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TECNICAS MOLECULARES PARA LA DETECCION DE VARIANTES
SOMACLONALES!

Neiva Sdnchez-Chiang?, Victor M. Jiménez?

RESUMEN

Técnicas moleculares para la deteccién de variantes
somaclonales. La variacion somaclonal es la variacion ge-
nética o epigenética que se genera durante el cultivo in vitro
de plantas (cultivos celulares de tejidos u érganos) que pro-
venga de células somadticas. En programas de mejoramiento
genético, la variacién somaclonal puede constituirse en un
recurso importante que genera variabilidad. Sin embargo,
durante la micropropagacién y en bancos de germoplasma in
vitro, este tipo de variacion es indeseable. En vista de lo an-
terior, se han utilizado una serie de técnicas moleculares para
su deteccion. En esta revision bibliogrdfica se presenta una
descripcion de las técnicas moleculares ttiles en la deteccion
de variacion somaclonal in vitro y, ademds, una recopilacién
de trabajos publicados sobre la deteccion de variacién soma-
clonal por medio de técnicas moleculares.

Palabras clave: Cambios epigenéticos, cultivo de teji-
dos, marcadores moleculares, mutaciones, variabilidad.

ABSTRACT

Molecular techniques for the detection of soma-
clonal variation. Soma-clonal variation comprises genetic or
epigenetic changes that arise during the in vitro culture phase
of somatic cells (cell, tissue, organ cultures, etc.). In plant
breeding programs, soma-clonal variation might become
an important source of variability. However, this kind of
variation is undesirable for micro-propagation purposes and
for germplasm conservation in vitro, where genetic fidelity is
desired. Therefore, a series of molecular techniques has been
used for detection of soma-clonal variation. This review
presents a description of the main molecular techniques
used to detect in vitro soma-clonal variation. Moreover, a
compilation of scientific papers related to the detection of
soma-clonal variation by molecular techniques is presented.

Key words: Epigenetic variation, tissue culture,
molecular markers, mutations, variability.

—‘—

INTRODUCCION

La variacién somaclonal se refiere a la variacion
que ocurre in vitro en cultivos celulares, de tejidos
y Organos, asi como en plantas regeneradas de los

' Recibido: 24 de marzo, 2008. Aceptado: 20 de marzo, 2009.

mismos. La variacién somaclonal generalmente es
espontdnea y los cambios pueden ser heredables o
no (Larkin y Scowcroft 1981, Navarro y Perea 1996,
Pierik 1997, Brar y Brar 1998, Kaeppler et al. 2000,
Sahijram et al. 2003, Anu et al. 2004, Mujib 2004).

2 Centro de Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS). Universidad de Costa Rica, 2060 San Pedro, Costa Rica.neivas@agro.ucr.ac.cr;
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Cuando la variacion somaclonal es heredable se le
asocia con rearreglos cromosomales, deleciones y
mutaciones (Sdnchez-Teyer et al. 2003, Noro et al.
2007). Por otro lado, cuando la variacion somaclonal
es epigenética, puede ser resultado de un cambio en la
expresion de los genes, reversible y no heredable (Pie-
rik 1997, Kaeppler et al. 2000, Jain 2001, Smulders
2005), que puede estar asociado a alteraciones en los
patrones de metilacion del ADN (Kubis ef al. 2003).
Es importante aclarar que durante el cultivo in vitro,
plantas como fresa, citricos, papa y manzana sufren
de cambios hormonales y morfolégicos temporales
(como aparicién o desaparicion de espinas y ramifi-
caciones, morfologfa de la hoja, etc.). Esto se debe al
proceso de rejuvenecimiento, promovido en muchos
casos por reguladores de crecimiento, y no a causa de
variacién somaclonal (Mujib 2004).

La variacién somaclonal puede ser utilizada como
herramienta para inducir variabilidad genética y, en el
mejor de los casos, obtener caracteristicas agronémicas
deseables (Aratjo et al. 2001, Cassells y Curry 2001).
Esta técnica ha sido aplicada para generar variabilidad,
especialmente en plantas con propagacion vegetativa,
como el ajo (Al-Zahim et al. 1999). Nuevos cultivares
con alto valor comercial han sido obtenidos también por
medio de este fendmeno en arroz (Oryza sativa) (Arau-
jo et al. 2001), chile dulce (Capsicum annuum) (Anu et
al. 2004), palma aceitera (Elaeis guineensis) (Tregear
et al. 2002), crisantemo (Chrysanthemum sp.) (Martin
et al. 2002), Hypericum perforatum (planta con propie-
dades farmacoldgicas) (Haluskovd y Kosuth 2003). En
los casos mencionados anteriormente, las caracteristicas
agrondémicas generadas por la variacion somaclonal
fueron heredables. Otras variantes somaclonales han
sido utilizadas comercialmente por sus caracteristicas
de resistencia a enfermedades, mejora en la apariencia
de la planta, flores y frutos, tamafo, sabor, fragancia y
presencia de metabolitos de interés. Tal es el ejemplo de
variantes somaclonales de fresa (Fragaria x ananassa),
resistentes a antracnosis (Hammerschlag et al. 2006).

