16 %,
Ecuador con el 4 % y el resto de los paises con el 12 %. México aunque es
altamente productivo su calidad le limita a una menor exportacion, donde el Estado
de México es el mayor exportador (Sagarpa, 2018). La produccion ornamental para
el afio 2018 en México representd un total de 23 mil 088 ha con un valor de seis mil
337 millones de pesos de 25,500 productores de flor de corte, maceteria y follajes.
Del total de produccion solo se exporto 12 % principalmente a Estados Unidos y
Canadéa con especies como rosa (Rosa hybrida), gladiola (gladiolus spp), gerbera
(Gerbera hybrida), ave de paraiso, clavel (Dianthus cariuphilus), statice (Limonium
sinuatum) y crisantemo (Dendrathema grandiflora). La produccion de gerbera para
2018 fue de 126.5 ha, con 1, 375,830.35 gruesas y un valor de 384,877.18 millones
de pesos, (SIAP, 2018). En el comercio mundial de flores la gerbera ocupa el quinto
lugar como una especie de corte y maceteria después de rosa, clavel, crisantemo y
tulipan (tulipa sp) (Prajapati, Singh, Patel, Singh y Srivastav, 2014). El mejoramiento
de la gerbera inicio a finales del siglo XIX en Inglaterra, para continuar en Holanda,
Dinamarca, Alemania, Estados Unidos, Israel y Japén (Kloos, George y Sorge,
2005); de este mejoramiento han surgido cerca de 5000 variedades que han sido
registradas alrededor del mundo (UPQV, 2017); de éstas en México hay 51 (SNICS,
2017), aunque con las no registradas hay mas de 400 (Registro informal de
productores de la region). Tradicionalmente el mejoramiento de las gerberas se basa

en la hibridacién entre variedades y posterior seleccién fenotipica de la progenie,
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seguida de una propagacion clonal (Bhatia, Singh, Jhang y Sharma, 2010). Estos
materiales se diferencian por caracteres como el tiempo de floracion, altura de
pedunculo, produccion y vida en florero y otras como morfologia de las hojas y flores
que a veces son dificiles de identificar (Rusinowski y Domeradzka, 2012). Esta
dificultad también se presenta en la distincion, homogeneidad y estabilidad que son
pruebas que deben cumplirse para el registro de variedades (UPOV, 2017). La
variabilidad genética se determina mediante caracterizacion morfolégica y molecular
(Smith, Bowen, Tenborg y Wall, 1990; Williams, Kubelik, Livak, Rafalski y Tingey,
1990; y Franco, Cassini, Oliveira y Tsai, 2001; Agarwal, Shrivastava y Pad, 2008), sin
embargo, puede llevarse a cabo a partir de caracteristicas fenotipicas de sencilla
identificacion visual tales como forma de hoja, pubescencia, color de fruto, etc. Los
marcadores morfolégicos son utiles en la identificacion de materiales dado que
representan un conjunto de genes que pueden ser evaluados con métodos sencillos
y a bajo costo (Benin, 2003). Muchos autores han evaluado la caracterizacion
morfologica y la diversidad genética a través de la taxonomia numérica y del analisis
estadistico multivariado que incluye fenogramas, componentes principales y el
analisis discriminante (Cruz, 2006; Cruz y Regazzi, 1994) de los que se han obtenido
buenos resultados en varias especies como cacahuete, Arachis spp (Wilches, 2014);
maiz, Zea mays (Cruz y Regazzi, 1994); passiflora, Passiflora alata (Meletti,
Bernacci, Soares, Filho y Martins, 2003); lotera, Lotus corniculatus (Soster, Cheffer-
Basso y Dall 2004); albahaca, Ocimum basilicum (Bortolini, 2006); arroz, Oryza
sativa (Cunha y Pinheiro, 2005); cebolla, Allium cepa, trébol blanco, Trifolium repens
(Bortolini, 2006) entre otros. El analisis multivariado ofrece coeficientes de distancia

genética entre los genotipos, en este sentido se parte de que cuanto mayor es la
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distancia genética entre dos genotipos, mayor sera la posibilidad de combinaciones
mas prometedoras (Borém y Miranda, 2005). Actualmente se hace uso de los
marcadores moleculares para ayudar a los fitomejoradores a realizar una correcta
identificacion de variedades (Ruiz, Legaria, Sahagun y Olan, 2018), evaluacion
precisa de las relaciones genéticas, diversidad (Da Mata, Segeren, Fonseca y
Colombo, 2009), mapeo eficiente de genes deseables (Rezende et al., 2009), y
seleccién temprana de genotipos superiores (Varshney, Chabane, Hendre, Aggarwal
y Graner, 2005). Aparte de los marcadores morfologicos, existen los moleculares que
pueden identificar polimorfismos, tales como RFLP (Powell et al., 1996, FAO, 2010),
mini y microsatélites (Wang et al., 2009) y los RAPDs, los cuales han demostrado ser
Utiles para el analisis de grandes cantidades de genotipos (Debener et al., 1996;
Williams et al., 1990; Shimada, Hayam, Haji, Yamaguchi y Yoshida, 1999). En
México se han desarrrollado los primeros hibridos de gerbera (Rivera, Mejia,
Vazquez, Urbina y Ramirez, 2019) y de aqui que se haya realizado el presente
trabajo con el objetivo de caracterizar morfolégica y molecularmente con 52
caracteres morfologicos y 11 cebadores RAPDs, 24 genotipos que resultaron de

hibridaciones de 38 variedades comerciales de gerbera (Gerbera hybrida).
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ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Sistemética e importancia del género Gerbera L.

Gerbera L. es un género de + 30 especies de hierbas perennes distribuidas a través
de Africa y Asia (Hind, 2007), incluye flores de corte conocidas en el mercado como
Barberton, Hilton o Gerbera Daisies. La gerbera pertenece a la tribu Mutisieae Cass.,
que incluye 14 géneros y mas de 200 especies (Katinas, 2004; Katinas, Sancho y
Terreria, 2009: Ortiz et al., 2009), Las Mutiseae rosetiformes y escapiformes incluyen
unas 124 especies distribuidas entre siete géneros, y han sido segregadas como la
subtribu Gerberinae Benth. & Hook.f. (Hind, 2007). Los analisis moleculares y
filogenéticos recientes de Mutisieae sugieren que la Gerbera forma parte de un clado
gue incluye Leibnitzia Cass., y Chaptalia Vent., de América y Asia (Baird, Funk, Wen
y Weeks 2010, Manning, Simka, Boatwright y Magee, 2016; Pasini, Funk, Souza-
Chies y Miotto, 2016, Xu, Zheng, Funk y Wen, 2018) (Figura 1). En 1889 JD Hooker,
realiz6 la primera descripcion oficial de la especie de Gerbera jamesonii Bolo ex
Hook (Hansen 2006). Esta especie es originaria de Asia, Africa del Sur (Transvaal) y
Tasmania. Pertenece al orden asterales, familia asterdcea (compositae), tribu
mustisieae, subtribu mustisiinae, y género Gerbera L., llamada asi en honor al
naturalista aleman Traugott Gerber (Johnson, 2002). Las variedades actuales de
gerbera (Gerbera hybrida) tienen una gran variabilidad, cuyo principal origen ha sido
la hibridacion interespecifica e intraespecifica que comenzo a finales del siglo XX, en
Cambridge, Inglaterra, cuando dos Especies de Africa del Sur, G. jamesonii y G.
viridifolia fueron cruzadas por R. I. Lynch. Llamando a este hibrido como Gerbera x

cantebrigiensis, actualmente conocido como Gerbera hybrida Hort (Hansen, 1985).
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o[~ Gerbera viridifolia
.| — Gerbera aurantiana
o~ Gerbera jamesonii
Gerbera ambigua
Gerbera piloselloides Sect, Piloselloides

wof~ Gerbera perrieri )
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- (Gerbera cordala Sect. Piloselloides
Gerbera crocea
Gerbera sinuata
Gerbera wrightii
Gerbera serrata
o~ Leibnitzia occimadrensis
% Leibnitzia anandria
o[~ Oreoseris delavayi
Oreoseris henryi
‘,,,E Chaptalia hieracioides
100 Chaptalia pringlei
Australia o[~ Amblysperma scapigera
L Amblysperma spathulata
Perdicium leiocarpum
160 o~ THichocline reptans
) Trichocline plicata
e Trichocline cineraria
Trichocline caulescens
Brachyclados lycioides
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Figura 1. Filogenia del complejo Gerbera. Basado en la inferencia bayesiana de los marcadores ITS y
ETS combinados. trnL - trnF, trnL -rpl32 y trcC - petN. Tomada de Zheng et al. (2019).
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La Gerbera viridifolia y G. jamesonii son las especies de las que se ha partido para
hacer los cultivares modernos, aunque es posible que otras especies de gerberas
hayan sido utilizadas para la hibridacion tales como G. ambigua, G.crocea, G.

serrata y G. tomentosa (Figura 2) (Hansen, 1985).
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Figura 2. Diferentes especies de Gerbera utilizadas en la hibridacion del cultivo

2.2. Morfologia

La planta de la Gerbera es una herbacea, vivaz, de crecimiento en roseta, cuyo
cultivo puede durar varios afos, sin embargo; comercialmente solo interesa cultivarla
durante dos o tres, segun los cultivares y las técnicas de cultivo empleadas (Figura 3)

(Mascarini, 2005).

] Capitulo
“u ..‘\‘. 4 )
1 i — Hoja
¥
\i i 7
'\Q — Raiz

Figura 3. Morfologia general de una planta de Gerbera.
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El sistema radicular es pivotante en origen, pero a medida que se desarrolla, se
convierte en fasciculado y esta compuesto por gruesas raices de las que parten

numerosas raicillas (Figura 4) (Pedroza, 2001; Mascarini, 2005).

Figura 4. Raices de Gerbera

Como se observa en la figura 5, esta planta se distingue por un eje del vastago
bastante acortado y algo grueso. Los entrenudos son cortos y los nudos estan uno
sobre otro. A causa de esto, las hojas se concentran y agrupan en forma arrosetada.
En los angulos de las distintas hojas se encuentran las yemas axilares, de las cuales
salen vastagos laterales que forman sus propias rosetas de hojas y raices. De este
modo, las gerberas forman al crecer plantas compactas (Roskman, 2005). Las hojas
colocadas sobre los largos peciolos crecen mas o menos verticalmente hacia arriba,
son elipticas, alargadas o lanceoladas, de borde liso o hendido. Pueden estar

arrugadas en el haz y aterciopeladas por el envés (Soroa, 2005).
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Figura 5. Hojas: yemas axilares (a)

Las flores de gerbera son heteromérficas (Figura 6), por lo que flores de un mismo
genotipo pueden diferir en simetria, expresion sexual, nimero de pétalos y
pigmentacion (Deyue, 1999). Sus inflorescencias son llamadas capitulos y estan
colocadas individualmente sobre largos pedunculos; en su base son parcialmente
lefiosas, a veces aterciopeladas y en la parte superior vacias por dentro (Oszkinis y

Lisiecka, 1990).

Radio

Trans
De disco

Figura 6. Tipos de Flores de Gerbera
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Las flores estan distribuidas sobre el receptaculo en anillos, en forma de una densa
espiral, las flores tienen pedunculos cortos, en el borde del capitulo son liguladas y

en el centro tubuladas (Figura 6).

Figura 7. Morfologia externa de la flor de gerbera: (a) Flor de radio femenina fértil con 6vulo (b), flor
trans femenina (c), flor trans masculina (d) flor de disco (e), flor masculina estéril.

Todo el capitulo por la parte inferior estd cubierto por bracteas verdes ovaladas o
lanceoladas. Al abrirse la flor, el filario toma una forma parecida a una campana. Por
Su estructura caracteristica, los capitulos de gerbera dan la impresion de una flor
simple. Las flores liguliformes colocadas en el borde del capitulo son un medio de
atraccion para los insectos (Oszkinis y Lisiecka, 1990). Las flores liguladas estan
colocadas en uno o varios anillos. Su corona en la base esta unida formando un tubo
pequefio, el cual se continla en una ligula bastante ancha, segun reportes de
Bohming, 1985. En la formacién de esta ligula participan tres pétalos de la corona,
los restantes, en forma de fragmentos cortos y angostos, cuelgan del borde del tubo.
Las flores liguladas han perdido los estambres, de los cuales se quedaron solo unos

delgados “hilos” y se han convertido en unisexuales, femeninas, con gineceo. Las
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flores del disco (tubuladas) son pequefias, unidas entre si (Figura 7) (Cardoso,

Scheffer-Basso y Grando, 2012).

(df)

Flores liguladas

Flores Tubulosas

Bréacteas

(iv)

Figura 8. Vista dorsal de un capitulo, con detalle en el diametro floral (df), centro de la inflorescencia
(ci), involucro (iv), receptaculo (re), altura del involucro (ai). Modificada de Cardoso, 2012).

La gerbera casi siempre tiene flores tubuladas bilabiadas y dorsales. El labio superior
dirigido hacia el interior del vilano se forma por la unién de los pétalos. Mientras que
el labio inferior dirigido hacia el exterior del vilano resulta de la unién de tres pétalos.
Dicha unién puede variar incluyendo la aparicion de flores radiadas, cinco-dentadas,
en las cuales todos los pétalos de la corona estan unidos a la misma altura. Aunque
las flores tubuladas son hermafroditas, las que contienen un pistilo y estambres bien

desarrollados aparecen solo en los anillos exteriores (Hansen, 1985).
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Figura 9. Aspecto de una flor de disco (A): 6vulo (0), receptaculo floral (r), tubo de la corola (t), papus
(pa), labio superior (Is), labio inferior (li) y anteras fusionadas (a). (B) detalle de anteras. (Modificada
de Cardoso, 2012).

En las demas flores tubuladas, los pistilos se encuentran reducidos en mayor o
menor grado. El pistilo es sésil, unilocular, en cuyo ovario se desarrolla un solo 6vulo.
El ovario esta situado debajo de los tubos de la corona y de los pelos del vilano

(Figura 9) (Bohming, 1985).

Disco
Estilo
Anteras
gilgtr:%cnlas del DR  Estigma

Figura 10. Estructura de la inflorescencia de Gerbera

Las inflorescencias de gerbera en menor o mayor grado, dependiendo de la especie,
se abren en horas matutinas y cierran al anochecer. Esto esta condicionado por la

estructura dorsoventral de algunos 6rganos que realizan el movimiento, como por
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ejemplo los sépalos del receptaculo y la corona de flores liguliformes (Mascarini,

2005; Cardoso et al., 2012).

Figura 12. Estructura externa de flores de radio de Gerbera L. (A) Aspecto inmaduro o no comercial
(B) Aspecto maduro o comercial: 6évulo (0), receptaculo floral (r), tubo de corala (t), papus (pa), pistilo
(pi), labio superior (Is), labio inferior (li) e estaminddios (e). Escala: 5,5:1. (Modificada de Cardoso,
2012).

Los movimientos de la flor llamados nastias, son causados por diferencias en las
intensidades de los factores externos, como la luz y humedad del aire. Tal vez dichos
factores interactlan entre, aunque cuando las flores ya estan en florero este
fendbmeno se da en menor grado (Mascarini, 2005). Existe una correlacion positiva
entre el largo del tallo floral y los dias en que abre la flor. La floracién del capitulo
comienza con la apertura del receptaculo. La apertura de las flores en las cabezuelas
tiene lugar del borde hacia el interior. Primero se desarrollan las flores liguliformes y
luego las femeninas pistiladas, en las cuales después de cierto tiempo comienzan a
aparecer los cuellos de los pistilos. Pasado algunos dias, se abren las flores
masculinas tubuladas y se esparce el polen (Aswath, 1998). Las flores hermafroditas

de gerbera (flores tubuladas de los anillos exteriores) son prematuras, porque el

polen madura antes del estigma, cuando la flor todavia se encuentra en forma de
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boton. Esta forma de maduracion de los distintos 6rganos generativos de la gerbera
dificulta la autopolinizacion de las flores de la misma inflorescencia. Solo las flores
liguliformes y las tubuladas exteriores estan aptas para la fecundacion y formacion de

semillas (Figura 12) (Cardoso et al., 2012).

Después de la polinizacion, la corona, los estambres y el cuello del pistilo se caen,
formandose un aquenio (fruto), el cual estd rodeado por una corona de pelos del
vilano que sirven de ayuda para su transporte por el aire (Figura 13) (Oszkinis y

Lisiecka, 1990).

Vilano

Aquenio

Figura 13. Estructura externa de fruto de Gerbera L.

2.3. Mejoramiento genético

El mejoramiento genético tiene el objetivo de generar genotipos de plantas
superiores a las utilizadas actualmente en ciertas condiciones ecoldgicas. Dicha
mejora, dependiendo de la especie y su forma de reproduccion, se enfoca en primer
término a la seleccion de genotipos con variabilidad genética para su posterior disefio
de cruzamientos, obtencion y seleccion de materiales hibridos sobresalientes, los

cuales para ser identificados como un nuevo cultivar, son sujetos a varios ciclos de
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evaluacion, seleccion y recombinacion haciendo el proceso mejoramiento
relativamente lento. Atributos sobresalientes en el fitomejoramiento son el aumento
de rendimiento, produccion, tolerancia a la acidez del suelo, la toxicidad, resistencia
a plagas, déficit de agua, mejora de la calidad, aumento en la eficiencia fotosintética

y efectos estéticos en hojas y flores (Pinto, 1995).

La mejora de plantas ornamentales se lleva a cabo tradicionalmente por empresas
privadas, quienes han desarrollado sus genotipos a través de mejoramiento
tradicional por cruzamientos y selecciéon de los mejores individuos, sin embargo,
existen otras técnicas como la mutacion, la variacion somaclonal y la ingenieria
genética, mismas que han generado éxito en el desarrollo de nuevos hibridos. Sin
embargo, la técnica méas utilizada para Gerbera es la hibridacion y la seleccién de
genotipos élites que se han propagado por cultivo de tejidos (Nagaraju, Srinivas y

Lakshmi, 1998).

El mejoramiento genético de la gerbera comenzé a finales del siglo IXX, en
Cambridge Inglaterra, cuando Richard Lynch, cruz6 G. jamesonii con G. viridifolia
(Sobral, 1996). El conocimiento de la herencia de algunos caracteres como el color
de la planta, que son independientes del rendimiento, son muy importantes para la
produccion comercial de capitulos florales de gerbera (Prajapati et al., 2014).
Investigaciones sobre heredabilidad de caracteres en la gerbera son escasas, sin
embargo, se destacan los trabajos conducidos por (Rezende et al., 2009). El citado
autor estudid los parametros genéticos y ha construido una serie de indices de

seleccion en la gerbera.
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El mejoramiento genético de gerbera se realiza a través de semillas, es
recomendable evitar la autofecundacion y recurrir a retrocruzamientos entre
individuos alejados genotipicamente para conseguir una gran cantidad de semilla y
descendientes vigorosos. Las condiciones climaticas mas favorables se dan con
temperaturas ligeramente elevadas, entre 21 y 24 °C y una humedad relativa entre el
60y 70 % (Leffring, 1973, Infoagro, 2016). Desde la polinizacion, la cual se realiza de
manera artificial, hasta la maduracion de la semilla transcurren de cuatro a ocho
semanas, obteniéndose de 40 a 100 semillas por capitulo. ElI poder germinativo se
reduce al 50 % después de tres meses y al 75 % después de seis meses (Deyue,

1999).

2.3.1. Genética de la gerbera

Gerbera hibrida es una planta diploide con un valor de ADN 2C estimado en 5.1 pg
(alrededor de 5,0 Gb), ligeramente méas pequefio que la lechuga (Lactuca sativa; 5,5
pg: 5,4 Gb) y el maiz (Zea mays, 5,4 pg: 5,3 Gb) (Bennetzen et al.,, 2001). En el
mercado de las flores las gerberas se venden como una sola inflorescencia, con
capitulos que pueden ser sencillos, dobles o semidobles. Existen tres alelos (CRD,
Cr, Sp) con dominancia incompleta los que controlan los tipos florales entre las
variedades y s6lo un gen dominante (Dc) que controla el color (verde/negro) del

disco (Kloos et al., 2005).

2.4. Métodos de hibridacién en el cultivo de Gerbera L.

La gerbera fue descubierta en 1878 cerca de Barberton (Sudafrica) y se refiere por lo
tanto en la comunidad de habla inglesa como la Barberton Daisy o la Margarita del

15
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Transvaal. Jameson envié la planta a los jardines botanicos en Cambridge,
Inglaterra. Donde Lynch la cultivo por primera vez, y realizd las primeras
hibridaciones en esta planta, cruzando G. viridifolia, como resultado obtuvo la
primera planta hibrida a la que llamo “Florencia”, misma que posteriormente fue
nombrada como su lugar de su origen, " Gerbera cantabrigiensis". En 1891, la
empresa francesa de ADNET recibe un certificado de 12 clase de la Royal
Horticultural Society, por haber obtenido hibridos con colores variados y uniformes y
obtener una de las variedades mas importantes de su momento, conocida como
“‘DIEM”. Posteriormente las empresas Veitch y Sons Chelsea (Inglaterra) asumieron
el control de la distribucion de las semillas y plantas. En 1909 la misma empresa
realizo mas de 3000 polinizaciones documentandose por primera vez los
progenitores y sus caracteristicas, estos datos se publicaron en la revista “Mullers
Deutscher Gartnerzeitung", revista de jardineria alemana. Mientras tanto en Estados
Unidos en 1987 Jaenicke propago una gerbera producto de un cruce de G.
jamesonii, llamada “Gigantea” flor de color rojo escarlata de 12 cm de diametro y 100
cm de tallo, obteniendo un certificado por la innovacion. Jaenicke (1897) propago y
reprodujo la gerbera en Nueva York (Estados Unidos). En el otofio de 1908, una
inflorescencia llamada Gerbera jamesonii "Gigantea" fue introducida en el mercado.
Para 1909 en Londres, Berlin y Paris la Gerbera junto con los claveles eran

consideradas como una de las flores de corte mas valiosas (Codd, 1979).

Después de la primera guerra mundial, el mejoramiento de la gerbera se retomo
nuevamente en Alemania y luego este proceso contindo por Horning en Steinheim.

Poco a poco la inflorescencia aumento continuamente en tamafo y rendimiento a
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través de la estrategia de mejoramiento y seleccion mas o menos selectiva. La forma
del capitulo fue mejorada y los colores se convirtieron mas luminosos. Sin embargo,
a pesar de todos los esfuerzos la gerbera permaneciéo muy variable en forma, color y
rendimiento. La homogeneidad en la semilla no podria lograrse. Tiempo después las
gerberas llegaron a Nordwijk (Holanda) importadas de Estados Unidos y de Sudafrica
por Alkemade y Zones (Oszkinis y Lisiecka, 1990). En los afios siguientes varias
empresas se fusionaron en Holanda y Dinamarca y lograron una exitosa seleccion.
En México el primer reporte de mejoramiento de gerbera lo hace Rivera et al., en
2019 en el articulo “Aptitud combinatoria y heterosis en gerbera” donde evalua

nuevos hibridos.

El concepto de hibridacibn desde el punto de vista genotécnico, consiste en
desarrollar nuevas variedades de plantas que deberan tener combinaciones de
caracteres distintos a las de los progenitores desde los mas simples que afectan
caracteres cualitativos, hasta los mas complicados en donde, por medio de la

hibridacién obtener rendimientos mas elevados (Figura 14) (Cardoso et al., 2012).

La hibridacion se efectia generalmente con objeto de estudiar la forma en que se
heredan los caracteres. Por tanto, es importante elegir plantas con caracteres
contrastados. Tales como los distintos colores y formas de capitulos florales para
estudiar posteriormente la progenie y determinar cOmo se comportan estos
caracteres en la herencia. Por eso es importante que antes de trabajar en
mejoramiento genético de las plantas con fines economicos, lo primero es estudiar el
material disponible y dentro de estas observaciones, tomar en cuenta la variabilidad

natural y posteriormente se puede empezar a realizar hibridos (Cardoso et al., 2012).
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Figura 14. Proceso de hibridaciéon en Gerbera (emasculacion (a), polinizacion (b)).

El mejoramiento de la gerbera se basa en la reproduccién sexual, hibridacién y
seleccion. En los pogramas de mejoramiento de esta especie se busca entre otras
cosas, mejorar las propiedades estéticas (color y forma de la flor), estructura de la
inflorescencia, tiempo de floracién, vida util, resistencia a plagas y enfermedades

(Teeru, Elomaa, Kotilainen y Albert, 2006).

2.5. Caracterizacién morfologica

Las colecciones de germoplasma son muy Uutiles como una fuente de variabilidad
genética de los programas disponibles de mejora. Sin embargo, si las colecciones no
se caracterizan su uso es poco practico (Mario, Linde y Maroun, 2005). Los trabajos
de caracterizacién de germoplasma, basado en caracteres morfoldgicos, genéticos y
agronémicos tienen el objetivo de determinar la fuente de variabilidad genética
disponible para programas de mejoramiento (Chung et al., 2001) La informacion

obtenida de una coleccién de genotipos puede ser utilizadas por un gran nimero de
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cientificos de diferentes areas de investigacion, llamense taxdbnomos, genetistas y
por supuesto, el fitomejorador, para la eleccion de materiales de valor agronémico

(Burt, Williams, 1980; Moreira, Santos y Oliveira, 1994).

De acuerdo a Franco (2003), el primer paso para la caracterizacion de la variabilidad
detectable visualmente se divide en: caracteristicas responsables de la morfologia y
la arquitectura de la planta utilizadas en un principio para la clasificacion botanica y
taxondémica y una serie de caracteristicas relacionadas especialmente con aspectos
de manejo agronémico y de produccion de la especie que son de interés para
mejoradores y agrénomos. Como segundo paso debe ser la caracterizacion
molecular, donde se identifican las funciones internas de la célula; esto a través de
técnicas de marcadores moleculares (Benemann et al., 2012). En la actualidad se
han realizado trabajos de caracterizacion morfolégica en diferentes cultivos o
especies, tales como en 22 muestras silvestres y cultivadas de chia (Salvia
hispanica) (Hernandez y Miranda, 2008), en 36 poblaciones nativas de calabaza
(Cucurbita spp) cultivadas en el centro-oriente de Yucatan (Canul, Ramirez, Castillo y
Chévez., 2005), en 7 cultivares de frijol criollo colectados en la region del Chontalpa,
Tabasco, México y 14 cultivares mejorados (Phaseolus vulgaris L.) (Vidal, Lagunes,
Valadez y Graner., 2006). México es el primer pais que clasifico sus razas de maiz
(Smith et al., 1990) y en el mismo sentido, en 2005 se caracterizaron materiales de
maiz (Zea mays L.) colectados en los estados de Jalisco, Nayarit, Michoacan y
Sinaloa (Martin, et al., 2008), solo por mencionar algunos. En Gerbera Cardoso en
2012 caracterizd 13 hibridos; Rusinowski, et al (2012) caracteriz6 32 genotipos

comerciales de gerbera ambos trabajos desarrollados en Brasil.
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Caracterizacion mediante marcadores morfolégicos

Los marcadores morfologicos se definen como las caracteristicas fenotipicas de
sencilla identificacion visual tales como forma de hoja, pubescencia, color de fruto,
entre otros. Muchos de ellos se convierten en importantes descriptores a la hora de
inscribir nuevas variedades. Este tipo de marcadores contribuye al desarrollo tedérico
del concepto de ligamiento genético y a la construccion de los primeros mapas
genéticos de plantas (por ejemplo, en tomate y maiz). En la actualidad, la
caracterizacion se realiza considerando las caracteristicas morfolégicas. Pero los
marcadores moleculares son excelentes herramientas para promover esta

caracterizacion a nivel molecular (Souza, Menezes, Silva, Paz y SA, 2005).

Para el desarrollo de este trabajo se consideron los marcadores morfolégicos de
acuerdo a la Unidén Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales
(UPQV, 2002), organizacion intergubernamental con sede actual en Ginebra (Suiza).
La UPOV fue creada por el Convenio Internacional para la Proteccion de las
Obtenciones Vegetales. El convenio fue adoptado en Paris en 1961 y fue revisado en
1972,1978 y 1991. EIl objetivo del Convenio es la proteccion de las obtenciones
vegetales por un derecho de propiedad intelectual (UPOV, 2017). México suscribi6 el
Convenio de la UPQV el 9 de agosto de 1997, la entidad de enlace o representante
mexicano con esta organizacion es el Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion
de Semillas (SNICS, 2018), 6érgano desconcentrado de la SAGARPA, encargado de
normar y vigilar el cumplimiento de las disposiciones legales en materia de semillas y

variedades vegetales (UPOV, 2017).
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2.5.1. Tipos de caracteres

2.5.1.1. Cualitativos

Las caracteristicas o rasgos mendelianos clasicos o cualitativos son facilmente
clasificados en distintas categorias fenotipicas. Estos fenotipos estan bajo un control
genético de un solo gen 0 muy pocos genes y con ninguna o pocas modificaciones

ambientales que oscurezcan el efecto de los genes (Stansfield, 1984).

Uno de las caracteristicas morfolégicas méas importantes para los productos
floricolas, es el color, debido a que es un atractivo visual, tanto para el consumidor
como para el mercado (Tujkens y Schouten, 2009). El color es proporcionado por
pigmentos como la clorofila, que es la molécula principal que genera el color verde;
los carotenoides el color amarillo, naranja o rojo; en tanto que las antocianinas
generan colores rojo, purpura y azul, en la mayoria de las flores (Wills, McGlasson y
Joyce, 2007). Los elementos del color son representados por la luminosidad (L*), del
blanco al negro en una escala de 0 a 100; la cromaticidad (C*), que es el grado del
gris hacia el color cromatico puro; y el matiz (H*), que determina el color: rojo,

naranja, amarillo, verde, etc. (Maguire, 1992).

2.5.1.1. Cuantitativos

Los caracteres o0 rasgos métricos, poligénicos o multifactoriales son determinados
por muchos genes, cada uno contribuyendo con pequeia cantidad al fenotipo y sus
efectos individuales no pueden ser apreciados por los métodos mendelianos y son

altamente influenciados por el medio ambiente, como consecuencia su manifestacion
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fenotipica ofrece una variacion continua, que generalmente se ajusta a la distribucion

normal estadistica (Marquez, 1985; Stansfield, 1984).

2.6. Caracterizacién molecular

Desde siempre el hombre debido a su necesidad de alimentacién ha seleccionado y
mejorado especies basandose en el fenotipo. Las mejoras genéticas fueron posibles
debido a la variabilidad genética y a la heredabilidad, a la intensidad y tipo de
seleccién aplicada. Sin embargo no se conocian aspectos como el numero de genes
y el efecto de ellos en la expresion de algun caracter (Bhatia, Singh, Jhang y
Sharma, 2009). Actualmente la aparicidbn de los marcadores moleculares ayuda a
eliminar los inconvenientes de una seleccion basada solo en los fenotipos (Shimada

et al., 1990).

Los marcadores moleculares son biomoléculas que se pueden relacionar con un
rasgo genético. Las biomoléculas que pueden ser marcadores moleculares son las
proteinas (antigenos e isoenzimas) y el ADN (genes conocidos o fragmentos de
secuencia y funcion desconocida). Cuando varios marcadores moleculares se
asocian inequivocamente con un rasgo genético, se dice que forman un QTL (loci de
rasgos cuantitativos o cuantificables) (Rojas et al., 2015). Un marcador molecular
monomorfico es invariable en todos los organismos estudiados, pero cuando
presenta diferencias en el peso molecular, actividad enzimatica, estructura, o sitios
de restriccion, se dice que es polimérfico. Un marcador molecular es un segmento de

ADN con una ubicacion especifica en un cromosoma (punto de referencia) cuya
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herencia puede seguirse en individuos de una poblacion. La secuencia puede

pertenecer a regiones codificantes (genes) o sin funcion conocida, (Souza, 2005).

Durante los afios comprendidos entre 1960 y 1970, los marcadores biogquimicos,
especialmente proteinas de almacenamiento y enzimas se utilizaban mucho para
estudios de genética de poblaciones, la caracterizacion de germoplasma y mapeo
genético (Fernandez, Figueras y Benito, 2002 y Escandén, Pérez de la Torre,
Acevedo, Marcucci-Poltri y Miyajima, 2005b). Los autores mencionados con
anterioridad ampliaron el conocimiento de la estructura y heterogeneidad genética
entre poblaciones de diferentes variedades y especies de distinto origen geografico.
Pero, la técnica presenta la limitaciéon de que no detecta el polimorfismo suficiente
entre variedades o especies préximas debido a la presencia de proteinas resultado
de la expresion génica, que varia entre tejidos, etapa de desarrollo, medio ambiente
y de una época del afio. Los avances de la tecnologia del ADN recombinante han
permitido el desarrollo de los marcadores moleculares basados en el ADN, donde se
logra la estabilidad en la identificacién de especies y variedades (Picca, Helguera,

Salomon y Carrera, 2004).

En la actualidad, se puede obtener un numero practicamente ilimitado de marcadores
en cualquier organismo vivo que permiten analizar la totalidad de la informacion
genética, es decir el genoma de un organismo. Para describir los distintos tipos de
marcadores moleculares, se sigue una clasificaciéon de acuerdo con las metodologias
gue emplean para su deteccion. Todas estas técnicas parten, como primer paso, de

extraer ADN genomico de la planta en estudio. El uso de marcadores moleculares
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permite la seleccidn de nuevos cruzamientos lo que aumenta considerablemente la

eficacia de un programa. (Ferreira y Grattapaglia, 1995).

