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II CAPÍTULO 1

Polinización y fertilización in vitro

Susana Cardone, Gladys Pérez Camargo,
Aurora Picca

1 Introducción
Durante la reproducción sexual de las An-

giospermas los procesos de polinización y fe-
cundación conducen a la unión de las gametas 
masculina y femenina para formar el embrión, 
que junto con el endosperma darán origen a la 
semilla, que generará una nueva planta. La fe-
cundación contribuye a la diversidad genética  
y proporciona la base sobre la que se trabajará 
en  fitomejoramiento.

El hecho más notable de la fertilización in 
vivo de las Angiospermas es el de la “doble 
fecundación”, que es un fenómeno muy com-
plejo en comparación con lo que acontece en 
todos los demás seres vivos. Para que la poli-
nización se  produzca, durante el desarrollo in 
vivo, deben ocurrir una serie de interacciones 
y señales entre el grano de polen y los diferen-
tes tejidos del pistilo. El grano de polen hace 
contacto con las células receptivas del pistilo 

(células papilares del estigma) que permiten 
su adhesión, hidratación y germinación, ex-
tendiendo su intina y generando un tubo po-
línico, cuya función es transportar las células 
espermáticas hacia el óvulo. En ese momento 
se desorganiza el núcleo vegetativo mientras 
que la célula generativa dará lugar a las dos 
células espermáticas que se vuelcan en una 
de las sinérgidas, ésta se desorganiza y uno 
de los núcleos espermáticos se fusiona con la 
oósfera para dar el cigoto, que luego producirá 
el embrión. El otro núcleo masculino se reunirá 
con dos núcleos femeninos para dar la célula 
madre del endosperma que es, por lo tanto, tri-
ploide (Fig 1).  

Durante la evolución de las plantas supe-
riores, surgieron diferentes barreras de cruza-
miento que controlan la transferencia de genes 
de una especie a otra o dentro de la misma 
especie.

A veces, el polen no puede germinar sobre el 
estigma de la  flor aunque éste se halle recep-
tivo. Este hecho puede deberse a limitaciones 
genéticas o fisiológicas. Estas barreras se de-
nominan de prefertilización o precigóticas y 
pueden ser eludidas mediante las técnicas de 
polinización in vitro.

Figura 1. Corte longitudinal de un óvulo mostrando la doble fecundación en Angiospermas
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Otras veces, a pesar de la ocurrencia de la 
polinización, la fecundación no puede llevarse 
a cabo, por diversos motivos. El término “ferti-
lización in vitro” se utiliza para aquellos casos 
donde la fusión de las gametas aisladas se lo-
gra por distintos métodos como la electrofusión, 
altas concentraciones de calcio o elevado pH. 

En este capítulo se utilizarán indistintamen-
te los términos “fecundación” y  “fertilización” 
como sinónimos, refiriéndose a la unión de las 
gametas masculina y femenina para originar 
un nuevo individuo. 

En ocasiones, la fecundación ocurre normal-
mente pero el embrión aborta en forma pre-
coz. Esto es lo que se conoce como barreras 
posfertilización o poscigóticas, que pueden 
contrarrestarse con técnicas de rescate em-
brionario. 

Frente a todas estas limitaciones, las técni-
cas de cultivo in vitro y manipulación de célu-
las aisladas resultan apropiadas para lograr el 
proceso completo de desarrollo del embrión 
y del endosperma y la obtención de semillas 
normales. Una de esas técnicas, desarrollada 
por Kanta y colaboradores (1962), demostró 
que en algunas especies de Papaveráceas los 
granos de polen tenían la capacidad de germi-
nar in vitro, directamente sobre los óvulos en 
cultivo. A partir de la misma, surgen una serie 
de metodologías que se conocen en general 
como técnicas de polinización in vitro.

Las técnicas de micromanipulación desa-
rrolladas durante los años 80 permitieron el 
aislamiento y la fusión in vitro de gametas de 
Angiospermas. La combinación de estas técni-
cas con métodos de cultivo de células únicas, 
posibilitaron la fertilización in vitro. Se pudo 
entonces concretar  el desarrollo de cigotos 
y de endospermas en forma individual, in vi-
tro, demostrando que son capaces de autoor-
ganizarse en cultivo, independientemente del 
tejido materno. Tanto los cigotos obtenidos in 
vitro como los que son aislados después de la 
polinización in vivo desarrollan en embriones 
normales y posteriormente en plantas fértiles. 

Los sistemas de polinización y fertiliza-
ción in vitro pretenden salvar las barreras pre 
y postfertilización para obtener plantas férti-
les. Los recientes progresos relacionados con 
estas metodologías, conjuntamente con los 

proyectos de genómica, posibilitarán una me-
jor comprensión de los procesos de reconoci-
miento gamético, fusión y activación de seña-
les intracelulares que participan en los eventos 
tempranos de desarrollo del huevo y formación 
del cigoto. Estos conocimientos permitirán una 
aplicación más eficiente de estas técnicas en 
los programas de fitomejoramiento.

2 Polinización in vitro
En algunas especies, las barreras de pre-

fertilización impiden la autofecundación o 
el cruzamiento, por diferentes  mecanismos 
genéticos o bioquímicos. La incapacidad del 
polen de germinar en estigmas propios o ex-
traños se denomina incompatibilidad. Esta 
puede deberse a varias razones: por ejemplo 
que el tubo polínico se deshaga en el estilo, o a 
la incapacidad del tubo polínico para alcanzar 
el óvulo debido a una lenta velocidad de creci-
miento, o a una excesiva longitud del estilo. En 
estos casos, el ovario aborta antes de que el 
tubo polínico alcance la base del estilo.  

Las barreras que obstaculizan los cruza-
mientos interespecíficos no son demasiado co-
nocidas, aunque es evidente la existencia de 
interacciones en el proceso de  reconocimiento 
polen-pistilo. Los mecanismos que originan la 
imposibilidad de los cruzamientos intraespecí-
ficos son mucho más conocidos. Por ejemplo, 
el de la autoincompatibilidad, que involucra 
interacciones polen-pistilo que determinan la 
inhabilidad de una planta hermafrodita para 
producir cigotos, a través de la autopoliniza-
ción. En este sistema, el intercambio de infor-
mación entre el polen y el tubo polínico per-
mite al estigma y al estilo discriminar el polen 
de plantas idénticas del proveniente de otros 
miembros de la misma especie. 