Por otro lado, la variacion somaclonal es indeseable
en casos donde se desea mantener la uniformidad y
caracteristicas con valor agrondmico (Ahloowalia
1998, Brar y Brar 1998, Sahijram et al. 2003). En
estos casos es deseable reducir o, al menos, estimar
la tasa de variacién somaclonal (Gupta y Varshney
1999). El banano (Musa spp.) es un ejemplo donde la
variacién somaclonal puede ser no deseable, ya que
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ocurre frecuentemente durante la propagacion clonal
en la cual interesa mantener la estabilidad del material
(Sahijram et al. 2003).

La variaciéon somaclonal puede detectarse por
cambios fenotipicos visibles (en el vigor, produccion,
calidad, pigmentacion o resistencia a enfermedades) o
por medio de marcadores bioquimicos y moleculares.
La deteccion es posible al comparar las diferencias
entre el fenotipo parental y el fenotipo donde ha
ocurrido el cambio (Brar y Brar 1998, Sahijram et al.
2003). Durante los ultimos 20 afios se han desarrollado
diferentes técnicas moleculares que han sido utilizadas
en estudios de evolucion genética, poblaciones,
ecologia, mapeo genético, clonacién de genes (Cruzan
1998, Picca et al. 2004). Muchas de estas técnicas
moleculares han sido también una herramienta util
para detectar variacion somaclonal de una manera mas
precisa y a nivel de ADN (Gupta y Varshney 1999,
Cassells y Curry 2001, Polanco y Ruiz 2002, Martin
et al. 2002, Mujib 2004), asi como para determinar
niveles y los mecanismos por los cuales ocurre la
variacién somaclonal (Aravanopoulos 2003).

En esta revision bibliogrdfica se describen las
diferentes técnicas moleculares empleadas para la de-
teccion de variacion somaclonal. Ademas, se hace un
listado exhaustivo de aquellos trabajos publicados en
donde estas técnicas han sido utilizadas para eviden-
ciar ese fenomeno.

FACTORES QUE PODRIAN INDUCIR
VARIACION SOMACLONAL

Ademds de la tasa normal de variacién, propia de
las células vegetales en condiciones normales, forman-
do parte de un tejido, en un drgano y planta intactos,
hay factores externos, propios del cultivo in vitro, que
pueden inducir acumulacién de variaciones genéticas y
epigenéticas, que se manifiestan en el fenotipo. Algu-
nos factores externos son: (1) método de cultivo in vitro
y patron de desarrollo, (2) edad del cultivo y subculti-
vos, y (3) algunos componentes del medio de cultivo.

El método de cultivo in vitro y el patron de de-
sarrollo

La variacion somaclonal se puede generar en
todos los métodos cominmente empleados para el

AGRONOMIA MESOAMERICANA 20(1): 135-151. 2009
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cultivo in vitro de plantas (cultivo de yemas, organo-
génesis y embriogénesis somdtica) (George 1993). Sin
embargo, el patrén de desarrollo que sigue un explante
durante su morfogénesis in vitro es un elemento clave
que se relaciona con la variacion somaclonal. Por
ejemplo, cuando un tejido altamente diferenciado pasa
por una etapa de desdiferenciacion con una alta tasa
de divisién celular, se puede generar mayor variacion
somaclonal que cuando ocurre un desarrollo directo
hacia regeneracion a partir de yemas apicales, axila-
res y embriones (Sahijram et al. 2003, Cardone et al.
2004).

Edad del cultivo y subcultivos

La proporcién de variantes somaclonales aumenta
en cultivos envejecidos y en plantas con varios subculti-
vos (Cardone et al. 2004). Lo anterior probablemente se
debe a la acumulacién de alteraciones genéticas, cam-
bios epigenéticos y mutaciones (Pierik 1997, Sahijram
et al. 2003, Cardone et al. 2004). En ese sentido, Sahi-
jram et al. (2003) mencionan que la variacién somaclo-
nal puede aparecer después de tres a ocho subcultivos,
en el caso de diferentes variedades de banano.

El medio de cultivo y sus componentes

La composicién del medio de cultivo es otro de
los factores que puede inducir variacion somaclonal.
Se ha encontrado que los reguladores de crecimiento,
principalmente aquellos con naturaleza auxinica, pue-
den promover la metilacion del ADN, causando as{
cambios epigenéticos (George 1993, Brar y Brar 1998,
Rakoczy-Trojanowska 2002, Sahijram et al. 2003). El
estado fisico del medio de cultivo (liquido o s6lido)
también puede influir en la aparicién de variantes
somaclonales, ya que un mismo tejido se comporta de
diferente manera frente a los factores fisicos asociados
(oxigenacidn, tension superficial y dafios mecdnicos).
Por ejemplo, una deficiencia en la oxigenacién del
callo causa la produccion de etanol que puede ac-
tuar como mutagéno (Cardone et al. 2004). En otro
ejemplo, se encontré que explantes de pifia (Ananas
comosus cv. Amarelinho) cultivados en un sistema de
inmersion temporal (medio liquido) presentaron tasas
mayores de variacién somaclonal que en cultivos se-
misolidos (Feuser et al. 2003).