2.6.1. Marcadores genéticos

Los marcadores genéticos en una planta consisten en la diferencia fenotipica
controlada geneticamente, y a su vez utilizada en el andlisis genético (Nuez, 2000).
Por lo tanto, se aplica el hombre marcador a toda secuencia de ADN con funcién
(locus) o sin ella (secuencia cercana al locus), que se utiliza para indicar la presencia
cercana de un gen de interés que debe ser detectable, polimérfico, con variacion en
la secuencia de ADN o en la proteina y cuantificable (Cubero, 2003; Nuez, 2000).
Una diferencia, ya sea fenotipica o genotipica, puede actuar como marcador genético
si identifica en un individuo caracteristicas del genotipo, del fenotipo, o de ambos y si,
ademas, puede hacerse seguimiento a su herencia a través de varias generaciones.
Es posible que un caracter genético no tenga efectos observables en el
comportamiento de un individuo (Edwards y McCouch, 2007). A veces, sin embargo,
este caracter puede estar ligado a otros caracteres (o correlacionado con ellos) que
son mas dificiles de medir y afectan el comportamiento del individuo. En tales casos,
estos caracteres genéticos no observables pueden usarse como marcadores
genéticos de caracteres que estan ligados a ellos, porque indican indirectamente la
presencia de una caracteristica de interés o en estudio. Puede haber una correlacion
entre los dos tipos de caracteres, y ésta se conoce mediante un analisis de herencia,
es decir, el estudio de la distribucion de la caracteristica tanto en los progenitores

como en su descendencia. Un ejemplo de esto es el mapeo genético, basado en la
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segregacion de un caracter, evaluado en una poblacion de mapeo (Nuez, 2000;

Cubero, 2003).

Propiedades de los marcadores moleculares

El andlisis de la diversidad genética y de las relaciones inter e intra poblaciones de
especies es la tarea central para muchas disciplinas de las ciencias bioldgicas.
Durante las ultimas tres décadas, las estrategias clasicas para la evaluacion de la
variabilidad genética, tales como la anatomia comparativa, morfologia, embriologia y
fisiologia, progresivamente han sido complementadas por las técnicas moleculares
(Jorasch, 2004). Estas incluyen, por ejemplo, el analisis de los constituyentes
quimicos también llamado metabol6émica y protedmica. Pero, el mayor aporte lo
brinda la utilizacion de los marcadores moleculares (Nybom, 2004). Esta técnica se
basa en que los polimorfismos son detectados a nivel de secuencia del ADN, ya sea
nuclear, o del ADN de mitocondrias o cloroplastos, por lo que su numero seria
potencialmente ilimitado (Agarwal et al., 2008). Un aspecto importante en definir la
técnica de marcadores moleculares a utilizar lo aporta su sensibilidad. La cual
consiste en su capacidad de generar el mayor niumero de bandas posibles por
variable de ensayo. La utilidad de un marcador depende del contenido de
informacion y del nimero de marcadores generados por éste (Sobral, 1996, Shiragur,

2009).

Aplicaciones de los marcadores moleculares

Los polimorfismos de ADN son ampliamente utilizados en todos los aspectos de la

genética moderna debido a que proporcionan un gran numero de marcadores
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genéticos de facil acceso para el mapeo genético y otros fines. A continuacion se

desglosan sus aplicaciones en la genética moderna (Nuez 2000, Borém, 2006).

1)

2)

3)

4)

Identificacion de individuos: Los polimorfismos de ADN tienen una aplicacion
como una forma de tipificacion de ADN (ADN fingerprinting) para identificar los
diferentes individuos en una poblacion. Analisis de ADN se utilizan para
determinar el grado de relacion genética entre los organismos individuales de
una poblacién (Williams et al., 1990).

Mejora de plantas domesticadas. Mejoradores de plantas utilizan a los
polimorfismos del ADN como marcadores genéticos en estudios de pedigri
para identificar, mediante el mapeo genético, los genes que se asocian con
rasgos favorables a fin de incorporar estos genes en variedades mejoradas
(Wels y McClelland, 1990).

Historia de la domesticacion. Los mejoradores de plantas también estudian los
polimorfismos genéticos para identificar a los antepasados silvestres de
plantas cultivadas, asi como para inferir las practicas de seleccion artificial que
dieron lugar a cambios genéticos en estas especies durante la domesticacion
(Weising et al., 2005).

Estudios poblacionales. Los polimorfismos de ADN se utilizan para evaluar el
nivel de variacion genética en diversas poblaciones de organismos que
difieren en la organizacion genética (procariotas, eucariotas, organulos),
tamafo de la poblacion, estructura mejorada, o la historia de los caracteres,

los mismos son usados dentro de las subpoblaciones de una especie como
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indicadores de la historia de la poblacion, los patrones de migracion (Singh y
Srivastava, 2010).

5) Relaciones evolutivas entre especies. Las diferencias en secuencias de ADN
homologas entre las especies es la base de la sistematica molecular, en la
que las secuencias son analizadas para determinar la historia ancestral
(filogenia) de las especies y para determinar el origen de los tipos
morfologicos, de comportamiento, y otras de las adaptaciones que han surgido
en el curso de la evolucion (Romano y Carneiro, 1998).

6) ldentificacion de patdgenos. Los estudios en el area molecular, han permitido
que los procedimientos para la deteccion e identificacién de fitopatdogenos
sean mas rapidos, especificos y confiables, teniendo un fuerte impacto en
programas de proteccion y certificacion de plantas, en cuanto al mejor
entendimiento de la ecologia y la epidemiologia de los fitopatogenos (Ye et al.,

1990).

Principales propiedades de los marcadores moleculares

Los métodos moleculares tienden a complementar los analisis tradicionales, al hacer
que el numero de caracteres a analizar sea virtualmente ilimitado, y de una
resolucion tal, como para detectar cambios en un unico nucleotido (Debener, Bartels
y Mattiesh, 1996). Los marcadores moleculares difieren en muchos aspectos y por
consiguiente deben ser elegidos y analizados diferencialmente de acuerdo al material

y objetivo de estudio.
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Cuadro 1. Principales propiedades de los marcadores morfolégicos y moleculares

Propiedad

e Sensibilidad (alto namero de e Comportamiento selectivamente neutro

fragmentos amplificados por iniciador). (i.e. sin efectos pleitrépicos, las
sustituciones alélicas no tienen efectos
fenotipicos).

e Moderado a alto polimorfismo e No sujeto a influencias ambientales (i.e.
(multialélico). ser independiente del ambiente en que

vive el individuo o de su etapa de
desarrollo).

e Herencia codominante (lo que permitiria e Detectables en cualquier etapa del
la discriminacion de los estados homo y desarrollo.
heterocigotos en organismos diploides).

e Asignacion inequivoca de los alelos. e Ensayos faciles y rapidos (por ejemplo

por procedimientos automatizados).

e Distribucion frecuente y uniforme en e Alta reproducibilidad.
todo el genoma.

e Discriminante (que detecte diferencias e Intercambio sencillo de datos entre
entre individuos estrechamente laboratorios.
relacionados).

e No epistatico (se puede leer el genotipo e Bajo costo tanto para el desarrollo de
a partir del fenotipo, los marcadores como de los ensayos.
independientemente del genotipo de
otros loci).

Hasta el momento, no hay un marcador que cumpla con todos los requisitos (Cuadro
1). Sin embargo, se puede elegir entre una gran variedad, que pueden utilizarse tanto
solos como combinados a fin de obtener las caracteristicas mencionadas
anteriormente. De todos modos, el tipo de marcador a utilizar dependera de las
necesidades de cada investigacion (Arif et al., 2010). Estas ventajas no implican que
la informacién tradicional utilizada para caracterizar la biodiversidad no sea valiosa,
por el contrario, los datos morfolégicos y fisiologicos son complemento de
informacion altamente requerida para caracterizar recursos genéticos (Cuadro 2)

(Debener, Bartels y Mattiesh, 1996).
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Cuadro 2. Comparacion entre los marcadores morfolégicos y moleculares

Marcadores Morfol6gicos Marcadores Moleculares
Influencia del medio ambiente Sin influencia del medio ambiente y neutros
Numero de marcadores limitados Numero de marcadores ilimitados
Baja cobertura del genoma Amplia cobertura del genoma
Bajo nivel de polimorfismo Alto nivel de polimorfismo
Caracteres de madurez Andlisis en fases tempranas
Menos informativos (dominantes o recesivos Mas informativos (en general codominantes)
Entrenamiento y subjetividad Sencillos, rapidos y objetivos

2.6.1. Tipos de marcadores moleculares

RFLP (Polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion). Esta
técnica, desarrollada a finales de los 70, se basa en la deteccion de fragmentos de
ADN de distinto peso molecular (por digestién con la misma enzima de restriccion) en
diferentes organismos. Los fragmentos mas faciles de analizar son los pequefios
derivados de la digestion del genoma de las mitocondrias o los cloroplastos, puesto
que delesiones o sustituciones pueden alterar significativamente el patrén de bandas
identificable por electroforesis en geles de agarosa, donde migran de acuerdo con su
peso molecular. En cambio, para moléculas de ADN de mayor tamafo, como el ADN
gennomico, el patron de bandas es tan complejo que es necesario utilizar sondas
especificas para visualizar sélo ciertos fragmentos mediante la técnica de Southern
Blot. Las sondas de ADN para esta técnica suelen corresponder a genes
previamente conocidos, aunque a veces se usa ADN preparado a partir de
amplificaciones inespecificas. Aunque la RFLP evalta sélo un tipo de polimorfismo

en cada ensayo, el resultado es muy preciso. Los primeros mapas gendémicos
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basados en la distribucion fisica de los genes en vez de la frecuencia de
entrecruzamiento se hicieron utilizando esta técnica. Cuando se emplea la PCR en
lugar de sondas radiactivas para visualizar los polimorfismos, se le denomina PCR-

RFLP (Panwar, Singh, Sonah y Deshmekn, 2015).

AFLP (Polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados). Esta
técnica se desarrollé en 1995 y combina el uso de enzimas de restriccion y
oligonucledtidos para PCR, de manera que se obtienen marcadores moleculares muy
especificos sin necesidad de conocer la secuencia con anterioridad (Romero, 2009).
El ADN se corta con dos enzimas de restriccion, una de corte muy frecuente, y otra
de corte poco frecuente (Mba y Tohme, 2005). A los fragmentos se les ligan
oligonucledtidos de extremos compatibles con las enzimas usadas y se amplifica por
PCR. Jugando con la complementariedad del oligonucledtido con el sitio de
restriccion se puede disminuir o aumentar el numero de bandas amplificadas
(Tatikonda et al., 2009). Una ventaja especial de esta técnica es que es capaz de
generar muchos marcadores moleculares en una sola reaccion. Por eso el resultado
debe resolverse en un gel de poliacrilamida de alta resolucién, puesto que no se
resolverian en agarosa. Esta técnica ya se ha usado con éxito en papa (Solanum

tuberorum L.), y cebada (Hordeum vulgare L.) (Mba y Tohme, 2005).

RAPD (ADN polimérfico amplificado al azar): Es una de las técnicas mas versatiles
desde que se desarrollo en el afio 1990. Se usa una coleccion de decanucleotidos
para amplificar por PCR areas especificas distribuidas al azar por el genoma. Su
pequefiez y la baja temperatura de alineamiento (36 °C) aseguran su unién a

infinidad de secuencias en el genoma para conseguir amplificar muchos fragmentos
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de ADN. Estos fragmentos se pueden separar en geles de agarosa para obtener
perfiles electroforéticos que variaran segun el polimorfismo de los distintos individuos
0 grupos de individuos, y proporcionaran una huella dactilar caracteristica
(Yamagashi, 1995). Es muy comoda, rapida, necesita poco ADN que ademas no
requiere alta pureza, no presupone conocimientos previos sobre la secuencia, y se
pueden distinguir rapida y simultaneamente muchos organismos. Esta tecnologia ha
sido utilizada para la catalogacion de frutos, seleccion de variedades, y diferenciacion
de lineas clonales. La técnica de RAPD es una variante de PCR que utiliza un solo
oligonucledtido de 10 pb que hibrida al azar con el ADN en estudio. Para que se
genere un fragmento RAPD es necesario que el oligonucledtido iniciador hibride en
las dos cadenas del ADN en orientaciones opuestas suficientemente cercanas
(menos de 3000 pb) como para permitir la amplificaciébn. La secuencia del
oligonucledtido es aleatoria al igual que los sitios de hibridacién en el ADN, por lo

tanto, la secuencia amplificada es desconocida (Arif et al, 2010).

El polimorfismo que se observa entre distintos individuos consiste en la presencia o
ausencia de fragmentos de ADN amplificado debido a mutaciones en el sitio de
reconocimiento del iniciador, deleciones o inserciones (Williams et al, 1990). Este
marcador no permite diferenciar individuos heterocigotos, por lo que es un marcador
dominante. Los marcadores RAPD estan basados en una técnica sencilla, de bajo
costo de implementacion, automatizable y no radioactiva (Sehrawat et al., 2003). A
diferencia de los marcadores basados en PCR convencional no se requiere
informacion nucleotidica previa para su desarrollo, se dispone de un namero ilimitado

de marcadores y el nivel de loci polimérficos es alto (Arif et al, 2010). Los marcadores
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RAPD se han utilizado para detectar variaciones gendmicas dentro y entre las
variedades de papa, donde se probaron 160 cebadores, de los cuales ocho
mostraron patrones de banda amplificados consistentes entre las plantas con
variaciones dentro y entre cultivares (Da-Mata et al, 2009). También la diversidad
genética se evalué mediante marcadores RAPD y caracteres morfoagronémicos para
un total en 42 accesiones de gerbera (Gerbera jamesonii) empleando un conjunto de
12 pares de cebadores [Da Mata, 2009). Otro estudio es en Germoplasma de
Plantago spp, con 80 accesiones, donde se utilizaron 20 cebadores RAPD (Singh,

Lal y Shasany, 2009).

Recientemente, los RAPD se han utilizado para estimar la diversidad genética en
varias especies de plantas en peligro de extincién (Lu et al., 2006; Zheng, Wang,
Meng y Liu, 2008). La principal desventaja de los marcadores RAPD es su baja
reproducibilidad entre laboratorios, en el sentido de que pequefias modificaciones en
la técnica como, por ejemplo, concentracion de ADN inicial, modelo de termociclador,
origen de ADN Polimerasa termoestable, etc., pueden alterar el patrén de fragmentos

de ADN generados por RAPD de una muestra (Yamagishi, 1995).

Extraccion de ADN

El (dcido desoxirribonucleico) esta presente en tres organulos celulares vegetales,
mitocondrias, cloroplastos y nucleo. La extraccion de ADN de la planta es el primer
paso para el uso posterior de la misma en diferentes técnicas moleculares. Por lo
tanto, este paso es muy importante para que el objetivo se logre con éxito (Romano y

Brasileiro, 2003).
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Electroforesis

Alexander Reuss realiz6 las primeras observaciones del principio de la electroforesis
en 1807, a través de un campo eléctrico donde las particulas positivas se movian
hacia el campo negativo y viceversa. Por lo tanto, la electroforesis se define como la
migracion de una particula cargada bajo la influencia de un campo eléctrico. La
electroforesis en gel es un método que separa a través de cargas eléctricas y otras
propiedades fisicas macromoléculas tales como acidos nucleidos y proteinas. Esta
técnica es usada para la identificacion de moléculas de ADN a través de patrones de
bandas, para determinar la diferencia genética y la relacion evolutiva entre especies
de plantas y/o animales. La electroforesis en gel de agarosa es un método usado en
bioquimica y biologia molecular para separar molecularmente ADN o ARN basado en
el tamafio; sin embargo, las proteinas pueden también ser separadas en geles de
agarosa. La separacion de las moléculas es lograda por el movimiento de las
moléculas de &cido nucleido cargadas negativamente a través de una matriz de
agarosa en un campo eléctrico. Las moléculas mas pequefias se mueven mas rapido
y migran una distancia mas larga que las moléculas mas grandes. Un gel de agarosa
permite la separacion de ADN digerido por enzimas de restriccion, secuencias de
ADN, y productos de PCR para evaluar la amplificacion del ADN objetivo, estimar el
tamafio de las moléculas de ADN con un marcador de ADN o “ladder” (que contiene
los fragmentos de ADN de varios tamafos conocidos), la calidad del ADN por
observacion de ausencia o presencia de fragmentos o contaminacion por bandas de

ADN.
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Las ventajas son que el gel es facilmente vertido, no se desnaturalizan las muestras,
las cuales también pueden ser recuperadas. Sin embargo, las desventajas son que
los geles pueden fundirse durante la electroforesis, el buffer puede agotarse, y
diferentes formas de material genético pueden tratarse cuando su forma no es
predecible. Dependiendo del tamafio y la aplicacion del ADN a someterse a
electroforesis, se pueden utilizar diferentes buffers. Uno de los mas comunes es el
CTAB al 2 %, este buffer, modificado a partir de métodos descritos por Murray y
Thompson (1980) es de simple preparacion y se ha utilizado con éxito en una amplia
gama de especies monocotiledoneas y dicotiledoneas. EI método se puede utilizar
con tejido fresco o seco. Los productos normalmente estan en orden de 100-200
mg/g de tejido fresco (Doyle y Doyle, 1990). La extraccion con CTAB es muy

eficiente, produciendo grandes cantidades de ADN para su almacenamiento.

PCR (Reaccidén en cadena de la polimerasa)

La técnica de PCR (Reaccidén en cadena de la polimerasa), que se desarroll6 en
1988, permite amplificar selectivamente un segmento especifico de ADN, hasta
obtener una cantidad suficiente para su posterior manipulacion y ha surgido como
una opcion para el uso de marcadores moleculares (Ferreira y Grattapaglia, 1995).
Esta reaccion creada por Kary Mullis en 1983 consta de tres pasos con temperaturas
especificas que permiten la desnaturalizacion del ADN gendmico, recocido con el
mismo cebador o cebadores (fragmentos ADN sintético que funcionan como
cebadores para la sintesis de fragmentos de ADN genomico) y la extension de los

fragmentos de ADN.
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Componentes de la PCR

ADN: muestra de la cual queremos obtener una copia de un fragmento (ADN que

gueremos amplificar), se conoce como ADN molde.

ADN polimerasa: enzima capaz de generar una copia de ADN a partir del ADN
molde. Esta reaccion de lleva acabo con un tampon apropiado para la enzima
polimerasa. Se afiaden cationes divalentes generalmente en Cloruro de magnesio

como cofactores de la polimerasa (Laurentin y Karlovsky, 2007).

Iniciadores de la reaccion: Las enzimas ADN polimerasas Unicamente son capaces
de anadir nucleotidos al extremo 3’ libre de una doble cadena de ADN. Son
necesarios por tanto moléculas (cebadores) cortas (entre 10 y 30 bases) de ADN de
cadena sencilla. A los iniciadores también se les conoce con el nombre de primers o

cebadores (Spooner, Nufiez, Rodriguez, Naik y Ghislain, 2005).

Nucleétidos libres: necesarios para que la ADN polimerasa pueda crear una nueva
cadena complementaria a la cadena molde, mediante la adicién de nucleétidos al
extremo 3" libre del primer que se ha unido a la cadena. Los nucleétidos se afiaden
en forma de desoxirribonucleésidos trifosfato (ANTPs). Los cuatro dNTPs sirven para
construir las nuevas cadenas de ADN, las variaciones en su concentracion afectan
especificidad y fidelidad. Concentraciones altas hacen disminuir la actividad de la
enzima e incluso pueden llegar a inhibirla. ElI uso de concentraciones
desbalanceadas de DNTPs también afecta la fidelidad, siendo las concentraciones
utilizadas en la mayoria de los casos entre 0,2 a 1Mm (Rodriguez y Barrera, 2004).

Los dNTPs pueden captar iones de magnesio (Mg2+) por lo tanto las
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concentraciones de ambos deben guardar siempre la misma relaciéon (Edwards y

McCouch, 2007).

Solucion amortiguadora: Se emplea, comunmente, concentrada diez veces, por lo
general incluye Tris-HCI (pH=8.4 a temperatura ambiente), KCI, gelatina y MgCI2. Se
recomiendan el uso de adyuvantes, los cuales aumentan la especificidad y fidelidad
de la reaccion, como el dimetilsulfoxido (DMSO) afiadido para disminuir la estructura
secundaria del ADN (Prevost y Wilkinson, 1999), detergentes como el tween 20 o el
Triton X-100, que ayudan a estabilizar la enzima, y, finalmente, el polietilenglicol
(PEG), el glicerol, la formamida, o la seroalbumina bovina, entre otros; aunque en

ningun caso estos ultimos son imprescindibles (Rodriguez y Barrera, 2004).

Magnesio: Tiene una funcion critica en la reaccion, requiriéendose a una
concentracion que oscila regularmente entre 0.5 y 2.5 mM. La concentracién de
MgCl, debe optimizarse para cada ensayo en particular, debido a que puede tener
efecto tanto en la especificidad como en el rendimiento de la reaccion, las
concentraciones insuficientes de Mg*? dan lugar a bajo rendimiento, mientras que en

exceso se obtienen amplificaciones inespecificas (Prevost y Wilkinson, 1999).

Etapas para un ciclo de reaccion

Desnaturalizacion: se realiza mediante un calentamiento a 94 °C, para que se
separe la cadena de doble hélice del ADN. Es muy importante que el ADN molde se
desnaturalice completamente, si la muestra tiene alto contenido de guaninas y

citosinas es recomendable aumentar el tiempo. El sustrato de la enzima de la PCR
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es el ADN de simple cadena que actia como molde para la sintesis de su nueva

cadena complementaria (Rodriguez y Barrera, 2004).

Alineamiento: La ADN polimerasa, necesita del grupo OH- libre en el extremo 3" del
iniciador ya apareado al sitio blanco de la amplificacion, a partir de donde inicia la
sintesis. Este punto constituye el sitio de crecimiento de la cadena complementaria al
molde. Mientras que un cebador (5”) es complementario a la secuencia del extremo
3" de la region del ADN molde a amplificar, el otro es al extremo 3" de la misma, pero
en la cadena opuesta (Rodriguez y Barrera, 2004). EIl alineamiento especifico de
ambos primers se produce a una temperatura determinada por composicion de
bases y oscila entre 36 y 72 °C. Un aumento de temperatura favorece la
especificidad, ya que disminuye las uniones incorrectas de los primers con sitios

apocrifos del ADN molde (Prevost y Wilkinson, 1999).

Extensién: Con el ADN molde de cadena sencilla, la polimerasa empieza a copiar la
hebra, incorporando desoxirribonucleétidos monofosfatos en direccion 5 — 3’
excepto en los sitios donde los iniciadores se aparean. Esta etapa debe hacerse a
una temperatura alta, que es la que coincide con la méaxima actividad de la
polimerasa (72 °C) con lo cual de evitan alineamientos inespecificos de los
iniciadores (Rodriguez y Barrera, 2004). El tiempo de extension depende del tamafio
de la amplificacién, debiendo estimar 1 minuto para alargar 1000 nucledtidos.
Comunmente al finalizar todos los ciclos se realiza un ultimo alargamiento por 5
minutos a 72 °C, para tener certeza de que todos los productos de amplificacion
estan completamente terminados y tengan exactamente la misma longitud (Singh y

Srivastava, 2010).
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2.6.2. Aplicaciéon de los marcadores moleculares en la floricultura

La aplicacion de marcadores moleculares en la floricultura ha permitido la
caracterizacion de al menos 45 géneros de importancia ornamental (Shiragur, 2009).
Alstroemeria (Alstroemeria aurea), Lilium (Limonium sinuatum), Gerbera, Petunia
(Petunia hybrida), Pelargonium (Pelargonium hortorum), Chrysantemun y Rosa

(Escandon, 2010).

Tanto el conocimiento de la diversidad genética de los materiales bajo estudio, asi
como de las relaciones genéticas entre individuos, son condiciones que permiten
complementar las estrategias empleadas para que los programas de mejoramiento y
conservacion sean eficaces. Un programa de mejoramiento comienza a partir de una
caracterizacion adecuada del germoplasma, tomando conocimiento de la base
genética de la cual se dispone y de la variabilidad existente en la misma (Cubero,
2003). Al realizar un programa de mejora genética, las posibilidades de éxito seran
funcion tanto del material de partida como de la eleccion del método apropiado. Por
lo tanto, una eficaz prospecciéon de la variacion disponible y el conocimiento de los
lugares en que podemos encontrarla, brinda informacion clave para los programas de
mejora. Por ello, la formacion, mantenimiento y estudio de colecciones es de la
mayor importancia para las futuras obtenciones vegetales (Cubero, 2003). El uso de
marcadores moleculares para el analisis genético de diversidad y como una
herramienta de seleccion es de alta prioridad en el desarrollo de nuevos cultivares
ornamentales y en el aprovechamiento de la diversidad. La informacion de la
variabilidad genética es importante para la seleccion de los clones parentales y en la
prediccion del desempeiio de los hibridos. La prediccion de la heterosis antes de
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llevar a cabo los cruzamientos permitiria ahorrar un considerable numero de
cruzamientos con la consecuente reduccion de tiempo y recursos (Edwards y Mogg,

2001).

Ademas de estimar la diversidad genética, estas herramientas pueden ser utilizadas
en el mejoramiento genético de las plantas y en la manipulacion asistida por
marcadores moleculares, con vistas de obtener la mayor eficiencia en la
transferencia de los factores genéticos (Panwar, Singh, Sonah y Deshmekh, 2015).
El desarrollo de marcadores moleculares ligados a diferentes caracteristicas de
importancia econémica permite una seleccion indirecta de caracteristicas deseables
en procesos de generaciones segregantes, ademas del desarrollo de mapas

genéticos mediante QTLs (Blair, Panaud y McCouch, 1999).

Ademas de su importancia en el mejoramiento, los marcadores también son
importantes en estudios y andlisis genéticos de plantas (Borém y Miranda, 2005). En
este contexto, los marcadores moleculares son herramientas U(tiles tanto para
detectar variaciones en el genoma, al aunmentar el poder de andlisis genético en las
mismas, como para obtener una huella digital genética o fingerprint con aplicacién en
los derechos de propiedad intelectual. Algunas de las aplicaciones de los marcadores
genéticos en aspecto de la mejora vegetal son la conservaciéon y uso de los recursos
genéticos, la identificacion varietal, el conocimiento y uso del sistema reproductivo,
en la seleccion asistida por marcadores, en el desarrollo de plantas transgénicas y en

la agroindustria (Borém y Miranda, 2005).
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2.6.3. Andlisis de caracterizacion morfolégica

2.6.3.1. Taxonomia

Esta metodologia refiere a un grupo de técnicas cuyo principal objetivo es el de
cuantificar la afinidad entre individuos o Unidades Operativas Taxonomicas (OTUs:
Operational Taxonomic Units) basandose en el estado de los caracteres elegidos y
agrupar las OTUs que presenten propiedades similares (Sokal y Sneath, 1963). De
este modo las OTUs con mayor similitud son mateméticamente reunidas en un
mismo grupo o cluster. Los grupos formados evidencian alta homogeneidad interna
(dentro del cluster) y alta diferenciacion externa (entre clusters) (Crisci y Lopez,

1983).

Las principales caracteristicas de estas técnicas se basan en la Teoria Feneticista, la
cual argumenta que una clasificacion es tanto mas informativa cuanto mejor refleja la
similitud global de un grupo de OTUs, teniendo en cuenta, segun Crisci y Lopez

(1983) las siguientes:

e La clasificacién se realiza con un gran numero de caracteres, tomados de
todos los érganos/tejidos de un organismo y en cualquier momento de su ciclo
vital.

e Todos los caracteres tienen el mismo peso clasificatorio.

e La clasificacién no tiene en cuenta relaciones genealdgicas o filogenéticas.
Por lo tanto, no puede inferirse que los grupos resultantes sean naturales

(descendencia de un ancestro comun).
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e Las clasificaciones se basan en las similitudes fenéticas. Se entiende por
“fenético” cualquier tipo de caracter (morfologico, fisiolégico, anatomico,
citolégico, molecular).

e Puede utilizarse sin conocer la historia evolutiva del grupo de organismos en

estudio.

2.6.3.2. Analisis multivariado

El estudio de las caracteristicas morfologicas a través de la utilizacién de técnicas
estadisticas multivariadas, es importante para estimar la divergencia genética del
conjunto de cultivares disponibles (Gonzalez, 2016); se han utilizado en varios
trabajos en diversos cultivos como maiz (Zea mays) (Martin, et al.,, 2008), trigo
(Triticum spp) (Gawel, Wisniewska y Rafalski, 2002) y frijol (Phaseolus vulgaris)

(Vidal-Barahona, Lagunes-Espinoza, Valadez y Ortiz-Garcia, 2006).

2.6.4. Andlisis de caracterizacion morfolégica

2.6.4.1. Interpretacion genética

El resultado observable del desarrollo de cualquier tipo de marcador es un patron de
bandas (o de picos cuando se obtiene un patron con secuenciadores automaticos).
Cada banda corresponde a la posicion de un fragmento de ADN separado
previamente en funciéon de su tamafo por medio de electroforesis en una matriz
porosa, habitualmente un gel de agarosa o acrilamida. La hipotesis de partida es que

cada banda corresponde a un alelo de un locus determinado. Si el marcador
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analizado es codominante, cada individuo heterocigoto tiene otro alelo situado en
otra posicion del gel, es decir, correspondiente generalmente a un fragmento de ADN
con un numero de bases distinto. Si el marcador es dominante, no es posible
reconocer al individuo heterocigoto frente al homocigoto, y solamente existen dos
fenotipos: el que presenta la banda y el que no la tiene. La presencia de banda es

dominante sobre su ausencia (Langridge y Chalmers, 2004).
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lIl. JUSTIFICACION

La oferta de plantas ornamentales producidas en México, como es el caso de
gerbera, es muy alta en el pais, pero la adquisicion del material vegetativo depende
completamente del extranjero. Esto indica una oportunidad para el sistema cientifico-
tecnoldgico de proporcionar conocimientos a la actividad comercial para que haga un
uso mas eficiente de los recursos y se inicie con la generacion de nuevos materiales,
sin que se tenga que pagar regalia al extranjero por su uso. El uso de métodos para
la identificacion y caracterizacion del fenotipo y genotipo es esencial para los
programas de mejoramiento y para la proteccion de derechos de obtentor de las
patentes sobre las plantas. La proteccién y la introduccién de variedades vegetales
han generado la necesidad de sistemas de identificacion. La caracterizacion es la
base para el trabajo de estimacion en la similitud genética e identificacion de los

cultivares.

43



Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

IV. HIPOTESIS

La caracterizacion morfolégica y molecular de los nuevos hibridos de gerbera

(Gerbera hybrida) permitira la diferenciacion entre los hibridos obtenidos dentro de

un programa de cruzamiento de variedades en el cultivo.
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V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

1) Realizar la caracterizacién morfolégica y molecular de los hibridos de Gerbera

(Gerbera hibrida) obtenidos por hibridacién tradicional.

5.2. Objetivos especificos:

1) Realizar la caracterizacion morfologica de los hibridos obtenidos de Gerbera

(Gerbera hybrida).

2) Realizar la caracterizacion molecular de los hibridos obtenidos de Gerbera

(Gerbera hybrida) mediante marcadores RAPD.
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VI. METODOLOGIA

6.1. Generalidades en la experimentacién

La presente investigacion se desarrollo en el laboratorio de Genética y Biologia
molecular del Centro Universitario UAEM Tenancingo, el cual se localiza a 18° 57’
0.89” Ny 99° 36’ 45.32” O y a una altitud de 2065 msnm (Figura 15).

La etapa de desarrollo del cultivo de plantas de gerbera se realiz6 en las
instalaciones de la empresa Servicios Integrales de Horticultura Ornamental S.A. de
C.V., ubicada en Carretera libre Toluca-Ixtapan de la Sal, km 64, los Arroyos, Villa

Guerrero, Estado de México, que se localiza a 18° 54’ 58” N y 99° 38’ 37”0.

Figura 15. Laboratorio de biologia molecular CUT (UAEMEX), Tenancingo.
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6.2. Material vegetal utilizado en la experimentacion

Los procedimientos y resultados descritos a detalle en esta tesis, son complemento a
publicacion de Rivera et al. (2019) y refieren el desarrollo de los hibridos a partir de
cruzas dialélicas y estimacion de la aptitud combinatoria general (ACG) de seis
variedades de gerbera (Cuadro 3) y la aptitud combinatoria especifica (ACE) de sus
cruzas dialélicas, asi como la heterosis en componentes de rendimiento y calidad de

flores (Anexo 11).

Cuadro 3. Relacion de los mejores hibridos comerciales evaluados en los sistemas de produccion en
semihidroponia y suelo. (Rivera et al., 2019).

Variedad 6] C. Cap C. Dis Tipo RTO VF DC AP

Fascination H Ros N Sem 22.21 13.96 11.29 64.44
Jessy | Nar N Sem 21.00 14.37 12.07 63.31
Alcatraz H Roj Vv Sem 21.14 13.71 11.59 63.25
Igloo H Bla Vv Sem 20.04 12.75 12.23 66.16
Dino H Ama \% Sem 20.63 12.58 11.82 63.06
MG24 I Fis N Sem 20.71 12.92 11.82 63.41

C. Cap = Color de capitulo. C. Dis = Color del disco. RTO = Rendimiento. VF = Vida en florero. DC =
Diametro de capitulo. AP = Altura de pedunculo.

Resultado de las cruzas dialélicas se seleccionaron 24 hibridos para su evaluacion
morfolégica y molecular (Cuadro 4). Las plantulas de los hibridos en cuestién se
obtuvieron por micropropagacion, se establecieron en invernadero en camas de 30 x
0.6 x 0.4 m de largo, ancho y fondo respectivamente, en un suelo franco arcilloso con
pH de 6.4. El riego y nutricién fue por fertiriego con variacion en la dosificacion de
acuerdo a la etapa fenologica (Soroa, 2005). La evaluacion se hizo en la floracion
fase de corte comercial, cuando dos de las filas exteriores de florecillas del disco
mostraron antesis. La caracterizacion morfologica se hizo de acuerdo a descriptores

oficiales de la gerbera (UPOV, 2002) en nueve caracteres cuantitativos (longitud de

47



Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

pedunculo, diametro de capitulo, longitud y ancho de hoja, altura y diametro del
involucro, longitud y ancho de flor ligulada exterior y didametro de disco) (Cuadro 5); y
43 cualitativos (20 para flor, seis para limbo, seis para capitulo, tres para pedunculo,
tres para antera, dos para papus, uno para disco, uno para pistilo y uno para

estigma) (Cuadro 6).