Existen dos grandes sistemas de autoin-
compatibilidad, que se diferencian en sus  es-
trategias moleculares y genéticas: 

a) autoincompatilidad esporifítica, en ella, 
el resultado de la polinización está detemina-
do por el genotipo de la planta en la que se 
ha formado el grano de polen. En este tipo de 
incompatibilidad, presente en la familia de las 
Brasicáceas, proteínas de bajo peso molecu-
lar provenientes del polen, difunden desde la 



187Biotecnología y Mejoramiento Vegetal II

exina e interactúan de manera alélica con un 
receptor quinasa, localizado en las células del 
estigma. Dicha interacción estimula la activi-
dad fosforilante del receptor y se produce el 
bloqueo de la hidratación específica del grano 
de polen, impidiendo su germinación.

b) autoincompatibilidad gametofítica en la 
cual, la ocurrencia de la polinización está de-
terminada por el genotipo haploide del polen. 
Bajo este sistema se encuentran dos mecanis-
mos diferentes: 

•	 Uno es típico de las Papaveráceas. En 
este, las señales de autoincompatibili-
dad se traducen por medio de proteínas, 
codificadas por un gen específico, que 
generan la movilización del calcio, fosfo-
rilando proteínas del polen que desenca-
denan la muerte celular del tubo polínico.

•	 En el otro mecanismo, presente en Sola-
náceas, un locus específico, el locus S, 
codifica para RNAsas que actúan sobre 
los tubos polínicos degradando al ARN del 
polen propio, inhibiendo su crecimiento. 

Para sortear estas incompatibilidades sur-
gieron técnicas de polinización in vitro. La 
primera, desarrollada en Papaver somniferum, 
ha sido también empleada  exitosamente en 14 
familias de Angiospermas, resultando más ade-
cuada su aplicación en aquellas especies que 
poseen ovarios grandes y que contienen mu-
chos óvulos. Dentro de las especies de plantas 
en las que se abordó la técnica se pueden citar 
Dianthus caryophyllus, Nicotiana tabacum, N. 
rustica, Argemone mexicana, Eschechlozia ca-
lifornica, Petunia violacea, Antirrhinum majus y 
Dicranostigma franchetianum.

Bajo el nombre de “polinización in vitro” 
se suele englobar a varias metodologías que 
surgieron a partir de modificaciones del proce-
dimiento inicial, que si bien poseen puntos en 
común, difieren en otros. Entre estas metodo-
logías se encuentran: 

•	 La polinización estigmática, que con-
siste en cultivar el pistilo in vitro y colocar 
el polen sobre el estigma. 

•	 El injerto del estilo, en la cual los gra-
nos de polen germinan en un estilo com-
patible y luego se los une al ovario de la 
planta madre que se desea fertilizar. 

•	 La polinización de óvulos aislados que 
se cultivan directamente sobre el medio 
de cultivo. En esta técnica los óvulos son 
separados de su placenta; por esta cau-
sa es un procedimiento mucho más com-
plicado, que ha sido empleado con éxito 
sólo en pocas especies de plantas. 

•	 La polinización placental, técnica en 
la cual los óvulos se ponen en contacto 
con el polen  por remoción de la pared 
del ovario o a través de un corte en la 
parte superior del mismo. En esta meto-
dología los porcentajes de supervivencia 
son muy buenos, ya que los óvulos no 
resultan dañados durante las manipula-
ciones involucradas en su aislamiento. 
El cultivo del óvulo junto con la placenta 
incrementa, en general, las posibilidades 
de un rápido desarrollo embrionario. 

La polinización placental in vitro se ha 
utilizado con éxito para salvar las barreras de 
incompatibilidad precigóticas (autoincompati-
bilidad e incompatibilidad interespecífica), en 
varias especies, inclusive cuando, experimen-
talmente, se intentó el cruzamiento a partir de 
óvulos de Angiospermas con polen provenien-
te de Gimnospermas. En este caso, al realizar-
se el análisis embriológico de los óvulos de la 
especie Melandrium album, fijados tres días 
después de la polinización con polen de Pinus 
wallihiana, se observó la presencia de rema-
nentes de tubos polínicos y embriones bicelu-
lares en los sacos embrionarios.

•	 La polinización con polen mentor  Se 
ha utilizado, en muchas especies  de 
plantas, una estrategia para salvar las 
barreras de incompatibilidad, involucran-
do mezclas de polen no compatible con 
polen compatible muerto (denominado 
“mentor”). El rol del polen mentor es pro-
veer alguna función, por ejemplo, a tra-
vés del aporte de sustancias proteicas, 
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las que facilitan la polinización del polen 
incompatible. Alguna de las especies en 
las que se ha utilizado son: Populus, Ma-
lus, Petunia y Nicotiana.

Finalmente, en todos los casos, la gameta 
femenina es fecundada por células espermá-
ticas, liberadas por el tubo polínico, en forma 
“casi” idéntica a la vía natural, con la consi-
guiente formación de semilla normal en un 
medio de cultivo apropiado. En general, todos 
los medios de cultivo para germinación de los 
granos de polen poseen altas concentraciones 
de sacarosa y de ácido bórico. 

No obstante, para que los procedimientos 
anteriormente citados sean exitosos es crucial 
realizar el aislamiento de los óvulos y del polen 
en el estado fisiológico adecuado, por lo que 
es indispensable llevar a cabo la determinación 
de la duración de los distintos estadios del de-
sarrollo de ambos, como por ejemplo:

a) Determinar los tiempos de antesis, dehis-
cencia de las anteras y polinización, b) Precisar 
el momento en que el estigma esté receptivo, 
c) Especificar el instante oportuno para la po-
linización y d) Establecer el tiempo adecuado 
para recoger el polen. 

3 Fertilización in vitro
Durante años los científicos intentaron imitar 

los mecanismos de fecundación que aconte-
cen  in vivo, utilizando técnicas de fertilización 
in vitro de gametas aisladas; esta aplicación 
fue más sencilla en animales y en plantas in-
feriores pero no pudieron ser aplicadas a las 
plantas superiores hasta comienzos de la dé-
cada de los noventa. Esto se debió a que la 
fertilización in vivo en las plantas superiores es 
un proceso muy diferente al que ocurre en los 
sistemas animales y de plantas inferiores, don-
de las gametas son de vida libre. 

El primer aislamiento de células espermáti-
cas vivas fue reportado por Cass en 1973, en 
el cuál se aislaron gametos masculinos de ce-
bada por ruptura de granos de polen en una 
solución de sacarosa al 20%. A partir de este 
aislamiento se pudieron describir las carac-
terísticas celulares de ese gameto. Esto se 

repitió luego con éxito en varias especies de 
Angiospermas. Para el aislamiento de gametas 
femeninas existe un método que se emplea a 
menudo y que consiste en un tratamiento con 
enzimas diluídas para disolver las paredes ce-
lulares, acompañado de la micromanipulación 
para separar las otras células del saco embrio-
nario. 