ISSN: 1021-7444

TECNIC/}S UTILIZADAS PARA LA
DETECCION Y CUANTIFICACION DE
VARIACION SOMACLONAL

La variacién somaclonal puede ser caracterizada
por diversos tipos de marcadores: (a) morfolégicos,
tales como estudio del cariotipo (andlisis citoldgico),
tamafio, color de las flores, forma de la hoja, etc.
(Ahloowalia y Sherington 1985, Osuji et al. 1997, Tr-
emblay et al. 1999, Mehta y Angra 2000); (b) patrones
isoenzimadticos, que se basan en la presencia de isofor-
mas de enzimas especificas, que tienen la misma acti-
vidad, pero con diferente estructura molecular (Jarret y
Litz 1986, Chen et al. 1998, Miiller-Starck 1998, Seo
et al. 2004); (c) los basados en proteinas de reserva de
las semillas (Maddock et al. 1985, Campa et al. 2004,
Martin-Cuevas et al. 2004); y (d) aquellos basados en
el ADN, los cuales constituyen el tema especifico de
esta revision (Picca et al. 2004).

DEFINICION Y CLASIFICACION
DE MARCADORES MOLECULARES
BASADOS EN ADN

Los marcadores moleculares basados en ADN
se definen como segmentos particulares de ADN
que evidencian polimorfismos que puede localizarse
en una regién codificante o no codificante, y revelar
la ocurrencia de cambios genéticos entre dos o mads
individuos (Palombi y Damiano 2002, Picca et al.
2004, Azofeifa-Delgado 2006) y que idealmente son
representativos a nivel del genoma completo (Agarwal
et al. 2008). Para su aplicacion, el ADN extraido es
digerido por enzimas especificas (Jaligot et al. 2000),
o bien, se amplifican utilizando imprimadores defini-
dos, o combinando ambos procedimientos (Sahijram
et al. 2003, Prado et al. 2007). Los resultados son
visualizados como patrones de bandas en un gel
(Al-Zahim et al. 1999, Jaligot et al. 2000). Como se
menciond anteriormente, los marcadores moleculares
se han utilizado principalmente en estudios de diver-
sidad genética, pero en algunos casos también para el
estudio de estabilidad genética en el cultivo de plantas
in vitro (Aratjo et al. 2001, Patzak 2003, Sahijram et
al. 2003).

AGRONOMIA MESOAMERICANA 20(1): 135-151. 2009
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Picca et al. (2004) clasifican las técnicas basadas
en marcadores moleculares de ADN de acuerdo con
la naturaleza del procedimiento que conllevan en:
(1) Marcadores basados en hibridacion del ADN, (2)
Marcadores basados en la amplificacion de ADN por
PCR (reaccién en cadena de la polimerasa, por sus
siglas en inglés) y (3) Marcadores mixtos que utilizan
métodos de hibridacién y amplificacion. Los genes
conocidos de plantas transgénicas se pueden utilizar
también como marcadores moleculares; sin embargo,
no es comun encontrar trabajos que refieran el uso de
transgenes para detectar variacién somaclonal (Bellini
et al. 1989).

Varios autores recomiendan que, al usar marca-
dores moleculares, deben combinarse al menos dos
metodologias para una corroboracién exacta y asi
evitar falsos positivos (Ooms et al. 1987, Speeckaert
y Jacobs 1988, Jiménez 1996, Osuji et al. 1997, Chen
et al. 1998, Tremblay et al. 1999, Feuser et al. 2003,
Kubis et al. 2003).

Marcadores basados en hibridacion del ADN

Polimorfismos en la longitud de los fragmentos
de restricccion o RFLP (Restriction fragment length
polymorphisms)

Los RFLPs son polimorfismos entre individuos
dados por el tamano de los fragmentos que son cor-
tados por enzimas de restriccion, las cuales cortan en
sitios especificos del ADN al reconocer una secuencia
particular de cuatro a seis pares de bases (Brettschnei-
der 1998, Aravanopoulos 2003). Mediante Southern
blot se transfieren los fragmentos de ADN separados
seglin su movilidad electroforética a una membrana
y luego se hibridan con sondas especificas marcadas
(Peerbolte et al. 1987, Rode et al. 1987). Los RFLP
tienen la ventaja de ser altamente reproducibles debido
a que las secuencias son cortadas en sitios determina-
dos (Brettscheneider 1998).

Cuando Larkin y Scrowcroft (1981) definieron
el concepto de variacién somaclonal, varios autores
empezaron a utilizar los RFLP para detectarla. Las
primeras investigaciones en ese sentido se hicieron en
explantes de papa (Solanum tuberosum) provenientes
de protoplastos (Landsmann y Uhrig 1985) y en dobles
haploides de trigo (Triticum aestivum) (Rode et al.
1985). Ademds, se han utilizado RFLPs para el moni-
toreo de clones en el banco de germoplasma in vitro
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del utilizado RFLPs para el monitoreo de clones en el
banco de germoplasma in vitro de Biodiversity Inter-
national (antes Centro Internacional para Recursos
Vegetales Genéticos, IPGRI por sus siglas en inglés)
con el fin de asegurarse que se estdn conservando plan-
tas que mantienen integras sus caracteristicas fenoti-
picas (Withers et al. 1990). También se ha empleado
esta técnica para estudios de la variacién somaclonal
in vitro, clonacion de genes y la deteccidn de transpo-
sones en tomate (Solanum lycopersicum) (Hille et al.
1989). Otros ejemplos relacionados con el empleo de
esta técnica se presentan en el Cuadro 1.