Cuadro 4. Relacién de las caracteristicas generales de los hibridos de Gerbera hybrida utilizados en
la presente investigacion

Color de
Nombre del hibrido - capitulo Co!or de Tipg de
Nam. Descripcion disco capitulo
RHS'
Tayari (TAY) 47D Rosa rojizo Negro SD
Magda (MAG) 58D rosa azulado medio Verde S
Morelia (MOR) 48C Rosa Verde SD
Fabiola (FAB) 23C Naranja amarillento medio Negro S
Imelda (IME) 56B Rosa azulado claro Verde D
Soledad (SOL) 4B Amarillo medio Negro SD
Rafaela (RAF) 22A Naranja amarillento oscuro Negro S
Fernanda (FER) 56D Rosa azulado claro Verde SD
Karla (KAR) 14B Amarillo oscuro Negro SD
Boris (BOR) 16C Naranja amarillento medio Verde S
Lisiecka (LIS) 32C Naranja medio Verde S
Nancy (NAN) 155C blanco Verde S
Bob (BOB) 41C Rojo anaranjado Negro SD
Melissa (MEL) N34A Rojo oscuro Negro SD
Anel (ANE) 53B Rojo oscuro Negro D
Matilde (MAT) 50C Rosa Negro SD
Valentina (VAL) 36C Rosa rojizo claro Verde SD
Ana (ANA) 56C Rosa azulado claro Verde SD
Natalia (NAT) 63C Rosa azulado medio Negro SD
Refugio (REF) 62B Rosa azulado medio Negro SD
Monika (MON) 4D Rosa (amarillo claro) Negro SD
Carmin (CAR) 43B Rojo claro Verde SD
Lilian (LIL) 72C Rosa azulado claro Verde SD
Marina (MAR) 32C Naranja medio Verde D

! Referencia de colores RHS (UPOV, 2018). D= doble, SD= semidoble, S= sencillo.

6.3. Caracterizacion morfolégica en Gerbera hybrida

El registro de datos de caracteres morfologicos fue en la floracion de agosto del

2016. Se tomaron diez capitulos por cada hibrido, tan pronto como llegaron a la fase
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comercial, es decir, cuando dos las filas de las flores del disco estuvieron abiertas.

Por lo tanto, se evaluaron 540 capitulos florales, junto con el pedunculo y las hojas

de la planta. Se valoraron 52 caracteres, de los cuales, nueve fueron cuantitativos y

43 cualitativos.

Cuadro 5. Caracteres cuantitativos morfolégicos utilizados en el cultivo de Gerbera hibrida segtn la

UPQV (2002): Caracteres cuantitativos.

No. Caracter Descripcién

1 Longitud de peddnculo (cm) Corto (1), mediano (2), largo (3)

2 Diametro de capitulo (cm) Chico (1), mediano (2), grande (3)

3 Longitud de Hoja (cm) Chica (1), mediana (2), grande (3)

4 Ancho de hoja (cm) Estrecha (1), media (2), ancha (3)

5 Capitulo (altura del involucro) (cm) Medio (1), bajo (2), alto (3)

6 Diametro del involucro (cm) Chico (1), mediano (2), grande (3)

7 Flor ligulada exterior. Longitud (cm) Corta (1), media (2), larga (3)

8 Flor ligulada exterior. Ancho (cm) Estrecha (1), media (2), ancha (3)

9 Diametro de disco (cm) Pequerio (1), mediano (2), grande (3)

Cuadro 6. Caracteres cualitativos morfologicos utilizados en el cultivo de Gerbera hybrida segdn
UPQV, (2002).

No. Caracter Descripcion
1 Hoja: Limbo: abullonado Débil (1), medio (2), fuerte (3)
2 Hoja: Limbo: profundidad de las incisiones en el tercio Poco profundo (1), medio (2), profundo (3)
central
3 Hoja: Limbo: pubescencia en el Haz (excluida la 1-Ausente, 2-laza, 3-media,4-densa,5-muy densa
nervadura principal)
Hoja: Limbo: profundidad de las incisiones en el tercio 1-Poco profundo, 2-medio, 3-profundo
central
4 Hoja: Limbo: color verde del haz Claro (1), medio (2), oscuro (3)
5 Hoja: Limbo: forma del apice Agudo (1), angulo recto (2), obtuso (3), redondeado
(O]
6 Peddnculo: Intensidad de la pigmentacion antocianica Ausente o muy débil (1), débil (1), media (3), fuerte
en la base (4), muy fuerte (5)
7 Pedinculo: pigmentacion antocianica en la punta Ausente (1), presente (9)
8 Pedinculo: bracteas debajo del involucro Ausente (1), presente (9)
9 Capitulo: tipo Sencillo (1), semidoble (2), doble (3)
10 Variedades semidobles o dobles Unicamente: Capitulo: Pequefio (1), mediano (2), grande (3)
diametro de la masa de las flores liguladas interiores
comparado con el capitulo
11 Capitulo: Borde de la masa de las flores liguladas Regular (1), irregular (2)
interiores
12 Capitulo: Posicion de la parte distal de las bracteas en Separada (1), en contacto (2)
relacion con las flores liguladas exteriores
13 Capitulo: pigmentacion antocianica en la parte distal de  Ausente (1), presente (9)
las bracteas interiores
14 Capitulo: intensidad de la pigmentacion antocianica en  Débil (1), media (2), fuerte (3)

la parte distal de las bracteas interiores
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Cont. Cuadro 6

Flor ligulada exterior: nivel del &pice en relacion con la

punta del involucro
Flor ligulada exterior: forma

Flor ligulada exterior: eje longitudinal
Flor ligulada exterior: eje longitudinal

Flor ligulada exterior: perfil en seccion transversal de la
parte mediana de la ligula

Flor ligulada exterior: forma del apice

Flor ligulada exterior: profundidad de las incisiones

Flor ligulada exterior: tendencia a formar pétalos libres
Flor ligulada exterior: color del lado interno

Flor ligulada exterior: nimero de colores

Variedades de un solo color Unicamente: Flor ligulada
exterior Unicamente: distribucién del color

Flor ligulada exterior: presencia de estrias

Variedades bicolores Unicamente: flor ligulada exterior:
color secundario en la mitad inferior

Variedades bicolores Unicamente: flor ligulada exterior:

Variedades bicolores Gnicamente: flor ligulada exterior:
color secundario en el borde

Variedades bicolores Unicamente: flor ligulada exterior:
color secundario en la punta Gnicamente

Variedades bicolores Unicamente: flor ligulada exterior:
color secundario

Flor ligulada exterior: color principal del lado exterior

Variedades sencillas o semidobles: Disco oscuro antes
de abrirse las florecillas del disco

Variedades sencillas solamente: Florecillas del disco de
las hileras exteriores: color principal de los I6bulos del
perianto

Variedades semidobles y dobles Unicamente: florecillas
de disco de las hileras exteriores: color principal de los
I6bulos del perianto

Disco: color principal de los I6bulos del perianto de las
florecillas bisexuales

Pistilo: color principal de la parte distal
Estigma: color principal
Anteras: color principal

Anteras: color del extremo en relacién con las demas
partes

Debajo (1), mismo nivel (2), encima (3)
Eliptica (1), obovada (2)

Incurvado hacia arriba (1), recto (2), incurvado hacia
abajo (3)

Fuertemente  incurvado (1),
incurvado (2), recto (3).

Céncavo (1), recto (2), convexo (3)

moderadamente

Puntiagudo (1) Redondeado (2)

Ausente o poco profunda(l), poco profunda (2),
media (3), profunda (4), muy profunda (5)

Ausente (1), presente (9)

Diagrama de colores RHS (indiquese numero de
referencia) Blanco, amarillo, anaranjado, rosa, rojo,

purpura
Uno (1), dos (2)

Ausente (1), mas claro en la base (2), mas claro en la
parte superior (3)

Ausentes (1), presentes (2)

Ausentes (1), presentes (2)

Ausentes (1), presentes (2)

Ausentes (1), presentes (2)

Ausentes (1), presentes (2)

Ausentes (1), presentes (2)

Blanco (1), amarillento (2), verde amarillento (3),
verde (4), amarillo (5), anaranjado (6), rosa (7), rojo
(8), purpura (9)

Presentes (1), ausentes (9)

Blanco (1), amarillo (2), anaranjado (3), rosa (4), rosa
(5), rojo (6), parpura (7), marrén (8)

Carta de colores RHS (indique el nimero de
referencia

Blanco (1), amarillo (2), anaranjado (3), rosa (4), rojo
(5), purpura (6), marron (7)

Blanco (1), amarillo (2), anaranjado (3), rosa (4), rojo
(5), purpura (6), marrén (7)

Blanco (1), amarillo (2), anaranjado (3), rosa (4), rojo
(5), purpura (6), marron (7)

Blanco (1), amarillo (2), anaranjado (3), rosa (4), rojo
(5), purpura (6), marrén 7)

Mas claro (1), el mismo (2), mas oscuro (3)
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Cont. Cuadro 6.

41 Anteras: rayas longitudinales Ausentes (1), presentes (2)

42 Papus. Color del extremo en relacion con las demas Mas claro (1), el mismo (2), més oscuro (3)
partes

43 Papus: nivel del extremo en relacion con las florecillas Bajo (1), medio (2), alto (3)

de disco cerradas

6.3.1. Hoja

Se determind el color verde del haz, considerando valores de claro, medio y oscuro
(Anexo 3, C6). Se considero la forma del apice (Anexo 3, C7). La longitud y ancho de
la hoja fueron registrados en cm. El largo se midio de la base del apice de la lamina
doliar al incio del pedunculo de la hoja. Los caracteres limbo abullonado,
pubescencia en el haz, la profundidad de las incisiones, el color verde del haz y la
forma del apice, se midieron a través de observaciones visuales considerando los

caracteres de la UPOV (2002).

6.3.2. Pedunculo

La longitud (cm) del pedunculo se midi6 de la base del capitulo a donde termina el
pedunculo y se realiz6 en el momento en que el capitulo tenia los primeros anillos
que rodean el disco en antesis. La pigmentacion y la intensidad de la misma se

realizaron de acuerdo a los esquemas (Anexo 3, C9, C10).

6.3.3. Capitulo

El capitulo es una de las caracteristicas fenotipicas mas importantes al seleccionar
un hibrido para el gusto del consumidor, ya que aqui se manifiesta el tamafio y el
color de la flor, para este trabajo se evaluaron 6 caracteres cualitativos. El tipo de

capitulo se considero de acuerdo a los esquemas (Anexo 3, C13, C14); el diametro
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del capitulo, la altura y el diametro del involucro se consideraron en cm. El diametro y
borde de la masa de las flores liguladas, la posicion de las bracteas y la
pigmentacién antocianica se realiz0 de acuerdo a los esquemas (Anexo 3, C20)

respetando los caracteres considerados por la UPOV (200).

6.3.4. Flor

Los datos se tomaron en flores abiertas al momento de la antesis. De la flor ligulada
exterior; el nivel del apice, la forma, el eje longitudinal y el perfil se tom6é como
referencia los esquemas (Anexo 3, C21, C22, C23, C24, y C25); la longitud de la flor
ligulada exterior y el ancho se midié en cm (Anexo 3, C26); la forma del &pice, la
profundidad de las incisiones, la tendencia formar pétalos libres se realizaron de
acuerdo a los esquemas (Anexo 3, C30). El color del lado interno y externo de la flor
ligulada exterior se midi6 de acuerdo a la tabla de colores RHS (Colour Chard RHS,
2012) (Anexo 3, C31). El numero de colores, la distribucién del color, la presencia de
estrias, y el color secundario se realizaron de acuerdo a los esquemas del anexo 3,

C32y 33, UPOV (2002).

6.3.5. Disco

El diametro del disco se midio en inflorescencias con dos anillos florales en antesis,
es decir cuando las flores estan maduras y lista para el corte. Esta medida se hizo
con una regla y se registré en cm. El color del disco y el color principal de los I6bulos
del perianto se realizaron de acuerdo a la guia de colores RHS (Anexo 3, 42). El

color principal de los I6bulos del perianto de las florecillas bisexuales se determiné de
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acuerdo al Diagrama de colores RHS (Colour Chard RHS, 2012) (Anexo 3 C31)

UPOV (2002).

6.3.6. Pistilo

El color principal de la parte distal del pistilo se determin6 de acuerdo a los

esquemas (Anexo 3, C20) UPQV (2002).

6.3.7. Anteras

Los caracteres de las anteras se determinaron de acuerdo a los esquemas de la
UPOV, 2002 (Anexo 3, C48, C49 y C50) y estos fueron el color principal, el color de
los extremos, el color de los extremos con relacion a las demés parte, la presencia

de rayas longitudinales.

6.3.8. Estigma

Del estigma se evalu6 el color principal, de acuerdo a la UPOV, 2002, en gerbera

existen en colores blanco, amarillo, anaranjado, rosa, rojo, purpura, y marron.

6.3.9. Papus

Del papus se evaluaron dos caracteres; el color del extremo en relacién con las
demas partes y el nivel del extremo en relacién con las florecillas de disco cerradas

de acuerdo a los esquemas (Anexo 3, C51), UPOV (2002).
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6.4. Caracterizacion molecular en el cultivo de Gerbera hybrida

6.4.1. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se hizo con el método CTAB al 2 % reportado por Silva-rojas,
Uribe-Cortés, Aguirre-Rayo, Martinez-Gonzalez y Garcia-Morales (2015), con
modificaciones (Anexo 7). Se utilizaron 0.12 g de hoja joven de cada genotipo
provenientes de cultivo in vitro (Figura 16 a, b) con un peso promedio para cada
hibrido (c), el material se maceré (d) en un mortero de porcelana, agregando 0.1 g de
Polyvinylpyrrolidone (PVP) con 1000 microlitros de CTAB al 2 % (e) precalentado a

37 °C, la solucion obtenida se paso6 a tubos ependdorf.

‘2‘.’“
A RRE

(a) (b) (c) (d) (e)

Figura 16. Material vegetal para extraccion de ADN (Fotos: Azucena Rivera Colin).

Las muestras se incubaron en bafio Maria a 65 °C por 30 min y posteriormente se
centrifugaron a 11,500 g por 10 minutos. La fase acuosa (800 uL) (Figura 17) se
transfirié a tubos de 1.5 mL a los que se les agregd 1 mL de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1). Los componentes se mezclaron por inversion del tubo durante 10
minutos y centrifugaron a 8000 g durante 10 minutos. Se repitié el paso anterior del

gue se extrajeron (600 pL) de solucién acuosa y en un tubo nuevo se agregaron 800
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mL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Los componentes se mezclaron por

inversién durante 10 minutos y se centrifugo a 11,500 g por 10 min.

Figura 17. Solucion acuosa (Foto: Azucena Rivera Colin).

Se transfirié la solucién acuosa a un tubo nuevo de 1.5 ml. Se agregaron 20 pl de
acetato de sodio (NaOAc) y 400 ul de Etanol al 70 %. Se mantuvo a -20 °C por 2 h.
Posteriormente se centrifugo a 11,500 g durante 20 min y se decantd
cuidadosamente la fase acuosa. Al tubo se agregd 1 ml de Isopropanol al 70 % y se
centrifugo a 8,000 g por 5 min., se decant6 y se agregaron 400 pl de agua HPLC
posteriormente se incubo a 55 °C por 15 minutos. Luego se afiadié 34 pl de NaOAc
3M y 1 Ml de Etanol al 95 % y se mantuvo a -20 °C por una hora. Posteriormente se

centrifugo 11,500 g durante 10 min, el sobrante se decanto.
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Figura 18. Diferentes etapas de la solucidn acuosa (Fotos: Azucena Rivera Colin).

Luego se lavo con 600 puL de Isopropanol al 70 % y se centrifugo por 5 minutos a
11,500 g. EI namero de lavados fue de acuerdo a la coloracién de la pastilla (la cual
debe ser lo mas clara posible) y se dejo secar durante 30 minutos (Figura 18).
Posteriormente la pastilla se resuspendié en 50 o 100 mL de acuerdo al tamafio con
agua ultra purificada grado HPLC. EI ADN obtenido se guardo a -20 °C, hasta su uso

(Figura 19).

Centrifigacion Secado

Figura 19. Centrifugacion y secado del proceso de extraccién de ADN (Fotos: Azucena Rivera Colin).
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6.4.2. Preparacion de geles de agarosa al 1.5 % (electroforesis)

Se disolveron 4.5 g de agarosa en 300 mL de Buffer TBE al 0.05 % en microondas
durante 2.5 minutos con agitacion manual intermitente 0 mas hasta desaparecer
grumos. Se dejo enfriar a 75 °C y se agregaron 6 uL de ® colorante inocuo que sirve
para la tincion de ADN en electroforesis. Se dej6 enfriar a 50 °C hasta su uso (figura

20).

Figura 20. Solucion Agarosa el 1.5 % conTBE al 0.05X

Se cubrieron con cinta tape los lados de la bandeja electroforética y se colocé el
peine, posteriormente se agregd la solucién de agarosa sin formacion de burbujas,
se dejo enfriar a temperatura ambiente por un lapso de 30 minutos.Cuando el gel
solidifico, se removié la cinta tape y se colocé la bandeja en el tanque de
electroforesis con Buffer TBE al 0.05X y se colocaron las muestras de ADN en los
pozos del gel sumergido. La carga individual de cada muestra fue de 5 pL de “lodding
die” y 3.5 microlitros de ADN para un total de 8.5 pL. La bandeja se cubrié y se
conecto a la linea eléctrica de tal manera que la terminal negativa quedé al extremo
de donde se cargd la muestra. Se inicié la electroforesis a 70 voltios durante 10

horas. Posteriormente se apag0l y se desconectan las lineas eléctricas y se retir6 el

S/
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gel de agarosa para observarse la migracion del ADN en un transluminador
ultravioleta (Figura 21). Los fragmentos de ADN separados indicaron su presencia

(Figura 22).
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(a) (b)

@ (h)

Figura 21. Proceso de electroforesis. Cubierta con tape (a), puesta de gel liquido (b), colocacién de
gel y llenado de buffer TBE (c), retiro de peine (d), preparacion de muestra (e), colocacion de muestra
(f), tapado de camara (g), conectado de camara (h).
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(1)

Figura 22. Lectura de gel en el transluminador (Fotos: Azucena Rivera Colin).

6.4.3. Amplificacién por PCR

El volumen de carga de cada reaccién fue de 20 uL, compuesto de 12 uL de agua,
0.8 uL de MgCls,, 4 uL de buffer, 1 yL de oligonucleétido, 0.2 uL de Tag polimerasa y
2 puL de ADN (Cuadro 7). La amplificacion se realiz6 en un termociclador modelo
Mastercycler (EPPENDORF), con un programa por ciclo de desnaturalizacion inicial
a 94 °C durante tres minutos, desnaturalizacién a 94 °C por un minuto, alineamiento
a 36 °C °C, por un minuto y extension a 72 °C, por dos minutos; todo por 35 ciclos

con una extencion final a 72 °C por siete minutos (Cuadro 8). Para la PCR se ultilizo
el paquete comercial (My Taq™ de ®Bioline). Los fragmentos amplificados fueron
separados por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %, a 70 V con TBE 0.5x (0.001

M de EDTA pH 8.0: 0.04 M de Tris pH 8.0; 0.02 m de acido acético) por diez horas

con GelRed (Biotium™) como tinte fluorescente para acidos nucleicos, en una celda

electroforética de la marca ®Cleaver Scientific (Figura 23).

60



Caracterizacion morfolégica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

Figura 23. Procedimiento de PCR (Fotos: Azucena Rivera Colin).

Cuadro 7. Componentes de la mezcla de la Reaccion en Cadena de la Tag ADN polimerasa (PCR),
para la obtencién de patrones RAPD’s

Volumen (1 reaccién) Volumen para 24 reacciones

1 H,O (bidestilada estéril) 12.0 ul 288.0 ul
2 MgCl, (50 mM) 0.8 ul 19.2 pl
3 Buffer 4.0 pl 96.0 pl
4 Primer 1.0l 24.0 pl
5 Taq ADN polimerasa (5 U yL-1) 0.2 pl 4.8 pl
6 ADN gendmico (10 ng pyL-1) 20ul

Total 20 432 pl

En un tubo Eppendorf de 1.5 mL se agregaron 2 uL de ADN concentrado, al cual se
le adicioné la cantidad de agua bidestilada estéril. Enseguida, para cada genotipo se
marco un tubo Eppendorf de 0.2 mL y se adicionaron 5 yL del ADN, en otro tubo de
1.5 mL se prepard la mezcla de reaccién en un volumen total de 25 puL. Se
adicionaron, 20 pyL de la mezcla de reaccion se colocaron en cada tubo y se
incubaron en un Termociclador Mastercycler® gradient, EPPENDORF; bajo las

condiciones de temperatura que se indican en el Cuadro 8.
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gradient.
Fase Ciclos C) Etapas Tiempo Temperatura (°C)
1 1 Desnaturalizacion 3 min 94 °C
Desnaturalizacion 1 min 94 °C
2 35 Alineamiento 1 min 36 °C
Extension 2 min 72 °C
3 1 Extension final 7 min 72 °C

Los productos se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %. La

diferencia entre los genotipos se hizo al comparar las similitudes y las diferencias en

los patrones de bandeo. Se asigndé el valor de 0 a la ausencia de banda y 1 a su

presencia. Se contabilizaron el nimero de bandas producto de la amplificacién para

cada iniciador, asignandose un namero de acuerdo con la distancia de migracion en

el gel. Los patrones electroforéticos RAPDs obtenidos con los 11 iniciadores para los

24 genotipos se registraron en una matriz de datos y con esa informacion se hizo un

analisis posterior (MBD).
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6.4.4. Cebadores

El método empleado fue el descrito por Williams et al. (1990).

Cuadro 9. Secuencias aleatorias para RAPDs (compafiia Operon Biotechnologies).

Oligo Secuencia Temp Oligo Secuencia Temp
(5-3) (5-3)
OPA-01 CAGGCCCTTC 27.0 OPB-01 GTTTCGCTCC 25.0
OPA-02 TGCCGAGCTG 27.0 OPB-02 TGATCCCTGG 25.0
OPA-03 AGTCAGCCAC 25.0 OPB-03 CATCCCCCTG 25.0
OPA-04 AATCGGGCTG 25.0 OPB-04 GGACTGGAGT 25.0
OPA-05 AGGGGTCTTG 25.0 OPB-05 TGCGCCCTTC 27.0
OPA-06 GGTCCCTGAC 27.0 OPB-06 TGCTCTGCCC 27.0
OPA-07 GAAACGGGTG 25.0 OPB-07 GGTGACGCAG 27.0
OPA-08 GTGACGTAGG 25.0 OPB-08 GTCCACACGG 27.0
OPA-09 GGGTAACGCC 27.0 OPB-09 TGGGGGACTC 27.0
OPA-10 GTGATCGCAG 25.0 OPB-10 CTGCTGGGAC 27.0
OPA-11 CAATCGCCGT 25.0 OPB-11 GTAGACCCGT 25.0
OPA-12 TCGGCGATGA 25.0 OPB-12 CCTTGACGCA 25.0
OPA-13 CAGCACCCAC 27.0 OPB-13 TTCCCCCGCT 27.0
OPA-14 TCTGTGCTGG 25.0 OPB-14 TCCGCTCTGG 27.0
OPA-15 TTCCGAACCC 25.0 OPB-15 GGAGGGTGTT 25.0
OPA-16 AGCCAGCGAA 25.0 OPB-16 TTTGCCCGGA 25.0
OPA-17 GACCGCTTGT 25.0 OPB-17 AGGGAACGAG 25.0
OPA-18 AGGTGACCGT 25.0 OPB-18 CCACAGCAGT 25.0
OPA-19 CAAACGTCGG 25.0 OPB-19 ACCCCCGAAG 27.0
OPA-20 GTTGCGATCC 25.0 OPB-20 GGACCCTTAC 25.0

En el cuadro 9 aparecen las secuencias los RAPDs utilizados, la amplificacion se
llevé a cabo en un aparato Termociclador Mastercycler® gradient, EPPENDORFT.
Para el andlisis de variabilidad genética se emplearon 40 oligodesoxinucleétidos

decameros de la serie Operon (Operon Biotechnologies).

6.5. Andlisis estadistico para caracterizacion morfolégica

Para los 43 caracteres cualitativos se obtuvo la moda (estadistica descriptiva) y para
los 9 cuantitativos se realiz6 un analisis de varianza y comparacion de medias,
ademas de un analisis de taxonomia numeérica con un estudio de estados Unicos

para caracteres cualitativos, morfoalelos totales y polimorficos para los 52
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descriptores evaluados, los cuales se clasificaron en diferentes categorias:
cualitativas binarias, cualitativas multiestado con orden lbgico, -cualitativas
multiestado sin orden logico, cuantitativas continuas y cuantitativas discontinuas, de
acuerdo con la categorizacion propuesta por Crisci y Lopez (1983). Los resultados
también se sometieron a un analisis multivariado. Se seleccionaran los caracteres
morfolégicos con mayor contribucion relativa. También los resultados se representan
a través de un dendrograma obtenido por una matriz de distancia euclidea media por

el agrupamiento del vecino méas cercano (Cruz, 2006).

Para el agrupamiento basado en caracteres cuantitativos, los valores registrados se
transformaron en datos binarios, aplicandose el coeficiente “Simple Matching” para
analizar el conjunto de datos. Se calcul6 una matriz de similaridad para su
clasificacion por el método jerarquico a través de la formacion de un dendrograma

utilizando algoritmos UPGMA, de acuerdo a Rohlf (2000).

Para evaluar la eficiencia de cada agrupamiento, se calculé el coeficiente de
correlacién cofenética (CCC), en cuanto mayor sea este valor, mayor es la eficiencia
del método utilizado. Todo el andlisis fue realizado con el programa Infostat 2016 (Di

Rienzo et al., 2016).

Para el analisis molecular a partir de los geles generados con cada cebador, se
construy0 una matriz de datos binarios; se marcdé con 1 la presencia y con 0 la

ausencia de amplicones en cada banda polimérfica. La lectura de cada gel fue
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realizada por una sola persona, con la pantalla del ordenador como medio de

visualizacion.

6.6. Andlisis estadistico para caracterizacion molecular

De la matriz de datos, se realizd el analisis de la eficiencia de cada cebador con los

siguientes indicadores:

- Niomero de bandas polimorficas: se contabilizd el nimero de bandas que estan
presentes en una frecuencia mayor al 1 % y menor al 100 %; se consideran como
monomorficas las que estan presentes en la totalidad de los patrones génicos (Luna-

Martinez, Flores-Martinez y Ponce-Noyola, 2003).

- NUmero de bandas por iniciador: se contabilizd6 el numero de bandas de ADN

sintetizados por cebador en la PCR (FAO, 2010).

- Porcentaje de contribucién: se calculé la proporcion de amplicones revelados por

cada cebador RAPD en relacion a los demas utilizados.

- Porcentaje de polimorfismo: se determiné la proporcion de bandas polimérficas y
no polimorficas reveladas por cada cebador (Adhikari, Saha, Bandyopadhayay y

Ghosh, 2015), como sigue:

% polimorfismo= (loci polimarficos/ loci totales) x 100

Contenido de informacion polimérfica (PIC): este indicador se refiere al grado de
informacion que brinda un determinado cebador para distinguir entre genotipos; este
valor es analogo a la estimacion de diversidad genética (Laurentin y Karlovsky, 2007;

Gonzélez, Lozano, Cruz, Ochoa y Morillo, 2016).
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PIC= 1- [f2 + (1-f)2]

Dénde:

f = frecuencia de los fragmentos del marcador que estaban presentes.

(1-f) = frecuencia de los fragmentos del marcador que estaban ausentes.

indice del marcador (IM): Se calcul6 para determinar la utilidad total de cada
cebador, como un equilibrio entre el nivel de polimorfismo detectado y la medida en

gue un ensayo puede identificar polimorfismos multiples (Varshney et al., 2005).
IM = PIC x (# bandas polimorficas)

- Poder de resolucién: Este indicador depende de la distribucion de alelos dentro de
los genotipos muestreados y tedricamente asume la division de los genotipos
analizados en dos grupos con base en la presencia o ausencia de una banda en una
posicion particular, de tal forma que el sistema de marcaje perfecto tendria una gran
cantidad de bandas que dividirian el taxa en partes casi iguales. Asi, entre mayor sea
la cantidad de bandas que se consideren, mayor sera la probabilidad de que dos de
ellas puedan dividir los genotipos dentro de dos mitades complementarias (Prevost y

Wilkinson, 1999).

Para calcular este indice, primero se determingd la Informatividad de la banda (Ib) con
base en su similitud a la condicion Optima teodrica de que 50 % de los genotipos

contengan la banda y se representa en una escala del 0 al 1 por la siguiente formula:

b=1-(2x105-pI)
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Dénde:

p = la proporcion de todos los genotipos que contienen la banda.

Con este dato se calcul6é entonces la habilidad de cada cebador para distinguir entre

los genotipos analizados:

Rp=ZIb

6.8.2. Construccion de dendrogramas

Las relaciones genotipicas entre las muestras, a partir de la matriz de datos binarios,
se evaluaron por medio del método de agrupacion Neighbour-joining (Saitou y Nei,
1987), con el indice de similitud Dice (Nei y Li, 1979) y un remuestreo con reemplazo
(Bootstrap) de los caracteres en la matriz de datos de 1,000 corridas, por medio del
programa FreeTree (Pavlicek, Hrda y Flegr, 1999). Posteriormente, se crearon los

dendrogramas por medio del programa FigTree.

Para establecer los patrones de bandas generados por los productos amplificados,
se construyé una matriz de datos, emparejando las bandas de acuerdo a su peso
molecular. Una vez establecida la identidad de las bandas observadas se procedié a
la construccion de la matriz basica de datos (MBD). Posteriormente, basado en el
estudio de Lynch y Milligan (1994; ecuacién 2a), se realizaron correcciones a esta
matriz, eliminando las bandas que presentaron una frecuencia de alelos nulos
(ausentes) menor a 3/N, donde N correspondié al tamafio de muestra analizada, en
este caso 24 materiales. A partir de la matriz final se calculé una matriz de similitud

utilizando el coeficiente de Jaccard (1908), y las distancias de Nei (1979) y Rogers
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(1972), mediante el paquete computacional Free Tree version 1.50 (Hampl).
Adicionalmente con los datos resultantes se realiz6 un analisis de agrupamiento
(UPGMA, Unweighted Pair Group Method Arithmetic Average; Sneath, 1973. Para
verificar la robustez de los agrupamientos obtenidos, se realizaron 1,000
remuestreos (bootstraping) con el programa Free Tree. Los dendrogramas asi
obtenidos fueron graficados utilizando el programa TreeView version 1.6.6

(Preesman, 2013).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Anexo 11 se pueden apreciar los resultados para la aptitud combinatoria
general (ACG) de seis variedades de gerbera y la aptitud combinatoria especifica
(ACE) de sus cruzas dialélicas, asi como la heterosis en componentes de

rendimiento y calidad de flores.

7.1. Caracterizacion morfoldgica en el cultivo de Gerbera hybrida

7.1.1. Hoja

De acuerdo a Zheng, et al.,, 2019 las hojas de las gerberas son los 6rganos
principales donde se realiza la fotosintesis, por lo que entre mayor sea el largo y
ancho de la hoja mayor serd la capacidad fotosintética de la planta. Xu (2018), indica
gue el contenido de clorofila (entre mas oscura, mas clorofila) que se manifiesta en la
coloracién de las hojas tendra una interaccién positiva con la produccion de flores en
las plantas de gerbera. Por tanto, se deduce que los hibridos que presentan
tonalidades mas fuertes en las hojas, la produccion de flores serd mayor. No asi para
la pubescencia, ya que entre mas fuerte sea, menor sera la resistencia del hibrido
para la incidencia de plagas y enfermedades debido a que en los tricomas funcionan
como hospedantes de plagas; trips (Frankliniella occidentalis), huevecillos de mosca
blanca (Bemisia Tabaci)) (Soroa, 2005) y enfermedades como cenicilla (Nagaraju, et
al, 1998). De acuerdo a lo anterior el hibrido MAG y MOR, presentan un limbo
abullanado débil, una pubescencia media, color de hoja oscuro y forma de apice

redondeado, lo que indicaria que pueden ser hibridos con buena produccion de flores
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y resistente a plagas y enfermedades. No siendo asi el caso del hibrido ANA que
presenta una hoja con limbo abullanado fuerte, pubescencia densa y forma del apice

moderadamente agudo.

Cuadro 10. Moda en caracteres cualitativos en hoja observados en 24 hibridos mexicanos de
gerbera. Hoja limbo abullanado, Hoja: Limbo: pubescencia en el haz (excluida la nervadura principal);
Hoja: Limbo: profundidad; Hoja Limbo: color verde del haz de la hoja y Forma del &pice.

o

i}

'_

2 0 o - Descripcion

o > mm_nu_n:n:m Z 0 41 W kE 4 < - Ww nd ad

< O (%) w =z < b w O 4 <

S LSS FHSRTERezsS2SES835S

HLA 2 2 2 1 2 2 3 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 4 1 1 2 1 1 2 lAusente 2Débi,
3-Medio,4-Fuerte

HPUB 2 2 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 1 2 3 3 2 1 1 1 4 axa2media,
3-densa, 4-muy densa

HLP 21 212 1212 2 22 3 2 2211 2 2 11 1 1 2pocoprofundo,
2-medio, 3-produndo

HC 2 33 2 2 2 2 23 2 2332 2 23 2 2 2 3 1 1 3 2claro2medo,
3-oscuro

HF 2 55 4 2 2 212 3 3 4 2 2 2 1 3 3 3 2 2 2 2 2 lagudoestrecho,

2-moderadamente
agudo, 3-en angulo
recto, 4-obtuso,
5-redondeado

Hoja: Limbo abullonado (HLA); Hoja: Limbo: pubescencia en el haz (excluida la nervadura principal)
(HPUB); Hoja: Limbo: profundidad (HLP); Hoja Limbo: color verde del haz (HC); Hoja: Forma del apice

(HF).