En 1991, Kranz y col. reportaron la primera 
fusión de gametas de maíz in vitro, pudiendo 
reproducirse actualmente en esta especie el ci-
clo de vida completo, comenzando con la elec-
trofusión de la célula espermática con la ovo-
célula, dando como resultado un cigoto, un em-
brión y finalmente una planta. Pese a que se ha 
tomado al maíz como sistema vegetal modelo, 
en el cual estudiar los procesos de fusión de 
gametas y posterior embriogénesis, también 
se han realizado trabajos exitosos de fusión 
de gametas en trigo, donde Kovacs (1995) lo-
gró la fusión de gametas in vitro, obteniendo 
como resultado estructuras multicelulares y en 
algunos casos del tipo de microcallos. En los 
últimos años se ha logrado finalmente la fusión 
de gametas en Nicotiana tabacum, la que pu-
diendo ser una especie modelo en dicotiledó-
neas para estudiar la fertilización in vitro, dada 
su capacidad para la regeneración de plantas, 
presenta sin embargo el inconveniente de que 
las gametas no se fusionan fácilmente. 

Tradicionalmente, se consideró que todas 
las células espermáticas tenían igual posibili-
dad de fusionarse con la célula huevo. Sin em-
bargo, actualmente se sabe que existen meca-
nismos de fusión preferencial a nivel gamético, 
donde un determinado morfotipo de célula es-
permática es reconocido. Cuando está presen-
te este mecanismo hay una identificación de  
las dos células espermáticas, candidatas para 
la fusión celular y una elección de la que se fu-
sionará con la ovocélula.  La discriminación se 
basa en las diferencias de las células espermá-
ticas respecto de su heteromorfismo citoplas-
mático en: tamaño, forma, volumen, superficie, 
contenido de organelas y asociación física con 
el núcleo vegetativo. Por otro lado, el contacto 
del polen con el gameto femenino parece esti-
mular la maduración del mismo, incluyendo la 
acumulación de calcio necesaria, la organiza-
ción de la célula huevo, la migración nuclear, 
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y la progresión del ciclo celular. Este último 
factor parecería ser crítico en la combinación 
exitosa de gametas. Además, hay señales, su-
ministradas por el saco embrionario, que per-
miten estimular el crecimiento y la maduración 
del tubo polínico. 

Para que la fertilización tenga lugar, in vitro,  
no sólo deben aislarse las gametas femeninas 
y masculinas sino que deben ser inducidas a fu-
sionarse, en ausencia de las células asociadas. 

Para obtener un embrión in vitro, los pasos a 
seguir son los siguientes:

Aislamiento y selección de las gametas   
Se han desarrollado métodos de aislamiento y 
selección de gametas para una amplia varie-
dad de especies vegetales, entre ellas: maíz 
(Zea mays), trigo (Triticum aestivum), cebada 
(Hordeum vulgare), raygrass (Lolium perenne) 
y algunas brasicáceas. A fin de realizar eficien-
temente este paso se debe:

a) Conocer exhaustivamente la morfología 
floral de la especie a utilizar, con el objetivo de 
ubicar el saco embrionario y sus células cons-
tituyentes. b) Aislar las gametas masculinas, a 
partir de los granos de polen mediante choque 
eléctrico, osmótico y/o de pH. c) Aislar el saco 
embrionario y las gametas femeninas median-
te microdisección individual en asociación con 
maceración enzimática. 

Este paso es crítico y limitante ya que pue-
den obtenerse pocas gametas femeninas y el 
proceso de manipulación es muy delicado. El 
tratamiento de las espigas, previo a la poliniza-
ción con 2,4-D, que induce a la expansión del 
ovario, facilita el proceso resultando en ovarios 
más grandes y óvulos más blandos, incremen-
tando la eficiencia en el aislamiento de las ovo-
células. 

Fertilización in vitro propiamente dicha 
Puede realizarse mediante la microinyección 
de células espermáticas o núcleos espermáti-
cos aislados, en células individuales obtenidas 
de los sacos embrionarios, o por electrofusión. 
En este último caso las gametas se ponen en 
contacto en una cámara de electrofusión por 
alineación dielectroforética y se fusionan me-
diante pulsos eléctricos (Fig. 2). Los productos 
de fusión pueden ser entonces cultivados en 

Figura 2. Fertilización in vitro mediante electrofu-
sión

una solución con células nodrizas y algunos de 
ellos desarrollarán en proembriones.

Fusión de las gametas. En maíz, la secuen-
cia de eventos para que se verifique la fusión in 
vitro es la siguiente: las gametas masculinas se 
obtienen a partir de granos de polen fresco so-
metidos a un “shock” de pH en una solución 0,5 
M de manitol. Las ovocélulas y los protoplastos 
de las células centrales del saco embrionario 
se aislan de los óvulos por tratamiento con en-
zimas celulolíticas y microdisección manual. 

Las dos gametas aisladas se colocan de a 
pares, bajo condiciones de esterilidad, en un 
medio de fusión simple compuesto por manitol 
y cloruro de calcio (CaCl2). Para realizar este 
procedimiento se utilizan microagujas de vidrio 
que permiten poner en contacto las gametas 
femeninas y masculinas, a fin de facilitar y di-
rigir la fusión. La adhesión y posterior fusión 
de las gametas es rápida (aproximadamente 
10 segundos). A los 20 minutos de realizada 
la fusión, deja de visualizarse el núcleo mas-
culino y 20 horas después es posible observar 
mediante microscopio óptico, con contraste de 
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fases la presencia de dos núcleos, de manera 
similar a lo que se observa in vivo. 

La formación del endosperma ocurre cuando 
se fusiona el núcleo de la célula espermática 
con los dos núcleos polares. Los estudios in 
vitro, sobre los primeros eventos después de 
la fusión de las células y núcleos, indican que 
las primeras células del endosperma resultan-
te desarrollan un tejido característico capaz de 
auto-organizarse en forma separada del tejido 
materno. Este proceso se completa, en  esta 
especie, aproximadamente dos horas después 
de la fusión in vitro de las células que forman 
el embrión.