Sin embargo, este marcador presenta una serie de
desventajas, como son que requiere cantidades altas de
ADN (Brettschneider 1998, Nunome et al. 2001, Polan-
co y Ruiz 2002), asi como de infraestructura adecuada
para los casos en que se trabaja con radioactividad para
el marcaje especifico de las secuencias de interés (Picca
et al. 2004). El marcaje con luminiscencia (mediante el
uso de digoxigenina, por ejemplo) puede evitar el uso
de radioactividad (Neuhaus-Url y Neuhaus 1993, Ma et
al. 2008).

Marcadores moleculares basados en PCR

La PCR estd basada en la sintesis de millones de
copias de un fragmento de ADN comprendido entre
secuencias complementarias a dos oligonucleétidos
llamados imprimadores (también conocidos como
iniciadores o cebadores). Este proceso es realizado por
una enzima ADN polimerasa termoestable (Aravano-
poulos 2003, Picca et al. 2004).

Amplificacion aleatoria del ADN polimdrfico o
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

La RAPD consiste en la amplificacién de secuen-
cias de ADN con un iniciador de una longitud de diez
pares de bases con secuencia aleatoria (decdmero), que
se hibridiza con el ADN (Williams et al. 1990, Aradjo
et al. 2001). Posteriormente, los fragmentos de ADN
son separados segin su movilidad electroforética y
visualizados en un gel de agarosa o poliacrilamida
(Hames y Rickwood 1990, Williams et al. 1990, Curso
Técnicas 2006). Este ultimo tiene mayor resolucion.
Diferencias en el patrén de bandas detectadas entre in-
dividuos evidencia diferencias en su secuencia de bases
(Picca et al. 2004). Esta técnica es simple y efectiva, y
permite determinar los polimorfismos en gran cantidad

AGRONOMIA MESOAMERICANA 20(1): 135-151. 2009
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Ejemplos de trabajos en los cuales la técnica RFLP ha sido empleada para detectar variacion somaclonal (ordenados

alfabéticamente de acuerdo al cultivo). En algunos ejemplos se han utilizado otras técnicas para su comprobacion. cvs:

Cultivo

Objetivo

Resultado

Referencia

Beta vulgaris (remolacha)

Determinacion de la varia-
cion somaclonal en plantas
regeneradas de callos, pe-
ciolos y hojas

Se detecté 0,05-0,1% de
variacion somaclonal

Sabir et al. (1992)

Elaeis guineensis (palma
aceitera)

Caracterizacion de dos
marcadores en callos que
muestran variacion soma-

clonal

Variacién somaclonal en
callos compactos y con cre-
cimiento rdapido (5 y 100%,
respectivamente), relacio-
nada con metilacion del
ADN genémico, que pro-
duce posteriormente flores
anormales

Jaligot et al. (2002)

Glycine max (soya)

Caracterizaciéon de culti-
vares y determinacion de
los posibles origenes de
rearreglos genéticos

No se detect6 variacion so-
maclonal en ninguna de las
suspensiones celulares de
soya evaluadas.

Apuya et al. (1988)

Glycine max (soya)

Deteccién de variacion so-
maclonal

Variacion genética es con-
secuencia de eventos re-
combinantes y del estrés
durante la preparacion de
suspensiones celulares

Roth et al. (1989)

Hordeum  spontaneum

(cebada silvestre)

Determinacion de varia-
cién somaclonal en plan-
tas provenientes de callo
derivado de embriones
inmaduros

Se detectd variacion soma-
clonal en los embriones y
en plantas provenientes de
callos de embriones inma-
duros

Breiman et al. (1987)

Cuadro 1.
cultivares.

Técnica molecular
RFLP / isoenzimas
RFLP

RFLP

RFLP

RFLP

RFLP/RAPD

Nicotiana tabacum L.
(tabaco)

Estudio de la tolerancia
al herbicida atrazina con
relacion a mutaciones pun-
tuales y estrés

Se deteminaron los meca-
nismos de resistencia a atra-
zina en plantas que presen-
tan variacion somaclonal

Bettini ef al. (1998)

de muestras (Martin et al. 2002). Sin embargo, muchas
veces es necesario evaluar gran cantidad de iniciadores
antes de encontrar aquellos que son informativos (en
algunos casos se han probado mds de 8.900 iniciadores
hasta encontrar la combinacion adecuada) (Nunome et
al. 2001, Feuser et al. 2003, Gostimsky et al. 2005).
Los RAPDs permitieron valorar la variacién so-
maclonal de plantas de Hypericum perforatum, planta
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que produce compuestos con actividad anticancerige-
na y antiviral (hipericina y pseudohipericina), obteni-
das de hojas y semillas en cultivo in vitro (HaluSkovd
y KoSuth 2003). En el caso de Phoenix dactylifera
(datil), la mejor técnica para la deteccion de variacion
somaclonal fue RAPD, frente a los RFLP y Polimor-
fismo en la longitud de los fragmentos amplificados
(AFLP) (Kunert et al. 2003). Otros ejemplos del uso

AGRONOMIA MESOAMERICANA 20(1): 135-151. 2009



140

SANCHEZ-CHIANG Y JIMENEZ: TECNICAS MOLECULARES PARA LA DETECCION DE VARIANTES SOMACLONALES

de RAPD para la deteccion de la variacion somaclonal
se presentan en el Cuadro 2.