En el cuadro 10 se muestran los resultados obtenidos en el caracter cualitativo color
de la hoja, donde se observd que el 46 % de los genotipos no presentaron limbo
abullanado, es decir fueron hojas lisas, el 42 % tenia un limbo abullonado ligero, el 8
% medio y sélo el 4 % tuvo un abullonado fuerte manifestandose en el hibrido ANA.
Lo que refleja que en general los hibridos generados pueden ser resistentes a ciertas
plagas y enfermedades. En cuanto a la pubescencia, que es la presencia o ausencia
de tricomas, solo el hibrido ANA presento una pubescencia fuerte, lo que pudiera
hacerlo propenso a ciertas plagas y enfermedades. La profundidad de las incisiones
en el tercio central fue muy profunda para el hibrido BOB, sin embargo el 54 %

tuvieron un nivel medio de profundidad y el 41 % fue poco profundo. Referente al
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color de la hoja, el 63 % de los hibridos presentd un color verde medio, el 12 % fue
un verde claro y el 25 % verde oscuro. Para la forma del apice el 54 % fue

moderadamente agudo, 6 hibridos fueron en angulo recto y solo el hibrido MAG tuvo

un apice redondeado.

7.1.2. Pedunculo

Mascarini, 2005, indica que entre mas fuerte sea la intensidad de la pigmentacién en
el pedunculo este sera mas lefioso y por tanto mas resistente al doblamiento. Kloos
(2005) y Manning et al (2016), indicaron que la durabilidad en florero de un

pedunculo de gerbera esté indicando por la pigmentacidon antocianica en la punta y

en la base.

Cuadro 11. Moda en tres caracteres cualitativos en pedunculo observados en 24 hibridos de
Gerbera.

@
L
'_ . .z
(@] Descripcion
<
04 > 0 X m ) 4 Loy x X Z 0 0wk 40 <k w2 o
< O o v O wz=z< Z w O =4 <
S LSsIs3FHSBI8s2s$2sRs55¢3
PPB 3 2 4 4 3 1 4 2 2 3 4 1 4 4 4 3 4 3 4 4 2 2 3 4 LAusente, 2-Débi,
3-Medio,4-Fuerte
PP 9 9 99 9 9 911 9 91 9 91 9 9 9 9 9 1 9 1 9 lausent 9-presente
PB 19 9 9 91119191 9111 9 9 1 1 9 1 1 1 ZLausente 9-presente

Pedunculo: intensidad de la pigmentacion antocianica en la base (PPB); Pedinculo: pigmentacion
antocianica en la punta (PP); Pedunculo: bracteas debajo del involucro (PB).

En el cuadro 11 se observan los resultados para 3 caracteres cualitativos evaluados
en el pedunculo; referente a la intensidad de la pigmentacion antocianica en la base
(PPB), el 46 % presento una pigmentacion fuerte, el 25 % una pigmentacion deébil y
el 21 % fue débil. Se encontr6 que los hibridos SOL y NAN no presentaron

pigmentacion, lo que significa que pueden ser hibridos sensibles al doblamiento del
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tallo. Los que presentaron una pigmentacion fuerte fueron: MOR, FAB, RAF, LIS,
BOB, MEL, ANE, VAL, NAT, REF Y MAR lo que indica que pueden ser hibridos
resistentes al doblamiento del tallo. Con respecto a la pigmentacion en la punta (PP),
el 67 % de los hibridos presentaron pigmentacion y el resto 33 % no los presentaron
lo que indica que los hibridos FER, KAN, NAN, ANE, MON, LIL pueden tener una
vida corta en florero y el restante de los hibridos sugieren una vida poscosecha mas
larga, resultados similares los reporto Chung et al., 2004b al generar un hibrido de
color rosa y con pedunculo fuerte con pigmentacién antocianica en la punta y en la

base.

7.1.3. Capitulo

El capitulo de la gerbera es uno de los caracteres comerciales mas importantes
(Souza, et al., 2005). En esta investigacion los resultados indicaron que el 75 % son
hibridos con capitulos semidobles, el 17 % fue sencillo y el 8 % restante doble.
Segun los estudios de Roskman, 2005, los hibridos dobles aunque fenotipicamente
son mas atractivos tienen mayor cantidad de flores y hace que sean mas pesados y
por lo tanto mas dificiles de hidratar y esto hace que reduzcan su vida en florero
(Chung, et al (2004a). Los hibridos sencillos no son muy atractivos para el
consumidor, pero su vida en florero es mayor. Para el diametro de la masa de las
flores liguladas interiores comparado con el capitulo (CDM) de los 24 hibridos, s6lo
17 de ellos presentaron este caracter y de éstos el 41 % fue grande, el 30 %
mediano Yy el restante 30 % pequeiio. De acuerdo a Rezende, et al (2009), este es
un caracter que se manifiesta en estos porcentajes en la mayoria de los hibridos
comerciales de gerbera. Para el tamafio del borde de la masa de las flores liguladas

72



Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

interiores (CBM), en variedades semidobles y dobles, el 42 % fue grande, el 32 %
mediano y el 26 % pequefio. Para el borde de la de las flores liguladas interiores
(CIP), solo para variedades semidobles y dobles, el 63 % presentaron una masa
irregular y el 37 % regular. De la posicion de la parte distal de las bracteas en
relacion con las flores ligulas exteriores (CIPIG), el 83 % estaban en contacto y el 17
% separadas (Cuadro 14). De la pigmentacion antocianica en la parte distal de las
bracteas interiores, el 75 % manifesté ausencia y el 25 % presencia. En lo referente a
la intensidad de la pigmentacion antocianica (CINP), en la parte distal de las bracteas

el 50 % fue débil, el 29 % media y el 21 % fuerte.

Cuadro 12. Moda en seis caracteres Cualitativos en capitulo observados en 24 hibridos de Gerbera.

o

T}

'_

2

x > 0 X m | oW X Z o 1wk o <kE-uWwZx x

< Q o ® oWz« z b O a <

S SS37T=33HSR5R2352<$ 2SS S S Descripeion

CT 21 213 212 2 1112 232 212 2 2 2 2 2 ZIsenilo,
2-semidoble, 3-doble

CDM 2 3 3 3 3 1 2 1 3 3 1 2 2 1 2 1 3 1-pequefio, 2-mediano,
3-grande

CBM 1 1 1 2 12 - - 12 2 11 2 2 2 2 2 2 2 2 =regular2iregular

CPB 2 2 221 212 2 112 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 lsepaads,
2-en contacto

CPA 11 9 91111 9111 911111 1 1 1 9 1 9 ausente 9-presente

CIP 2112 2133 3111 2 3 32111 1 1 2 1 2 1debi2meda,

3-fuerte

Tipo de capitulo (CT) Capitulo: diametro de la masa de las flores liguladas interiores comparado con el
capitulo (CDM); Capitulo: Borde de la masa de las flores liguladas interiores (CBM); Capitulo: Posiciéon
de la parte distal de las bracteas en relacion con las flores liguladas exteriores (CIP); Capitulo:
pigmentacion antocianica en la parte distal de las bracteas interiores (CIPIG); Capitulo: intensidad de
la pigmentacién antocidnica en la parte distal de las bracteas interiores (CINP).

7.1.4. Flor

En el cuadro 13 se evidencian los resultados obtenidos en los caracteres cualitativos
para flor. Prajapati, et al. (2014), indican que la flor es el caracter mas importante y

atractivo a los ojos de los consumidores y por lo tanto al caracterizar un material se
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debe detallar a mas profundidad. El nivel del apice en relacion con la punta del

involucro el 75 % esta al mismo nivel, el 17 % encima y el 8 % debajo, lo que nos

indica que la mayoria de las flores tiene posicién recta.

Cuadro 13. Moda en 15 caracteres cualitativos en flor observados en

Gerbera.

24 hibridos mexicanos de

Descripcion

JICARACTER
NITAY
NIMAG
NIMOR
@IFAB
NIME
NisoL
NIRAF
NIFER
NKAR
®BOR
NiLis

m
m

w
NP
F QN
AN
w N
~ON
F QRN
w N
AN
F NG

FLL 2 2 3 3 1 3 3 1 3 3

FPT 112 2 3 2 2 3 2 2
FFA 111 2 2 2 1 2 21
FPI 3 3 3 4 1 3 4 1 2 2

FPL 91 9 9 9 9 1 9 9 1
FCI

47-D
58-D
48-C

23-C

56-B

22-A

56-D

14-B

16-C

FNC 1
FDC
FE 9
VBVSI
VBCS

[y
Ll e
© R P
PR e
© -
Ll el ol 4-B
© -
Ll

=

=

FC 7 7 7 5 7 5 6 7 5 5

[

32-C

S

~INAN
“BOB
NIMEL

AN

= 155.C
41-C

[

= N

N N

w N

= N34-A
53-B

[

w N I\JANE
= IMAT
NVAL

N N

N

50-C

N N

w

36-C

N N

NIANA
NINAT
NIREF

w N

56-C

© R P

QN

63-C

© R P

w N

62-B
4-D

© R

(S

43-B

(S

NILIL

FNE

72-C

[

NIMAR

N

32-C

WO R PR

1-debajo, 2-mismo nivel,
3-encima

1-eliptica estrecha,
2-obovada estrecha
1-fuertemente curvado
hacia arriba, 2-
moderadamente curvada
hacia arriba,3-recto,
4-moderadamente
curvado hacia abajo
1-fuertemente incurvado,
2-moderadamente
incurvado,3-recto
1-céncavo, 2-recto,
3-convexo
1-puntiagudad,
2-redondeada
1-ausente. 2-poco
profunda, 3-media,
4-muy profunda
1-ausente, 9-presente

47-D,58-D,48-C,56-B56-
D,41-C,53-B,50-C,36-
C,56-C, 4-D Y 43-B
rojos; 63-C, 62-By 72-C

rojos purpura; 23-A,22-A,

14-B, 16-C amarillos-
naranja; 32-C, N34-A,

32-C naranja rojo; 155-C,

verde blanco
1-uno

1-uniforme
1-ausente, 9-presente
1-ausente, 9-presente

1-blanco, 2- amarillo, 3-
anaranjado, 4-rosa,
5-rojo, 6-purpura
1-blanco, 2-blanco
amarillento, 3- verde
amarillento, 4-verde,
5-amarillo,
6-anaranjado, 7-rosa,
8-rojo, 9-purpura

Flor ligulada exterior: nivel del apice en relacion con la punta del involucro (FNA); Flor ligulada exterior:
forma (FF); Flor ligulada exterior: eje longitudinal (FEL); Flor ligulada exterior: forma del apice (FFA);
Flor ligulada exterior: profundidad de las incisiones (FPI); Flor ligulada exterior: tendencia a forma
pétalos libres (FPL); Flor ligulada exterior: color del lado interno (FCI); Flor ligulada exterior: nimero
de colores (FCN); Variedades de un solo color Unicamente: Flor ligulada exterior Unicamente:
distribucion del color (FDC). Flor ligulada exterior: presencia de estrias (FE); Flor ligulada exterior:

color principal del lado exterior (FC).
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En relacion a la forma de la flor el 58 % obovada estrecha y el 42 % eliptica estrecha.
Respecto al eje longitudinal, el 42 % es recto y moderadamente hacia arriba para
ambos casos, el 12 % fue moderadamente curvado hacia abajo y solo el hibrido Bob
fue hacia abajo. En cuanto a la tendencia de las flores a formar pétalos libres, el 46

% la manifesté y en el 54 % fue ausente.

En los caracteres numero de colores y distribucion del color, en el 100 % de los
hibridos se manifestaron un solo color y distribucion uniforme. EI 71 % manifesto la
presencia de estrias y el 29 % no las presentd. Segun Reisdorfer (2006) los
consumidores prefieren capitulos de un solo color, aunque es importante tener como
complementosinflorescencias bicolores. Para el color principal del lado exterior de la
flor el 33 % fue de color rojo, el 17 % para los colores anaranjado y rojo; el color
amarillo se manifestd en el 21 % de los hibridos, el 8 % fue parpura y el 4 % verde

amarillento. No se manifestaron los colores blanco, blanco amarillento ni verde.

7.1.5. Disco

En color de disco el 50 % fue oscuro y el otro 50 % verde. Esta es una caracteristica
muy atractiva cuando un consumidor adquiere las inflorescencias, en el mercado
sobre todo las de flor blanca, prefiere un disco de color verde, no asi para las de
color rojo que prefiere que tengan un disco de color negro (Prajapati, et al., 2014). En
los hibridos de tipo sencillo solamente se evalu6 el color principal de los I6bulos del
perianto, de los cinco resultantes el 60 % fue de color amarillo, y el 20 % rosa y

anaranjado respetivamente.
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Cuadro 14. Moda en cuatro caracteres cualitativos en disco observados en 24 hibridos de Gerbera.

o
L
'_
X
o > 0 X pn | 20w x Z 0 1wk 4 < - w2 x
< < 0 O <« w <OV 0o Wz < Z < w99 < 2 <
3} SRS W S a3 as2s5S$ 235 H =3 5 S Descripeion
DO 911 91 9 91 9111 9 99 9 1 1 9 9 9 1 1 1 Z1ausent 9-presente
DCF 4 2 2 2 3 2 4 1-blanco, 2-amarillo,
3-anaranjado, 4-rosa,
5-rojo, 6-purpura,
7-marrén
DCPL CARTA DE
COLORES
Q Q o Q < S Mg c00000<CT o <
[Ts) ~ T < O o D~ N N G G G A D SN
< g . 0 b= A o B SN = T o Y L o« B T B (e 42 B X ) 0
© ™ . B S SVARN o L R SR To B (o B (o B I P

DCFB 4 4 4 2 4 2 2 4 2 2 3 2 5 5 5 4 4 4 6 6 4 5 4 2 Lblanco 2-amarilo,

3-anaranjado, 4-rosa,
5-rojo, 6-parpura,
7-marrén

Variedades sencillas o dobles solamente: Disco: Oscuro (antes de abrirse las florecillas del disco
(DO); Variedades Sencillas solamente: florecillas del disco de las hileras exteriores: color principal de
los I6bulos del perianto (DCF); Variedades semidobles y dobles tinicamente: Florecillas del disco de la
hileras exteriores: color principal de los l6bulos del perianto (DCPL); Disco: color principal de los
I6bulos del perianto de las florecillas bisexuales (DCFB).

En los hibridos de tipo sencillo solamente se evalué el color principal de los l6bulos
del perianto, de los cinco resultante el 60 % fue de color amarillo, y el 20 % rosa y
anaranjado respetivamente. El color principal de los l6bulos del perianto de la
florecillas bisexuales el 42 % fue de color rosa, el 29 % amarillo, el 17 % rojo, el 8 %
parpura y el 4 % anaranjado; no se manifestaron los colores blanco y marrén

(Cuadro 16).

7.1.6. Pistilo

Para el pistilo se evalué un caracter referente al color principal de la parte distal,
resultando que el 46 % fue de color amarillo, el 38 % rosa, el 8 % blanco y

anaranjado para ambos casos, no se manifestaron en el pistilo los colores rojo,

76



Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

purpura y marrén (Cuadro 15). Bohming, 1985 indica que los pistilos entre mas

amarillos sean, seran m4s atractivos para los agentes polinizadores.

Cuadro 15. Moda en 1 caracter cualitativo en pistilo observado en 24 hibridos de Gerbera.

o
i

'—

2

o > O X p ULy x x Z 0 J wWwkE 4 <F-uwW 2 14

< O = o v owz < 4 w O 4 <

S S8 w 2523523 <Z25 S S 3 S Descripcion
PCP 4 2 4 2 4 2 2 4 2 2 3 1 2 4 2 4 4 2 1 2 4 2 4 3 Lblanco,2-amario,

3-anaranjado, 4-rosa,
5-rojo, 6-purpura,
7-marrén

(PISCP) Pistilo: color principal de la parte distal

7.1.7. Anteras

En el cuadro 16 se presentan los resultados para los tres caracteres evaluados en la
anteras, se encontro que 46 % de las anteras presentaron un color anaranjado, el 29
% fueron de color amarillo, el 16 % fueron rosas y solo el 4 % fueron purpuras y rojo;
ninguna de ellas presento el color marron. Referente al color en el extremo de las
anteras en relacion con las demas partes el 50 % de ellas presentd el mismo color

que en toda la antera, el 33 % fue méas oscuro y el 16 % fue mas claro.

Cuadro 16. Moda en tres caracteres cualitativos de las anteras observados en 24 hibridos de
Gerbera.

o

L

5 Descripci6n

<

o4 > O X pn ) 2w pxx x Z 0 4wk << kE W 14

< O %] L < w O o <

S LSsIsPFHSRT8s2<2sR=55¢3

ACP 3 3311122 2 2221452212 2 21 1 3 1Lamailo
2-anaranjado,
3-rosa, 4-rojo,
5-plrpura, 6- marrén

ACE 3 22332223112 2 3 2 2 2 2 3 3 1 3 1 2 Zymasclmo?2el
mismo, 3-mas oscuro

ARL 111 11191111119 91 99 9 9 1 1 1 1 9presencia l-

ausencia

Anteras: color principal (ANTCP); Anteras: color de extremo en relacion con las demas partes
(ANTLE); Anteras: rayas longitudinales (ANTRL).

77



Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

En cuanto a la presencia de rayas longitudinales en la antera, el 71 % no las

presento y el 29 % las presento.

7.1.8. Estigma

En el cuadro 17 se observa la media de los resultado obtenidos en el estigma, se
evaluo el color principal, del que el 42 % fue amarillo; el 25 % rosa, el 16 % blanco y
el 4 % para los colores anaranjado, rojo, purpura y marron. El estigma es un caracter
que ayuda a la polinizacion natural, los colores amarillos son mas atrayentes para los
insectos, por lo que los hibridos generados en este experimento tienen altas

posibilidades de ser polinizados (Anastassopoulos y Keil, 1996).

Cuadro 17. Moda en un caracter cualitativo en los estigmas observados en 24 hibridos mexicanos
de Gerbera.

o

AN}

'_

2

o > 0 X pn | 0w x Z o o wkFE < - uwZ o

< < Q O VW <« OW =z < Z < WO < o2 <

8} SSSTSRFWSRIS8555SZSESS S S Descripeion
ECP 4 2 4 2 2 2 2 4 6 2 3 1 2 4 7 1 2 2 2 2 5 4 1 1 Lblanco,2-amarilo,

3-anaranjado, 4-rosa,
5-rojo, 6-purpura,
7-marrén

Estigma: color principal (ESTCP).

7.1.9. Papus

En el cuadro 18 se presentan los resultados para el caracter papus. Para el caso de
los hibridos de gerbera evaluados se registraron dos caracteres, el primero se refiere
al color del extremo en relacion con las demas partes y se encontré que el 54 %
presenta el mismo color, el 33 % tiene el color mas oscuro en la parte superior y el
12 % fue mas claro. En cuanto al nivel de los extremos en relacion con las florecillas

del disco cerradas se encontro el 50 % debajo del nivel y 50 % sobre el mismo nivel.
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Soroa, 2005 menciona que este caracter define la profundidad a la que estan

anclados los frutos y esta asegura la maduracion del fruto antes de la dispersion.

Cuadro 18. Moda en dos caracteres cualitativos en papus observados en 24 hibridos de Gerbera.

04

i

|_

2

& >0 X m ) oLy xXx Z o0 Wk < +-uWw2 o 24
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PCE 3 2 222 2333112 222 312 3 3 3 2 2 2 2lmasclarmo?2e

mismo, 3-mas oscuro
PNE 2 2111121211112 2 211 2 1 2 2 2 2 ldebao 2mismo

nivel

Papus: Color del extremo en relacion con las demés partes (PCE); Papus: nivel del extremo en
relacién con las florecillas de disco cerradas (PNE).

7.2. Andlisis estadistico

Comparaciéon de medias

En el cuadro 19 se observaron diferencias altamente significativas (P < 0.01) en las
nueve variables cuantitativas (Cuadro 2). El indice promedio entre valores extremos
(menor/ mayor) de las nueve variables fue de 0.6, lo que indicé un rango de variacion
de casi el doble del valor del hibrido de menor registro hasta el de mayor en cada
variable. Las variables con mayor grado de variabilidad relativa de acuerdo a su
coeficiente de variacion fueron AH, DI, DC, LP, AF y Al. Resultados similares con
variacion significativa en largo, ancho y area de hoja, asi como longitud de pedunculo
en gerbera (Gerbera jamesonii I.) han sido reportados para valoracion de cultivo en

maceta (Das, et al., 2012).
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Cuadro 19. Comparacién de medias para nueve caracteres cuantitativos observados en 24 hibridos
de Gerbera.

Hibrido LH AH LP DC DI Al LF AF DD
RAF 42.70a** 14.68abcdef  56.37 abcd  11.23bcdefg 3.59 bcdefg  2.01fghi 3.60de 1.64ef 2.69cde
VAL 43.06a 17.90ef 63.04cd 12.00abcdefg 3.62 bcdefg  1.66 cde 5.23gh 1.26¢d 3.51h
MEL 43.85ab 13.51ab 55.40abc 11.87abcd 3.26abc 2.44jk 4.53f 1.31cd 1.81b
ANE 44.20abc 13.00a 48.25 a** 11.56a 3.19ab 1.51 cde 4.62f 0.65a* 3.51h
NAN 44.84abcd 15.09abcdef ~ 61.97 bed 11.96 defg 4.08defgh 1.51abc 2.58a 1.32cd 3.15f
MAT 44.99abcd 12.79a** 65.37d** 9.78ab 3.29 abc 1.95cde 3.46cd 1.22c 1.72b
REF 46.57abcde  13.69abc 63.07 bed 11.39 cdefg 3.44hdefg 1.66cde 4.87fg 1.27cd 2.78de
NAT 47.16bcde 13.35a 54.37ab 10.90abc 2.41abcd 2.32ijk 4.60f 1.35cd 1.82b
TAY 47.39bcde 14.27abcde 56.79 abcd 11.99efy 4.19fgh 1.65 cde 5.43h 1.26¢d 1.68b
BOR 47.85cde 18.39f** 61.88bcd 11.53 defg 3.83 cdefgh 1.97efgh 3.05bc 1.76f** 3.38gh
SOL 47.86cde 14.23abcde 57.11abcd  11.4labcde 4.24gh 1.71 cdef  4.43f 1.40cd 3.53h
IME 47.76cde 14.09abcd 55.94abcd 11.47 cdefg 4.28gh 1.31ab 3.47cde 1.26cd  2.60cde
LIS 48.02cde 15.97 abcdef ~ 60.65 bcd 12.25abcd 3.50abcdef 1.96efgh 3.39cd 1.63f 2.50c
BOB 48.38de 14.84 abcdef  57.59 abcd 9.5l a* 3.31 abc 2.46k** 2.58a 1.28cd 3.48h
MAR 48.55def 14.56def 57.93 abcd 10.75abcdef 3.49abcdef 1.83cdefg  4.59f 1.73k 2.51c
LIL 48.80def 13.23a 56.32abcd 10.51defg 4.45h** 1.61bcd 4.49f 1.24c l42a*
FER 49.10efg 15.11 abcdef  61.30 bed 11.93 cdefg 3.80cdefgh 1.90 cde 3.93e 1.46de 2.81e
KAR 49.15efg 15.66 abcdef ~ 58.67bcd 12.08fg 4.19fgh 2.13ghij 2.67ab 1.63ef 3.54h**
MON 52.46fgh 17.17bcdef 62.89 bcd 11.38cdefg 3.47abcde l26a* 4.84fg 1.23c 3.20fg
CAR 52.81gh 13.83abc 59.08 bcd 10.74abcdef 2.82**a 2.35jk 5.19gh 0.78ab 2.50c
MAG 53.18h 17.38cdef 64.47cd 11.95 defg 3.58bcdefg 1.65cde 3.64de 1.34cd 2.62cde
FAB 53.79h 13.28a 63.25 bed 11.26bcdefg 4.12efgh 2.26hijk 3.47cde 1.37cd 3.24fg
ANA 55.14h 18.37f 60.20 bed 12.389 3.61 bcdefg 2.40jk 6.17i** 1.68f 2.51c
MOR 56.15h** 18.0f 62.63 bcd 12.46g** 4.26gh 1.79cdef 257 a* 0.88b 2.57cd
Ccv 5.04 14.95 10.11 8.81 11.51 10.67 7.03 10.09 5.05

p 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

HL = Longitud de hoja, HA = Ancho de hoja, PL = Longitud de pedinculo, CD = Diametro de capitulo,
ID = Diametro de involucro, IA = Altura del involucro, FL = Longitud de la flor ligulada, FA = Ancho de
la flor ligulada, DD = Didmetro de Disco, CV= coeficiente de variacion, p= probabilidad Tukey <0.01, **
valores altamente significativos, * valores significativos.

7.2.1. Taxonomia numérica

El analisis de correlaciéon entre variables (Cuadro 3), destacé asociaciones
significativas entre variables de importancia agronémica, como el diametro del
capitulo, el cual se correlacion6 positiva y significativamente con el ancho de la hoja
(r=0.54, P <0.01) y con la longitud del pedunculo (r=47, P < 0.05); asi como también
el largo y ancho de la hoja se correlacionaron positivamente, con efecto directo en la
superficie foliar (variable no medida), la cual de acuerdo con Magar et al., (2010)

incrementa el rendimiento por planta. Contrariamente, el diametro y altura del
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involucro se correlacionaron significativamente (r= -0.43, P < 0.05) y de manera

negativa.

Cuadro 20. Matriz de correlacion de Pearson con 12 variables cuantitativas de hibridos F;de Gerbera
hybrida.

LH AH LP DC DI Al LF AF DD

LH 1.00

AH 0.40* 1.00

LP 0.37 0.47* 1.00

DC 0.19 0.54** 0.10 1.00

DI 0.17 0.19 0.17 0.34 1.00

Al 0.14 -0.08 -0.05 -0-21 -0.43* 1.00

LF 0.02 -0.06 -0.21  0-09 -0.31 -0.01 1.00

AF -0.07 031 0.23 0.13 0.18 0.23 -0.12 1.00

DD 0.02 0.36 0.09 0.16 0.14 0.13 -0.29  0.05 1.00

LH= Longitud de hoja, AH= Ancho de hoja, LP= Longitud de peddnculo, DC= Didmetro de capitulo,
DI= Diametro de involucro, Al= Altura del involucro, LF= Longitud de la flor ligulada, AF= Ancho de la
flor ligulada, DD= Diametro de Disco. * = P £ 0.05, ** = P <0.01.

De acuerdo con los resultados anteriores, MOR es el hibrido de mayor potencial
comercial al presentar el mayor didmetro de capitulo y entre los mejores para ancho
y largo de hoja y longitud de pedunculo, variables estrechamente asociadas con el
area foliar y diametro del capitulo (Magar et al., 2010). También resultan
sobresalientes VAL, LIS, MON, MAG y ANA, los cuales presentan los mayores
valores de ancho de hoja, diametro de capitulo y longitud de pedunculo; éste Ultimo
caracter, de acuerdo con Hermans et al., (2006), garantiza una mayor durabilidad
después de la cosecha y es uno de los caracteres que los consumidores consideran
al adquirir una flor cortada. Sin embargo, otros autores (Hansen, 2006; Shwetha et
al., 2014) indican que los tallos florales con pedunculos superiores a 60 cm sufren la
curvatura del mismo, al igual que aquellos cultivares que tienen inflorescencias
excesivamente densas y con mas peso que favorecen la curvatura del pedunculo e
incluso su rompimiento. En contraste a los hibridos anteriores, ANE fue

significativamente inferior para largo de pedunculo, lo mismo para el caracter ancho
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de flor ligulada, que lo posicionan como un hibrido potencial para cultivo en maceta
(Zheng et al., 2004, Das, et al., 2012).

La gama de colores del capitulo entre hibridos, conferidos por la parte interior de
las flores liguladas exteriores, se ampli6 de seis presentes en los progenitores
seleccionados (Rivera-Colin, 2019) a 23 diferentes tonalidades en los hibridos F;
(Cuadro 1). Mientras que, en tipo de capitulo, cuando los progenitores mostraron solo
tipo semidoble, los descendientes F; exhibieron indistintamente los tres tipos,
sencillo, semidoble y doble (Cuadro 1). Esta diversidad del tipo de capitulo en los
hibridos, amplia las alternativas a las demandas del mercado, al incluso ofrecer
ejemplares dobles (IME, ANE Y MAR) los cuales son considerados de mayor
atraccion por los compradores (Das et al., 2012). Referente al color del disco, éste
fue indistintamente verde o negro en todos los descendientes, caracter que de
acuerdo a Kloos et al., (2005), es controlado por un gen mayor con dominancia para
el color negro.

De 42 descriptores cualitativos propuestos por la UPOV (2002), se excluyeron
siete, cinco correspondieron a descriptores para capitulos bicolor en las flores
liguladas exteriores y que fueron ausentes en progenitores y descendencia F; de la
presente investigacién y otros dos correspondieron a caracteres presentes en
progenitores y descendencia F;, pero sin variacion (un solo color con distribucion
uniforme en las flores liguladas exteriores). De 203 categorias en los 35 descriptores
cualitativos, se observaron 132 en los hibridos F; (Cuadro 4), que en razon de
proporcionalidad (observadas/ registradas), represento el 65 % de la variacion total

registrada por UPQV (2002).
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Cuadro 21. Descriptores cualitativos y sus categorias presentes en diferentes estructuras de la planta
de hibridos F; de Gerbera hybrida.

Estructura Descriptor Moda
Limbo de Abullonado 5 4 Ausente
la hoja Pubescencia en el haz 5 4 Media
Profundidad de las incisiones en el tercio central 3 3 Media
Color verde del haz 3 3 Media
Forma del apice 5 5 Moderadamente
agudo
Pedunculo Intensidad de la pigmentacion antocianica en la base 5 4 Fuerte
Pigmentacién antocianica en la punta 2 2 Ausente
Bréacteas debajo del involucro 2 2 Ausente
Capitulo Tipo 3 3 Semidoble
Didmetro de la masa de las flores liguladas interiores comparado 3 3 Grande
con el capitulo (variedades semidobles o dobles Unicamente)
Borde de la masa de las flores liguladas interiores 2 2 Irregular
Posicion de la parte distal de las bracteas en relacion con las 2 2 En contacto
flores liguladas exteriores
Pigmentacion antocianica en la parte distal de las bracteas Ausente
interiores
Intensidad de la pigmentacion antocianica en la parte distal de las Débil
bracteas interiores
Flor Nivel del apice en relacion con la punta del involucro 3 3 Mismo nivel
ligulada Forma 2 2 Abobada
exterior estrecha
Eje longitudinal Moderadamente
curvada hacia
abajo
Eje longitudinal 3 3 Recto
Perfil en seccion transversal de la parte mediana de la ligula 3 3 Recto
Forma del 4pice 2 2 Redondeada
Profundidad de las incisiones 5 4 Media
Flor ligulada exterior: tendencia a formar largos pétalos libres 2 2 Ausente
Color del lado interno 73 24 Rojo
Presencia de estrias 2 2 Ausente
Color principal del lado exterior 9 6 Rosa
Disco del Disco oscuro antes de abrirse las florecillas (variedades sencillas 2 2 Ausente y
capitulo 0 semidobles) presente
Variedades sencillas solamente: Color principal de los lébulos del Amarillo
perianto de las florecillas del disco de las hileras exteriores:
Florecillas de disco de las hileras exteriores: color principal de los Rojo
I6bulos del perianto (variedades semidobles y dobles Gnicamente)
Color principal de los l6bulos del perianto de las florecillas Rosa
bisexuales
Pistilo Color principal de la parte distal (estigma) 7 4 Amarillo
Estambre Color principal de las anteras 7 5 Anaranjado
Color del extremo de las anteras: en relacion con las demas 3 3 El mismo
partes
Rayas longitudinales en las anteras 2 Ausencia
Papus Color del extremo en relacion con las demas partes 3 El mismo
Nivel del extremo en relacién con las florecillas de disco cerradas 3 El mismo nivel
Total 35 0

Cd=Categorias del descriptor; Ce= Categorias encontradas
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Andlisis de agrupamiento

La matriz de similitud para analisis de agrupamiento presentd una correlacion
cofenética de 0.843, que de acuerdo con Benemann et al., (2012) representa un alto
grado de correspondencia entre las variables analizadas y certeza en los grupos
formados. El fenograma con coeficiente de identidad promedio de 0.712 (linea de
corte), organizo a los hibridos de acuerdo a su similitud fenotipica en cinco grupos
(Figura 1). El primer grupo incluyé a MAT, ANA, NAT, MEL y BOB, cuyo distintivo
principal es el capitulo semidoble y disco de color negro (a excepcion de ANA, que
es verde); el segundo grupo contuvo solo a los hibridos CAR Y RAF, los cuales no
manifestaron un distintivo comun en el capitulo; el tercer grupo incluyo a VAL, LIS,
REF, NAN, BOR Y MAG, con distintivos de disco en color verde (excepto REF) y de
tipo de capitulo sencillo (excepto REF Y VAL); el cuarto grupo que fue el mas
numeroso concentrdo a IME, KAR, FAB, MON, FER, ANE Y MOR, los cuales no
mostraron un distintivo comun en color de la ligula exterior ni en tipo de capitulo ni
color del disco. El ultimo grupo (5), incluyé a MAR, SOL, LIL y TAY, caracterizados

por tipo de capitulo semidoble, a excepcién de MAR, gue lo mostro doble.
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Figura 1. Analisis de agrupamiento de 24 hibridos F; de Gerbera hybrida con distancia promedio de
disimilaridad (PD) de 0.712, calculados por el método de minima varianza de Ward y distancia Gower.
G=grupos (1, 2, 3, 4, 5).

