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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue estimar las relaciones gené-
ticas (RG) entre 10 poblaciones generadas mediante cruces 
de girasol  silvestre por la línea cultivada HA-89 utilizán-
dose 26 marca dores RAPD. Se procedió a la siembra  de los 
materiales en invernadero para obtener las hojas jóvenes  y 
sanas, aislándose el ADN según el protocolo de Doyle and 
Doyle (1990), éste se cuantificó y diluyó a una concentra-
ción aproximada  de 15 ng µl-1, luego se amplificó  en pre-
sencia de la enzima Taq polimerasa con los 30 inicia dores 
aleatorios decámeros de la compañía Operón Technologies. 
Los producto s de amplificación son sepa rados mediante 
electro foresis en geles de agarosa al 1,2%, visua lizados y 
anali zados con el equipo ChemiDoc-It™, software Quan-
tity One®, para luego  construir  las matrices binarias (0,1) 
a partir de las cuales se realizó el análisis estadístico. Para 
estimar las RG dentro  y entre las poblaciones, se utilizó el 
coeficiente de asociación  Simple Matching y las mismas se 
represen taron en un dendrograma construido con el método  
de Ward, apre ciando que la población  con pedigrí H. deser-
ticola se ubicó  más cerca a la línea cultivada HA-89 y H. 
anomalus resultó  ser la más distante.

Palabras Clave: girasol cultivado y silvestre; RAPD; 
relaciones genéticas.

SUMMARY

This study aimed to estimate genetic relationships (RG) 
among 10 populations generated by crossing wild sunflower 
with HA-89 cultivated line, 26 RAPD markers were used. 
Plants were grown under greenhouse conditions to obtain 
young and healthy leaves, from which DNA was isolated 
following the protocol of Doyle and Doyle (1990). Isolated 
DNA was quantified and diluted to a concentration of 15 ng 
ul-1, and then amplified in the presence of Taq polymerase 
with 30 random decameric primers by Operon Techno-
logies. Amplification products were electropho retically 
separated in 1,2% agarose gels. They were visualized and 
analyzed on a Biorad’s Chemidoc digitalyzer using the 
Quantity One ® software v. 4.2. Binary matrices (0,1) were 
made, from which statistical analysis was done. To estimate 
the genetic relationships within and between populations, 
simple matching association coefficient was used, and 
phenetic relationships were represented in a dendrogram 
constructed with the Ward method. Population with H. 
deserticola pedigree was the one located closest to the 
cultivated line HA-89 and population with H. anomalus 
pedigree was the most distant.

Key Words: cultivated and wild sunflower; genetic 
relations; RAPD.
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INTRODUCCIÓN

En Venezuela el cultivo de girasol, Helianthus annuus 
L., es una alternativa valiosa para suplir el gran déficit 
en materias grasas existente en el país, razón  por la 
cual se debería incentivar la siembra a gran escala   y 
de este modo evitar que el Estado venezolano erogue 
significativas sumas de divisas en importaciones, tanto 
de materia  prima como de semilla.

Además, el aceite de girasol es rico en ácidos grasos in-
saturados, como el ácido oleico, que a su vez le confiere  
mayor estabilidad. El cultivo presenta ventajas compa-
rativas respecto a otros rubros, sobre todo en períodos 
lluviosos y la cosecha es totalmente mecanizada (Soto y 
Fernández, 1997; Fernández y Soto, 1998; Soto, 2005).

Las especies silvestres del género Helianthus consti-
tuyen una importante reserva de la variabilidad genética 
para el girasol cultivado. La hibridación entre este ger-
moplasma y el silvestre es ampliamente utilizada para 
su mejoramiento genético. La mayor fuente de andro-
es te rilidad citoplásmica proviene del girasol anual 
silvestre, Helianthus petiolaris (Leclercq, 1969). Por 
otro lado, se utilizó exitosamente una amplia gama de 
recursos genéticos como fuente de resistencia a plagas  
y enfermedades (Seiler, 2010).

La hibridación interespecífica se empleó con el objetivo  
de introducir variación en la restauración de la ferti lidad, 
balancear la proporción de ácidos grasos, inducir la 
tolerancia a la sequía y sales (Laferrière, 1986; Seiler, 
1992; Fick y Miller, 1997; Jan, 1997), incre mentar la 
concentración de aceite y mejorar la adaptabilidad de 
la planta a ambientes secos, como es el caso de las 
hibridaciones con H. anomalus Blake y H. desertícola 
Heiser (Seiler, 2007).