Region amplificada de una secuencia caracterizada
0 SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)

Los SCAR son fragmentos de ADN amplificados
por PCR mediante la utilizacién de imprimadores
especificos de 15 a 30 pares de bases, disefiados de
acuerdo con la secuencia obtenida de marcadores
RAPD polimérficos que se desea hacer ain mads es-
pecificos (Deputy et al. 2002, Gupta et al. 2002, Cha-
ves-Bedoya y Nufez 2007). Por ejemplo, en banano,
se desarroll6 un marcador SCAR especifico para la
deteccion de variantes somaclonales enanos utilizando
secuencias previamente identificadas por RAPD (Ra-
mage et al. 2004).

Polimorfismo de amplificacion sensible a meti-
lacion o MSAP (Methylation-sensitive amplification
polymorphism)

Esta técnica estd basada en una doble digestion,
primero con una enzima sensible a la presencia de sitios

de metilacién (Hpall o Mspl) y luego con una enzima
insensible a la metilacion (EcoRI). Después, los frag-
mentos son ligados a adaptadores en la doble banda y se
amplifica la secuencia con imprimadores complementa-
rios a éstos. Para asegurar que los fragmentos generados
son los sensibles a sitios de facil metilacion CCGG (C:
citosina, G: guanina), el iniciador es marcado con [y**P]
ATP (Jaligot et al. 2004) o o*?P-dCTP (Kubis er al.
2003) vy, posteriormente, los productos son separados
en un gel de poliacrilamida. Los niveles de metilacién
son medidos en columnas de cromatograffa liquida de
alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC, por sus siglas
en inglés) (Jaligot et al. 2000, Kubis et al. 2003, Jaligot
et al. 2004) o con el método SssI metilasa descrito por
Schmitt et al. (1997) y Jaligot et al. (2000). Este méto-
do compara el estatus de metilacién de las secuencias
CCGG y ha sido usado ampliamente en palma aceitera.
En plantas desarrolladas por embriogénesis somatica,
se determind la variacion somaclonal y se detectaron
polimorfismos causados por metilacién en las secuen-
cias CCGG que se relacionan con la produccion de
organos florales anormales (Jaligot et al. 2004). Esta
técnica también se utiliz6 en papa (Solanum tuberosum)
para evaluar plantas micropropagadas (Joyce y Cassells

Cuadro 2. Ejemplos de trabajos en los cuales la técnica RAPD ha sido empleada para detectar variacién somaclonal. En algunos
ejemplos se han utilizado otras técnicas para su comprobacion.

(kiwi)

lares RAPD y SSR para detec-
tar variacion genética

en plantas micropropagadas y
se recomendé combinar técnicas
moleculares para una comproba-
cion mas fidedigna

Técnica Cultivo Objetivo Resultado Referencia
molecular
RAPD / SSR Actinidia deliciosa Comparar las técnicas molecu- | Se detectd variacion somaclonal | Palombi y Damiano

(2002)

RAPD / andlisis
citolégico

Allium sativum (ajo)

Detectar la variacion somaclo-
nal en callos y plantas in vitro

Se encontré que la frecuencia de
variacion fue dependiente del cul-
tivar con valores entre 0,35y 1%.

Al-Zahim et al.
(1999)

RAPD / isoenzi-
mas

Ananas
(pifa)

comosus

Determinar las variaciones en
plantas micropropagadas me-
diante dos sistemas

En el sistema estdtico se presentd
2% de variaciéon somaclonal y
en el sistema de inmersion tem-
poral 4%

Feuser et al. (2003)

RAPD / AFLP

Arachis retusa

Determinar la estabilidad genéti-
ca en plantas regeneradas a partir
de cotiledones y embriones

No hubo evidencia de variacion
somaclonal

Gagliardi et al.
(2007)