El grupo cuatro con un valor de 0.66 fue el mas distante, seguido estrechamente del
grupo tres, ambos fueron los mas numerosos. Contrariamente, el grupo con menor
disimilitud fue el dos con una distancia aproximada de 0.5, aunque de forma
individual, sus integrantes (CAR Y RAF) fueron los mas distantes. De manera
opuesta, REF, NAN, MON FER, LIL y TAY fueron los hibridos de menor disimilitud,
con los valores mas proximos a cero. Un estudio similar pero con diferentes
cultivares y especies silvestres del género Gerbera (Benemann et al., 2013), reportan
disimilitudes de 0.0 a 0.5, lo cual sugiere una menor variacion fenotipica respecto a
los de la presente investigacion, cuyos valores oscilaron de 0.5 a 0.66, aun cuando
todos los individuos fueron de descendencia F; de cultivares comerciales sin
ejemplares silvestres los cuales pudieran manifestar mayor divergencia genética de

acuerdo con este analisis de agrupamiento multivariado.
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Andlisis de Componentes principales

Los tres primeros componentes principales (CP) explicaron el 66 % de la varianza
total observada (Cuadro 5), donde al segundo componente la varianza acumulada
fue de mas del 50 %. En el CP1 las variables con mayor aportacion de varianza
fueron “tendencia a formar pétalos libres” y “borde de la masa de las flores liguladas
interiores” (Cuadro 6); mientras que, para el CP2 fueron “diametro del involucro” y
“color principal del lado exterior de la flor ligulada exterior’; y para el CP3, las
variables de mayor aporte fueron “largo del pedunculo” y “tendencia a formar pétalos
libres” (Cuadro 6). Los resultados indican que las variables asociadas a los
descriptores del capitulo floral en los tres primeros componentes principales son las

gue mayor aporte hacen a la variacion entre los hibridos evaluados.

Cuadro 22. Componentes principales de ocho variables morfolégicas en 24 hibridos F, de Gerbera
hybrida.

Componente Vanres Proporcion d_e la varianza total
Principal propios explicada (%)
(Ap) Absoluta Acumulada
1 291 36 36
2 1.32 17 53
3 1.05 13 66
4 0.71 9 75
5 0.63 8 83
6 0.58 7 90
7 0.46 6 96
8 0.33 4 100
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Cuadro 23. Variables con mayor aporte en la varianza de los cuatro primeros componentes
principales en hibridos F; de Gerbera hybrida.

Componentes principales

Caracteres 1 > 3 2
Borde de la masa de las 0.45 -0.17 -0.23 0.06
flores liguladas interiores
Forma de la flor -0.39 -0.04 -0.03 0.68
Tendencia a forma pétalos 0.47 0.13 -0.27 0.04
libres
Color principal del lado -0.33 0.54 -0.04 0.11
exterior (flor)
Largo de la hoja 0.39 -0.23 0.04 0.38
Largo de pedunculo 0.12 -0.08 0.91 -0.09
Diametro de capitulo 0.31 0.39 0.22 0.56
Diametro de involucro 0.24 0.67 0.03 -0.25

Analisis discriminante

El analisis discriminante clasific6 a los 24 hibridos en tres grupos (Figura 2),
diferenciados principalmente por las variables largo y ancho de hoja y longitud del
pedunculo (Cuadro 2), las cuales afectan el tamafio de planta (Magar et al., 2010). El
grupo que incluye MEL, ANE y MAT, representa a hibridos de menor porte con
valores bajos en largo y ancho de hoja y longitud del pedunculo, de capitulos dobles
y semidobles y de colores rojo oscuro a rosa (Cuadro 1). Otro grupo comprende a los
hibridos TAY, MAG, RAF, BOR, REF, LIS, NAN, BOB, NAT, VAL, LIL, la mayoria de
los cuales son de porte medio de acuerdo con los valores de largo y ancho de hoja y
pedunculo floral (Cuadro 2); éstos hibridos incluyeron colores desde blanco hasta
rojo anaranjado, con tipo de disco simple y semidoble (Cuadro 1). El Ultimo grupo
incluyé a los hibridos FAB, MOR, IME, SOL, FER, KAR, ANA, MON, KAR, MAR, los
cuales representan a aquellos con plantas de mayor tamafio y de capitulos

semidobles a dobles y de colores desde rosa hasta rojo claro. De acuerdo con lo
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anterior, las variables cualitativas del capitulo floral estuvieron menos asociadas a la

clasificacion del anélisis discriminante.

Eje Candnico 2

235

-18 88 1028 168 6N 15.51
Epe Candreco 1

Figura 24. Analisis discriminante de 24 hibridos de Gerbera hybrida de acuerdo a ocho variables
morfologicas. Hibridos: 1= TAY, 2= MAG, 3= MOR, 4= FAB, 5= IME, 6= SOL, 7= RAF, 8= FER,
9=KAR, 10= BOR, 11=LIS, 12=NAN, 13=BOB, 14=MEL, 15= ANE, 16= MAT, 17= VAL, 18= ANA, 19=
NAT, 20= REF, 21= MON, 22= CAR, 23= LIL, 24= MAR.

7.3. Extracciéon de ADN

En la Figura 24 se muestra el ADN obtenido de 24 hibridos de gerbera en un gel
agarosa al 1.5 %. La extraccion del ADN en los hibridos de gerbera no presento
complicaciones durante las precipitaciones durante el proceso de extraccion, ni
problemas de viscosidad en el filtrado de las muestras, debido a que la gerbera no

presenta altos contenidos de metabolitos secundarios (Agarwal et al, 2008).

88



Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

M1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

Figura 25. Electroforesis. Electroforesis en gel de agarosa con muestras de ADN extraido en 24
hibridos de gerbera y observado con luz UV en fotodocumentador.

7.4. Productos de amplificacion para seleccion de cebadores RAPDs

En el cuadro 29 se aprecian los resultados del presente trabajo que muestran la
diversidad de 24 genotipos de gerbera utilizando marcadores RAPD. Se presentan
11 de 40 primers evaludos: OPA1, OPA8, OPA10, OPA13, OPA17, OPA19, OPB1,
OPB7, OPB10, OPB14 y OPB20, debido a que mostraron la mayor cantidad,
consistencia y facilidad de observacién de bandas en los geles. De los 24 hibridos
evaluados con los 11 primers hubo 53 bandas polimérficas y 2 monomorficas; el
porcentaje minimo de polimorfismo fue de 66.66 % para los primers OPB-01 y OPB-
14, y el porcentaje maximo fue de 100 para los primers: OPA-01, OPA-08, OPA-10,

OPA-13, OPA-17, OPA-19, OPA-07, OPB-10 y OPB-20.

En el cuadro 27 se detallan los resultados obtenidos de la amplificacion con
diferentes cebadores RAPDs. El numero de fragmentos polimorficos varié de 3 con
los primers OPB-01, OPB-07, OPB-10 y OPB-14 hasta 9 con el primer OPA-08; se
generaron 55 bandas diferentes con un promedio por cada primer de 5 fragmentos.
El tamafio de los fragmentos amplificados vari6 desde 200 hasta 1100 pares de
bases aproximadamente. Bhatia en 2010 obtuvo con 12 primers RAPD 4.5 bandas

por cebador con valores de 2 (OPE-1) a 7(OPF-12). Otros estudios con RAPDs
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tambien han logrado la caracterizacion de gerbera (Chung et al., 2001; Rezande et

al., 2009).

Cuadro 26. Cebadores seleccionados y nimero de bandas generadas

Oligo Secuencia NUmero total de NUmero de bandas  Numero de bandas Polimorfismo
(5-3) bandas monomarficas polimérficas (%)

OPA-01 CAGGCCCTTC 6 0 6 100.00
OPA-08 GTGACGTAGG 9 0 9 100.00
OPA-10 GTGATCGCAG 6 0 6 100.00
OPA-13 CAGCACCCAC 5 0 5 100.00
OPA-17 GACCGCTTGT 4 0 4 100.00
OPA-19 CAAACGTCGG 8 0 8 100.00
OPB-01 GTTTCGCTCC 3 1 2 66.66
OPB-07 GGTGACGCAG 3 0 3 100.00
OPB-10 CTGCTGGGAC 3 0 3 100.00
OPB-14 TCCGCTCTGG 3 1 2 66.66
OPB-20 GGACCCTTAC 5 0 5 100.00
Total 55 2 53 -

El nmero total de bandas amplificadas (NTBA) encontrados en los 11 primers fue de
1257 y el cebador OPA-08 fue el que presento el mayor nimero de bandas. Por el
poder de resolucion, el contenido de informacion y el indice del marcador, los
mejores cebadores fueron OPA-08, OPA-01, OPA-10 y OPA19, mientras que los que
presentaron el menor nimero de bandas fueron OPB con 73 y OPB14 con 82. Los
RAPDs analizados mostraron un valor de PIC superior a los 0.25 por lo tanto se
consideran como altamente informativos para marcadores dominantes, de acuerdo
con Laurentin y Karlovsky (2007); por lo que los 11 cebadores evaluados para
gerbera se consideran altamente informativos. De acuerdo con los autores
anteriores, valores entre 0.15 y 0.25 son suficientemente informativos, mientras que
valores menores a 0.15 se consideran no informativos y no se presentd ninguno de

éstos en este estudio. Lo anterior concuerda con lo que mencionan Gonzalez et al.

90



Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

(2016), lo que sugiere que estos valores demuestran la habilidad de los cebadores

utilizados para diferenciar un genotipo de otro.

Cuadro 27. Detalles de amplificacion obtenido con diferentes cebadores RAPD en diferentes hibridos
de gerbera (Gerbera x Hibrida).

Cebador NTBA RP PIC Ml
OPA-01 144 3 0.48 2.88
OPA-08 171 6.75 0.46 413
OPA-10 148 3 0.49 2.94
OPA-13 113 2.08 0.43 2.15
OPA-17 103 1.33 0.39 1.56
OPA-19 139 5.33 0.50 4.0
OPB-01 88 0.75 0.38 1.13
OPB-07 73 0.75 0.38 1.13
OPB-10 83 0.75 0.42 1.26
OPB-14 82 0.75 0.40 1.19
OPB-20 113 2.08 0.47 2.34
Total 1257

NTBA= NuUumero total de Bandas amplificadas, RP=Poder de resolucién, PIC=Contenido de
informacion polimérfica, MI=Indice del Marcador.

De todos los cebadores RAPD empleados, el cebador OPA-08 obtuvo los valores
més elevados de NTBA, RP y Mi, salvo el PIC que fue de 46, pero aun asi esta

dentro de los mas elevados.

De forma general hubo muy buena correspondencia entre los valores NTBA, RP, PIC
y MI por cada cebador, esto facilita la eleccion de un cebador o un grupo de
cebadores para estudios futuros. Por lo que se concluye que de los 11 cebadores

evaluados los mejores para estudios futuros son OPA-08 y OPA 19.

Los datos de amplificacion de RAPDs se usaron para obtener la matriz de identidad

genética y la distancia genética para los genotipos de gerbera (cuadro 29).
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Cuadro 26. Matriz de identidad genética (arriba de la diagonal) y distancia genética (debajo de la
diagonal) de Nei (1978) para genotipos de gerbera hybrida.

Var 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1 - 040 055 054 058 068 053 060 057 050 055 059 065 064 060 081 056 070 083 073 076 0.75
2 040 - 033 035 048 054 043 043 044 056 044 046 065 064 056 073 062 063 080 073 065 0.79
3 055 0.33 - 031 054 041 055 052 035 043 044 039 072 071 066 069 069 062 090 088 072 0.67
4 054 035 031 - 036 046 047 051 034 042 039 041 0.67 059 069 068 0.76 0.81 099 093 0.76 0.91
5 058 048 054 0.36 - 050 042 049 043 053 063 055 077 076 063 070 0.70 0.79 1.09 070 0.82 0.94
6 0.68 054 041 046 0.50 - 037 055 043 052 044 042 075 074 052 085 072 073 098 0.77 067 0.82
7 053 043 055 047 042 0.37 - 041 037 044 048 050 052 064 057 077 056 063 088 086 0.61 0.75
8 060 043 052 051 049 055 041 - 034 048 056 053 062 068 067 070 0.70 0.64 0.81 0.83 0.62 0.80
9 057 044 035 034 043 043 037 034 - 026 034 048 060 053 058 047 057 055 073 0.71 0.63 0.89

10 0.50 056 043 042 053 052 044 048 0.26 - 030 050 063 065 065 0.71 064 065 082 1.01 0.74  0.90
11 055 0.44 044 039 0.63 044 048 056 034 0.30 - 045 047 053 052 070 0.51 056 077 096 057 0.76
12 059 046 039 041 055 042 050 053 048 050 045 - 043 049 040 062 056 060 075 086 068 0.71
13 0.65 0.65 0.72 0.67 0.77 075 052 0.62 060 0.63 047 0.43 - 030 050 048 043 056 074 090 054 0.78
14 064 064 071 059 0.76 0.74 064 068 053 065 053 049 0.30 - 036 0.34 041 044 059 066 050 0.56
15 0.60 056 066 0.69 0.63 052 057 067 058 065 052 040 050 0.36 - 050 032 052 065 058 052 053
16 081 0.73 069 068 0.70 085 0.77 070 047 0.71 0.70 062 048 0.34 0.50 - 043 070 0.60 057 0.61 0.71
17 056 062 069 0.76 0.70 0.72 056 0.70 057 0.64 0.51 056 043 041 032 043 - 042 060 057 048 0.61
18 0.70 0.63 062 081 0.79 0.73 063 064 055 065 056 060 056 044 052 070 0.42 - 054 078 046 0.62
19 083 080 090 099 109 098 088 081 073 082 077 075 074 059 065 060 060 054 - 0.63 0.63 0.55
20 073 0.73 0.88 093 0.70 0.77 086 0.83 0.71 1.01 096 086 090 066 058 057 057 078 0.63 - 0.77 0.63
21 076 0.65 0.72 076 0.82 067 061 062 063 074 057 068 054 050 052 061 048 046 063 0.77 - 0.44

22 075 079 067 091 094 082 075 080 089 090 076 071 078 056 053 0.71 061 0.62 055 0.63 044 -
23 070 0.71 063 070 0.83 0.70 0.70 0.68 0.61 0.65 064 070 065 057 052 063 048 049 065 0.77 043 043

24 072 061 068 067 0.82 067 072 077 078 079 078 065 071 059 052 072 048 0.77 083 060 050 0.56

Los resultados de esta matriz indican mayor identidad genética entre los valores que
se acercan mas a uno (Panwar, Singh, Sonah y Deshmekh, 2015) por lo valores que
se muestran en el cuadro 29, lo hibridos mas con mayor identidad genética entre
todos los hibridos son: MON de color rojo centro negro, KAR de color amarillo centro
negro, MAT de color negro, disco muy grande y MEL de color vino y flor sencilla y al

mismo tiempo presentan la mayor distancia genética entre todos los hibridos
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El dendograma fue obtenido con el método Nei Li/Dice, usando como datos la

amplificacion de RAPD (Figura 28,29).
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Figura 24. Pefrfil electroforético de ADN de hoja de 24 hibridos de gerbera (Gerbera hybrida) con el
cebador OPA-19 (RAPD).
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Figura 25. Perfil electroforético de ADN de hoja de 24 hibridos de gerbera (Gerbera hybrida) con el
cebador OPA-8 (RAPD).

En el dendrograma se formaron 8 grupos de gerberas. El grupo 1 esta formado por
cinco hibridos (VAL, MON, MOR, MAG y TAY) de capitulos dobles y semidobles de

color rosa. El grupo 2 esta formado de 4 hibridos en colores fiusha y rosa (NAT, REF,
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ANE, e IME). El grupo 3 esta integrado de 2 hibridos LIL y ANA. En el grupo 4 esta el
hibrido CAR que se caracteriza por ser el anico en color rojo y color de disco verde.
El grupo 5 esta integrado por 3 hibridos (FER, FAB y RAF) se caracteriza por
presentar color amarillos y disco negro. En el grupo 6 esta el hibrido SOL que
presenta un color amarillo claro y disco negro. Los hibridos BOR y MAR integran el
grupo 7. El grupo 8 esta formado por los hibridos LIS, BOB Y NAN y se caracterizan
por presentar disco verde y ser capitulo sencillo; y finalmente en el grupo 9 esta
MAT, MEL y KAR gue tiene disco en color negro, tipo semidoble, en color amarillo,
rojo y vino. El coeficiente de parentesco vario de 0.45 observado en REF hasta 0.85

asociado a VAL.

El arbol generado representa las relaciones genéticas existentes entre todos los
hibridos, este método permitié la agrupacion de acuerdo a la distancia genética entre
cada uno. La razén de que haya tantos grupos significa que cada uno de los hibridos

es diferente uno de otro.
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3 MORELIA
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Figura 26. Dendrograma de Gerbera obtenido con el método Nei Li/Dice.
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7.7. Repetibilidad de las reacciones PCR

Entre las técnicas moleculares, las correspondientes a marcadores RAPDs son de
las mas rapidas y operativamente simples para la caracterizacion de cultivares (Lee,
Yae y Kim, 2005). Sin embargo, la confiabilidad de sus resultados radica, en gran
parte, en la optimizacién previa de variables que pueden afectar los patrones de
amplificacion. Se verifico la repetitividad de marcadores RAPDs de gerbera bajo
diferentes condiciones experimentales. Entre ellas, la pureza del ADN, el tipo de Taq
ADN-polimerasa, las concentraciones de Mg+2 y dNTPs, sin que hubiera
modificaciones en el conteo final de bandas. Resultados similares los reporta
Cavagnaro y Masuello (2003) en olivo olea europaea. En las pruebas realizadas en
24 muestras de hibridos de gerbera se observaron ligeras diferencias en la
intensidad de los fragmentos, que no afectaron el conteo final. Los fragmentos

polimorficos fueron estables a través de las reacciones de prueba.

M1 2345 6 7 89 101112 13 1415 16 1718 19 20 21222324 M

1100

Figura 27. Productos de PCR con el marcador RAPD OPA-8 en 24 hibridos de gerbera. (Prueba 1)

96



Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

M1 2345 6 7 89 101112 13 141516 1718 19 20 21222324 M
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Figura 28. Perfil de RAPD (OPA 8) generados en un termociclador utilizando 24 hibridos de gerbera
(prueba de repetibilidad)

Desde el punto de vista de la utilidad de un marcador molecular, es sumamente
importante que sea repetible en las condiciones experimentales establecidas para el
mismo, debido a la gran cantidad de factores involucrados en las reacciones de PCR

de RAPDs como lo son la temperatura y el tiempo (Wilches, 2014)

7.8. ldentificacion de hibridos verdaderos

En la figura 31 se presentan los resultados obtenidos con cuatro marcadores RAPDs
para la identificacion de hibridos verdaderos y sus progenitores. Los cebadores que
se utilizaron fueron: OPB1, OPA10, OPA19 Y OPB10. Cada cebador generé una
banda de ADN polimérfico que estaba presente en el progenitor masculino y ausente
en el progenitor femenino. Como las bandas RAPD normalmente se heredan como
caracteres dominantes, la presencia de estas bandas en las plantas F1 confirmé su

estado (Hamada y Hagimori, 1996; Langridge y Chalmers, 2004).
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Figura 29. Identificacion de hibridos verdaderos

Los RAPDs para identificar plantas hibridas han sido de uso comun, como en
hibridos de frijol (Phaseolus vulgaris) y soya (Glycine max) derivadas de cruces entre
progenitores estrechamente relacionados, sin diferencias fenotipicas aparentes
(Vidal-Barahona et al., 2006). De igual manera los cebadores OP-F12 y OP-O3 se
usaron para identificar hibridos verdaderos derivados de cruces entre los cultivares
de frijol coman, Ruda (Ruta graveolens) y los cultivares de soya Cristalina y Bossier,
respectivamente (Vidal-Barahona et al., 2006). Cada cebador generé una banda de
ADN polimérfico que estaba presente en el progenitor masculino y ausente en el

progenitor femenino.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los hibridos exhibieron el 65 % de la variacion total de los descriptores de la
UPOQV para esta especie, con una amplia variacion respecto a sus progenitores en el
color interno de la ligula exterior, asi como presencia de los tres tipos de capitulo
(sencillo, semidoble y doble) y sus dos colores en disco (negro y verde). Las
variables cuantitativas exhibieron el doble de variacidbn promedio entre sus valores
extremos. El didmetro del capitulo, largo y ancho de hoja y longitud del pedunculo se
correlacionaron positivamente, que en analisis discriminante influyeron en la
agrupacion de los hibridos. Los hibridos en fenograma se agruparon en cinco
categorias con distancias de 0.3 a 0.66 que indicaron variacion genética entre los
hibridos. Los tres primeros componentes explicaron el 66 % de la varianza total, con
variables de mayor aporte asociadas al capitulo floral. Los diferentes andlisis
permitieron identificar hibridos con alto potencial comercial, asi como sus propésitos
de uso.

Los marcadores RAPDs caracterizaron los 24 hibridos de gerbera indicando que
todas son genéticamente diferentes. Los mejores cebadores fueron OPA-8 y OPA
19. Los grupos de individuos en dendrograma muestran que son producto de

hibridaciones de progenitores en comudn practicadas a lo largo del tiempo.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Imagenes de hibridos caracterizados morfoldgica y molecularmente (Fotos: Azucena Rivera
Colin).
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Anexo 2. Descriptores utilizados de la Guia UPOV (2000).

No.  Caracter Descripcion tc Obs. Modificados
C1 Hoja: Longitud
Corta SC 1 30-40 cm
Media SC 2 40-50 cm
Larga SC 3 50-60 cm
c2 Hoja: Ancho
Estrecha SC 1 10-15cm
Media SC 2 15-20 cm
ancha sSC 3 20-25 cm
C3 Hoja: Limbo: abullonado
Ausente o muy débil SC 1
Débil SC 2
Medio sSC 3
Fuerte SC 4
Muy fuerte SC 5
C4 Hoja: Limbo: pubescencia en el
Haz (excluida la nervadura principal)
Ausente o muy laxa SC 1
Laxa SC 2
Media SC 3
Densa SC 4
Muy densa SC 5
C5 Hoja: Limbo: profundidad de las incisiones en el
tercio central
Poco profundo sSC 1
Medio SC 2
Profundo SC 3
C6 Hoja: Limbo: color verde del haz
Claro SC 1
Medio SC 2
Oscuro SC 3
Cc7 Hoja: Limbo: forma del apice Agudo estrecho SC 1
Moderadamente agudo SC 2
En &ngulo recto SC 3
Obtuso SC 4
Redondeado SC 5
c8 Pedinculo: Longitud Corto C 1 40-50 cm
Medio C 2 50-60 cm
Largo C 3 60-70 cm
Cc9 Pedunculo: intensidad de la pigmentacion
antocianica en la base
Ausente o muy débil SC 1
Débil SC 2
Media SC 3
Fuerte SC 4
Muy fuerte SC 5
C10 Peddnculo: pigmentacién antocianica en la punta
Ausente SC 1
presente SC 9
C11 Peddnculo: bracteas debajo del involucro
Ausentes SC 1
Presentes SC 9
C12 Capitulo: tipo
Sencillo SC 1
Semidoble SC 2
doble SC 3
13 Capitulo: Diametro
Muy pequefio C 1 8-9cm
Pequefio C 2 9-10cm
Medio C 3 10-11cm
Grande C 4 11-12cm
Muy grande C 5 12 + cm
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C14

C15

C16

C17

C18

C19

C20

C21

C22

C23

C24

C25

C26

c27

Cont. Anexo 2

Variedades semidobles o doble Unicamente
Capitulo: diametro de la masa de las flores liguladas
interiores comparado con el capitulo

Capitulo: borde de la masa de las flores liguladas
interiores

Capitulo: altura del involcro

Diametro del involucro

Capitulo: Posicion de la parte distal de las bracteas

en relacion con las flores liguladas exteriores

Capitulo: pigmentacién antociénica en la parte distal
de las bracteas interiores

Capitulo: intensidad de la pigmentacién antocianica

en la parte distal de las bracteas interiores

Flor ligulada exterior: nivel del &pice en relacion con
la punta del involucro

Flor ligulada exterior: forma

Flor ligulada exterior: eje longitudinal

Flor ligulada exterior: eje longitudinal

Flor ligulada exterior: perfil en seccion transversal de
la parte mediana de la ligula

Flor ligulada exterior. longitud

Flor ligulada exterior: anchura

Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

Pequefio
Mediano
Grande

Regular
Irregular

Bajo
Medio
Alto

Pequefio
Medio
grande

Separada
En contacto

Ausente
Presente

Débil
media
Fuerte

Debajo
Mismo nivel
Encima

Eliptica estrecha
Obovada estrecha

Fuertemente curvado hacia arriba
Moderadamente curvada hacia
arriba

Recto

Moderadamente curvado hacia
abajo

Fuertemente curvado hacia abajo

Fuertemente inirvado
Moderadamente incurvado
Recto

Céncavo
Recto
Convexo

Muy corta
Corta
Media
Larga
Muy larga

000

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC
SC

SC

WN -

WN -

wWN -

WN -

wWN -

WN - WN -

b wWN P

0-0.5cm
0.5-1cm
1-1.5cm
0-1cm
1-2cm
2-3cm
2-3cm
3-4cm
4-5cm
2-3cm
3—-4cm
4-5cm
6—-7cm
7-8cm
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C28

C29

C30

C31

C32

C33

C34

C35

C36

C37

C38

C39

C40

C41

Cont. Anexo 2

Flor ligulada exterior: forma del apice

Flor ligulada exterior: profundidad de las incisiones

Flor ligulada exterior: tendencia a formar largos
pétalos libres

Flor ligulada exterior: color del lado interno

Flor ligulada exterior: nimero de colores

Variedades de un solo color tnicamente: Flor
ligulada exterior Unicamente: distribucion del color

Flor ligulada exterior: presencia de estrias

Variedades bicolores Unicamente: flor ligulada
exterior: color secundario en la mitad inferior

Variedades bicolores Unicamente: Flor ligulada
exterior: color secundario en la mitad discal

Variedades bicolores Unicamente: Flor ligulada
exterior: color secundario en el borde

Variedades bicolores Unicamente: Flor ligulada
exterior: color secundario en la punta Unicamente

Variedades bicolores Unicamente: Flor ligulada
exterior: color secundario e

Flor ligulada exterior: color principal del lado exterior

Variedades sencillas o dobles solamente: Disco:
diametro

Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

Estrecha
Media
Ancha

Puntiagudo
Redondeado

Ausente o poco profunda
Poco profunda

Media

Profunda

Muy profunda

Ausente
Presente

Diagrama de colores RHS
(INDIQUESE NUMERO DE
REFERENCIA)

Uno
Dos

Ausente
Mas claro en la base
Mas claro en la parte superior

Ausentes
Presentes

Ausente
Presente

Ausente
Presente

Ausente
Presente

Ausente
Presente

Blanco
Amarillo
Anaranjado
Rosa

Rojo
Pdrpura

Blanco

Blanco amarillento
Verde amarillento
Verde

Amarillo
Anaranjado

Rosa

Rojo

Pdrpura

Pequefio
Medio

SC

SC

SC

SC
SC

SC
SC

SC
SC

SC
SC

G WOWNBE N - WN -

[N

[(oly

O©CO~NOUThWNPE OO WNE O

[N
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C42

C43

C4a4

C45

C46

C47

C48

C49

C50

C51

C52

Cont. Anexo 2
Variedades sencillas o semidobles: Disco oscuro

(antes de abrirse las florecillas del disco)

Variedades sencillas solamente: Florecillas del disco
de las hileras exteriores: color principal de los
l6bulos

Variedades semidobles y dobles Unicamente:
Florecillas de disco de las hileras exteriores: color
principal de los I6bulos del perianto

Disco: color principal de los l6bulos del perianto de
las florecillas bisexuales

Pistilo: color principal de la parte distal

Estigma: color principal

Anteras: color principal

Anteras: color del extremo en relacién con las
demas partes

Anteras: rayas longitudinales

Papus. Color del extremo en relacién con las demas
partes

Papus: nivel del extremo en relacién con las
florecillas de disco cerradas

Grande

Ausente
Presente

Blanco
Amarillo
Anaranjado
Rosa

Rojo
Pdrpura
Marrén

Carta de colores RHS (indiquese
el nimero de referencia)

Blanco
Amarillos
Anaranjado
Rosa

Rojo
Pdrpura

Blanco
Amarillo
Anaranjado
Rosa

Rojo
Pdrpura
Marrén

Blanco
Amarillo
Anaranjado
rosa

Rojo
Pdrpura
Marrén

Amarillo
Anaranjado
Rosa

Rojo
Pdrpura
Marrén

Mas claro
El mismo
Mas oscuro

Ausentes
Presentes

Mas claro
El mismo
Mas oscuro

Debajo
Mismo nivel
encima

SC
SC

SC

~NOoO O WNE

WN - OO WNE ~NOoO o~ WNPE ~NOoO O WNE OO WNE

WN -

WN -
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Anexo 3. Esquemas de caracteres morfologicos.

C1. Hoja: Longitud: Corta (1), Media (2), Larga (3).

1

C2. Hoja: Ancho: Estrecha (1), Media (2), Ancha (3)

ﬁf

C3. Hoja: Limbo abullanado: Ausente (1), Débil (2), Medi o(3), Fuerte (4),Muy fuerte (5).
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C4. Hoja: Limbo: pubescencia en el haz: Ausente o muy laxa (1) Laxa (2) Media (3) Densa (4)
Muy densa (5).

C5. Hoja: Limbo: profundidad de las incisiones en el tercio central: Poco profundo (1), medio (2),
profundo (3).

( a7 |
’/ \ ltt "f"." 1:‘
! \ Wt/
\J. AR A4
Y '»'\EK-Q)
/ l - ""‘$' ) "‘-(\d
% 2 :‘\h; W 7/
L SR |
1 2 3

122



Caracterizacion morfolégica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

C7. Hoja: Limbo: forma del apice: Agudo estrecho (1), moderadamente agudo (2), en angulo recto
(3), obtuso (4), redondeado (5).

C8. Pedunculo: Longitud: Corto (1), medio (2), largo (3).

C 9. Pedunculo: intensidad de la pigmentacion antocianica en la base: Ausente (1), débil (2), medio
(3), fuerte (4), muy fuerte (5).
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C10. Pedlnculo: Pigmentacion antocianica en la punta: Ausente (1), presente (2).

\ N\
b
1 2
Ausentes Presentes

C12. Capitulo: Tipo

sencilla
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C13. Capitulo: Diametro

Regular irregular
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C16. Capitulo: altura del involucro

=
\ #

medio

Bajo

C17. Diametro del involucro
7 W

!

medio grande

Pequefio

C18. Posicion de la parte distal de las bracteas en relacidon con las flores liguladas exteriores

Nl’ |}.@ N o ‘I.JI ..,f') -,
N i sl
|
||
|I | II |
[ ! |
|I | ||
|I I,' II
1 2
en contacto

Separada

126



Caracterizacion morfolégica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

C19. Flor ligulada exterior: nivel del dpice en relacion con la punta del involucro

=

3

Debajo mismo nivel encima

C20. Capitulo: intensidad de la pigmentacion antocianica en la parte distal de las bracteas
interiores: Débil (1), media (2), fuerte (3).
o

C21.Flor ligulada exterior: nivel del apice en relacion con la punta del involucro: Debajo (1), mismo

nivel (2), encima (3).
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C22. Flor ligulada exterior: forma: Eliptica estrecha (1), obada estrecha (2).

C23. Flor ligulada exterior: eje longitudinal: Fuertemente curvado hacia arriba (1), moderadamente
curvada hacia arriba (2), recto (3), moderadamente curvada hacia abajo (4), fuertemente curvado
hacia abajo (5).

C24. Flor ligulada exterior: eje longitudinal: Fuertemente incurva (1), moderadamente incurvado (2),
recto (3).

C25. Flor ligulada exterior: perfil en seccidn transversal de la parte mediana de la ligula: Céncavo (1),
recto (2), convexo (3).

128



Caracterizacion morfolégica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

C26. Flor ligulada exterior: Longitud: Muy corta (1), corta (2), media (3), larga (4), muy larga (5).

1 B )

C27. Flor ligulada exterior: ancho: Estrecha (1), media (2), ancha (3).

2

C28. Flor ligulada exterior: forma del apice: Puntiaguda (1), redondeado (2).
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C29. Flor ligulada exterior: profundidad de las incisiones: Ausente o poco profunfa (1), poco
profunda (2), media (3), profunda (4), muy profunda (5).

C30. Flor ligulada exterior: tendencia a formar largos pétalos libres: Ausente (1), presente (9).

C31. Flor ligulada exterior: color del lado interno (Diagrama de colores RHS (indiquese el no. de
referencia).

RED-PURPLE g
GROUP
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C32: Flor ligulada exterior: nimero de colores: uno (1), dos (2).

C33: Variedades de un solo color tnicamente: Flor ligulada exterior Unicamente: distribucién del
color: Ausente (1), mas claro en la base (2),m4s claro en la parte superior.

C34: Flor ligulada exterior: presencia de estrias: Ausentes (1), presentes (2).

C40: Flor ligulada exterior: color principal del lado exterior.
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Caracterizacion morfolégica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

C41: Variedades sencillas o dobles solamente: Disco: didmetro. Chico (1), mediano (2), grande (3).

C43: Variedades sencillas solamente: Florecillas del disco de las hileras exteriores: color principal de
los I8bulos del perianto.
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Caracterizacion morfolégica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

C44: Variedades semidobles y dobles inicamente: Florecillas de disco de las hileras exteriores: color
principal de las I6bulos del perianto.

C45: Disco: color principal de los I6bulos del perianto de las florecillas bisexuales.

C46: Pistilo: color principal de la parte distal.
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Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

C47: Estigma: color principal.

C48: Anteras: color principal.

C49: Anteras: color de extremo en relacién con las demas partes.
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Caracterizacion morfolégica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

C50: Anteras: rayas longitudinales.

C51: Papus: color del extremo en relacién con las demas partes.

C52: Papus: nivel del extremo en relacidn con las florecillas de disco cerradas.
Debajo (1) Mismo nivel (2) Encima (3)

-
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Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

Anexo 4. Variables cualitativas y cuantitativas registradas en la coleccion de 24 hibridos de Gerbera

(Gerbera hybrida).