4 Cultivo de óvulos y embriones in vitro
El cultivo de óvulos es un procedimiento 

muy complejo debido a que la manipulación 
del material es difícil. El óvulo es una estructu-
ra delicada, muy pequeña, altamente hidrata-
da, que puede ser dañada con suma facilidad. 
Es imprescindible realizar la microcirugía con 
rapidez para evitar que los tejidos sufran de-
secación durante el proceso. Pese a las dificul-
tades de la técnica, en algunos cruzamientos 
interespecíficos como los realizados en papa, 
algodón y Hevea brasiliensis, se comprobó que 
el cultivo de óvulos completos es más exitoso 
para el rescate de embriones que el cultivo de 
los embriones aislados. 

El rescate de embriones consiste en aislar 
los embriones de los óvulos de una planta y 
cultivarlos en un medio estéril que contenga los 
nutrientes esenciales que les permita concluir 
su desarrollo normal. Esta técnica es relati-
vamente fácil de llevar a cabo en embriones 
maduros y sus posibilidades de éxito son muy 
buenas. Las dificultades se incrementan cuan-
to más inmaduro sea el embrión a rescatar, ya 
que los requerimientos nutricionales son más 
específicos en las etapas tempranas de desa-
rrollo del embrión. 

Factores externos que condicionan el 
cultivo de óvulos y  embriones 

Entre los factores externos más importantes 
que afectan el cultivo de óvulos y de embriones 
se citan: el medio de cultivo, la osmolaridad y 
los reguladores de crecimiento. 

El óvulo presenta una gran cantidad de re-
querimientos nutricionales, que varían con el 
estadio de desarrollo del mismo y que es nece-
sario identificar para cada especie en particu-
lar. Por consiguiente un aspecto fundamental 
a tener en cuenta en el rescate de embriones 
es la selección correcta del medio de cultivo 
adecuado para cumplir con los requerimientos 
durante las distintas etapas del desarrollo em-
brionario, siendo necesario a veces la transfe-
rencia de los embriones de un medio de cultivo 
a otro para garantizar un óptimo crecimiento.

Se pueden reconocer dos fases en el desa-
rrollo embrionario con respecto a la nutrición: 

•	 la fase heterotrófica en la que el em-
brión es dependiente del endosperma y 
demás tejidos maternos que lo rodean, y 

•	 la   fase autotrófica, en la cual el em-
brión es capaz de sintetizar las sustan-
cias requeridas para su crecimiento a 
partir de sales minerales y azúcares. La 
etapa crítica de pasaje de una fase a otra 
varía con las especies. 

La introducción de agua de coco y extrac-
tos de endospermas en el medio de cultivo han 
sido muy útiles ya que activan el crecimiento 
y desarrollo de los embriones en el cultivo de 
óvulos de algunas especies vegetales. Por otro 
lado, no existe demasiada evidencia acerca de 
la absoluta necesidad de los reguladores de 
crecimiento para el desarrollo de los embriones 
extraídos, sean inmaduros o maduros, excepto 
en el rol que cumplen en la ruptura de la dor-
mición. 

La concentración osmótica es un factor im-
portante en el desarrollo de óvulos y embrio-
nes, dependiendo del estado de madurez de los 
mismos. La sacarosa presente en los medios 
de cultivo no sólo provee la fuente de carbono 
necesaria para el crecimiento sino que además 
mantiene la osmolaridad requerida para cada 
etapa del desarrollo. Está demostrado que una 
presión osmótica elevada previene la germi-
nación precoz de los embriones inmaduros, 
evitando así la ocurrencia de malformaciones 
estructurales. A medida que van creciendo, los 
embriones necesitan ser transferidos a medios 
con progresivas disminuciones en los niveles 
de sacarosa. 
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Respecto de los requerimientos de tempera-
tura, los embriones de la mayoría de las espe-
cies presentan un buen crecimiento en un ran-
go de temperaturas que va de los 25º C a los 
30º C. Aunque algunos estudios indican que 
la luz no es crítica para el crecimiento de los 
embriones, se demostró que en el caso de la 
cebada la luz disminuye las probabilidades de 
germinación precoz en los embriones inmadu-
ros. Entre los medios de cultivo más difundidos 
para el cultivo de óvulos y embriones se pue-
den citar el de Murashige y Skoog (1962), Mon-
nier (1976), Randolph y Cox (1943), Gamborg 
y col.  (1976), Liu y col. (1993).  

5 Aplicaciones de las Técnicas de 
Fertilización in vitro 

5.1 Aplicaciones en el Mejoramiento 
Genético Vegetal

Las técnicas antes mencionadas han sido 
utilizadas para salvar algunos obstáculos que 
se le presentan al mejorador de plantas cuan-
do desea  realizar cruzamientos, para el logro 
de ciertos objetivos de mejoramiento. A conti-
nuación se mencionan ejemplos de aplicación 
de las metodologías de polinización y fertiliza-
ción in vitro:

En algunas combinaciones de cruzamientos, 
la polinización placental in vitro permitió que 
se superen las barreras de incompatibilidad 
precigótica, obteniéndose embriones híbridos 
y aún plantas híbridas, imposibles de obte-
ner mediante técnicas convencionales. Así se 
realizaron los cruzamientos de las siguientes 
especies: Zea mays x Z. mexicana, Nicotiana 
tabacum x N. amplexicaulis, Melandrium album 
x Viscaria vulgaris, M. Album x Silene schafta. 

La polinización in vitro se empleó también 
como vía para la obtención de plantas resisten-
tes a estreses ambientales, ya que permite se-
leccionar para la fecundación aquellos granos 
de polen que tuvieron capacidad de germinar 
bajo diferentes condiciones de estrés, acele-
rando así la obtención de plantas resistentes. 
Esta estrategia se desarrolló en maíz, con po-
len cosechado de plantas creciendo a tempe-
raturas elevadas y condujo a la obtención de 
plantas tolerantes a estrés por calor. En Bras-
sica rapa, la selección de polen a baja tempe-

ratura tuvo un efecto positivo en el crecimiento 
de la progenie en condiciones de frío, logrando 
acumular más peso seco que en progenies ob-
tenidas sin la selección previa del polen. 

El cultivo de óvulos y de embriones vege-
tales se emplea en mejoramiento vegetal cuan-
do se desea: rescatar embriones abortivos de-
rivados de la hibridación interespecífica o inter-
genérica, superar problemas de abscisión pre-
coz del fruto, recuperar embriones de cruzas 
interespecíficas que conducen a la obtención 
de haploides y  acortar el período de latencia 
que ocurre en algunas semillas por presen-
tarse, en el endosperma o en la cubierta de la 
misma, inhibidores del desarrollo del embrión. 