RAPD / Andlisis
citogenéticos

Asparagus officinalis
cv. Argenteuil

Detectar variacion somaclonal
en plantas provenientes de em-
briones somaticos

No se encontrd variacion soma-
clonal

Raimondi et al.
(2001)
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Continuacion...
RAPD Begonia x hiemalis Seleccionar cultivares y plan- | RAPD no fue lo suficientemen- | Bouman y de Klerk
tas regeneradas in vitro (prove- | te sensible para la deteccién de | (2001)
nientes de callos) sin variacion | variacion somaclonal. La apari-
somaclonal cién de variacion somaclonal fue
detectada por medio de ensayos
fenotipicos en campo
RAPD Beta vulgaris (remo- | Determinar la variacion soma- | Se detecté 0,05% de variacion | Munthali et al.
lacha) clonal en plantas regeneradas | somaclonal (1996)
de tallos adventicios
RAPD Brassica  oleraceae | Analizar la estabilidad genética | Se demostré la estabilidad gené- | Qin ez al. (2007)
(brécoli var. italica) de las plantas regeneradas a|tica de las plantas regeneradas
partir de callos embriogénicos
RAPD Cedrus atlantica y C.|Determinar la estabilidad ge-|Se demostré similitud del 97 | Renau-Morata et al.
libani nética en tallos propagados in|— 100 % entre las plantas ma- | (2005)
vitro a través yemas axilares dres y las plantas derivadas del
cultivo de tejidos. No se encontrd
variacion somaclonal.
RAPD Chrysanthemum mori- | Caracterizar y determinar la|Se detectd variacion somaclonal | Martin et al. (2002)
Sfolium variacién somaclonal en culti- | después de un mes de cultivo
vares comerciales
RAPD Curcuma longa cv.|Caracterizar y determinar la | No se detectd variacion somaclo- | Tyagi et al. (2007)
Prathibha estabilidad genética en plantas | nal significativa
conservadas en medio de cultivo
in vitro con sustitutos de bajo
costo
RAPD Drosera anglica y D. |Determinar la estabilidad gené- | En D. dnglica, se detect6 0,08% | Kawiak y Lojkows-
binata tica en plantas in vitro prove- | de variacion somaclonal y en D. | ka (2004)
nientes de yemas laterales binata no se detecto variacion
RAPD Elaeis guineensis (pal- | Clonar y caracterizar el gen|Se encontré que la proteina de- | Tregear er al.
ma aceitera) EDGAL1 (gen que codifica la|fensina producida en las inflo- | (2002)
proteina defensina, con propie- | rescencias estd relacionada a
dad antifungal). EDGAL se uti- | cambios epigenéticos en la mor-
liz6 como marcador en eventos | fologia floral
somaclonales
RAPD Macadamia tetraphy- | Evaluar la estabilidad clonal de | No se detectd variaciéon soma- |Mulwa y Bhalla
lla (macadamia) plantas regeneradas in vitro y |clonal en las plantas micropro- | (2007)
micropropagadas axilarmente | pagadas
RAPD Malus pumila (man- | Determinar la estabilidad gené- | Se favorecio la aparicion de va- | Modgil et  al.
zana) tica en plantas micropropaga- | riacion somaclonal, debido al es- | (2005)
das del patrén MM 106 trés causado por las condiciones
in vitro.
RAPD Musa spp. (banano, | Seleccionar variedades enanas | Se encontré 28,89% de polimor- | Damasco et al.
grupo Cavendisch)”) | de cavendish fismos en plantas normales y |(1996)
enanas. Marcador permitid la de-
teccion temprana de enanismo.
RAPD Musa spp. (banano) Evaluar el variante somaclonal | Dentro de los clones del varian- | Vidal 'y Garcia
CIEN BTA-03, resistente a Si- | te CEN BTA-03, se encontraron | (2000)
gatoka Amarilla y sus clones dos clones resistentes y dos clo-
nes susceptibles
Continua...
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RAPD Musa spp. (banano y | Caracterizar la variabilidad ge- | Imprimadores con alto grado de | Peteira et al. (2003)
platano) nética polimorfismo detectaron menos
de ocho variantes.
RAPD Musa spp. (banano, | Determinar el efecto de los re- Acido indol-butirico y dcido in- | Bairu et al. (2006)
Cavendish) guladores de crecimiento en la | dol-acético, en combinacién con
variacion somaclonal bencinoaminopurina, indujeron
mayor tasa de multiplicacion y
mayor variacion somaclonal.
RAPD / SSR Musa spp. Caracterizar y determinar la va- | Se encontré homogeneidad entre | Venkatachalam et
riacién somaclonal in vitro los resultados de RAPD y SSR. | al. (2007)
No se detecté variacion soma-
clonal
RAPD Oryza sativa (arroz) | Detectar variacion somaclonal | Se detectd la aparicion de muta- | Godwin et al.
en plantas provenientes de ca- | ciones recesivas y variaciones en | (1997)
llos el ADN gendmico. Los niveles
de variacion del ADN predomi-
naron en secuencias altamente
repetidas y en algunos casos sin
efectos en el fenotipo
RAPD Oryza sativa (arroz) | Evaluar somaclones resistentes | Se encontré que, de 17 soma- | Aradjo et al. (2001)
a Pyricularia grisea clones, cinco fueron resistentes
a P. grisea
RAPD Oryza sativa (arroz) Evaluar resistencia a Pyricula- | Variantes somaclonales del cv. | Aradjo et al. (2004)
ria grisea y detectar variacion | IC47 eran susceptibles a la en-
somaclonal fermedad.
RAPD Phalaenopsis sp. Detectar la variacion somaclo- | Se detecté 1,5 % de variacion | Chen et al. (1998)
(“True Lady”) nal en las plantas propagadas | somaclonal, evidente por altera-
in vitro ciones en la morfologia floral
RAPD Picea abies (piceas de | Determinar la fidelidad genéti- | No se encontré variacion soma- | Heinze y Schmidt
Noruega) ca y detectar variacion soma- | clonal en las plantas regeneradas | (1995)
clonal
RAPD Picea abies (piceas de | Evaluar la variaciéon somaclo- | No se encontré variacion soma- | Fourré et al. (1997)
Noruega) nal en embriones somadticos en | clonal
un banco de germoplasma
RAPD Pinus patula Evaluar uniformidad de pldn- | Se caracterizaron las plantas con | Malabadi et al.
tulas provenientes de dpices de | diferentes imprimadores y no se | (2006)
tallos vegetativos detectd variacion somaclonal
RAPD Prunus persica (me- | Determinar la variaciéon soma- | Se encontré que la frecuencia | Hashmi et al.
locotén) clonal de plantas regeneradas |de la variacién somaclonal fue |(1997)
de callos embriogénicos dependiente del genotipo
RAPD Prunus dulcis (almen- | Evaluar la estabilidad genética | No se detecté variacion soma- | Channuntapipat et
dra) P. dulcis x P. per- | de plantas en cultivo in vitro y | clonal al. (2003)
sica criopreservadas
RAPD Quercus suber (roble, | Determinar la variaciéon soma- | No se encontré variacion soma- | Gallego et  al.
alcornoque) clonal en plantas regeneradas | clonal entre clones, la informacién | (1997)
de callos embriogénicos y dife- | obtenida por medio de RAPD, se
renciar genotipos utilizé para diferenciar genotipos