No. | Caracter

Doble estado

ME (Cualitativos)

ME Cuantitativos

PIA | EE S/SL | cCisL C | D
1 Hoja: Longitud X
2 Hoja: Ancho X
3 Hoja: Limbo: abullonado X
4 Hoja: Limbo: pubescencia en el Haz (excluida la X
nervadura principal)
5 Hoja: Limbo: profundidad de las incisiones en el X
tercio central
6 Hoja: Limbo: color verde del haz X
7 Hoja: Limbo: forma del apice X
8 Peddnculo: Longitud X
9 Pedunculo: Intensidad de la pigmentacién X
antocianica en la base
10 Peddnculo: pigmentacion antocianica en la punta X
11 Pedunculo: bracteas debajo del involucro X
12 Tipo de capitulo X
13 Capitulo Diametro X
14  Variedades semidobles o dobles Gnicamente: X
Capitulo: diametro de la masa de las flores
liguladas interiores comparado con el capitulo
15 Capitulo: Borde de la masa de las flores liguladas X
interiores
16 Capitulo: altura del involucro X
17 Diametro del involucro X
18 Capitulo: Posicién de la parte distal de las X
bracteas en relacion con las flores liguladas
exteriores
19 Capitulo: pigmentacion antocianica en la parte X
distal de las bracteas interiores
20 Capitulo: intensidad de la pigmentacién X
antocianica en la parte distal de las bracteas
interiores
21 Flor ligulada exterior: nivel del apice en relacion X
con la punta del involucro
22 Flor ligulada exterior: forma X
23 Flor ligulada exterior: eje longitudinal X
24 Flor ligulada exterior: perfil en seccion transversal X
de la parte mediana de la ligula
25 Flor ligulada exterior: Longitud X
26 Flor ligulada exterior: ancho X
27 Flor ligulada exterior: forma del apice X
28 Flor ligulada exterior: profundidad de las X
incisiones
29 Flor ligulada exterior: tendencia a formar pétalos X
libres
30 Flor ligulada exterior: color del lado interno X
31 Flor ligulada exterior: nimero de colores X
32 Variedades de un solo color tnicamente: Flor X
ligulada exterior Unicamente: distribucion del
color
33 Flor ligulada exterior: color del lado externo X
34 Flor ligulada exterior: presencia de estrias X

35 Variedades bicolores Unicamente: flor ligulada
exterior: color secundario en la mitad inferior

36 Variedades bicolores Gnicamente: flor ligulada
exterior: color secundario en la mitad distal

37 Variedades bicolores Unicamente: flor ligulada
exterior: color secundario en el borde

38 Variedades bicolores Unicamente: flor ligulada
exterior: color secundario en la punta Unicamente

39 Variedades bicolores Gnicamente: flor ligulada
exterior: color secundario
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Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

Cont. Anexo 4

No. | Carécter Doble estado ME (Cualitativos) ME Cuantitativos
PIA | EE S/SL | cisL C | D
41 Flor ligulada exterior: color principal del lado X
exterior
42 Variedades sencillas o dobles solamente: Disco: X
diametro
43 Variedades sencillas o semidobles: Disco oscuro X
antes de abrirse las florecillas del disco
44 Variedades sencillas solamente: Florecillas del X
disco de las hileras exteriores: color principal de
los I6bulos del perianto
45 Variedades semidobles y dobles Gnicamente: X
florecillas de disco de las hileras exteriores: color
principal de los I6bulos del perianto
46 Disco: color principal de los l6bulos del perianto X
de las florecillas bisexuales
47 Pistilo: color principal de la parte distal X
48 Estigma: color principal X
49 Anteras: color principal X
50 Anteras: color del extremo en relacion con las X
demas partes
51 Anteras: rayas longitudinales X
52 Papus. Color del extremo en relacién con las X
demas partes
53 Papus: nivel del extremo en relacion con las X

florecillas de disco cerradas
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Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

Anexo 5. Matriz general de taxonomia numérica con caracteres cuantitativos y cualititativos
registradas en la coleccion de 24 hibridos de Gerbera (Gerbera hybrida).

No. Caracter Descripcién M/G MT Tipo de dato Modificados
C1l Hoja: Longitud
Corta 1 1 Multiestado (cuantitativo 30-40 cm
continuo)
Media 2 2 Multiestado (cuantitativo 40-50 cm
continuo)
Larga 3 3 Multiestado (cuantitativo 50-+ cm
continuo)
C2 Hoja: Ancho
Estrecha 4 4 Multiestado (cuantitativo 10-15cm
continuo)
Media 5 5 Multiestado (cuantitativo 15-20 cm
continuo)
ancha 6 6 Multiestado (cuantitativo 20-+ cm
continuo)
C3 Hoja: Limbo: abullonado
Ausente 0 muy debil 7 7 Multiestado (cualitativo-
con secuencia ldgica)
Débil 8 8 Multiestado (cualitativo-
con secuencia ldgica)
Medio 9 9 Multiestado (cualitativo-
con secuencia légica)
Fuerte 10 10 Multiestado (cualitativo-
con secuencia ldgica)
Muy fuerte 11 11 Multiestado (cualitativo-
con secuencia ldgica)
c4 Hoja: Limbo: pubescencia
en el haz (excluida la
nervadura principal)
Ausente o muy laxa 12 12 Multiestado (cualitativo-
con secuencia ldgica)
Laxa 13 13 Multiestado (cualitativo-
con secuencia logica)
Media 14 14 Multiestado (cualitativo-
con secuencia logica)
Densa 15 15 Multiestado (cualitativo-
con secuencia ldgica)
Muy densa 16 16 Multiestado (cualitativo-
con secuencia logica)
C5 Hoja: Limbo: profundidad de
las incisiones en el tercio
central
Poco profundo 17 17 Multiestado (cualitativo-
con secuencia ldgica)
Medio 18 18 Multiestado (cualitativo-
con secuencia logica)
Profundo 19 19 Multiestado (cualitativo-
con secuencia logica)
cé6 Hoja: Limbo: color verde del
haz
Claro 20 20 Multiestado (cualitativo-
con secuencia lgica)
Medio 21 21 Multiestado (cualitativo-
con secuencia ldgica)
Oscuro 22 22 Multiestado (cualitativo-
con secuencia logica)
Cc7 Hoja: Limbo: forma del 4pice  Agudo estrecho 23 23 Miltiestado (cualitativo-sin
secuencia légica)
Moderadamente agudo 24 24 Miltiestado (cualitativo-sin
secuencia logica)
En angulo recto 25 25 Miltiestado (cualitativo-sin
secuencia logica)
Obtuso 26 26 Miltiestado (cualitativo-sin
secuencia légica)
Redondeado 27 27 Miltiestado (cualitativo-sin

secuencia logica)
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Cont. Anexo 5

Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

No. Caracter Descripcién M/G MT Tipo de dato Modificados
C8 Pedunculo: Longitud Corto 1 28 Multiestado (cuantitativo 40-50 cm
continuo)
Medio 2 29 Multiestado (cuantitativo 50-60 cm
continuo)
Largo 3 30 Multiestado (cuantitativo 60-+ cm
continuo)
Cc9 Pedunculo: intensidad de la
pigmentacion antocianica en
la base
Ausente o muy débil 4 31 Multiestado (cualitativo-
con secuencia ldgica)
Débil 5 32 Multiestado (cualitativo-
con secuencia ldgica)
Media 6 33 Multiestado (cualitativo-
con secuencia légica)
Fuerte 7 34 Multiestado (cualitativo-
con secuencia ldgica)
Muy fuerte 8 35 Multiestado (cualitativo-
con secuencia légica)
C10 Peddnculo: pigmentacion
antocianica en la punta
Ausente 9 36 Doble estado
presente 10 37 Doble estado
C11 Pedunculo: bracteas debajo
del involucro
Ausentes 11 38 Doble estado
Presentes 12 39 Doble estado
Cl12 Capitulo: tipo
Sencillo 1 40 Miltiestado (cualitativo-sin
secuencia légica)
Semidoble 2 41 Miltiestado (cualitativo-sin
secuencia légica)
doble 3 42 Miltiestado (cualitativo-sin
secuencia logica)
13 Capitulo: Diametro
Muy pequefio 4 43 Multiestado (cuantitativo 8-9cm
continuo)
Pequefio 5 44 Multiestado (cuantitativo 9-10cm
continuo)
Medio 6 45 Multiestado (cuantitativo 10-11cm
continuo)
Grande 7 46 Multiestado (cuantitativo 11-12cm
continuo)
Muy grande 8 47 Multiestado (cuantitativo 12 +cm
continuo)
C14 Variedades semidobles o
dobles Gnicamente
Capitulo: diametro de la
masa de las flores liguladas
interiores comparado con el
capitulo
Pequefio 9 48 Multiestado (cuantitativo
continuo)
Mediano 10 49 Multiestado (cuantitativo
continuo)
Grande 11 50 Multiestado (cuantitativo
continuo)
C15 Capitulo: borde de la masa
de las flores liguladas
interiores
Regular 12 51 Miltiestado (cualitativo-sin
secuencia logica)
Irregular 13 52 Miltiestado (cualitativo-sin

secuencia légica)
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Cont. Anexo 5

Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

No. Caracter Descripcién M/G MT Tipo de dato Modificados
C16 Capitulo: altura del involucro
Bajo 14 53 Doble estado (estado 0-1cm
excluyente)
Medio 15 54 Doble estado (estado 1-2cm
excluyente)
Alto 16 55 Doble estado (estado 2—+cm
excluyente)
C17 Capitulo: diametro del
involucro
Pequefio 17 56 Multiestado (cuantitativo 2-3cm
continuo)
Medio 18 57 Multiestado (cuantitativo 3-4cm
continuo)
grande 19 58 Multiestado (cuantitativo 4—+cm
continuo)
C18 Capitulo: Posicion de la
parte distal de las bracteas
en relacién con las flores
liguladas exteriores
Separada 20 59 Doble estado (estado
excluyente)
En contacto 21 60 Doble estado (estado
excluyente)
C19 Capitulo: pigmentacion
antocianica en la parte distal
de las bréacteas interiores
Ausente 22 61 Doble estado
Presente 23 62 Doble estado
C20 Capitulo: intensidad de la
pigmentacién antocianica en
la parte distal de las
bracteas interiores
Débil 24 63 Multiestado (cualitativo-
con secuencia logica)
media 25 64 Multiestado (cualitativo-
con secuencia logica)
Fuerte 26 65 Multiestado (cualitativo-
con secuencia lgica)
C21 Flor ligulada exterior: nivel
del apice en relacion con la
punta del involucro
Debajo 1 66 Doble estado (estado
excluyente)
Mismo nivel 2 67 Doble estado (estado
excluyente)
Encima 3 68 Doble estado (estado
excluyente)
C22 Flor ligulada exterior: forma
Eliptica estrecha 4 69 Miltiestado (cualitativo-sin
secuencia logica)
Obovada estrecha 5 70 Miltiestado (cualitativo-sin
secuencia légica)
C23  Flor ligulada exterior: eje
longitudinal
Fuertemente curvado 6 71 Miltiestado (cualitativo-sin
hacia arriba secuencia légica)
Moderadamente 7 72 Miltiestado (cualitativo-sin
curvada hacia arriba secuencia logica)
Recto 8 73 Miltiestado (cualitativo-sin
secuencia logica)
Moderadamente 9 74 Miltiestado (cualitativo-sin
curvado hacia abajo secuencia logica)
Fuertemente curvado 10 75 Miltiestado (cualitativo-sin

hacia abajo

secuencia logica)

140



Cont. Anexo 5

Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

No. Caracter Descripcion M/G MT Tipo de dato C Modificados
C24  Flor ligulada exterior: eje
longitudinal
Fuertemente inirvado 11 76 Miltiestado (cualitativo-sin 1
secuencia légica)
Moderadamente 12 77 Miltiestado (cualitativo-sin 2
incurvado secuencia logica)
Recto 13 78 Miltiestado (cualitativo-sin 3
secuencia légica)
C25 Flor ligulada exterior: perfil
en seccion transversal de la
parte mediana de la ligula
Céncavo 14 79 Miltiestado (cualitativo-sin 1
secuencia légica)
Recto 15 80 Miltiestado (cualitativo-sin 2
secuencia légica)
Convexo 16 81 Miltiestado (cualitativo-sin 3
secuencia légica)
C26 Flor ligulada exterior.
longitud
Muy corta 17 82 Multiestado (cuantitativo 1 0-3cm
continuo)
Corta 18 83 Multiestado (cuantitativo 2 3-4cm
continuo)
Media 19 84 Multiestado (cuantitativo 3 4-5cm
continuo)
Larga 20 85 Multiestado (cuantitativo 4 6-7cm
continuo)
Muy larga 21 86 Multiestado (cuantitativo 5 7—-+cm
continuo)
C27 Flor ligulada exterior: ancho
Estrecha 22 87 Miltiestado (cualitativo-sin 1 05-1cm
secuencia légica)
Media 23 88 Miltiestado (cualitativo-sin 2 1-15cm
secuencia logica)
Ancha 24 89 Miltiestado (cualitativo-sin 3 15+
secuencia légica)
C28 Flor ligulada exterior: forma
del 4pice
Puntiagudo 25 90 Miltiestado (cualitativo-sin 1
secuencia légica)
Redondeado 26 91 Miltiestado (cualitativo-sin 2
secuencia logica)
C29 Flor ligulada exterior:
profundidad de las
Incisiones
Ausente 0 poco 27 92 Multiestado (cualitativo- 1
profunda con secuencia logica)
Poco profunda 28 93 Multiestado (cualitativo- 2
con secuencia logica)
Media 29 94 Multiestado (cualitativo- 3
con secuencia lgica)
Profunda 30 95 Multiestado (cualitativo- 4
con secuencia logica)
Muy profunda 31 96 Multiestado (cualitativo- 5
con secuencia logica)
C30 Flor ligulada exterior:
tendencia a formar largos
pétalos libres
Ausente 32 97 Doble estado 1
Presente 33 98 Doble estado 9
C31 Flor ligulada exterior: color
del lado interno
Diagrama de colores 34 99 SC

RHS (INDIQUESE
NUMERO DE
REFERENCIA)
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Cont. Anexo 5

Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

No. Caracter Descripcion M/G MT Tipo de dato C Modificados
C32 Flor ligulada exterior:
numero de colores
Uno 35 100 Miltiestado (cualitativo-sin 1
secuencia légica)
Dos 36 101 Miltiestado (cualitativo-sin 2
secuencia légica)
C33 Variedades de un solo color 102
Unicamene: Flor ligulada
exterior Unicamente:
distribucion del color
Ausente 37 103 Doble estado 1
Maés claro en la base 38 Doble estado 2
Mas claro en la parte 39 104 Doble estado 3
superior
C34  Flor ligulada exterior: 105
presencia de estrias
Ausentes 40 Doble estado 1
Presentes 41 106 Doble estado 9
C35 Variedades bicolores 107
Unicamente: flor ligulada
exterior: color secundario en
la mitad inferior
Ausente 42 Doble estado 1
Presente 43 108 Doble estado 9
C36 Variedades bicolores 109
Unicamente: Flor ligulada
exterior: color secundario en
la mitad discal
Ausente 44 Doble estado 1
Presente 45 110 Doble estado 9
C37 Variedades bicolores 111
Unicamente: Flor ligulada
exterior: color secundario en
el borde
Ausente 46 Doble estado 1
Presente a7 112 Doble estado 9
C38 Variedades bicolores 113
Gnicamente: Flor ligulada
exterior: color secundario en
la punta Gnicamente
Ausente 48 Doble estado 1
Presente 49 114 Doble estado 9
C39 Variedades bicolores 115
Gnicamente: Flor ligulada
exterior: color secundario
Blanco 50 116 Miltiestado (cualitativo-sin 1
secuencia logica)
Amarillo 51 117 Miltiestado (cualitativo-sin 2
secuencia légica)
Anaranjado 52 118 Miltiestado (cualitativo-sin 3
secuencia logica)
Rosa 53 119 Miltiestado (cualitativo-sin 4
secuencia logica)
Rojo 54 Miltiestado (cualitativo-sin 5
secuencia légica)
Pdrpura 55 120 Miltiestado (cualitativo-sin 6
secuencia logica)
C40 Flor ligulada exterior: color 121
principal del lado exterior
Blanco 56 122 Miltiestado (cualitativo-sin 1
secuencia logica)
Blanco amarillento 57 123 Miltiestado (cualitativo-sin 2
secuencia légica)
Verde amarillento 58 124 Miltiestado (cualitativo-sin 3
secuencia logica)
Verde 59 125 Miltiestado (cualitativo-sin 4
secuencia logica)
Amarillo 60 126 Miltiestado (cualitativo-sin 5

secuencia légica)
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Cont. Anexo 5

Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

No. Caracter Descripcion M/G MT Tipo de dato C Modificados
Anaranjado 61 127 Miltiestado (cualitativo-sin 6
secuencia légica)
Rosa 62 128 Miltiestado (cualitativo-sin 7
secuencia légica)
Rojo 63 129 Miltiestado (cualitativo-sin 8
secuencia légica)
Pdrpura 64 130 Miltiestado (cualitativo-sin 9
secuencia légica)
C41 Variedades sencillas o
dobles solamente: Disco:
diametro
Pequefio 1 131 Multiestado (cualitativo- 1 1-1.5cm
con secuencia ldgica)
Medio 2 132 Multiestado (cualitativo- 2 15-2cm
con secuencia légica)
Grande 3 133 Multiestado (cualitativo- 3 2+
con secuencia légica)
C42 Variedades sencillas o
semidobles: Disco oscuro
(antes de abrirse las
florecillas del disco)
Ausente 4 134 Doble estado 1
Presente 5 134 Doble estado 9
C43 Variedades sencillas
solamente: Florecillas del
disco de las hileras
exteriores: color principal de
los I6bulos del perianto
Blanco 6 136 Miltiestado (cualitativo-sin 1
secuencia logica)
Amarillo 7 137 Miltiestado (cualitativo-sin 2
secuencia légica)
Anaranjado 8 138 Miltiestado (cualitativo-sin 3
secuencia légica)
Rosa 9 139 Miltiestado (cualitativo-sin 4
secuencia logica)
Rojo 10 140 Miltiestado (cualitativo-sin 5
secuencia légica)
Pdarpura 11 141 Miltiestado (cualitativo-sin 6
secuencia légica)
Marrén 12 142 Miltiestado (cualitativo-sin 7
secuencia logica)
C44 Variedades semidobles y
dobles Unicamente:
Florecillas de disco de las
hileras exteriores: color
principal de los l6bulos del
perianto
Carta de colores RHS 13 143 SC

(INDIQUESE EL
NUMERO DE
REFERENCIA)
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Cont. Anexo 5

Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

No. Caracter Descripcion M/G MT Tipo de dato C Modificados
C45 Disco: color principal de los
I6bulos del perianto de las
florecillas bisexuales
Blanco 14 144 Miltiestado (cualitativo-sin 1
secuencia légica)
Amarillos 15 145 Miltiestado (cualitativo-sin 2
secuencia légica)
Anaranjado 16 146 Miltiestado (cualitativo-sin 3
secuencia légica)
Rosa 17 147 Miltiestado (cualitativo-sin 4
secuencia légica)
Rojo 18 148 Miltiestado (cualitativo-sin 5
secuencia légica)
Pdrpura 19 149 Miltiestado (cualitativo-sin 6
secuencia légica)
Marrén 20 150 Miltiestado (cualitativo-sin 7
secuencia légica)
Cont. Anexo 5
C46  Pistilo: color principal de la
parte distal
Blanco 1 151 Miltiestado (cualitativo-sin 1
secuencia légica)
Amarillo 2 152 Miltiestado (cualitativo-sin 2
secuencia légica)
Anaranjado 3 153 Miltiestado (cualitativo-sin 3
secuencia légica)
Rosa 4 154 Miltiestado (cualitativo-sin 4
secuencia légica)
Rojo 5 155 Miltiestado (cualitativo-sin 5
secuencia logica)
Purpura 6 156 Miltiestado (cualitativo-sin 6
secuencia logica)
Marrén 7 157 Miltiestado (cualitativo-sin 7
secuencia légica)
C47  Estigma: color principal
Blanco 1 158 Miltiestado (cualitativo-sin 1
secuencia légica)
Amarillo 2 159 Miltiestado (cualitativo-sin 2
secuencia logica)
Anaranjado 3 160 Miltiestado (cualitativo-sin 3
secuencia logica)
rosa 4 161 Miltiestado (cualitativo-sin 4
secuencia légica)
Rojo 5 162 Miltiestado (cualitativo-sin 5
secuencia logica)
Purpura 6 163 Miltiestado (cualitativo-sin 6
secuencia logica)
Marrén 7 164 Miltiestado (cualit.-sin 7
secuencia légica)
C48 Anteras: color principal
Amarillo 1 165 Miltiestado (cualitativo-sin 1
secuencia légica)
Anaranjado 2 166 Miltiestado (cualitativo-sin 2
secuencia logica)
Rosa 3 167 Miltiestado (cualitativo-sin 3
secuencia logica)
Rojo 4 168 Miltiestado (cualitativo-sin 4
secuencia légica)
Parpura 5 169 Miltiestado (cualitativo-sin 5
secuencia logica)
Marrén 6 170 Miltiestado (cualitativo-sin 6

secuencia légica)
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Cont. Anexo 5

Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

No. Caracter Descripcion M/G MT Tipo de dato C Modificados
C49 Anteras: color del extremo
en relacion con las demas
partes
Mas claro 7 171 Multiestado (cualitativo- 1
con secuencia ldgica)
El mismo 8 172 Multiestado (cualitativo- 2
con secuencia ldgica)
Més oscuro 9 173 Multiestado (cualitativo- 3
con secuencia ldgica)
C50 Anteras: rayas
longitudinales
Ausentes 10 174 Doble estado 1
Presentes 11 175 Doble estado 9
C51 Papus. Color del extremo en
relacion con las deméas
partes
Maés claro 1 176 Multiestado (cualitativo- 1
con secuencia légica)
El mismo 2 177 Multiestado (cualitativo- 2
con secuencia ldgica)
Més oscuro 3 178 Multiestado (cualitativo- 3
con secuencia légica)
C52 Papus: nivel del extremo en
relacion con las florecillas de
disco cerradas
Debajo 4 179 Doble estado (estado 1
excluyente)
Mismo nivel 5 180 Doble estado (estado 2
excluyente)
encima 6 181 Doble estado (estado 3

excluyente)
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Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)

Anexo 6. Matriz basica de datos cualitativos

Descripcion

CARACTER

NO.
TAY
MAG
MOR
FAB
IME
SOL
RAF
FER
KAR
BOR
LIS
NAN
BOB
MEL
ANE
MAT
VAL
ANA
NAT
REF
MON
CAR
LIL
MAR

1-Ausente, 2-Débil,3-Medio,
4-Fuerte

,_\
T
5
N
w
w
=
N
N
=
=
N
=
=
=
=
N
N
N
N
IN
=
=
N
=
=
N

2 HPUB. 2 3 1 2 2221 2222222123321 11 4 Mo2mdens
4-densa
3 HLP 21 21 2 12 12 2 2 2 3 2 2 2 11 2 2 1 1 1 1 pocoprofundo,2-medio,
3-produndo
4 HC 2 21 2 2 2 2 2 3 2 2 3 3 2 2 2 3 2 2 2 3 1 1 3 .1caro2medio,3-oscuro
5 HF 2 53 4 2 2 2 1 2 3 3 4 2 2 2 1 3 3 3 2 2 2 2 2 1lagudoestrecho,?2-
moderadamente agudo,
3-en angulo recto, 4-obtuso,
5-redondeado
6 PPB 3 2 1 4 3 4 4 2 2 3 4 1 4 4 4 3 4 3 4 4 2 2 3 4 1Ausente 2-Debil, 3-Medio,
4-Fuerte
7 PP 1111191111119 91 91 9 1 1 1 9 1 1 1Iausente-presente
8 PB 111 991119111 91111 1 9 1 1 1 1 1 1Iausente-presente
9 cT 2 1 2 1 3 2 1 2 2 11 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1senilo2semidoble, 3-doble
10 CDM 2 3 - 3 3 - 3 2 -1 2 1 3 3 1 1 2 2 1 2 3 3 1lpequefio 2-mediano,
3-grande
11 CBM 1 -1 - 12 - 12 - - 12 2 11 2 2 2 2 2 2 2 2 Uregular2iregular
12 CPB 2 22 21 212 2 11 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1lseparada?2encontacto,
13 CPA 119 9111191119111 1 1 1 1 1 9 1 9 Ilausente9presente
14 CIP 2112 213 3 3 111 2 3 3 2111 1 1 2 1 2 1débi2media3fuere
15 FNP 2 2 2 3 2 2 2 2 2 3 2132 2 12 2 2 2 2 3 2 2 1debajo,2-mismonivel
3-encima
16  FF 1112 2 2 12 2 1122222.:1 1 2 1 2 1 2 Lelipticaestrecha, 2-obovada

estrecha

17 FEL 3 2 4 4 3 4 4 3 4 4 4 4 1 3 3 2 3 3 4 3 3 2 4 3 1ifuertementecurvadohacia
arriba, 2-moderadamente
curvada hacia arriba,3-recto,
4-moderadamente curvado
hacia abajo

18 FLL 2 2 331331333312 3311 3 1 1 1 3 3 1fuertementeincurvado,2-
moderadamente incurvado,
3-recto

19 FPT 112 2 3 2 2 3 2 2 2 2 3 1 2 2 3 3 2 3 3 3 2 2 Icbncavo 2recto, 3-convexo

20 FFA 111 2 2 2 12 2 11 2 2 2 2 2 1 2 1 2 1 2 1 2 Ipuntiagudad, 2-redondeada

21 FPI 3 3 3 4 1 3 4 1 2 2 3 3 3 3 4 1 3 3 3 3 2 2 2 3 1lausente 2-pocoprofunda,
3-media, 4-muy profunda

22 FPL 9179 9 9 91 9 9 1 1111 1 1 1 9 1 1 9 1 9 9 1lausente-presente

23 ECI 47-D,58-D,48-C,56-B56-D,41-
C,53-B,50-C,36-C,56-C, 4-D Y 43-
B rojos; 63-C, 62-B y 72-C rojos
purpura; 23-A,22-A, 14-B, 16-C
amarillos-naranja; 32-C, N34-A,

(O] < o
a0 O O m < O m O O T Q <II‘ m O O O O m m O (O 32-Cnaranjarojo; 155-C, verde
K odobowd @bt dd B a b ddd oG b & blnco
< 0 S NN NN A A M A S Z ! nMm;n O oY N~ m
24 FNC 1111111111111 11111111 1 1 1 Zue
25 FDC 111111111111 111111 11 1 1 1 1 Z2uniforme
26 FE 9179 1 91 911 11111 1 1 1 9 9 9 1 1 1 1 Z1ausente-presente
27 VBCI - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - l-ausente, 9-presente
28 VBCD - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - l-ausente, 9-presente
29 VBCB - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - l-ausente, 9-presente
30 VBCP - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1-ausente, 9-presente
31 VBCS - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - l-ausente, 9-presente
32 FC 7 7 7 5 7 5 6 7 5 5 6 3 8 8 8 7 7 7 9 9 6 8 6 5 Iblanco2blancoamarilento,
3- verde amarillento, 4-verde,
5-amarillo, 6-anaranjado, 7-rosa,
8-rojo, 9-purpura
33 DO 911 91 9 91 9 11 1 9 9 9 91 1 9 9 9 1 1 1 Lausente-presente
34 DCF - 4 - 2 - - 2 - - 2 3 - - - - - - - - - - - - - 1-blanco, 2-amarillo, 3-

anaranjado, 4-rosa, 5-rojo,
6-purpura, 7-marrén
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Cont  Anexo 6
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36 DCFB 4 4 4 2 4 2 2 4 2 2 3 2 5 5 5 4 4 4 6 6 4 5 4 2 1lblanco 2-amarilo,
3-anaranjado, 4-rosa, 5-rojo,
6-plrpura, 7-marrén
37 PCP 4 2 4 2 4 2 2 4 2 2 3 1 2 4 2 4 4 2 1 2 4 2 4 3 1blanco 2-amarillo,
3-anaranjado, 4-rosa, 5-rojo,
6-plrpura, 7-marrén
38 ECP 4 2 4 2 2 2 2 4 6 2 3 1 7 4 4 1 2 2 2 2 5 4 1 1 2blanco, 2-amarillo,
3-anaranjado, 4-rosa, 5-rojo,
6-purpura, 7-marrén
39 ACP 3 3311122 2 2 2 2 145 2 2 1 2 2 2 1 1 3 1amarlo 2anaranjado,3-rosa,
4-rojo, 5-purpura, 6- marrén
40 ACE 3 2 233 2223112 2 32 2 2 2 3 3 1 3 1 2 1misclhro2elmismo,3-mas
oscuro
41 ARL 1111119111111 9 91 9 9 9 9 1 1 1 1 Iausenci9presencia
42 PCE 3 2 22 2 2 3 3 3112 2 2 2 31 2 3 3 3 2 2 2 1Imisclhro2elmismo,3-mas

oscuro

43 PNE 221111212 11112 2 2 11 2 1 2 2 2 2 1debajo,2mismoniel
Hoja: Limbo abullonado (HLA); Hoja: Limbo: pubescencia en el haz (excluida la nervadura principal) (HPUB); Hoja: Limbo:
profundidad (HLP); Hoja Limbo: color verde del haz (HC); Hoja: Forma del &pice (HF).Pedinculo: intensidad de la pigmentacion
antocianica en la base (PPB); Pedunculo: pigmentacion antocianica en la punta (PP); Pedunculo: bracteas debajo del involucro
(PB).Capitulo: tipo (CT) Capitulo: didmetro de la masa de las flores liguladas interiores comparado con el capitulo (CDM);
Capitulo: Borde de la masa de las flores liguladas interiores (CBM); Capitulo: Posicién de la parte distal de las bracteas en
relacion con las flores liguladas exteriores (CIP); Capitulo: pigmentacion antocianica en la parte distal de las bracteas interiores
(CIPIG); Capitulo: intensidad de la pigmentacion antocianica en la parte distal de las bracteas interiores (CINP).Flor ligulada
exterior: nivel del apice en relacién con la punta del involucro (INA); Flor ligulada exterior: forma (FF); Flor ligulada exterior: eje
longitudinal (FEL); Flor ligulada exterior: forma del apice (FFA); Flor ligulada exterior: profundidad de las incisiones (FPI); Flor
ligulada exterior: tendencia a forma pétalos libres (FPL); Flor ligulada exterior: color del lado interno (FCI); Flor ligulada exterior:
nimero de colores (FCN); Variedades de un solo color Unicamente: Flor ligulada exterior Gnicamente: distribucion del color
(FDC). Flor ligulada exterior: presencia de estrias (FE); Flor ligulada exterior: color principal del lado exterior (FC).Variedades
sencillas o dobles solamente: Disco: Oscuro (antes de abrirse las florecillas del disco (DO); Variedades Sencillas solamente:
florecillas del disco de las hileras exteriores: color principal de los lébulos del perianto (DCF); Variedades semidobles y dobles
Unicamente: Florecillas del disco de la hileras exteriores: color principal de los I6bulos del perianto (DCPL); Disco: color principal
de los I6bulos del perianto de las florecillas bisexuales (DCFB).Pistilo: color principal de la parte distal (PISCP). Estigma: color
principal (ESTCP). Anteras: color principal (ANTCP); Anteras: color de extremo en relaciéon con las demés partes (ANTLE);
Anteras: rayas longitudinales (ANTRL). Papus: Color del extremo en relacion con las demas partes (PAPC); Papus: nivel del
extremo en relacion con las florecillas de disco cerradas (PAPN).
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Anexo 7. Protocolo para la extraccién de ADN en plantas con alto contenido de fenoles (Silva, et al.,
2015).

Paso No. Procedimiento

1 Precalentar el CTAB 2% (Tris-HCI 10mM pH 8, Na2 EDTA H20 20mM pH 8, CTAB, NacCl
1.4M) a 60°C con una plancha ® LabTech.

2 Seleccionar 1.5 g de muestra de tejido previamente lavado y colocarlo en un mortero.

3 Agregar 0.3g de PVP y 1 ml de CTAB 2% a la muestra y moler cuidadosamente hasta

obtener una mezcla fina y homogénea.

4 Pasar la mezcla a un tubo ®Eppendorf de 1.5 ml y agitar con el aparato vortex ®Cleaver.

5 Incubar a bafio Maria a 65°C por 30 minutos, dar vortex cada 10 minutos.

6 Centrifugar a 12,000 rpm en centrifuga ®Labnet por 10 minutos.

7 Pasar la fase acuosa (750 pl) a tubos de 1.5 ml nuevos y agregar 750 ul de solucion
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y agitar por inversién por 10 minutos.

8 Centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos.

9 Repetir el paso 7, extrayendo 600 pl de solucién acuosa y, en la camara de extraccion de
gases, agregar 800 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) en tubos de 1.5 ml nuevos.

10 Agitar por inversién durante 10 minutos y centrifugar a 12,000 rpm por 10 minutos.

11 Transferir la solucién acuosa a tubos nuevos de 1.5 ml.

12 Agregar 20 pl de acetato de sodio y 400 pl de etanol al 70% y mezclar suavemente.

13 Mantener a -20°C por 2 horas.

14 Centrifugar a 12,000 rpm durante 20 minutos y decantar dejando en el fondo la pastilla de
ADN.

15 Agreagar 1 ml de isopropanol al 70% y centrifugar a 10,000 rpm por 5 minutos.

16 Decantar dejando la pastilla de ADN y agregar 400 pl de agua HPLC

17 Incubar a 55°C durante 15 minutos.

18 Afnadir 34 pl de acetato de sodio (CH3COONa 3M) y 1 ml de etanol 95%.

19 Mantener a -20°C por 1 hora.

20 Centrifugar a 13,000 rpm por 10 minutos. Decantar el sobrenadante.

21 Lavar con 600 pl de isopropanol al 70 %, centrifugar a 12,000 rpm y decantar (repetir 3
veces 0 mas, el nimero de lavados dependera de la coloracion de la pastilla).