Asimismo, los experimentos relacionados con cruza-
mientos interespecíficos contribuyeron al conocimiento  
de los mecanismos de evolución en las plantas, especial-
mente el relacionado con la hibridación (Rieseberg et 
al., 1995; Rieseberg, 1996).

En girasol, los marcadores RAPD se emplearon por 
dife rentes autores como Nandini y Chikkadevaliah 
(2005), quienes analizaron las relaciones filogenéticas 
entre híbridos, líneas parentales y variedades; Liu et al. 
(2003), por su parte, utilizaron el análisis RAPD junto 
al AFLP para determinar las RG entre 23 cultivares 
élite de girasol  de uso confitero; pankovic et al. (1997), 
estudiaron las distancias genéticas entre líneas de este 
cultivo;  Besnard et al. (1997), analizaron las regiones 

específicas de introgresión en cultivares de H. argophyllus 
para marcar  genes de resistencia al hongo Phomopsis. 
De este modo, Lawson et al. (1998) realizaron estudios 
sobre genes relacionados con resistencia a la sequía y 
Encheva et al. (2005) analizaron híbridos intergenéricos 
entre H. annuus L. y Verbesina helianthoides (Genus 
verbesina).

En Venezuela, la técnica RAPD fue utilizada por diversos  
autores, entre los que destacan Salazar et al. (2006) en la 
identificación de genotipos de ajonjolí y pérez-Almeida 
et al. (2010) en el estudio de la diver sidad genética en 
seis especies de  Passiflora.

Con respecto a las relaciones genéticas (RG), su conoci-
miento entre variedades y especies permite elegir 
progenitores , así como, evaluar y caracterizar los recursos  
genéticos disponibles para hacer un uso más eficiente de 
la variabilidad genética (Lu et al., 1994). El coeficiente 
de coancestría (fAB) propuesto por Malécot (1948) se 
utilizó tradicionalmente como una medida de la RG entre 
dos genotipos para determinar el tamaño poblacional en 
cultivos alogamos, pero su uso se limitó últimamente 
a varios cultivos porque sus estimados no siempre 
expresan  la verdadera RG, basándose en premisas 
como la herencia  mendeliana y la contribución similar 
de ambos progenitores en ausencia  de selección y otras 
causas de deriva genética que son irreales en materiales 
mejorados (Hunter, 1989). Además, no se dispone en 
muchos casos de los datos genealógicos requeridos para 
su cálculo (Cox et al., 1986).

Los marcadores moleculares, basados en el polimor-
fismo de ADN, expresan semejanza entre genotipos por  
muestreo directo del genoma (Messmer et al., 1993) y a 
diferencia del coeficiente de coancestria (fAB), estiman  
la proporción de alelos idénticos.

El objetivo de este trabajo fue estimar las RG entre y 
dentro de 10 poblaciones generadas mediante cruces de 
girasol silvestre x la línea cultivada HA-89, que facilitan  
el manejo de la colección y su uso en programas  de 
mejoramiento genético.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal

En este trabajo se estudiaron 10 poblaciones generadas 
mediante cruzamientos interespecíficos entre las espe-
cies anuales H. anomalus, H. praecox, H. desertícola y 
la perenne H. tuberosus por  la línea cultivada HA-89, 
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realizados por el departamento de Estados Unidos, 
Fargo Dakota del Norte (Seiler, 1991, 1993). Estos 
materiales  pertenecen al Banco de Germoplasma del 
Instituto Nacio nal de Investigaciones Agrícolas (INIA-
CENIAP), son seleccionados para demostrar el buen 
comporta miento  agronómico y, por consiguiente, buena 
adaptación a las condiciones edafoclimáticas de Vene-
zuela (Cuadro 1).

Análisis RAPD

Para la extracción de ADN se procedió a la siembra en 
invernadero de tres réplicas por cada población, con el 
propósito de determinar la variabilidad dentro y entre las 
poblaciones. Dos semanas después de la germi nación, se 
colectaron 0,250 g de hojas jóvenes y sanas, aislándose el 
ADN de cada una de las plantas por separado, siguiendo 
el protocolo de Doyle  and Doyle (1990).