cv: cultivar, cvs: cultivares.

2002). Debido a que esta técnica es relativamente nue-
va, es a partir del afio 2000 que comienzan a aparecer
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las primeras publicaciones sobre su aplicacién para la
deteccion de variacion somaclonal.
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Marcadores mixtos

Polimorfismo en la longitud de los fragmentos
amplificados o AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphisms)

Esta técnica es considerada como una combinacion
entre RFLP y PCR (Picca et al. 2004) debido a que:
(a) involucra dos enzimas de restriccion, (b) se
realiza ligamiento de adaptadores en ambos extremos,
y (c) ocurre amplificacion de segmentos de ADN
con imprimadores especificos, disefiados tomando en
consideracidn las secuencias de los sitios de restriccion
de las enzimas y de los adaptadores empleados
(Vos et al. 1995, Sanchez-Teyer et al. 2003, Picca
et al. 2004). Una vez que los fragmentos han sido
amplificados, se visualizan en geles de poliacrilamida
(Hames y Rickwood 1990, Vos et al. 1995, Picca
et al. 2004). Los AFLPs presentan un alto poder
de deteccion de variabilidad genética debido a que
exploran simultdneamente la presencia o ausencia
de sitios de restriccion, como en los RFLPs, y la
ocurrencia 0 no ocurrencia de amplificacién, como
en los RAPDs. Este marcador dominante es una
herramienta mucho mds poderosa que los RAPDs
porque permite amplificar secuencias mds largas de
oligonucledtidos (lo que incrementa significativamente
la especificidad), no requiere informacion previa de la
secuencia del ADN (Picca et al. 2004) y es altamente
reproducible (Azofeifa-Delgado 2006). Los AFLPs
han sido utilizados para detectar variacion somaclonal
en pldtano “Curare enano” (Musa spp.) in vitro. En
este cultivo es frecuente la aparicion de variacion
somaclonal durante la fase in vitro, por lo que es
imprescindible este tipo de andlisis (Sahjiram et al.
2003). Ademads, los AFLPs han sido utilizados para
estudios de variacion somaclonal en Arabidopsis
thaliana (Polanco y Ruiz 2002), asf como para detectar
genes de resistencia a enfermedades en variantes
somaclonales de papa (Solanum tuberosum) (Solomon-
Blackburn y Barker 2001). Otros ejemplos en cultivos
comerciales se presentan en los Cuadros 2 y 3.

Secuencias simples repetidas, microsatélites o
SSR (Short Sequence Repeats)

Los SSRs son regiones hipervariables que se com-
ponen de secuencias de unos pocos pares de bases (uno
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a cuatro) repetidas muchas veces. Estas secuencias se
amplifican por medio de PCR utilizando imprimadores
especificos para las regiones que flanquean las secuen-
cias repetidas. La interpretacion de los polimorfismos
estd basada en la variabilidad del nimero de repeticiones
y, en consecuencia, por el tamaiio de los fragmentos am-
plificados (Aravanopoulos 2003, Picca et al. 2004). Esta
técnica permite detectar diferencias hasta de una base,
que corresponde al minimo de longitud en un polimor-
fismo (Picca et al. 2004). Los SSRs tienen ventajas sobre
los RAPDs debido a que son codominantes, es factible la
semiautomatizacién y pueden ser identificados en bases
de datos (Herndndez 2005). Sin embargo, esta técnica
requiere de mucho trabajo debido a que se puede anali-
zar solo un locus a la vez (Azofeifa-Delgado 2006). Por
ejemplo, los SSRs han sido utilizados para determinar
variacion somaclonal en la especie arborescente Populus
tremuloides, donde se evalud la fidelidad clonal in vitro
de las plantas (Rahman y Rajora 2001). Otros ejemplos
donde los microsatélites han sido utilizados para deter-
minar variacion somaclonal y han sido comparados con
otras técnicas moleculares se presentan en el Cuadro 3.

Los STS o STMS (por su nombre en inglés “Se-
quence Tagged Sites o Sequence Tagged Microsatellite
Sites-STMS”) son otro tipo de microsatélite. Los STS
siguen los mismos principios que el procedimiento de
los SSR. Los STS se diferencian tinicamente porque
utilizan imprimadores un poco mds grandes (alrededor
de 20 pares de bases) (Patzak 2003). Debido a que es
una técnica relativamente nueva, pocos autores hacen
referencia a su uso con la deteccion y evaluacion de
variacién somaclonal.