22 Dejar secar por 30 minutos y resuspender la pastilla en 220 pul de agua HPLC. Incubar a 60°
por 10 minutos.

23 Mantener a -20°C hasta su uso.

CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio), PVP (polivinilpirrolidona), HPLC (agua para cromatografia
liquida de alta eficacia).
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Anexo 8. Geles de electroforesis obtenidos con cebadores RAPD en 24 hibridos de gerbera (Gerbera x hibrida).

Anexo 8.1. Gel de electroforesis del cebador OPA 1 (hibrido 1-12)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

1500 1500
1000 1000
500 500
200 200
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Anexo 8.2. Gel de electroforesis del cebador OPA 1 (hibrido 13-24)

1500
1500
1000 1000
500
500
200
200 100
Anexo 8.3. Gel de electroforesis del cebador OPA 19 (prueba de repetitibilidad, hibrido 1-12).
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M
1500
1500
1000
1000
500 500
200 200
100
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Anexo 8.4. Gel de electroforesis del cebador OPA 19 (prueba de repetitibilidadhibrido 13-24).

1500 1500
1000 1000
500
500
200
200
100
Anexo 8.5. Gel de electroforesis del cebador OPA 19 (prueba de repetitibilidad.
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M
1000
1000
500
500
100 100
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Anexo 8.6. Gel de electroforesis del cebador OPB10 (hibrido 1-24)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

1500

1500
1000

1000
500 500
200
100 100

Anexo 8.7. Gel de electroforesis del cebador OPA10 (hibrido 1-24)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

1500

1000
500

200

1500

1000

500

200
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6.- Anexo 8.8. Gel de electroforesis del cebador OPB20 (hibrido 1-24)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

1500
1500 1000
1000
500
500
200
200
Anexo 8.9 Gel de electroforesis del cebador OPA8 (prueba de repetitibilidad)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M
1500
1500
1000
1000
500 500
400 400
300
200 300
200
100
100
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Anexo 8.10. Gel de electroforesis del cebador OPA8 (prueba de repetitibilidad)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

1500
1000 1500
1000
500
500
100
100

Anexo 8.11. Gel de electroforesis del cebador OPA17

1500
1000

500

100

1500
1000

500

100
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Anexo 8.12. Gel de electroforesis del cebador OPA13

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

1500
1000 1500
1000
500
500
100
100

Anexo 8.13. Gel de electroforesis del cebador OPB14

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

1500
1000 1500
1000
500
500
100
100
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Anexo 8.14 Gel de electroforesis del cebador OPB7

M1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

1500 1500
1000 1000
500 500
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Anexo 9. Variedades de Gerbera registradas en México. (UPQOV, 2017).

No. Codigo Tipo Nombre botanico No. de Fecha de No. de Denominacién
solicitud solicitud concesion

1 GERBE PBR GerberalL. 724 18/01/2007 23/01/2008 CRUISER

2 GERBE PBR Gerbera L. 725 18/01/2007 23/01/2008 POPOV

3 GERBE PBR GerberalL. 726 18/01/2007 23/01/2008 HEATWAVE

4 GERBE PBR Gerbera L. 727 18/01/2007 23/01/2008 AVE MARIA

5 GERBE PBR GerberalL. 977 04/09/2008 KLEGJ07162

6 GERBE PBR Gerbera L. 1190 09/04/2010 SAROLTA

7 GERBE PBR GerberalL. 1192 09/04/2010 16/05/2012 PALM BEACH

8 GERBE PBR GerberalL. 1306 17/05/2011 07/06/2013 GRANDOLA

9 GERBE PBR Gerbera L. 1307 17/05/2011 AQUA MELONE

10 GERBE PBR GerberalL. 1308 17/05/2011 SCH8508

11 GERBE PBR Gerbera L. 1839 01/09/2014 FERNANDA

12 GERBE PBR GerberaL. 1931 20/03/2015 19/01/2016 BEAUDINE

13 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 643 08/05/2006 ADVANCE

14 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 644 08/05/2006 DUNE

15 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 645 08/05/2006 ZINGARO

16 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 646 08/05/2006 PURPLE PRINCE

17 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 647 08/05/2006 SAZOU

18 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 648 08/05/2006 FIORELLA

19 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 649 08/05/2006 YUCATAN

20 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 650 08/05/2006 SUPERNOVA

21 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 651 08/05/2006 AVANT GARDE

22 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 652 08/05/2006 FICTION

23 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 653 08/05/2006 AMULET

24 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 757 11/05/2007 19/12/2007 SUPERNOVA

25 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 758 11/05/2007 19/12/2007 PURPLE PRINCE

26 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 759 11/05/2007 19/12/2007 FIORELLA

27 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 760 11/05/2007 19/12/2007 DUNE

28 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 761 11/05/2007 19/12/2007 ADVANCE

29 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 762 11/05/2007 19/12/2007 AVANT GARDE

30 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 763 11/05/2007 19/12/2007 AMULET

31 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 764 11/05/2007 19/12/2007 ZINGARO

32 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 782 12/07/2007 29/08/2008 QUOTE

33 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 868 27/02/2008 11/06/2010 BALANCE

34 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 869 27/02/2008 11/06/2010 CACHARELLE

35 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 870 27/02/2008 11/06/2010 SALVADORE

36 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 987 24/09/2008 14/08/2015 KLEGJ06053

37 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 1036 30/03/2009 10/08/2011 ENTOURAGE

38 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 1037 30/03/2009 10/08/2011 FLOTIMA

39 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 1038 30/03/2009 10/08/2011 FLOPICO
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40 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 1039 30/03/2009 10/08/2011 FORZA
Cont. Anexo 9
No. Codigo Tipo Nombre botanico No. de Fecha de No. de Denominacién
solicitud solicitud concesion

41 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 1041 14/04/2009 30/11/2011 RAFFINNE

42 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 1042 14/04/2009 30/11/2011 INTENSE

43 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 1043 14/04/2009 30/11/2011 BRILLIANCE

44 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 1044 14/04/2009 30/11/2011 EXPLORER

45 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 1045 14/04/2009 30/11/2011 KILIMANJARO

46 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 1326 05/07/2011 27/02/2013 LANCASTER
Bolus ex Hook. F.

47 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 1327 05/07/2011 27/02/2013 CHEVELLE
Bolus ex Hook. F.

48 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 1328 05/07/2011 27/02/2013 NUANCE
Bolus ex Hook. F

49 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 2085 21/01/2016 28/11/2016 FLOFARAO

50 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 2086 21/01/2016 28/11/2016 SAMARAS

51 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 2087 21/01/2016 28/11/2016 DIABOLO

52 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 2088 21/01/2016 28/11/2016 SHIMMER

53 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 2089 21/01/2016 28/11/2016 BRAVOURE

54 GERBE_JAM PBR Gerbera Cass. 2120 08/04/2016 16/01/2017 GRANDORADO
Jamesonii

55 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 2315 09/01/2017 FLOWBALL

56 GERBE_JAM PBR  Gerbera jamesonii 2316 09/01/2017 DREAMLINE
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Anexo 10. Funciones de diversos productos quimicos, reactivos y tampones utilizados en la presente
investigacion.

1. CTAB: es un detergente fuerte, que ayuda a la lisis o ruptura de la pared celular,
utilizada durante la extraccién de ADN en la preparacion del tampon de extraccion.

2. Tris: ayuda a mantener el pH del buffer en 8.0

3. NaCl: Mantiene el equilibrio i6nico y ayuda en la separacién de diferentes restos

organicos disueltos durante la extraccion de ADN.
4. Polivinilpirrolidona: ayuda en la eliminacion de compuestos fendlicos.
5. B -Mercaptoetanol: elimina las proteinas en el proceso de extraccion de ADN

6. EDTA: es un fuerte agente quelante que desvia la concentracion de iones Mg2 + en
la solucién al extraer ADN.

7. Cloroformo: elimina las proteinas y permite la eliminacion de trisfenol saturado

mientras se purifica el ADN.

8. Alcohol isoamilico: elimina las proteinas.

9. Propanol: ayuda en la precipitacion del ADN.

10. ARNasa: eliminacion de ARN mientras se purifica el ADN.

11. Tris fenol saturado: elimina las proteinas de histonas en el ADN.

12. 70% de etanol: absorbe la humedad y las sales en el sedimento de ADN y actua
como un agente humectante, ayuda a una mejor penetracion del buffer TBE.

13. Tampon TBE: disuelve los granulos de ADN y mantiene el pH a 8.0.
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Anexo 11. Articulo publicado

—
———

Articulo Cientifico o " Reuv. Fitotec. Mex. Vol. 42 (2): 155 - 162, 2019.

APTITUD COMBINATORIA Y HETEROSIS EN VARIEDADES

DE GERBERA (Gerbera x hibrida)

COMBINING ABILITY AND HETEROSIS IN GERBERA

(Gerbera x hibrida) VARIETIES

Azucena Rivera-Colin®, Jaime Mejia-Carranza*, Luis M. VVazquez-Garcia®, Elizabeth Urbina-

Sanchez!, Marithza G. Ramirez-Gerardo?

Centro Universitario Tenancingo, Universidad Auténoma del Estado de México. Km 1.5
Carretera Tenancingo - Villa Guerrero, C.P. 52400, Tenancingo, Estado de México, México.
“Divisién de Ingenieria en Innovacién Agricola Sustentable, Tecnolégico de Estudios Superiores
de Villa Guerrero. Carretera Federal Toluca - Ixtapan de la Sal, La Finca, 51760 Villa Guerrero,

Estado de México, México.

*Autor de correspondencia (jmejiac@uaemex.mx)
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RESUMEN

Los cultivos que cuentan con un numero considerable de variedades cultivadas, como la gerbera
(Gerbera x hybrida), pueden ser evaluados mediante experimentos de cruzas dialélicas para la
formacion de nuevos hibridos. El objetivo de la presente investigacion fue estimar la aptitud
combinatoria general (ACG) de seis variedades de gerbera y la aptitud combinatoria especifica
(ACE) de sus cruzas dialélicas, asi como la heterosis en componentes de rendimiento y calidad de
flores. Se empled el método 1 de progenitores y sus cruzas F1 directas y reciprocas con el modelo
Il de efectos aleatorios de Griffing. La evaluacion se realizé bajo un disefio experimental de
bloques completos al azar con cuatro repeticiones. El analisis estadistico detectd diferencias
significativas (P < 0.01) dentro y entre progenitores y cruzas, asi como en las interacciones, lo
que evidencié amplia variabilidad entre progenitores y efectos maternos significativos por
herencia citopldsmica. Los mayores efectos de ACG (P <0.01) para rendimiento de tallos florales
lo tuvieron los progenitores IGL, MG2 y FAS, mientras que los mayores efectos de ACE los
mostraron las cruzas FAS x JES, ALC x IGL y DIN x IGL. Se encontraron efectos positivos de
heterosis para rendimiento en las cruzas FAS x IGL, JES x IGL, ALC x IGL, DIN x IGL, MG2
x IGL y FAS x MG2. Los resultados sugieren que Igloo y Fascination pueden ser utilizados
como progenitores superiores en programas de cruzamiento para desarrollo de nuevas variedades
de gerbera. Los valores altamente significativos de ACG para rendimiento de flor indican la

importancia relativa de la accion génica aditiva sobre los efectos no aditivos.

Palabras clave: Gerbera x hybrida, aptitud combinatoria general, aptitud combinatoria

especifica, cruzas dialélicas, heterosis, rendimiento, calidad de flor.
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SUMMARY

Crops that have a considerable number of cultivated varieties such as gerbera (Gerbera x
hybrida) can be evaluated by diallel cross experiments for the formation of new hybrids. The aim
of this research was to estimate the general combining ability (GCA) of six varieties of gerbera
and the specific combining ability (SCA) of their diallel crosses and the heterosis on yield
components and flower quality. The Griffing method 1 of parents and their direct and reciprocal
F1 crosses was used with model Il of random effects. The evaluation was carried out under a
randomized complete blocks experimental design with four replications. The statistical analysis
detected significant differences (P < 0.01) within and between parents and crosses, as well as in
the interactions, which showed wide variability between parents and significant maternal effects
due to cytoplasmic inheritance. The greatest effects of GCA (P < 0.01) for yield of floral stems
were obtained by the IGL, MG2 and FAS progenitors, while the greatests effects of SCA were
shown by crosses FAS x JES, ALC x IGL and DIN x IGL. Positive effects of heterosis for yield
were found in the crosses FAS x IGL, JES x IGL, ALC x IGL, DIN x IGL, MG2 x IGL and FAS
x MG2. The results suggest that Igloo and Fascination can be used as superior parents in
breeding programs for the development of new gerbera varieties. Highly significant GCA values

for flower yield indicate the relative importance of additive gene action over non-additive effects.

Index words: Gerbera x hybrida, general combining ability, specific combining ability, diallel

crosses, heterosis, yield, flower quality.

INTRODUCCION
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La floricultura en México, con méas de 200 especies cultivadas, demanda una fuerte inversion,
principalmente para la adquisicion de material vegetativo, ya que las nuevas variedades son casi
en su totalidad desarrolladas por empresas extranjeras (Gomez-Gomez, 2010); en particular, el
cultivo de gerbera (Gerbera x hybrida) demanda hasta 80 % de inversion para la adquisicion de
material vegetativo, el cual es desarrollado principalmente por hibridacion, técnica iniciada en
esta especie desde hace mas de 100 afios por Robert Jameson, con las especies Gerbera jamesonii
Bolus y Gerbera viridifolia Sch. (Harding et al., 1981a, 1981b; Singh et al., 2011). Una
alternativa para disminuir costos de importacion de material vegetativo de gerbera en México es
utilizar la variabilidad genética existente, prerrequisito indispensable en un programa de
mejoramiento genético para desarrollar materiales propios (Rimieri, 2017). En este sentido, el
aprovechamiento de componentes como la aptitud combinatoria, con la estimacion de parametros
genéticos, permite la identificacion de progenitores y cruzamientos superiores (Sprague y Tatum,

1942).

La aptitud combinatoria general (ACG) y la aptitud combinatoria especifica (ACE) predicen el
comportamiento de los parentales y su desempefio en combinaciones hibridas, respectivamente
(Sprague y Tatum, 1942). La ACG se considera asociada a la accion génica de tipo aditivo y la
ACE a la de tipo no aditivo (Griffing, 1956). La ACG y la ACE pueden ser evaluadas mediante
un sistema de cruzamientos dialélicos, en el que una opcién es realizar todos los posibles
cruzamientos entre varios parentales (Dickinson y Jinks, 1956; Griffing, 1956; Hayman, 1958;
Kempthorne, 1956). Se han propuesto diferentes métodos para el analisis de disefios dialélicos
(Griffing, 1956; Hayman, 1958; Kempthorne, 1956), de los cuales se distinguen cuatro métodos

experimentales de cruces dialélicos, mismos que varian dependiendo de la inclusion o no de los
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progenitores y los cruces reciprocos de las primeras generaciones filiales (F1) durante la

evaluacion.

Un aspecto importante del desempefio de los progenitores es el efecto heterdtico de superioridad
que éstos puedan expresar en sus hibridos para ser utilizados agrondmicamente (Gutiérrez et al.,
2002). De acuerdo con la gaceta oficial de los derechos de obtentor de variedades vegetales
(SNICS, 2017), se tienen para gerbera 56 solicitudes de registro de nuevas variedades y si se
consideran las que ya cuentan con un titulo de obtentor y las de dominio publico, existen un poco
mas de 100 variedades en el mercado mexicano, las cuales representan una fuente de variabilidad
genética que puede ser aprovechada en programas de hibridacion para el desarrollo de nuevos
materiales. Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue estimar la ACG y ACE de
seis variedades comerciales sobresalientes de gerbera y de sus cruzas dialélicas respectivamente,
asi como la heterosis en variables de rendimiento y calidad de flores mediante el método | de

Griffing con el modelo 11 de efectos aleatorios.

MATERIALES Y METODOS

Para la obtencion de las cruzas dialélicas se utilizaron seis variedades de gerbera
preseleccionadas por estabilidad, calidad y rendimiento (Cuadro 1), las cuales fueron cultivadas
en las instalaciones de la empresa Servicios Integrales de Horticultura Ornamental S. A. de C. V.,

ubicada en Villa Guerrero, Estado de México, a 18° 54° 58 latitud N y 99° 38° 37 longitud O.

Formacion de hibridos y su manejo en etapa de plantula
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Los cruzamientos se realizaron entre progenitores femeninos con anteras inmaduras y
progenitores masculinos con antesis completa y polen abundante. El capitulo del progenitor
femenino fue emasculado con pinzas y polinizado con polen del progenitor masculino y cubierto
con bolsas de tela de fibra textil “pellébn” para evitar contaminaciéon con polen extrafio. Las
semillas F1 cosechadas a madurez fisioldgica fueron sembradas, a razéon de una semilla por
cavidad, en charolas de germinacion de 45 cavidades con sustrato de turba (Premier Peat moos®)
y agrolita 2:1 (v/v) hidratado al 100 % y mantenidas a temperatura de 21 + 3 °C y humedad

relativa de 70 %.

Cuadro 1. Origen y caracteristicas de variedades de Gerbera x hibrida utilizadas en analisis

dialélico.
Variedad CcC O Ccap Cd Tipo Ro VF DC AP
Igloo (IGL) Tn H Bl \Y Sm 22 12 12 60

Fascination (FAS) Tn H Rs N Sm 20 14 12 60

Alcatraz (ALC) Tn H Rj \Y Sm 17 12 11 58
Dino (DIN) Tn H Am \Y Sm 16 10 11 60
Jessy (JES) B | Nr N  Sm 17 10 11 60
MG24 (MG2) B | Fs N S 17 12 11 58

CC (casa comercial: Tn = Terra Nigra, B = Bindisirio); O (origen: H = Holanda, | = Italia); Ccap

(color de capitulo: Bl = blanco, Bc= bicolor, Rs = rosa, Nr = naranja, Am = amarillo, Rj = rojo,

Fs = fiusha); Cd (color de disco: N = negro, V = verde); Ro rendimiento (tallos

florales/m*mes); VVF = vida en florero; DC = diametro de capitulo; AP = altura de pedtnculo;

Tipo de capitulo (S =Sencillo, Sm = semidoble, D = Doble).
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Para aprovechar mejor el material generado, y de acuerdo con la experiencia en el laboratorio, las
plantulas de cada cruza utilizadas para estimar ACG y ACE se preseleccionaron primero por su
crecimiento vigoroso con formacion de tres o mas pares de hojas verdaderas (Leffring. 1973) y
después, por su buena capacidad organogénica en cultivo in vitro, criterios que son
indispensables para el aprovechamiento y la propagacion comercial de esta especie. Plantulas de
20 cm de altura de cada uno de los hibridos seleccionados se trasplantaron a macetas de 20 L con

40 % de tezontle rojo en la base y 60 % de la mezcla turba:agrolita 2:1 (v/v) en la parte superior.

Evaluacion experimental y variables evaluadas

Las macetas se establecieron bajo un disefio de bloques completos al azar con cuatro repeticiones.
Los tratamientos fueron las variedades y la unidad experimental fue una planta por maceta. Se
midieron las variables rendimiento (niUmero de tallos florales/m2 /mes); altura del pedinculo
(cm), desde la base hasta el receptaculo del capitulo; didmetro del capitulo completamente abierto
(cm), medido ecuatorialmente a borde de ligulas; vida en florero a temperatura ambiente en una
solucion de NaClO 40 ppm, medida en dias, de acuerdo con la presencia de pistilos con polen
abundante del exterior al interior del disco, y conservacion de turgencia, forma y color de

capitulos (De Jong, 1978).

Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza y un analisis genético de las P2 cruzas formadas conforme al
método | y modelo 11 de efectos aleatorios (Griffing, 1956). Para la estimacion de la ACG y ACE
solo se evaluaron las P(P-1)/2 combinaciones de las cruzas directas. El analisis de los datos se
realizd con el programa de computo InfoStat (Di Rienzo et al., 2011). Las estimaciones de

heterosis (H) se realizaron con base en la formula H = [(F1 — VPM) / VPM)] x 100, donde: F1 es
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el valor promedio de la cruza y VPM es el valor promedio de los progenitores (Reyes, 1985).
Para obtener las significancias estadisticas entre los porcentajes de heterosis obtenidos por las
cruzas, se realizd6 un analisis de varianza para cada variable y, donde el modelo detecto
diferencias, se utilizd la prueba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05). Con base en la
proporcion relativa de los cuadrados medios de los efectos de ACG y ACE se determind la
contribucion relativa de los efectos aditivos y no aditivos de las variables en estudio. Los efectos
de ACG y ACE se probaron mediante la prueba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05).
Los valores superiores de las medias de progenitores y cruzas de las variables en estudio fueron
aquellos que superaron al valor promedio de las medias més el error estandar (u + ES). Como
criterio de seleccion de las mejores cruzas se utilizé el valor del rendimiento superior a la media

del mismo caracter mas su error estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

El desempefio de todos los progenitores y cruzas en rendimiento, altura de pedunculo, diametro
de capitulo y vida de florero fue variable y con diferencias significativas en los parametros
medidos tanto dentro, como entre progenitores y sus cruzas (Cuadro 2), lo que sugiere amplia
variabilidad genética entre progenitores. Resultados similares en gerbera se han reportado en
trabajos afines para forma del capitulo, nimero de tallos por planta, indice de area foliar y
numero de hojas por planta (Cardoso et al., 2009; Kumari et al., 2011; Senapati et al., 2013). Con
respecto a rendimiento dentro de progenitores, solo uno de ellos (FAS) fue superior
significativamente a la media, en tanto que dentro de cruzas, nueve de 15 presentaron valores
significativamente superiores a la media. En estas cruzas destacO FAS con mayor nimero de

participaciones como progenitor. Similarmente, para didmetro de capitulo, dentro de
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progenitores, sélo el progenitor IGL fue superior significativamente a la media, en tanto que
dentro de cruzas, casi la mitad (siete de 15) fueron superiores significativamente a la media,

donde JES destacé como el progenitor con intervencion en mas cruzas.

En cuanto a vida de florero, cuatro de los seis progenitores mostraron valores superiores y
significativos a la media; sin embargo, en las cruzas solo dos de las 15 (DIN x IGL y MG2 x
IGL) fueron superiores significativamente a la media, las cuales mostraron heterosis. La altura de
planta en la mayoria de los progenitores fue superior significativamente a la media; no obstante,
en las cruzas solo cuatro de 15 fueron estadisticamente superiores. Los resultados anteriores
indican que los progenitores participantes en cruzas sobresalientes pueden ser utilizados en
programas de formacion de hibridos intervarietales 0 como nuevas lineas con uno o mas de los
atributos considerados. Adicionalmente, también se identificaron cruzas especificas (JES x ALC,
ALC x IGL y MG2 x IGL) que mostraron valores superiores a su respectiva media hasta en tres

de las variables evaluadas.

El andlisis de varianza del dialélico detectod diferencias altamente significativas (P < 0.01) en las
fuentes de variacion para las cuatro variables evaluadas, donde estuvieron involucrados los

progenitores y las cruzas directas y reciprocas (Cuadro 3).

Cuadro 2. Medias de Rendimiento (Ro), vida en florero (VF), diametro de capitulo (DC) y

altura de pedunculo (AP) de progenitores e hibridos F; de gerbera.
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Ro VF DC AP

Progenitores (tallos/m®/mes)  (dias) (cm) (cm)
FAS 22.21* 13.96** 11.29 64.44**
JES 21 14.37** 12.07 63.31*
ALC 21.14 13.71%* 11.59 63.25*
DIN 20.62 12.5 11.82 63.06
MG2 20.71 12.92* 11.94 63.41*
IGL 20.04 12.75 12.23** 66.16**
Cruzas

FAS X JES 24.2** 12.45 11.98 63.18
FAS X ALC 21.99 12.38 12.27** 62.98
FAS X DIN 22.34** 12.32 12.09* 60.78
FAS X MG2 22.6** 11.92 11.92 62.03
FAS X IGL 22.3** 11.94 11.94 61.42
JES X ALC 22.46** 13.05 12.32** 64.03**
JES X DIN 22.19* 12.72 12.72** 61.03
JES X MG2 21.74 12.46 12.46** 63.01
JES X IGL 21.22 10.63 10.63 60.93
ALC X DIN 22.12* 11.96 11.5 64.97**
ALC X MG2 20.89 11.3 11.3 60.95
ALC X IGL 23.47** 12.55 12.49** 66.23**
DIN X MG2 22.22* 11.2 11.2 60.53
DIN X IGL 22.35*%* 14.95** 12 63.23*
MG2 X IGL 21.45 13.39** 13.39** 60.93

VI 21.87 12.64 11.96 62.85
ES 0.21 0.23 0.13 0.38

p= media; ES= error estandar; * mayor que u+ES, ** mayor que u+2ES.

Cuadro 3. Cuadrados medios del analisis de varianza dialélico de seis progenitores de

gerberay sus cruzas directas y reciprocas.
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Fuente de variacion GL. Ro VF DC AP
Bloques 3 1.57* 0.18* 0.37** 0.65**
Progenitores 5 2.05** 2.22*%* 0.47** 14.77**
Cruzas directas 14 2.68** 4.51** 1.81** 11.81**
Cruzas reciprocas 14 4.58** 6.95** 2.07** 13.47**
Progenitores y cruzas (35) 4.07** 5.50** 1.64** 12.16**
Progenitores x Cruzas 1 586.01**  2200.99** 128.60** 2702.43**
C. directas x C. reciprocas 1 52.85** 0.71** 4.97** 15.46**
Error 175 041 0.06 0.03 0.09
Total 213

C.V. 2.94 1.88 1.50 0.49

G.L. = Grados de libertad; Ro = Rendimiento, VF = Vida en florero, DC = Diametro de capitulo,

AP =Altura de pedunculo, C.V.: Coeficiente de variacion. *= significativo a 0.05 de

probabilidad; ** = significativo a 0.01 de probabilidad.

Las diferencias altamente significativas en la interaccion progenitores x cruzas revelaron, en

algunos casos, efectos heteroticos de las cruzas, en especifico para rendimiento; sin embargo,

para vida de florero el comportamiento de la mayoria de los progenitores fue superior a casi todas

las cruzas. Las diferencias altamente significativas en la interaccion cruzas directas x cruzas

reciprocas sugieren efectos maternos por herencia citoplasmica u otra influencia del progenitor

femenino (Mendoza-Elos et al., 2003), lo que debera estudiarse méas a detalle para dirigir las

Cruzas.
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Los efectos de la ACG presentaron valores altamente significativos para rendimiento y vida de
florero (Cuadro 4), lo que resalta la importancia relativa de la accion génica aditiva sobre los

efectos no aditivos en dichas variables.

En los casos donde el efecto de ACG fue mayor al de ACE es recomendable hacer seleccion de
genotipos con dichas cualidades y utilizar al menos a uno de ellos como progenitor en programas
de cruzas simples, ya que segun Reyes et al. (2004), una cruza simple con al menos uno de sus
progenitores con alta ACG puede garantizar altos valores en el rasgo evaluado. Valores
significativos de ACG en componentes de rendimiento también han sido reportados para gerbera
(Harding et al., 1981b) y otros cultivos como girasol (Helianthus annuus L.) (Kaya y Atakisi,
2004; Machikowa et al., 2011), tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot.) (Camposeco et al.,
2015), chile (Capsicum sp.) (Gomide et al., 2003) y maiz (Zea mays L.) (Reyes et al., 2004), lo
que demuestra que la accion génica aditiva constituye uno de los componentes genéticos mas
importantes del rendimiento en diferentes especies. Contrariamente, Sanchez-Hernandez et al.
(2011) en calabacita (cucurbita pepe L.) reportaron que la accion génica no aditiva fue mas
importante en componentes del rendimiento de frutos por planta, largo de fruto y rendimiento por
planta, por lo que se deben hacer evaluaciones para dirigir el mejoramiento genético de acuerdo

con la especie y el caracter de interés.

Por otra parte, los efectos de ACE mostraron valores altamente significativos en vida de florero,

diametro de capitulo y altura de pedunculo, lo que da importancia a desviaciones de la varianza

aditiva como dominancia, sobredominancia o epistasis y sugieren un efecto complementario de
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los progenitores involucrados en particular en las cruzas sobresalientes en dichas variables, que

pudieran ser utilizados especificamente para formar nuevas lineas.

Cuadro 4. Cuadrados medios del analisis de varianza para ACG y la ACE de progenitores y

cruzas de gerbera para rendimiento, vida en florero, diametro de capitulo y altura de

pedunculo.

Fuente de variacion G.L. Ro VF DC AP
Bloques 3 0.87 0.05 0.07 44.37
ACG. 5 6.40** 4.22** 7.06 247.44
ACE. 9 0.61 4.69** 6.74** 265.50**
Error 42 1.00 0.03 0.03 64.99
Total 59

G.L. = Grados de libertad; Ro = Rendimiento; VF = Vida en florero (dias). DC = Diametro de
capitulo (cm). AP =Altura de pedinculo (cm). ACG. = Aptitud combinatoria general; ACE. =
Aptitud combinatoria especifica.*= significativo a 0.05 de probabilidad; ** = significativo a 0.01

de probabilidad.

En estos casos, hibridaciones con progenitores especificos resultarian de utilidad para mejorar el
caracter e incluso para generar mas variabilidad genética y poder hacer seleccion. Resultados de
ACE en H. annuus, especie de la misma familia que la gerbera, mostraron valores

estadisticamente significativos para altura de planta (Laureti y Del Gatto, 2001).
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De acuerdo con Cervantes et al. (2011), es recomendable aprovechar primero la varianza genética
aditiva por seleccion de progenitores con buena ACG Yy después la varianza no aditiva por
hibridacion para cruzas con buena ACE; sin embargo, esto depende de la proporcion que
representa la varianza aditiva y la de dominancia de la poblacion estudiada con respecto a la
variacion genética total (Reyes et al., 2004), aunque en un programa de mejoramiento genético de
gerbera, dependiendo de los objetivos especificos, se pueden considerar tanto los efectos de ACG

como los efectos de ACE.

La estimacion de los efectos de ACG de los progenitores mostré efectos positivos y significativos
para rendimiento en las variedades FAS, MG2 e IGL (Cuadro 5), lo que indica que estas
variedades tienen una alta contribucion en la expresion del rendimiento y que los efectos aditivos
son los mas importantes; por lo tanto, pudieran incluirse como progenitores contribuyentes de
alelos superiores para rendimiento en programas de formacion de nuevas variedades mediante
métodos de hibridacion o formacion de sintéticos, cuyo desempefio para un caracter determinado

podria verificarse mediante una evaluacion de la generacion F2 (De la Cruz-Lazaro et al., 2010).

Cuadro 5. Efectos de aptitud combinatoria general y especifica para rendimiento (Ro), vida
en florero (VF), diametro de capitulo (DC) y altura de pedunculo (AP) de seis variedades y
15 cruzas de gerbera.

Genotipo Ro VF DC AP
Efectos de aptitud combinatoria general
FAS 2.49* -0.05 0.03 2.54
JES 1.09 -0.05 -0.05 8.92
ALC 0.57 -0.05 0.07 10.55
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DIN 0.72 -0.02 0.02 16.14

MG2 6.05** -0.05 0.09 0.24
IGL 6.41** -0.04 0.37 2.56

Efectos de aptitud combinatoria especifica
FAS X JES 2.54** 0.04 0 0.45
FAS X ALC 0.16 -0.21 0.24 1.64
FAS X DIN 0.56 0.1 -0.01 -2.28
FAS X MG 0.36 -0.7 -0.03 -1.65
FAS X IGL 0.43 -0.04 0.03 -1.2
JES X ALC 0.3 0.52 0.28 3.06
JES X DIN 0.09 0.56 0.6 -1.67
JESXMG2  -0.82 -0.1 0.49 -0.32
JES X IGL -0.97 -1.28 -1.3 -1.34
ALC X DIN -0.15 -1.25 -0.66 3.67
ALC X MG -1.85 -1.44 -0.71 -0.98
ALC X IGL 1.11* 0.44 0.52 5.36
DIN X MG2 -0.47 -1.16 -0.88 -3.12
DIN X IGL 0.04 3.23** -0.05 0.64
MG2 X IGL  -1.33 1.27 1.5 -2.28

*= significativo a 0.05 de probabilidad; ** = significativo a 0.01 de probabilidad.

Segun la magnitud de los efectos de ACE, las mejores cruzas con valores positivos y
significativos fueron FAS x JES y ALC x IGL para rendimiento y DIN x IGL para vida de
florero. De los seis progenitores que intervinieron en las cruzas, FAS e IGL mostraron efectos
positivos y significativos de ACG, donde IGL repitié en dos cruzas, tanto para rendimiento como
para vida de florero. Aun cuando los efectos de la ACG de los seis progenitores para vida de

florero fueron negativos, se obtuvieron efectos positivos de la ACE en siete de las 15 cruzas; es
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decir, la interaccidn entre los progenitores fue buena. Resultados similares han sido reportados en
maiz para rendimiento (Guillen-De la Cruz et al., 2009); sin embargo, Harding et al. (1981a) para
vida de florero reportaron heredabilidades bajas en sentido estrecho en gerbera, lo que sugiere
avance lento en la mejora. No hubo valores significativos para didametro de capitulo ni para altura
de pedunculo. Las cruzas que presentaron efectos con valores positivos en las cuatro variables
evaluadas fueron JES x ALC y ALC x IGL.

La estimacion de la heterosis para rendimiento indicé un efecto aditivo de las variedades en 14 de
las 15 cruzas, con excepcion de FAS x DIN, cuyo valor fue negativo muy proximo a cero
(Cuadro 6). Destacd para esta variable el progenitor IGL que participé en cinco (FAS x IGL, JES
x IGL, ALC x IGL, DIN x IGL y MG2 x IGL) de las siete cruzas con mayor valor heterético, lo
que lo hace un progenitor superior, que de acuerdo con De la Cruz-Léazaro et al. (2010), desde el

punto de vista comercial, pudiera ser de importancia por el vigor hibrido generado.