Este ADN se cuantificó y diluyó a una concentración 
aproximada de 15 ng µl-1, luego se amplificó en presen-
cia de la enzima Taq polimerasa con los 30 iniciadores 
aleatorios decámeros de la compañía Operón Techno-
logies. Los productos de este proceso son separados 
mediante  electroforesis en geles de agarosa al 1,2%, 
visuali zados y analizados con el equipo ChemiDoc-
It™, software Quantity One®. Los patrones de bandas 
obtenidos  fueron  codificados como cero y uno para 
fragmentos ausentes y presentes, respectivamente, para 
luego  construir  una matriz binaria que permitió realizar  
el análisis estadístico.

Análisis de los datos

Las RG fueron estimadas a partir de los patrones de 
bandas generados para el conjunto de loci estudiados. 
La similitud entre los genotipos se evaluó a través del 
coeficiente de asociación de concordancia Simple Mat-
ching (Sokal et al., 1958), recomendado por Powell et al. 
(1996) y Laurentin (2009) para marcadores dominantes  
como los RAPD.

Con los valores obtenidos se construyó una matriz de 
similitud, basado en los resultados se graficó un dendro-
grama usando  el método de Ward (InfoStat, 2004). Para 
comprobar  la eficiencia y bondad de ajuste del agrupa-
miento, se calculó el coeficiente de correlación cofe nética 
r, mediante el test de Mantel (Mantel, 1967) que estima 
la relación entre la matriz cofenética lograda a partir 
del dendograma y la matriz de similitud original (Sokal 
y Rohlf, 1994). Estos cálculos se realizan mediante  
los programas estadísticos InfoStat versión 2007p y 
NTSYSpc versión  2.20L (Exeter software, 2000).

El contenido de información polimórfica (según sus 
siglas en inglés PIC) de cada marcador se utilizó para 
evaluar la capacidad de los iniciadores en detectar locus 
polimórficos y su frecuencia en los genotipos estudiados  
(Anderson et al., 1993); el mismo se calculó de acuerdo  
a Roldan-Ruiz et al. (2000), mediante la fórmula: 

PIC= 2 fi (1-fi)

Donde:

PIC = PIC del marcador i;
fi = frecuencia de las bandas donde está presente 
el   marcador; 
(1-fi) = frecuencia de las bandas ausentes del marcador.  

El valor de PIC en los marcadores RAPD tiene un máximo  
valor de 0,5, cuando la mitad de los individuos tienen la 
banda y la otra mitad no la tienen (De Riek et al., 2001).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En los 26 iniciadores utilizados se produjo un total de 
229 bandas polimórficas, tanto para la línea cultivada 
HA-89 como para las poblaciones derivadas; el mayor 
número lo presentó OPB09 con 15 y OPY09 con 14, 
el menor número se derivó por el OPF12 y K03 con 4.

La Figura 1 muestra los diferentes perfiles electrofo-
réticos obtenidos para 16 poblaciones de las 30 estu-
diadas con el iniciador 0PW06, donde se observó que 
las tres réplicas de H. praecox (carriles 11, 12, y 13) 
presentan un perfil idéntico con este iniciador.

Cuadro 1. Nombre de los genotipos estudiados, 
código de campo y número asignado a 
cada población.

Genotipo Código de campo Población

HA-89   04-075   1
H. desertícola  091-1474-3   2
H. tuberosus  097-1789   3
H. tuberosus  108-1709-3   4
H. tuberosus  110-1709-3   5

H. tuberosus  126-1709-3   6
H. tuberosus  156-1709-1   7
H. anomalus  168-1509-2   8
H. praecox  179-1671-2   9
H. anomalus  207-1509-2  10

FERNÁNDEZ et al. - Poblaciones de girasol silvestre x cultivado
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El valor promedio del PIC fue de 0,37, con un mínimo 
de 0,23 del iniciador OPK05 y máximo de 0,50 del 
opM04 (cuadro 2). Un elevado valor presentado del 
50% de los iniciadores utilizados indicó el gran poder 
discriminatorio de estos marcadores al diferenciar  los 
genotipos estudiados, empleándose como referencia  en 
sucesivas investigaciones. Estos resultados  coinciden  
con los obtenidos para marcadores RAPD por Liu et al. 
(2003), quienes aplicaron 26 iniciadores para determinar  
las rg en líneas élite de girasol de uso confitero , encontr-
ando que el 86% de estos fueron polimórficos, y el pic 
alcanzó un promedio de 0,41, separándose  los genotipos 
estudiados en grupos heteróticos.