Como se evidencia en el presente trabajo, varias
técnicas moleculares se han utilizado para la deteccion
de variantes somaclonales en gran cantidad de especies
vegetales. Es importante considerar que la utilizacién
de las herramientas descritas con anterioridad permite
detectar cambios genéticos aun en etapas tempranas de
cultivo. Sin embargo, hay que tomar en cuenta también
que, dependiendo de la técnica utilizada y las enzimas
de restriccion o imprimadores o seleccionados, el
andlisis por medio de técnicas moleculares puede
no evidenciar ciertos variantes fenotipicos, por el
solo hecho de que no se estd estudiando la region
del genoma donde ocurrieron las modificaciones.
También, y como se definid al inicio de este trabajo, hay
que considerar que la variacién somaclonal contempla,
ademds de los cambios genéticos, también aquellos
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Cuadro 3. Ejemplos de trabajos en los cuales la técnica AFLP y/o microsatélites han sido empleados para detectar variacién soma-
clonal. En algunos ejemplos se han utilizado otras técnicas para su corroboracion.

Técnica molecular

Cultivo

Objetivo

Resultado

Referencia

AFLP

Actinidia  deliciosa

(kiwi)

Evaluar la variacion gené-
tica en plantas regeneradas
de callos

Callos de
hojas o tallos presentaron

provenientes

cierta variacion entre clones
(similitud del 73-90%).

Prado et al. (2007)

AFLP

Coffea arabica y C.
canephora (café)

Evaluar la variacion soma-
clonal en embriones somati-
cos de hibridos mejorados

Dependiendo del genotipo,
se encontré entre 3% y 10%
de variacién somaclonal

Etienne et al. (2002)

AFLP / Southern Blot

Elaeis guinensis (pal-
ma aceitera)

Evaluar variacion en plan-
tas regeneradas y la sen-
sibilidad a la metilacion
enzimatica

Durante el cultivo de tejidos
se redujo la metilacion

Matthes et al. (2001)

AFLP / SSR

Glycine max (soya)

Evaluar variacién somaclo-
nal en lineas comerciales
cultivadas in vitro a partir
de cotiledones

En el proceso de regene-
racion de los nudos coti-
ledonares se produjo mu-
Los
somaclonales no presenta-

taciones. variantes
ron diferencias fenotipicas
con respecto a las plantas
silvestres al ser evaluados
en campo

Jung et al. (2004)

AFLP

Hordeum vulgare (ce-
bada)

Evaluar la estabilidad gené-
tica en plantas derivadas de

Se encontr6 un promedio
del 6% de variacion soma-

Bednarek et al.
(2007)

RAPD/STS

pulo)

maclonal en meristemos de
plantas in vitro antes y des-
pués de termoterapia

frecuencia en cambios mo-
leculares de 54 a 70 %.
Unicamente en dos clones
se detectaron diferencias
moleculares al emplear SSR
y RAPD. Otras técnicas no
evidenciaron diferencias
moleculares en ninguno de
los clones.

androgénesis y embriogéne- | clonal
sis somdtica
AFLP/ SSR / RFLP / | Humulus Ilupulus (li- | Evaluar la variabilidad so- | Termoterapia incrementd | Patzak (2003)

AFLP

Papaver bracteatum
(adormidera de Sibe-

ria)

Evaluar la estabilidad gené-
tica en plantas regeneradas
de callos

No se detect variacion so-
maclonal y se determind que
las plantas eran hibridas

Carolan et al. (2002)
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teno)

de la variacién somaclonal,
asi como frecuencia, distri-
bucién y mecanismos

SSR Quercus suber (roble, | Determinar la estabilidad | Se observé los mismos pa- | Lopes et al. (2006)
alcornoque) genética de callos embrio- | trones en todas las muestras
génicos provenientes de | analizadas, excepto en un
plantas adultas y jovenes genotipo que present6 2,5%
de mutacion
AFLP Secale cereale L. (cen- | Evaluar factores inductores | Se encontré dos a 90 cam- | Puente et al. (2004)

bios por planta. En dos
plantas se concentré el 49%
de los cambios. La mitad

de las plantas regeneradas
presentaron seis o menos
cambios por planta

AFLP / microsatélites | Saccharum sp. (cafia

Evaluacion de la varia-

Plantas provenientes de cul- | Arencibia et al.

/ RAPD de azicar) cién somaclonal en plantas | tivos celulares transgénicos | (1999)
transgénicas presentaron mayor varia-
cién somaclonal que culti-
VoS no transgénicos
AFLP Syngonium podo- | Analizar las diferencias | Variantes somaclonales pre- | Chen et al. (2006)
phyllum genéticas entre cultivares | sentaron diferencias génicas
obtenidos de variantes so- | de 0,4%-1,2%
maclonales
cv: cultivar, cvs: cultivares
cambios de naturaleza epigenética, que producen LITERATURA CITADA

alteraciones en el fenotipo. La mayoria de las técnicas
descritas anteriormente no permitirfa discriminar
estos variantes. Por otro lado, puede haber variantes
somaclonales, producto de cambios en la secuencia de
ADN de regiones no codificantes, que se identifiquen
por medio de marcadores moleculares, pero que no
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