Cuadro 6. Heterosis (%H) de 15 cruzas con respecto al promedio de progenitores para para

rendimiento (Ro), vida en florero (VF), didmetro de capitulo (DC) y altura de pedinculo

(AP).
Ro VF DC AP
Cruza
(%H)

FAS X JES 5.07 -18.80 -3.53 -1.73
FAS X ALC 1.26 -11.05 7.06 -3.60
FAS X DIN -0.39 -6.53 6.03 -3.88
FAS X MG2 7.76 -0.80 71.27 -0.09
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FAS X IGL

JES X ALC

JES X DIN

JES X MG2

JES X' IGL

ALC X DIN

ALC XMG2

ALC X IGL

DIN X MG2

DIN X IGL

MG2 X IGL

9.33

5.26

2.92

3.63

10.09

3.51

3.10

9.88

8.52

8.80

6.73

-8.13

-9.18

-1.21

-9.33

-7.13

-5.59

-2.17

-10.81

-12.85

8.74

-1.27

4.17

3.16

4.37

3.06

-2.85

5.70

-1.42

-1.10

-6.76

0.70

3.64

-1.31

-0.90

-3.52

-2.64

-2.76

-2.32

-1.94

-0.80

-3.25

-0.98

-3.48

En diametro de capitulo, 10 de las 15 cruzas mostraron un efecto aditivo de heterosis de los

progenitores involucrados, donde el progenitor FAS destacé también como un progenitor

superior que participd en las tres cruzas con mayor valor heterético (FAS x ALC, FAS x DIN y

FAS x MG2); sin embargo, en las variables vida de florero y altura de pedinculo no hubo efecto

aditivo, con valores negativos en todas las cruzas, excepto en la cruza DIN x IGL, lo que sugiere

desviaciones de aditividad en combinaciones hibridas varietales especificas

La amplitud de la heterosis para el rendimiento, que oscilé de -0.39 a 10.09 %, sugiere un

gradiente de divergencia genética entre los progenitores. De acuerdo con Romero et al. (2002), a

mayor divergencia genética se presenta mayor heterosis, aungque también destacan que la

ausencia de heterosis no necesariamente implica falta de divergencia.
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De igual manera, Gutiérrez et al. (2002) reportaron que la diferencia entre los valores de ACG y
ACE aumenta a medida que la divergencia genética de los materiales se incrementa, hasta un
cierto limite (Hallauer et al., 2010). En tres de las cruzas con el menor valor heterotico participd
DIN como progenitor, 1o que sugiere que éste, junto con los otros progenitores involucrados,
pudiera compartir alelos comunes para el rendimiento de gerbera.

CONCLUSIONES

El desempefio de los progenitores de gerbera y cruzas en el andlisis dialélico sugiere amplia
variabilidad genética entre los progenitores. Los valores altamente significativos de ACG para
rendimiento de flor indican la importancia relativa de la accion génica aditiva sobre los efectos no
aditivos en dicha variable. Valores altamente significativos de ACE para vida de florero,
diametro de capitulo y altura de pedinculo dan importancia a la varianza genética no aditiva, que
pudo manifestarse en cruzas especificas y los valores positivos de heterosis, lo que permite
identificar a algunas variedades como progenitores superiores que, desde el punto de vista

comercial, pudieran ser de gran importancia por el vigor hibrido generado.
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RESUMEN

El método comin de mejoramiento de la gerbera (Gerbera hybrida) es por hibridacion
controlada y su multiplicacién comercial es por clonacion mediante cultivo in vitro. En México
todas las variedades son importadas lo que hace costosa su produccion. El objetivo de esta
investigacion fue identificar y analizar la variacion morfoldgica de 24 hibridos de gerbera
previamente obtenidos de cruzas intraespecificas de seis cultivares comerciales. Los hibridos se
establecieron en suelo bajo invernadero con un disefio completamente al azar y se evaluaron en la
etapa de floracion a punto de corte a partir de 44 descriptores de la Unidn Internacional para la
Proteccion de las Obtenciones Vegetales (UPOV) mediante analisis de varianza y multivariado.
Los hibridos exhibieron el 65 % de la variacion total de los descriptores empleados, con
diferencias altamente significativas (P <.0.01) en variables cuantitativas e indices de 0.6
promedio entre valores extremos (menor/ mayor); el diametro del capitulo se correlacion6
positiva y significativamente con el ancho de la hoja (r= 0.54, P < 0.01) y con la longitud del
pedunculo (r=0.47, P < 0.05). Exhibieron 23 tonalidades en el color interno de la ligula exterior
respecto a las seis de sus progenitores, asi como presencia de los tres tipos de capitulo (sencillo,
semidoble y doble). Un fenograma con coeficiente de identidad promedio de 0.712, organizé a
los hibridos en cinco grupos con distancias comprendidas entre 0.3 a 0.66. Los tres primeros
componentes explicaron el 66 % de la varianza total, cuyas variables con mayor aporte
correspondieron al capitulo floral. El analisis discriminante agrupé a los hibridos principalmente
por las variables largo y ancho de la hoja, longitud de peddnculo y diametro del capitulo. Los
resultados permitieron identificar hibridos con alto potencial comercial para flor de corte y

maceta.

Palabras clave: Gerbera hybrida, analisis multivariado, hibridos F;, variacion morfologica.
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SUMMARY

The common method of improvement of the gerbera (Gerbera hybrida) is by controlled
hybridization and its commercial multiplication is by cloning by in vitro culture. In Mexico all
varieties are imported, which makes their production expensive. The objective of this research
was to identify and analyze the morphological variation of 24 gerbera hybrids previously
obtained from intraspecific crosses of six commercial cultivars. The hybrids were established in
soil under greenhouse with a completely random design and were evaluated in the flowering
stage at cut-off point from 44 descriptors of the International Union for the Protection of New
Varieties of Plants (UPOV) by analyses of variance and multivariate. The hybrids exhibited 65 %
of the total variation of the descriptors used, with highly significant differences (P < 0.01) in
quantitative variables and indexes of 0.6 average between extreme values (lower / higher); the
diameter of the capitulum was positively and significantly correlated with the width of the leaf (r
=0.54, P <0.01) and with the length of the peduncle (r = 0.47, P < 0.05). They exhibited 23 tones
in the internal color of the outer ligule with respect to the six of their parents, as well as the
presence of the three types of capitulum (single, semi-double and double). A phenogram with an
average identity coefficient of 0.712 organized the hybrids into five groups with distances
ranging from 0.3 to 0.66. The first three components explained 66 % of the total variance, whose
variables with the greatest contribution corresponded to the flower head. The discriminant
analysis grouped the hybrids mainly by the variables length and width of the leaf, length of
peduncle and diameter of the capitulum. The results allowed to identify hybrids with high

commercial potential for cut flower and flowerpot.

Index words: Gerbera hybrida, multivariate analysis, hybrids F;, morphological variation.
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INTRODUCCION

Dentro de los cultivos ornamentales de mayor comercializacién a nivel internacional destaca
la gerbera (Gerbera hybrida) (Hansen, 2006) que ocupa el quinto lugar en produccion, después
de rosa (Rosa hybrida), clavel (Dianthus caryophyllus), crisantemo (Dendrathema grandiflora) y
tulipadn (Tulipa gesneriana). A nivel nacional el mayor productor floricola es el Estado de
México, donde la gerbera ocupa la séptima posicion en superficie cultivada (SIAP, 2018). Sin
embargo, el material vegetativo de las variedades cultivadas procede del extranjero
principalmente de Paises Bajos, Israel, Japon, Francia y Alemania (SIAP, 2018), lo que genera
considerable inversion tanto para su adquisicion como para su multiplicacién clonal que es
mediante cultivo in vitro (Hansen, 2006; Rivera-Colin et al., 2019). Al igual que otras especies
ornamentales, G. hybrida requiere de la floricultura nacional mejoramiento genético que permita
por una parte disminuir costos y por la otra ampliar la variabilidad genética para la innovacion en

formas y colores principalmente de sus capitulos (Prajapati et al., 2014).

El mejoramiento de la gerbera cominmente se basa en hibridacion controlada entre variedades
con rasgos fenotipicos de interés que se desea combinar para posteriormente hacer seleccién
fenotipica. Los individuos de la progenie seleccionados, son propagados vegetativamente para
asegurar su uniformidad y después ser comercializados en plantulas (Bhatia et al., 2010). La
seleccidn fenotipica, generalmente de materiales F1, considera diferenciacion en caracteres como
la morfologia de las flores, el tiempo a floracién, longitud de pedunculo, rendimiento y vida en
florero entre otras caracteristicas, algunas veces dificiles de identificar (Rusinowski y
Domeradzka, 2012). Esta dificultad también se presenta en la distincion, homogeneidad y

estabilidad que son pruebas que deben cumplirse para el registro de variedades (UPOV, 2017).
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En un sentido mas amplio la diferenciacion de caracteres fenotipicos se hace mediante la
caracterizacion morfologica y que en conjunto con la molecular permiten la identificacion de la
variabilidad genética existente (Prajapati et al., 2014). En este sentido, el estudio de la
variabilidad puede iniciar a partir del analisis de caracteristicas fenotipicas de sencilla
identificacion visual tales como forma de hoja, pubescencia, color de fruto, etc., que pueden
servir como marcadores morfologicos para la diferenciacion de un individuo con otro (Benin,
2003).

El estudio de la variacion tanto fenotipica como genotipica a través de la caracterizacion
morfologica a partir de un variado numero de caracteres se ha abordado con herramientas
estadisticas como el analisis multivariado en diferentes especie como cacahuete, Arachis spp
(Benin, 2003); maiz, Zea mays (Cruz y Regazzi, 1994); pasiflora, Passiflora alata (Meletti et al.,
2003); lotera, Lotus corniculatus (Soster et al., 2004); albahaca, Ocimum basilicum (Bortolini,
2006); y trébol blanco, Trifolium repens (Bortolini, 2006); los cuales han permitido el
agrupamiento de individuos en similitud fenotipica con aproximacion a distancias genéticas y
agrupacién por contribucion de la varianza de sus diversas variables para la seleccion de
progenitores que permitan mayores posibilidades de combinaciones, asi como de variaciones en
la descendencia que amplien la seleccion (Benemann et al., 2012). El objetivo del presente
trabajo fue identificar y analizar la variacion morfologica de 24 hibridos de G. hybrida a partir de
44 caracteres morfologicos.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se hizo de 2017 a 2018 en las instalaciones de la empresa Servicios Integrales de

Horticultura Ornamental SA de CV en Villa Guerrero (18° 54° 58 N, 99° 38’ 37°0) y en el

Laboratorio de Genética y Biologia Molecular del Centro Universitario Tenancingo de la
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Universidad Autonoma del Estado de México en Tenancingo Estado de México (18° 58” 4”° N,

99° 36° 44°°0). De cruzas a partir de seis cultivares de gerbera, con seis colores diferentes de

capitulo, todos de tipo semidoble y con colores de disco en negro y verde indistintamente

(Rivera-Colin et al., 2019), se seleccionaron 24 hibridos (Cuadro 1) para su evaluacion

morfologica.

Cuadro 1. Hibridos F; de Gerbera hybrida evaluados morfolégicamente.

Color de
capitulo Colorde  Tipo de
Nombre del hibrido
Num. disco capitulo
Descripcion
RHS'
Tayari (TAY) 47D Rosa rojizo Negro SD
Magda (MAG) 58D rosa azulado medio Verde S
Morelia (MOR) 48C Rosa Verde SD
Fabiola (FAB) 23C Naranja amarillento medio Negro S
Imelda (IME) 56B Rosa azulado claro Verde D
Soledad (SOL) 4B Amarillo medio Negro SD
Rafaela (RAF) 22A Naranja amarillento oscuro Negro S
Fernanda (FER) 56D Rosa azulado claro Verde SD
Karla (KAR) 14B Amarillo oscuro Negro SD
Boris (BOR) 16C Naranja amarillento medio Verde S
Lisiecka (LIS) 32C Naranja medio Verde S
Nancy (NAN) 155C blanco Verde S
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Bob (BOB) 41C Rojo anaranjado Negro SD
Melissa (MEL) N34A Rojo oscuro Negro SD
Anel (ANE) 53B Rojo oscuro Negro D

Matilde (MAT) 50C Rosa Negro SD
Valentina (VAL) 36C Rosa rojizo claro Verde SD
Ana (ANA) 56C Rosa azulado claro Verde SD
Natalia (NAT) 63C Rosa azulado medio Negro SD
Refugio (REF) 62B Rosa azulado medio Negro SD
Monika (MON) 4D Rosa (amarillo claro) Negro SD
Carmin (CAR) 43B Rojo claro Verde SD
Lilian (LIL) 72C Rosa azulado claro Verde SD
Marina (MAR) 32C Naranja medio Verde D

! Referencia de colores RHS (UPOV, 2018). D= doble, SD= semidoble, S= sencillo.

Explantes vegetativos de los hibridos F; se multiplicaron in vitro por organogénesis directa
para la obtencion de plantulas (Rivera-Colin et al., 2019). Cuando éstas tuvieron 10 cm de altura,
se establecieron bajo un disefio completamente al azar, en invernadero en camas de 30 x 0.6 x 0.4
m de largo, ancho y fondo respectivamente, con sustrato de suelo de la regién (andosol) a pH de
6.4. La nutricion (Steiner, 1884) fue en fertirriego con variacion en la dosificacién de acuerdo a la
etapa fenoldgica de la planta y temporada del afio. La evaluacion se hizo en floracién en la etapa
comercial de corte, cuando las dos filas exteriores de florecillas del disco del capitulo mostraron
antesis. La caracterizacion morfoldgica se hizo de acuerdo a descriptores oficiales de la gerbera

(UPQV, 2002) y de colores de la Real Sociedad de Horticultura, RHS (UPQOV, 2018). Nueve
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fueron cuantitativos y 35, de 42 cualitativos, presentes y con variacion en los descendientes F;
analizados.

Los descriptores cuantitativos se evaluaron mediante analisis de varianza, comparacion de
medias Tukey (a=0.05) y analisis de correlacion de Pearson. Los 35 descriptores cualitativos se
analizaron a partir de 203 categorias distribuidas en las estructuras hoja, pedunculo, capitulo, flor
ligulada exterior, disco pistilo, estambre y papus.

Con la finalidad de establecer relaciones entre hibridos y variables (descriptores), se hizo
analisis multivariado de ocho variables mixtas previamente seleccionadas. Cuatro cuantitativas
correspondieron a aquellas con mayor varianza e importancia agronémica (ancho de la hoja,
longitud del pedunculo, diametro de capitulo y diametro de involucro); y cuatro cualitativos
seleccionados por su variacion entre los hibridos y su importancia en la seleccion comercial
(borde de la masa de las flores internas liguladas, forma de la flor, tendencia a formar pétalos
libres y color principal del lado interior de la flor ligulada). Todo el anélisis estadistico se hizo
con el programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2016).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observaron diferencias altamente significativas (P < 0.01) en las nueve variables
cuantitativas (Cuadro 2). El indice promedio entre valores extremos (menor/ mayor) de las nueve
variables fue de 0.6, lo que indico un rango de variacion de casi el doble del valor del hibrido de
menor registro hasta el de mayor en cada variable. Las variables con mayor grado de variabilidad
relativa de acuerdo a su coeficiente de variacion fueron AH, DI, DC, LP, AF y Al. Resultados
similares con variacion significativa en largo, ancho y area de hoja, asi como longitud de
pedunculo en gerbera (Gerbera jamesonii 1.) han sido reportados para valoracion de cultivo en

maceta (Das, et al., 2012).
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Cuadro 2. Medias en centimetros de nueve caracteres cuantitativos observados en 24

hibridos F; de Gerbera hybrida.

F1 LH AH LP DC Dl Al LF AF DD
RAF  42.7a** 14.7bc 56.4ab 11.2ab 3.59bc  2.0cd 3.6de 1.6ef 2.7cd
VAL 43.1a 17.9d 63.0cd 12.0cd 3.62bc  1.7bc 5.2gh 1.3cd 3.5h
MEL 43.8a 13.5a 55.4ab 11.9bc 3.26ab  2.4je 4.5f 1.3cd 1.8b
ANE 44.2ab  13.0a 48.2a**  12.0cd 3.19ab  1.5ab 4.6f 0.6a* 3.5h
NAN 44.8ab  15.1bc 62.0bc 12.0cd 4.08de 1.5ab 2.6a 1.3cd 3.1f
MAT 450ab 12.8a** 65.4d** 9.8ab 3.29ab  1.9cd 3.5¢cd 1.2c 1.7b
REF  46.6ab  13.7ab 63.1bc 11.4ab 3.44ab  1.7bc 4.9fg 1.3cd 2.8de
NAT 47.2bc 13.3a 54.4ab 10.9ab 2.41a** 2.3de 4.6f 1.3cd 1.8b
TAY 47.4bc  14.3bc 56.8ab 12.0cd 4.19de 1.6bc 5.4h 13cd 1.7b
BOR 47.8bc  18.4d** 61.9bc 11.5bc 3.8cd 2.0cd 3.0bc 1.8f** 3.4gh
SOL 47.9bc 14.2ab 57.1ab 11.4bc 4.2de 1.7bc 4.4f 1l.4cd 3.5h
IME  47.8bc 14.1ab 56.0ab 11.5bc 4.3de 1.3ab 3.5¢cd 1.3cd 2.6cd
LIS 48.0bc  16.0bc 60.6bc 12.2cd 3.5ab 2.0cd 3.4cd 1.6f 2.5C
BOB 48.4cd 14.8bc 57.6ab 9.5a** 3.3ab 2.5e**  2.6a 1.3cd 3.5h
MAR 485cd  14.6bc 58.0ab 10.7ab 3.5ab 1.8cd 4.6f 1.7k 2.5c
LIL  48.8cd 13.2a 56.3ab 10.5ab 4.4e**  1.6bc 4.5f 1.2c 1.4a*
FER  49.1cd 15.1bc 61.3bc 11.9bc 3.8cd 1.9cd 3.9e 1.5de 2.8e
KAR 49.1cd 15.6bc 58.7bc 12.1cd 4.2de 2.1de 2.7ab 1.6ef  3.5h**
MON 52.5de 17.2cd 62.9bc 11.4bc 3.5ab 1.3a* 4.9fg 1.2c 3.2fg
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CAR 52.8de 13.8ab 59.0bc 10.7ab 2.8a**  2.3de 5.2gh 0.8ab 2.5c
MAG 53.2e 17.4cd 64.5cd 11.9bc 3.6bc 1.6bc 3.6de 1.3cd 2.6cd
FAB 53.8e 13.3a 63.2bc 11.3ab 4.1de 2.3de 3.5¢cd 1.4cd 3.2fg
ANA 55.1e 18.4d 60.2bc 12.4d 3.6bc 2.4de 6.2i**  1.7f 2.5C
MOR 56.1e** 18.0d 62.6bc 12.7d**  4.3gh 1.79bc 2.6a** 09b  2.6cd

Ccv 5.04 14.95 10.1 8.8 115 10.67 7.03 10.09 5.05

LH= Longitud de hoja, AH= Ancho de hoja, LP= Longitud de pedunculo, DC= Diametro de
capitulo, DI= Diametro de involucro, Al= Altura del involucro, LF= Longitud de la flor ligulada,
AF= Ancho de la flor ligulada, DD= Diametro de Disco, CV= coeficiente de variacion; * = P <
0.05, ** =P <0.01; Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.01).

El analisis de correlacion entre variables (Cuadro 3), destacd asociaciones significativas entre
variables de importancia agronémica, como el diametro del capitulo, el cual se correlacion6
positiva y significativamente con el ancho de la hoja (r= 0.54, P < 0.01) y con la longitud del
pedinculo (r=47, P < 0.05); asi como también el largo y ancho de la hoja se correlacionaron
positivamente, con efecto directo en la superficie foliar (variable no medida), la cual de acuerdo
con Magar et al., (2010) incrementa el rendimiento por planta. Contrariamente, el didmetro y
altura del involucro se correlacionaron significativamente (r= -0.43, P < 0.05) y de manera
negativa.

Cuadro 3. Matriz de correlacion de Pearson con 12 variables cuantitativas de hibridos F;de

Gerbera hybrida.
LH AH LP DC Dl Al LF AF DD
LH 1.00

AH 0.40*  1.00
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LP 0.37 0.47* 1.00

DC 0.19 0.54** 0.10 1.00

DI 0.17 0.19 0.17 0.34 1.00

Al 0.14 -0.08 -0.05 -0-21 -0.43* 1.00

LF 0.02 -0.06 -0.21 0-09 -0.31 -0.01 1.00

AF -0.07 0.31 0.23 0.13 0.18 0.23 -0.12 1.00

DD 0.02 0.36 0.09 0.16 0.14 0.13 -0.29 0.05 1.00

LH= Longitud de hoja, AH= Ancho de hoja, LP= Longitud de pedunculo, DC= Didmetro de
capitulo, DI= Diametro de involucro, Al= Altura del involucro, LF= Longitud de la flor ligulada,
AF= Ancho de la flor ligulada, DD= Diametro de Disco. * =P < 0.05, ** =P < 0.01.

De acuerdo con los resultados anteriores, MOR es el hibrido de mayor potencial comercial al
presentar el mayor diametro de capitulo y entre los mejores para ancho y largo de hoja y longitud
de pedunculo, variables estrechamente asociadas con el area foliar y diametro del capitulo
(Magar et al., 2010). También resultan sobresalientes VAL, LIS, MON, MAG y ANA, los cuales
presentan los mayores valores de ancho de hoja, diametro de capitulo y longitud de peddnculo;
éste ultimo caracter, de acuerdo con Hermans et al., (2006), garantiza una mayor durabilidad
después de la cosecha y es uno de los caracteres que los consumidores consideran al adquirir una
flor cortada. Sin embargo, otros autores (Hansen, 2006; Shwetha et al., 2014) indican que los
tallos florales con peddnculos superiores a 60 cm sufren la curvatura del mismo, al igual que
aquellos cultivares que tienen inflorescencias excesivamente densas y con mas peso que
favorecen la curvatura del peddnculo e incluso su rompimiento. En contraste a los hibridos
anteriores, ANE fue significativamente inferior para largo de pedunculo, lo mismo para el
caracter ancho de flor ligulada, que lo posicionan como un hibrido potencial para cultivo en

maceta (Zheng et al., 2004; Das, et al., 2012).
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La gama de colores del capitulo entre hibridos, conferidos por la parte interior de las flores
liguladas exteriores, se amplié de seis presentes en los progenitores seleccionados (Rivera-Colin,
2019) a 23 diferentes tonalidades en los hibridos F; (Cuadro 1). Mientras que, en tipo de capitulo,
cuando los progenitores mostraron solo tipo semidoble, los descendientes F; exhibieron
indistintamente los tres tipos, sencillo, semidoble y doble (Cuadro 1). Esta diversidad del tipo de
capitulo en los hibridos, amplia las alternativas a las demandas del mercado, al incluso ofrecer
ejemplares dobles (IME, ANE Y MAR) los cuales son considerados de mayor atraccion por los
compradores (Das et al., 2012). Referente al color del disco, éste fue indistintamente verde o
negro en todos los descendientes, caracter que de acuerdo a Kloos et al., (2005), es controlado
por un gen mayor con dominancia para el color negro.

De 42 descriptores cualitativos propuestos por la UPOV (2002), se excluyeron siete, cinco
correspondieron a descriptores para capitulos bicolor en las flores liguladas exteriores y que
fueron ausentes en progenitores y descendencia F; de la presente investigacion y otros dos
correspondieron a caracteres presentes en progenitores y descendencia F;, pero sin variacion (un
solo color con distribucién uniforme en las flores liguladas exteriores). De 203 categorias en los
35 descriptores cualitativos, se observaron 132 en los hibridos F; (Cuadro 4), que en razén de
proporcionalidad (observadas/ registradas), representé el 65 % de la variacion total registrada por
UPQV (2002).

Cuadro 4. Descriptores cualitativos y sus categorias presentes en diferentes estructuras de

la planta de hibridos F; de Gerbera hybrida.

Estructura Descriptor Cd Ce Moda

Limbo de Abullonado 5 4 Ausente
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la hoja

Pedunculo

Capitulo

Flor
ligulada

exterior

Pubescencia en el haz
Profundidad de las incisiones en el tercio central
Color verde del haz

Forma del apice

Intensidad de la pigmentacion antocianica en la base
Pigmentacién antocianica en la punta

Bréacteas debajo del involucro

Tipo

Diametro de la masa de las flores liguladas interiores
comparado con el capitulo (variedades semidobles o dobles
unicamente)

Borde de la masa de las flores liguladas interiores

Posicion de la parte distal de las bracteas en relacion con las
flores liguladas exteriores

Pigmentacion antocianica en la parte distal de las bracteas
interiores

Intensidad de la pigmentacion antocianica en la parte distal
de las brécteas interiores

Nivel del &pice en relacion con la punta del involucro

Forma

Eje longitudinal

Media
Media
Media
Moderadamente
agudo
Fuerte
Ausente
Ausente
Semidoble

Grande

Irregular

En contacto

Ausente

Débil

Mismo nivel

Abobada

estrecha

Moderadamente
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Disco del

capitulo

Pistilo

Estambre

Eje longitudinal

Perfil en seccion transversal de la parte mediana de la ligula
Forma del apice

Profundidad de las incisiones

Flor ligulada exterior: tendencia a formar largos pétalos
libres

Color del lado interno

Presencia de estrias

Color principal del lado exterior

Disco oscuro antes de abrirse las florecillas (variedades
sencillas o semidobles)

Variedades sencillas solamente: Color principal de los
I6bulos del perianto de las florecillas del disco de las hileras
exteriores:

Florecillas de disco de las hileras exteriores: color principal
de los I6bulos del perianto (variedades semidobles y dobles
Unicamente)

Color principal de los I6bulos del perianto de las florecillas
bisexuales

Color principal de la parte distal (estigma)

Color principal de las anteras

73

24

curvada hacia
abajo
Recto
Recto

Redondeada
Media

Ausente

Rojo
Ausente
Rosa
Ausente y
presente

Amarillo

Rojo

Rosa

Amarillo

Anaranjado
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Color del extremo de las anteras: en relacion con las demas 3 3 El mismo
partes
Rayas longitudinales en las anteras 2 2 Ausencia
Papus Color del extremo en relacion con las demas partes 3 3 El mismo
Nivel del extremo en relacion con las florecillas de disco 3 2 El mismo nivel
cerradas
Total 35 203 132

Cd=Categorias del descriptor; Ce= Categorias encontradas
Analisis de agrupamiento

La matriz de similitud para analisis de agrupamiento presentd una correlacion cofenética de
0.843, que de acuerdo con Benemann et al., (2012) representa un alto grado de correspondencia
entre las variables analizadas y certeza en los grupos formados. El fenograma con coeficiente de
identidad promedio de 0.712 (linea de corte), organizo6 a los hibridos de acuerdo a su similitud
fenotipica en cinco grupos (Figura 1). El primer grupo incluyé a MAT, ANA, NAT, MEL y
BOB, cuyo distintivo principal es el capitulo semidoble y disco de color negro (a excepcion de
ANA, que es verde); el segundo grupo contuvo sélo a los hibridos CAR Y RAF, los cuales no
manifestaron un distintivo coman en el capitulo; el tercer grupo incluyo a VAL, LIS, REF, NAN,
BOR Y MAG, con distintivos de disco en color verde (excepto REF) y de tipo de capitulo
sencillo (excepto REF Y VAL); el cuarto grupo que fue el mas numeroso concentré a IME, KAR,
FAB, MON, FER, ANE Y MOR, los cuales no mostraron un distintivo comun en color de la
ligula exterior ni en tipo de capitulo ni color del disco. El altimo grupo (5), incluy6 a MAR, SOL,
LIL y TAY, caracterizados por tipo de capitulo semidoble, a excepcion de MAR, que lo mostro

doble.

204



Caracterizacion morfoldgica y genética de hibridos de Gerbera (Gerbera x hibrida)
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Figura 1. Andlisis de agrupamiento de 24 hibridos F; de Gerbera hybrida con distancia
promedio de disimilaridad (PD) de 0.712, calculados por el método de minima varianza de
Ward y distancia Gower. G= grupos (1, 2, 3, 4, 5).

El grupo cuatro con un valor de 0.66 fue el méas distante, sequido estrechamente del grupo tres,
ambos fueron los mas numerosos. Contrariamente, el grupo con menor disimilitud fue el dos con
una distancia aproximada de 0.5, aunque de forma individual, sus integrantes (CAR Y RAF)
fueron los mas distantes. De manera opuesta, REF, NAN, MON FER, LIL y TAY fueron los
hibridos de menor disimilitud, con los valores mas préximos a cero. Un estudio similar pero con
diferentes cultivares y especies silvestres del género Gerbera (Benemann et al., 2013), reportan
disimilitudes de 0.0 a 0.5, lo cual sugiere una menor variacion fenotipica respecto a los de la
presente investigacion, cuyos valores oscilaron de 0.5 a 0.66, aun cuando todos los individuos
fueron de descendencia F; de cultivares comerciales sin ejemplares silvestres los cuales pudieran
manifestar mayor divergencia genética de acuerdo con este andlisis de agrupamiento

multivariado.
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Analisis de Componentes principales

Los tres primeros componentes principales (CP) explicaron el 66 % de la varianza total
observada (Cuadro 5), donde al segundo componente la varianza acumulada fue de més del 50 %.
En el CP1 las variables con mayor aportacion de varianza fueron “tendencia a formar pétalos
libres” y “borde de la masa de las flores liguladas interiores” (Cuadro 6); mientras que, para el
CP2 fueron “diametro del involucro” y “color principal del lado exterior de la flor ligulada
exterior”; y para el CP3, las variables de mayor aporte fueron “largo del pedinculo” y “tendencia
a formar pétalos libres” (Cuadro 6). Los resultados indican que las variables asociadas a los
descriptores del capitulo floral en los tres primeros componentes principales son las que mayor
aporte hacen a la variacion entre los hibridos evaluados.

Cuadro 5. Componentes principales de ocho variables morfologicas en 24 hibridos F; de
Gerbera hybrida.

Proporcion de la varianza total
Componente  Valores propios
explicada (%)

Principal (Ap)
Absoluta Acumulada
1 291 36 36
2 1.32 17 53
3 1.05 13 66
4 0.71 9 75
5 0.63 8 83
6 0.58 7 90
7 0.46 6 96
8 0.33 4 100

Cuadro 6. Variables con mayor aporte en la varianza de los cuatro primeros componentes

principales en hibridos F; de Gerbera hybrida.
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Componentes principales

Caracteres
1 2 3 4

Borde de la masa de las flores 0.45 -0.17 -0.23 0.06
liguladas interiores

Forma de la flor -0.39 -0.04 -0.03 0.68
Tendencia a forma pétalos libres 0.47 0.13 -0.27 0.04
Color principal del lado exterior -0.33 0.54 -0.04 0.11
(flor)

Largo de la hoja 0.39 -0.23 0.04 0.38
Largo de peddnculo 0.12 -0.08 0.91 -0.09
Diametro de capitulo 0.31 0.39 0.22 0.56
Didmetro de involucro 0.24 0.67 0.03 -0.25

Andlisis discriminante

El analisis discriminante clasific a los 24 hibridos en tres grupos (Figura 2), diferenciados
principalmente por las variables largo y ancho de hoja y longitud del pedinculo (Cuadro 2), las
cuales afectan el tamafio de planta (Magar et al., 2010). El grupo que incluye MEL, ANE y
MAT, representa a hibridos de menor porte con valores bajos en largo y ancho de hoja y longitud
del pedinculo, de capitulos dobles y semidobles y de colores rojo oscuro a rosa (Cuadro 1). Otro
grupo comprende a los hibridos TAY, MAG, RAF, BOR, REF, LIS, NAN, BOB, NAT, VAL,
LIL, la mayoria de los cuales son de porte medio de acuerdo con los valores de largo y ancho de
hoja y pedinculo floral (Cuadro 2); éstos hibridos incluyeron colores desde blanco hasta rojo
anaranjado, con tipo de disco simple y semidoble (Cuadro 1). El ultimo grupo incluyé a los
hibridos FAB, MOR, IME, SOL, FER, KAR, ANA, MON, KAR, MAR, los cuales representan a

aquellos con plantas de mayor tamafio y de capitulos semidobles a dobles y de colores desde rosa
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hasta rojo claro. De acuerdo con lo anterior, las variables cualitativas del capitulo floral

estuvieron menos asociadas a la clasificacion del andlisis discriminante.
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Figura 2. Analisis discriminante de 24 hibridos de Gerbera hybrida de acuerdo a ocho
variables morfolégicas. Hibridos: 1= TAY, 2= MAG, 3= MOR, 4= FAB, 5= IME, 6= SOL,
7= RAF, 8= FER, 9=KAR, 10= BOR, 11=LIS, 12=NAN, 13=BOB, 14=MEL, 15= ANE, 16=

MAT, 17= VAL, 18= ANA, 19= NAT, 20= REF, 21= MON, 22= CAR, 23= LIL, 24= MAR.

CONCLUSIONES

Los hibridos exhibieron el 65 % de la variacion total de los descriptores de la UPOV para esta
especie, con una amplia variacion respecto a sus progenitores en el color interno de la ligula
exterior, asi como presencia de los tres tipos de capitulo (sencillo, semidoble y doble) y sus dos
colores en disco (negro y verde). Las variables cuantitativas exhibieron el doble de variacion
promedio entre sus valores extremos. El diametro del capitulo, largo y ancho de hoja y longitud

del pedunculo se correlacionaron positivamente, que en analisis discriminante influyeron en la
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agrupacion de los hibridos. Los hibridos en fenograma se agruparon en cinco categorias con
distancias de 0.3 a 0.66 que indicaron variacion genetica entre los hibridos. Los tres primeros
componentes explicaron el 66 % de la varianza total, con variables de mayor aporte asociadas al
capitulo floral. Los diferentes andlisis permitieron identificar hibridos con alto potencial
comercial, asi como sus propo6sitos de uso.
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