Los siguientes ejemplos ilustran las diversas 
aplicaciones:

Durante la producción comercial del tritica-
le, especie obtenida artificialmente mediante 
el cruzamiento de trigo y centeno, el cultivo 
o rescate de embriones se utilizó para supe-
rar el alto grado de incompatibilidad del cruza-
miento inicial, ya que los embriones abortaban 
en estadios tempranos del desarrollo debido a 
una incompatibilidad con el endosperma. Esta 
técnica y la aplicación de colchicina en plantas 
híbridas, fueron de fundamental importancia 
para salvar los problemas que se presentaron 
en el cruzamiento inicial y la marcada esteri-
lidad que poseía la F1. El perfeccionamiento 
de estas dos metodologías fue decisiva para 
la producción de un gran número de triticales  
hexaploides y octoploides, cruzando el centeno 
con trigos duros y harineros, respectivamente, 
logrando finalmente un alto grado de fertilidad.

Las técnicas de rescate de embrionario son 
necesarias como complemento en la produc-
ción artificial de haploides. En ellas, se cultivan 
embriones que se forman por partenogénesis 
o por eliminación de cromosomas luego de la 
hibridación interespecífica o intergenérica. En 
algunos casos los embriones haploides se dis-
tinguen morfológicamente de los normales, de 
manera que se extraen y se los cultiva in vitro, 
en medios y condiciones  adecuados (ver en 
este libro Parte IV-Capítulo 1). Otras veces es 
necesario esperar a obtener las plantas para 
determinar el nivel de ploidía. Esta técnica se 
ha utilizado con éxito en cebada, trigo y tabaco. 
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También se emplea el cultivo de embriones 
en casos en que el endosperma no se desa-
rrolla normalmente, como sucede en los cru-
zamientos de cultivares diploides y tetraploides 
de Citrus, o cuando el mismo se desintegra 
después de la fecundación, como en Oenothe-
ra biennis x O. muricata o O.biennis x O. la-
marckiana. Esta técnica también es de utilidad 
para sortear barreras de dormición o en casos 
donde la viabilidad de la semilla es baja, como 
en yuca y otras especies del género Manihot. 

El cultivo in vitro de embriones es también 
una alternativa para el intercambio de semilla 
a través de fronteras internacionales. En un 
proyecto de mapeo de genes con resistencia al 
virus del mosaico, en yuca, desarrollado entre 
CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tro-
pical, con sede en Colombia) y IITA (Instituto 
Internacional de Agricultura Tropical, con sede 
en Nigeria) fue necesario trasladar “stocks” de 
semillas desde Sudamérica al continente afri-
cano, el cultivo de embriones resultó ser un 
excelente método para transferir germoplasma 
con mínimos riesgos fitosanitarios.

El cultivo de embriones ha ayudado tam-
bién al mejoramiento genético de especies le-
ñosas que tienen dificultad en la germinación 
de sus semillas, como en Taxus mairei, o con 
escasa producción de semillas como es el caso 
de Pseudotsuga macrolepis. 

El cultivo de embriones inmaduros puede 
ser aplicado para disminuir el tiempo necesa-
rio en la obtención de un nuevo cultivar. Por 
ejemplo en soja se requieren unos diez años 
para este fin. Si se consiguen realizar varias 
generaciones por año, en contraestación, se 
acelera el proceso. El cultivo de embriones in-
maduros ahorraría, además, el tiempo de ma-
duración de la semilla. En este y en cada caso 
en particular, se debe realizar la evaluación del 
beneficio económico para decidir  la utilización 
de estas técnicas.

Cultivo de nucelas En las plantas leñosas, 
los explantos de tejidos maduros pierden la ca-
pacidad de regeneración, se ha inducido en-
tonces con éxito la embriogénesis somática 

a partir de nucelas de óvulos jóvenes. Este 
es el caso de Citrus sp, Vitis vinifera, Malus do-
mesticus, Psidium guajava y Pyrus serotina. 

La técnica de rescate de óvulos fecunda-
dos se utiliza también en aquellos cruzamien-
tos en los que la barrera de incompatibilidad se 
encuentra a nivel del ovario como en el cruza-
miento Trifolium repens x T. hybridum. 

Las técnicas de fertilización in vitro pue-
den complementar, además, las metodologías 
de transformación de plantas. Por ejemplo, a 
través de la obtención de un embrión a partir 
de cigotos transgénicos que han sido mani-
pulados, utilizando un protocolo que involucra 
la microinyección de genes en el cigoto. Esta 
técnica evitaría la utilización de antibióticos y 
genes de resistencia a herbicidas, como mar-
cadores, durante el proceso de selección de 
las células transformadas.

Otra ventaja de  la fertilización in vitro es 
la posibilidad de realizar cruzamientos entre 
plantas que son filogenéticamente distantes, fu-
sionando in vitro sus respectivas gametas para 
producir cigotos híbridos. Se evitan así los in-
convenientes que frecuentemente se observan 
en la hibridación somática, como por ejemplo la 
ocurrencia de inestabilidad del híbrido respecto 
del número de cromosomas o las dificultades 
núcleo e inter-citoplasmáticas (ya que  en este 
caso es la célula huevo la que contribuye con 
el citoplasma del cigoto híbrido. Además, en la 
fusión gamética, el desarrollo temprano del ci-
goto está regulado por genes pertenecientes a 
la célula huevo, los que brindan señales celula-
res propias, haciendo que progrese el ciclo ce-
lular en forma exitosa con el resultado de pro-
embriones producto de las sucesivas divisiones 
celulares. Pese a la potencialidad de la técnica 
de hibridación distante a partir de gametos, es 
importante la elección de especies parentales 
adecuadas para minimizar las dificultades que 
surgen producto de las diferencias filogenéti-
cos, fisiológicas y del ciclo celular. 

5.2 Aplicaciones para dilucidar aspectos 
básicos del desarrollo en plantas

Las dificultades en el aislamiento de los ga-
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metos de las plantas superiores ha obstaculi-
zado  durante mucho tiempo la comprensión 
de la fisiología gamética y de los mecanismos 
que desencadenan la embriogénesis; los em-
briones cigóticos en su medio natural ofrecen 
dificultades debido a su tamaño pequeño y al 
hecho de estar inmersos en el tejido materno. 

A partir del aislamiento de células espermá-
ticas, células huevo y cigotas, se han podido 
realizar estudios moleculares de las células 
germinales, evitando las interferencias que 
resultan de la interacción con el tejido somáti-
co. Asimismo se ha facilitado el análisis de los 
efectos genéticos, epigenéticos e interacciones 
núcleo-citoplasmáticas inherentes a los game-
tos como también el estudio del desarrollo del 
embrión y el endosperma. De este modo, la 
fertilización in vitro de las plantas superiores 
se ha convertido en un área de investigación 
importante, resultando actualmente uno de los 
campos principales de la biología vegetal.

