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RESUMEN 

 

La producción de semilla híbrida es susceptible a la contaminación por polen foráneo, 

proveniente de plantas silvestres de girasol. Helianthus annuus sp. annuus es una forma silvestre 

del girasol introducida en nuestro país que se encuentra difundida en al menos siete provincias. El 

uso de marcadores moleculares permite evaluar la variabilidad genética de materiales silvestres y 

a su vez generar herramientas para detección de polen foráneo en la formación de semilla híbrida 

de girasol. Diez poblaciones silvestres de Helianthus annuus sp. annuus fueron analizadas 

mediante marcadores moleculares ISSR y SSR. Las poblaciones locales presentan un nivel mayor 

de variabilidad genética que las líneas cultivadas analizadas y conservaron durante el proceso de 

introducción a nuestro país la mayor parte de la variabilidad genética observada en su centro de 

origen. Estas poblaciones de girasol silvestre representan una importante fuente de variabilidad 

genética que podría aportar genes novedosos para la mejora del cultivo de girasol. Se encontraron 

nueve bandas ISSR y 21 alelos SSR únicos del girasol silvestre de utilidad para evaluar la 

transferencia de genes desde el silvestre hacia el cultivo, permitiendo la detección temprana de 

contaminación en lotes de producción de semilla híbrida.  
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MOLECULAR TOOLS DEVELOPMENT FOR DETECTION OF WILD SUNFLOWER 

(HELIANTHUS ANNUUS SP. ANNUUS) GENES IN HYBRID SUNFLOWER SEED 

 

ABSTRACT 

 

Hybrid seed production can be affected by foreign pollen contamination, originating in wild 

plants. Helianthus annuus sp. annuus is a wild sunflower form introduced in our country that is 

widespread in at least seven central provinces. Molecular markers allow to evaluate genetic 

variability of wild materials and constitute tools able for detect foreign pollen during hybrid 

sunflower seed obtain. Ten wild naturalized populations of Helianthus annuus sp. annuus were 

analyzed by ISSR and SSR molecular markers. Local populations showed higher level of genetic 

variability than cultivated lines and also they conserved significant genetic diversity in 

comparison to its center of origin. These wild sunflower populations represent an important 

source of novel genes for improving sunflower crop. Nine ISSR private bands and 21 SSR 

private alleles of wild sunflower were found; they become useful markers for evaluation of wild-

crop gene flow, allowing early detection of contamination in lots of hybrid seed production. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La Argentina es uno de los principales productores de girasol (Helianthus annuus var. 

macrocarpus) a nivel mundial. La exportación de aceite y harina alcanza unas 200.000 toneladas, 

que es la mitad de lo que aporta la Comunidad Económica Europea (ASAGIR, 2008). 

La producción de semilla híbrida implica cruzamientos entre una línea materna androestéril sobre 

la cual se cosecha la semilla y una línea restauradora como fuente de polen. Este proceso es 

susceptible a la contaminación por polen foráneo, proveniente de plantas voluntarias o silvestres 

de girasol. La coexistencia de poblaciones silvestres y girasol cultivado ha sido señalada como un 

problema para la  producción de semilla híbrida en EEUU y Europa (Anfinrud, 1997; Muller et 

al., 2006). H. annuus sp. annuus. y H. petiolaris son especies de girasol silvestre que se 



encuentran naturalizadas en la Argentina central. Ambas se encuentran expandiendo su territorio 

(Cantamutto et al., 2008) y si invadieran las zonas dedicadas a la obtención de semilla híbrida, 

como el valle bonaerense del Río Colorado (Cantamutto et al., 2007) constituirían una importante 

fuente de contaminación ya que existe un significativo grado de hibridación de ambas especies 

con el cultivo (Ureta et al., 2008a y b; Gutierrez et al., 2010).  

Helianthus annuus sp. annuus se encuentra difundido en siete provincias argentinas (Poverene et 

al., 2008). Es una especie anual y diploide (x=17), originaria de América del Norte que en 

nuestro país presenta una distribución en parches, formando poblaciones de un número elevado 

de plantas.  

Para estudiar poblaciones silvestres son ampliamente utilizadas herramientas que examinan 

directamente el ADN, denominados marcadores moleculares, los cuales permiten evaluar su 

variabilidad y estructura genética. Esta información resulta necesaria para realizar un manejo 

eficiente del germoplasma y planificar estrategias de mejoramiento. Además, los marcadores 

moleculares son una valiosa herramienta para detectar hibridación entre girasol silvestre y 

cultivado (Ureta et al., 2008a).  

Los marcadores moleculares ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) se basan en la amplificación 

de ADN por PCR (reacción en cadena de la polimerasa) utilizando un iniciador único que 

contiene una secuencia de ADN repetida (Zietkiewicz et al., 1994). Los marcadores moleculares 

microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats) consisten en repeticiones contiguas de unidades 

compuestas por uno, dos y hasta cinco nucleótidos que pueden ser amplificados por medio de 

PCR utilizando iniciadores que alinean con sus secuencias flanqueantes. Ambos tipos de 

marcadores detectan elevados niveles de polimorfismo y son adecuados para el análisis de 

poblaciones naturales (Wolfe et al., 1998; Yatabe et al., 2007).  

 

Objetivos: Caracterizar y evaluar la diversidad genética de accesiones de girasol silvestre H. 

annuus sp. annuus mediante el uso de marcadores moleculares, generando herramientas para 

detectar polen foráneo en la formación de semilla híbrida de girasol. 

 

 

 

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Material vegetal 

 

El girasol silvestre se distribuye en nuestro país desde las latitudes 31º58’ al 37º31’S, y 60º33’ al 

68º14’W. Diez poblaciones representativas de este  rango  fueron seleccionadas. La poblaciones 

provenían de: (1) A Alsina, (ALS) y (2) Carhué (CAR), provincia de Buenos Aires, (3) J. 