El dendrograma obtenido presentó un coeficiente de 
corre lación cofenética de 0,679; representando un valor  
intermedio de ajuste entre éste y la matriz de similitud 
original (Figura 2). Sin embargo, las poblaciones lograron  
dife renciarse  y las relaciones de similitud alcanzadas 
mostraron  la formación de cinco grupos: el primero, cons-
tituido por la línea cultivada HA-89, dos de H. desertícola 
(DES) y dos de H. tuberusus no ramificado (TUB). El 
segundo, conformado por cuatro  de H. tuberosus no 
rami ficado (TUB); el tercero , compuesto por una pobla-
ción de H. desertícola, tres de H. tuberosus no ramificado 
(TUB) y dos de H. tuberosus ramificado (TUBN); el 
cuarto , por una de H. tuberosus  ramificado  (TUBN), 
dos de H. tuberosus no ramificado  (TUB) y tres de H. 
praecox (PRA), y el quinto por las H. anomalus (ANO).

Con respecto a las RG de las 10 poblaciones con la línea 
cultivada HA-89, se puede apreciar en el dendro grama, 
dos con pedigrí H. desertícola que se ubicaron más cerca 
a la línea HA-89, seguidas de la misma cantidad  de H. 
tuberosus no ramificado, y la más distante  resultó ser la 
conformada con pedigrí H. anomalus.

De esta manera, se observó que dentro de las pobla-
ciones todavía se conserva la pureza varietal, puesto 
que se agruparon como se esperaba; donde la tres y la 
cuatro de H. tuberosus presentaron mayor similitud con 
el coeficiente más bajo de distancia (0,40), y las más 
disimiles fueron las de H. desertícola con 0,58.

Cuadro 2. Iniciadores utilizados, número de bandas, 
porcentaje de bandas polimórficas y contenido 
de información polimórfica (pic).

Iniciador Número de bandas  Bandas PIC
   polimórficas

OPA01   8   100% 0,39
OPA02   8   100% 0,42
OPA04   8   100% 0,47
OPA09   6   100% 0,32
OPA10   6   100% 0,32
OPA17   8   100% 0,34
OPA19  12   100% 0,30
OPB07   8   100% 0,40
OPB09  15   100% 0,32
OPF12   4   100% 0,38
OPF14  11   100% 0,43
OPK03   4   100% 0,31
OPK05  14   100% 0,23
OPK09   6   100% 0,28
OPK15   8   100% 0,40
OPK20   7   100% 0,47
opM04  12   100% 0,50
opM09   6   100% 0.35
opM10   8   100% 0,30
opM20  10   100% 0,42
OP010  11   100% 0,31
OPW06  11   100% 0,49
OPY03   8   100% 0,32
OPY07   8   100% 0,45
OPY09  14   100% 0,38
OPY17   8   100% 0,43

proMEDio  8,81   100% 0,37

FIGura 1.  perfil rApD con el iniciador opW06 en 
gel de agarosa al 1,2%, de H. tuberosus 
ramificado (carriles 2, 3, 4), H. tubero-
sus sin ramificación (carril 5, 6, 7), H. 
anomalus sin ramificación (carriles 8, 
9,10), H. praecox (carriles 11, 12,13) y 
repetición de H. anomalus sin ramifi-
cación (carriles 14,15, 16).
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Con el resultado del agrupamiento se pudo observar 
que entre las poblaciones (posiblemente en el proceso 
de manipulación y autofecundación) ocurrió contami-
nación por polen, tal es el caso en el grupo tres, de H. 
desertícola con H. tuberosus; los cuales se situaron en 
el dendrograma, a una distancia inferior a 0,50; y en el 
grupo cuatro, una de H. tuberosus con H. anomalus, 
ubicadas a 0,53.

CONCLUSIONES

- El análisis RAPD de los 26 iniciadores utilizados 
permitió detectar las poblaciones de girasol silvestre  
más cercanas genéticamente a la línea cultivada HA-
89 y la pureza varietal de las mismas, facilitando así, 
el manejo de la colección y su uso en programas de 
mejoramiento genético, confirmando una vez más,  la 
utilidad de los marcadores RAPD para establecer RG 
y diferenciar materiales, con el propósito de mejorar  
la productividad de las especies.
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