Los estudios sobre la embriogénesis somá-
tica también han permitido identificar patrones 
de expresión génica relacionados con este pro-
ceso, que se desencadena  a  través del cultivo 
de tejidos.  El sistema mejor estudiado, en re-
lación con la embriogénesis somática, es el de 
suspensiones celulares de zanahoria (Daucus 
carota). En este sistema, la remoción del 2,4-D 
(ácido 2, 4-diclorofenoxiacético) del medio de 
cultivo, genera una respuesta embriogénica 
por la cual los agregados celulares forman em-
briones que crecen, de a millares, en un medio 
líquido (ver en este libro Parte II-Capítulo 1). 
Los embriones somáticos constituyen una ex-
celente herramienta para estudiar los procesos 
de desarrollo en plantas, ya que facilitan el ac-
ceso a gran cantidad de embriones libres. 

Las plantas parecen poseer un programa 
embriogénico  preestablecido que  se desen-
cadena en respuesta a condiciones específi-
cas. El proceso de fertilización dispara la em-

Cultivo in vitro de cigotos

y embriones

Fusión in vitro de

gametas

Aislamiento de células

generativas

Cada una de estas técnicas ha posibilitado:

Investigar los requerimientos

del embrión durante su

desarrollo

Investigar los mecanismos

de activación del cigoto

Estudiar la ultraestructura de

las células generativas

Investigar los aspectos

moleculares de la

embriogénesis

Hibridar especies distantes Investigar las diferencias entre

las células del saco

embrionario

Determinar la receptividad

del cigoto para la

transformación

Obtener bibliotecas de

ADNc de cigotas

Realizar electroforesis de

productos de células

generativas

Construir bibliotecas de ADNc

de células generativas

Tabla 1. Resumen de los avances metodológicos posibilitados por las técnicas de fertilización in vitro 
para el estudio del proceso de la doble fecundación de las Angiospermas (Modificado de Wang y col., 
2006).
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briogénesis cigótica, cuyos estadios  normales 
de desarrollo se muestran en la Fig. 3. Una 
serie de investigaciones han demostrado que 
hay requerimientos para que los gametos se 
fusionen in vivo, por ejemplo la presencia de 
calcio, elemento que posee una actividad al-
tamente fusogénica y que además activaría 
el desarrollo del cigoto. Además, al estudiar la 
ultraestructura celular se han encontrado dife-
rencias en la arquitectura de los microtúbulos 
entre la célula huevo no fertilizada y el cigoto, 
demostrando que este cambio está inducido 
por la fertilización. 

El cultivo in vitro y las tecnologías diseñadas 
para estudiar la expresión génica han permiti-
do analizar por separado la función de genes 
presentes de manera específica en las células 
que participan en el proceso de fertilización. 
Con la utilización de técnicas de especiales 
de electroforesis bidimensional se han podido 
identificar proteínas de células gaméticas y ci-
góticas, encontrándose pocas diferencias en-
tre los patrones proteicos de embriones somá-
ticos y cigóticos. Ning y colaboradores (2006) 

estudiaron la contribución de los genes de  las 
células espermáticas, la célula huevo y la cigo-
ta y obtuvieron evidencias de que hay clusters 
de genes que están presentes en la célula hue-
vo y espermáticas, que persisten en el cigoto, 
mientras que hay una gran cantidad de genes 
que son propios del cigoto, produciendo en 
éste nuevos transcriptos. 

En el caso particular de la gameta masculina, 
se sabe que cada una de las funciones para las 
cuales está destinada (reconocimiento, fusión 
y adhesión con la gameta femenina), está con-
trolada por la activación de genes. Por ejem-
plo, Xu y colaboradores (1999) identificaron y 
caracterizaron dos genes de histonas gcH2A y 
gcH3 que actúan durante la maduración de la 
célula espermática y también el gen LGC1 que 
se expresa exclusivamente en las células ga-
méticas masculinas. El producto de este último 
gen (una proteína) fue localizado en la super-
ficie de las células gaméticas masculinas su-
giriendo un posible rol en la interacción célula 
espermática-célula huevo, en el momento del 
reconocimiento o señalización.  Además, este 
mismo grupo de investigación aisló, a partir de 
una biblioteca de ADNc,  dos genes, NtS1 y 
NtS2, que codifican para una poligalacturona-
sa, enzima que tendría la función de modificar 
la pared celular durante la diferenciación de las 
células espermáticas. 

Pese a las dificultades que presenta el aisla-
miento de las gametas femeninas (hay menor 
eficiencia en la obtención de células que en 
las masculinas), también se han logrado pro-
gresos en el esclarecimiento de sus funciones. 
Por ejemplo, recientes investigaciones han 
esclarecido detalles acerca de la expresión 
de genes involucrados en el gameto femenino 
que determinan la guía del tubo polínico y la 
maduración de las anteras, como por ejemplo 
el gen ZmEA1, en maíz, que posee una función 
en la atracción del tubo polínico a la micrópi-
la. Cuando este gen está regulado negativa-
mente, la señal direccional del tubo polínico a 
la micrópila es insuficiente y no se produce la 
fertilización. 

En relación a la expresión de genes en la 
embriogénesis del maíz, se han identificado al-
gunos diferencialmente expresados en la célu-
la basal y apical del embrión bicelular. En esta 

Figura 3. Estadíos de la embriogénesis en 
Arabidopsis thaliana
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misma especie la célula huevo mostró un incre-
mento en la abundancia de transcriptos que in-
volucran funciones como la comunicación celu-
lar, el crecimiento y la división celular, la síntesis 
de ADN y  factores relacionados con estreses y 
transducción de señales. Por otro lado, las célu-
las centrales del saco embrionario muestran una 
abundancia de transcriptos involucrados con los 
procesos relacionados con el metabolismo de la  
energía y la síntesis proteica. En cada caso, es-
tos productos parecerían reflejar categorías fun-
cionales representadas en el futuro desarrollo 
del embrión y el endosperma. Como en el caso 
ya citado de la célula espermática,  se han iden-
tificado también en la célula huevo y la cigota  
genes de histonas que podrían representar un 
mecanismo regulatorio de varios genes.