Celman, (JCE), (4) Río Cuarto (RCU) y (5) La Carlota (LCA), provincia de Córdoba, (6) Rancul 

(RAN) y (7) Colonia Barón (CBA), La Pampa, (8) Media Agua (MAG), San Juan, (9) Malvinas 

(MAL), Mendoza y (10) Diamante (DIA), Entre Ríos. Las semillas se sembraron en el campo 

experimental del Departamento de Agronomía (UNS) y se analizaron 10 plantas por población. 

Se incluyeron seis líneas cultivadas (HA367, HAR274, HAR2, HAR3, HAR5 y HA89) 

previamente analizadas con marcadores microsatélites (Paniego et al. 2002). La extracción de 

ADN se realizó a partir de hoja, siguiendo un protocolo CTAB (Hoisington et al., 1994). 

 

Marcadores Moleculares 

 

Los marcadores ISSR se amplificaron por PCR siguiendo un protocolo modificado de 

Zietkiewicz et al. (1994). Los productos de amplificación se separaron mediante electroforesis a 

voltaje constante en geles de agarosa y fueron teñidos con bromuro de etidio. Las bandas se 

visualizaron con luz UV y se registraron con cámara digital. Los marcadores SSR se amplificaron 

por PCR siguiendo un protocolo modificado de Tang et al. (2003). Los productos de 

amplificación se separaron mediante electroforesis en geles de acrilamida, teñidos con nitrato de 

plata. Las bandas se escanearon para su posterior análisis. En ambos casos se utilizaron 

reacciones sin DNA como controles negativos. Se calcularon medidas de diversidad genética 

como la heterocigocidad esperada (He), número de alelos totales (NT), número de alelos únicos 

silvestres al compararlas con los genotipos cultivados (NS) y número de alelos únicos por 

población (NU). Todos los cálculos se efectuaron mediante el programa GenAlEx 6 (Genetic 

Analysis in Excel; Peakall & Smouse, 2006. http://www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx). 

 

 

http://www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx


RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

A partir de 106 individuos silvestres y cultivados se obtuvieron un total de 64 bandas ISSR 

reproducibles, de las cuales 55 resultaron polimórficas (85.9%). Las medidas de diversidad 

genética resultaron ser casi tres veces mayores entre los individuos silvestres que entre las líneas 

cultivadas (Figura 1). A partir de los cinco loci SSR analizados se obtuvieron un total de 29 

alelos en los 106 individuos analizados. También los microsatélites mostraron mayores niveles de 

variabilidad entre los individuos silvestres que entre los cultivados. Estudios con marcadores 

microsatélites en poblaciones silvestres en el centro de origen mostraron valores de 

heterocigocidad media de aproximadamente 0,8 (Tang & Knapp, 2003). La variabilidad 

encontrada con los marcadores microsatélites en las poblaciones locales fue cercana a 0,6 lo que 

indica que los materiales introducidos conservaron aproximadamente un 70% de la 

heterocigocidad observada en el centro de origen.  

Se encontraron nueve bandas ISSR y 21 alelos SSR únicos del girasol silvestre, pero ningún alelo 

único del girasol cultivado. Estudios previos muestran la dificultad de encontrar alelos únicos del 

cultivo cuando es comparado con su pariente silvestre H. annuus. Tang & Knapp (2003)  

trabajando con 1.341 alelos microsatélites sólo encontraron 15 alelos únicos de las líneas 

cultivadas elite. Además hay una gran similitud a nivel de isoenzimas y secuencias d ADN de 

cloroplasto entre los genotipos silvestres y cultivados (Rieseberg & Seiler, 1990).  

Por el contrario, se encontraron varias bandas ISSR y alelos SSR únicos del girasol silvestre 

(Tabla 1), los cuales resultan de utilidad para evaluar la transferencia de genes desde el silvestre 

hacia el cultivo. Esta dirección de flujo génico ha sido demostrada previamente a través de la 

evaluación morfológica de lotes de girasol cultivado invadido por silvestres (Ureta et al. 2008a). 

 

CONCLUSIONES 

 

Las poblaciones de girasol silvestre naturalizadas en Argentina representan una importante fuente 

de variabilidad genética que podría aportar genes novedosos para la mejora del cultivo de girasol.  

Los marcadores ISSR y en especial los SSR constituyen una herramienta de utilidad para 

caracterizarlas y detectar polen de girasol silvestre. Es factible realizar la extracción de ADN a 



partir de hojas de plántula y buscar alelos de poblaciones silvestres en lotes de producción de 

semilla híbrida, permitiendo la detección temprana de contaminación. 
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Tabla 1: Número de alelos totales (NT), número de alelos únicos silvestres al compararlas con 

los genotipos cultivados (NS) y número de alelos únicos por población (NU) para marcadores 

ISSR y SSR en H. annuus. 

  ALS MAL DIA RAN MAG CBA JCE RCU CAR LCA 

NT 
ISSR 49 49 51 49 48 53 53 49 52 52 

SSR 18 12 12 12 15 19 20 17 17 18 

NS 
ISSR 5 5 7 4 6 6 8 4 6 6 

SSR 10 8 6 6 9 11 13 11 11 13 

NU 
ISSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

SSR 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 1: Medidas de diversidad genética para marcadores ISSR y SSR en H. annuus.  Número 

de bandas polimórficas ISSR o de alelos SSR (A) y Heterocigocidad esperada (B) en líneas 

cultivadas (C), poblaciones silvestres (S) y en toda la muestra (T). 
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