El número de herramientas disponibles en la 
actualidad para manipular las gametas de las 
plantas superiores provee numerosas oportu-
nidades para realizar progresos científicos y 
tecnológicos. La investigación en el área de la 
biología reproductiva de las Angiospermas ha 
entrado en una nueva fase, donde los métodos 
de la biología molecular permiten responder mu-
chas preguntas acerca de los mecanismos fun-
damentales de la fecundación y activación del 
desarrollo embriogénico temprano. Un resumen 
de las técnicas de fertilización in vitro que han 
permitido el acceso a nuevas investigaciones en 
el área molecular de este tema, se muestran en 
la Tabla 1.

El desarrollo de sistemas experimentales en 
varias especies, particularmente en dicotiledó-
neas, son necesarios para confirmar los resul-
tados obtenidos en gramíneas, a fin de comple-
mentar la información molecular acerca del pro-
ceso de fertilización y mejorar los métodos para 
la producción de plantas regeneradas fértiles, 
con combinaciones genéticas estables y de alta 
eficiencia.
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II CAPÍTULO 2

Hibridación Somática

Pablo Polci y Pablo Friedrich

1 Introducción
La mejora genética de las plantas cultivadas 

en procura de incrementar la producción vie-
ne siendo practicada por el ser humano desde 
hace miles de años, seguramente desde el ini-
cio mismo de la agricultura. Para ello, el hom-
bre ha empleado los cruzamientos con el fin 
de incrementar la variabilidad genética, paso 
inicial en el proceso de mejoramiento. De esta 
manera la hibridación entre especies diferentes 
permitió aumentar de modo significativo la pro-
ductividad de diversos cultivos, como por ejem-
plo los cereales. Sin embargo, en otros cultivos 
esta estrategia no resultó exitosa a causa de 
esterilidad sexual o incompatibilidad genética. 

La hibridación somática, es decir, la obten-
ción de plantas híbridas a partir de la fusión de 
células o de protoplastos derivados de células 
somáticas, surgió hace unos 30 años como 
una herramienta muy promisoria para sortear 
problemas de incompatibilidad precigótica.. 

Esta técnica, si bien presenta algunas limita-
ciones, como una elevada esterilidad o impo-
sibilidad de regenerar plantas en algunos ca-
sos, demostró ser útil en la mejora genética de 
plantas, principalmente por permitir la introgre-
sión limitada de genes de especies silvestres 
en los cultivos. Se utiliza, por ejemplo, cuando 
se quiere transferir resistencia a enfermeda-
des o tolerancia a estreses. También permite 
la obtención de citoplasmas híbridos (cíbridos). 
La hibridación asimétrica y cibridización sirve 
como puente para la transferencia de genes 
individuales

La técnica de fusión de protoplastos se de-
sarrolló en la década de 1950-60, a partir de 
la observación de que ciertos virus pueden 
inducir la fusión de células animales. Sin em-
bargo, recién en la década de 1980-90 tuvo un 
mayor auge debido a la aparición de métodos 
químicos y eléctricos más apropiados para la 
fusión de células vegetales. La pared presen-
te en estas células representa una barrera que 
normalmente impide la fusión entre ellas. Por 

ello, la obtención de plantas híbridas somáticas 
requiere del previo aislamiento de protoplastos 
mediante la digestión enzimática de las pare-
des celulares, para luego proceder a la fusión 
de protoplastos de distintos tipos parentales 
(distintos genotipos) y posterior regeneración 
de plantas a partir de los productos de fusión. 
La hibridación somática en plantas comenzó a 
desarrollarse a principios de 1970 con la apli-
cación de métodos químicos de fusión, y se ex-
tendió en los ´80 con el empleo de métodos de 
electrofusión. 

Es relevante destacar que, a los fines del 
mejoramiento genético, el sistema de proto-
plastos no sólo se emplea para la obtención de 
híbridos somáticos, sino que también  constitu-
ye un material apropiado para la incorporación 
de ADN exógeno. Asimismo, la fusión de proto-
plastos tiene un uso mucho más amplio que 
el estrictamente de interés agronómico; en tal 
sentido, es de gran utilidad en estudios de bio-
logía celular así como para otras aplicaciones 
biotecnológicas, por ejemplo, la producción de 
anticuerpos monoclonales.

2 Hibridación somática vs. hibridación 
sexual 

En relación a su potencialidad para producir 
híbridos, existen diferencias importantes entre 
la fusión de protoplastos somáticos y el cruza-
miento sexual:

 
•	 La hibridación sexual entre organismos 

de diferentes especies está limitada por 
barreras de incompatibilidad. En algunos 
casos estas barreras son precigóticas, 
es decir, no permiten que se produzca 
la fecundación. Tal limitante no existe en 
la fusión de protoplastos, dado que este 
proceso es no-específico, permitiendo la 
fusión de células de orígenes muy diver-
sos, incluso de organismos muy distan-
ciados filogenéticamente (por ejemplo, 
células animales y vegetales). Ello no 
significa que pueda regenerarse un or-
ganismo viable y fértil a partir de cual-
quier tipo de combinación entre células. 
De hecho, la búsqueda de híbridos de in-
terés agronómico ha demostrado que el 
principal aporte de esta metodología es 
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la introgresión, en los cultivos, de genes 
provenientes de plantas silvestres empa-
rentadas. 

•	 La hibridación sexual ocurre normalmen-
te por fusión de células haploides (n + n), 
mientras que en la hibridación somática 
se fusionan dos protoplastos con sus ge-
nomas completos (2n + 2n) o con uno de 
ellos conteniendo sólo parte de su geno-
ma. 

•	 Otra diferencia está dada por la heren-
cia de los genes extranucleares, esto es, 
plastídicos y mitocondriales. Mientras 
que en la reproducción sexual el genoma 
citoplasmático es aportado casi exclusi-
vamente por la gameta femenina, en la 
hibridación somática se combinan orga-
nelas de ambos progenitores, producien-
do nuevas combinaciones de genes cito-
plasmáticos. 

3 Hibridación somática vs. transforma-
ción genética 

La preponderancia que han tomado las téc-
nicas de transformación genética ha relegado 
a la hibridación somática a un papel de menor 
significación como herramienta biotecnológica 
aplicada al mejoramiento de los cultivos. Com-
parando ambas metodologías, podemos des-
tacar las siguientes diferencias:

•	 En la transformación genética se incor-
poran uno o pocos genes exógenos en 
una planta, mientras que en la hibrida-
ción somática el número de genes intro-
ducidos es mayor dado que se transfie-
ren cromosomas de una especie a otra 
o se combinan dos genomas completos.

•	 La hibridación somática permite trans-
ferir caracteres sin necesidad de contar 
con un conocimiento detallado de los 
mecanismos moleculares que determi-
nan la expresión de dichos caracteres. 
Por el contrario, la transformación gené-
tica requiere la previa identificación y ais-
lamiento de los genes que determinan la 
expresión del carácter de interés.

•	 Caracteres tales como productividad, to-
lerancia a ciertos tipos de estrés, resis-

tencia horizontal a enfermedades y otros 
son poligénicos, por lo que su transfe-
rencia es factible por hibridación somáti-
ca pero no por transformación genética. 
Sin embargo, en la actualidad, con las 
nuevas herramientas aportadas por la 
genómica se está avanzando en el co-
nocimiento de todos los genes involucra-
dos en diversas vías metabólicas. Estos 
podrían ser transferidos en conjunto vía 
transgénesis.

4 Tipos de híbridos somáticos
Cuando se realiza la fusión de protoplastos 

se obtienen células con el aporte de cromoso-
mas de dos o más núcleos. Si los protoplastos 
involucrados en la fusión proceden de distin-
tos tipos parentales se originan “heterocario-
nes”, y si proceden del mismo tipo parental se 
originan “homocariones”. Cuando en el hete-
rocarión ocurre la fusión de los núcleos (cario-
gamia), se forma una “célula híbrida”. 

A partir de una célula híbrida, que contiene 
dos genomas completos, se puede regenerar 
una planta que, según cual haya sido el destino 
del material genético nuclear durante las divi-
siones celulares que siguen a la fusión, puede 
ser de tres tipos:

 
1.	 Híbrido simétrico, que tiene el genoma 

nuclear completo de cada tipo parental.
2.	 Híbrido asimétrico, que tiene el genoma 

nuclear completo de uno de los parenta-
les y sólo una parte del genoma nuclear 
del otro parental. 

3.	 Cíbrido, que contiene el genoma nuclear 
completo de uno de los parentales, re-
teniendo sólo material genético extranu-
clear del otro parental.

Es usual que en el proceso de regeneración 
de plantas híbridas ocurra una eliminación gra-
dual de cromosomas de uno de los tipos pa-
rentales, produciéndose de este modo híbridos 
asimétricos o cíbridos. La práctica de la hibri-
dación somática en plantas demostró que, en 
general, los híbridos asimétricos y cíbridos son 
más valiosos que los simétricos producidos 
entre plantas alejadas filogenéticamente. Por 
esta razón se han desarrollado métodos para 
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inducir la hibridación asimétrica o cibridación, 
alterando el genoma de uno de los protoplas-
tos parentales. En este caso se dice que se 
transfiere parte del genoma de un protoplasto 
donante a uno receptor. Por lo tanto, teniendo 
en cuenta el material de partida empleado para 
la fusión, pueden producirse tres tipos de célu-
las híbridas: 

1.	 Células híbridas simétricas, por fusión 
de dos protoplastos con sus genomas 
completos.

2.	 Célula híbrida asimétrica, por fusión de 
un protoplasto conteniendo su genoma 
completo con otro conteniendo su núcleo 
inviable o sólo una parte de su genoma 
nuclear. Los protoplastos donantes son 
irradiados con rayos X o Gamma, lo que 
provoca la fragmentación de los cro-
mosomas. Una vez producida la fusión, 
dichos fragmentos tienden a eliminarse 
en las sucesivas mitosis, pero algunos 
de ellos pueden integrarse con el geno-
ma del receptor produciendo un híbrido 
asimétrico. El tratamiento de irradiación 
parece no tener efectos deletéreos o 
mutagénicos sobre los genomas de or-
ganelas, probablemente debido a que 
cada célula posee varias copias de ellas. 
También puede producirse una célula hí-
brida asimétrica fusionando protoplastos 
receptores con microprotoplastos, con-
teniendo uno o pocos cromosomas. Los 
microprotoplastos se obtienen inducien-
do la formación de micronúcleos por tra-
tamientos con agentes antimicrotúbulos.

3.	 Cíbridos, por fusión de un protoplasto 
conteniendo su genoma nuclear com-
pleto con un protoplasto enucleado o 
con su núcleo inviable. Los protoplastos 
enucleados o citoplastos pueden obte-
nerse centrifugando los mismos a alta 
velocidad en un gradiente de densidad 
isosmótico. Asimismo, el método de 
irradiación con rayos X o Gamma pue-
de generar cíbridos en casos en que se 
produzca la eliminación total de los frag-
mentos cromosómicos. Los protoplastos 
que poseen su genoma nuclear comple-
to (receptores), pueden ser tratados pre-

viamente con inhibidores metabólicos. 
En este caso sólo pueden sobrevivir, por 
complementación metabólica, los hete-
rocariones conteniendo el núcleo del re-
ceptor y el citoplasma del donante enu-
cleado. 

La segregación de los plástidos y mitocon-
drias de los dos tipos parentales también consti-
tuye una fuente importante de variabilidad en la 
regeneración de plantas híbridas. Es frecuente 
que ocurran recombinaciones de los genomas 
mitocondriales de ambos tipos parentales, pero 
ello es poco común entre plástidos. Dado que 
las organelas segregan independientemente 
unas de otras, la regla es que al cabo de pocas 
divisiones mitóticas las células formadas con-
tengan plástidos provenientes de uno u otro 
tipo parental. Así, una célula híbrida origina 
una colonia de células que exhiben diferentes 
combinaciones de genes citoplasmáticos, pero 
con una mayor frecuencia de células que po-
seen mitocondrias recombinantes y plástidos 
de uno u otro tipo parental. El destino que su-
fre el material genético nuclear y extranuclear 
durante las divisiones celulares determina que, 
a partir de una población de células híbridas 
similares, se puedan regenerar plantas con di-
ferentes combinaciones de genes nucleares, 
plastídicos y mitocondriales.

La Figura 1 muestra un esquema de las eta-
pas involucradas en la hibridación somática, 
las cuales son tratadas a continuación.

5 Aislamiento de protoplastos
El desarrollo de métodos enzimáticos de ais-

lamiento a partir de 1960 brindó la posibilidad 
de obtener grandes cantidades de protoplas-
tos vegetales. Ello tuvo gran influencia en di-
ferentes áreas de la biología y la biotecnología 
de plantas, dada la utilidad de los protoplastos 
como sistema experimental para estudios fisio-
lógicos, bioquímicos y moleculares, así como 
para su aplicación al mejoramiento genético. 

Los protocolos de aislamiento emplean en-
zimas fúngicas con actividad celulasa y pec-
tinasa, siendo necesario en algunos casos el 
agregado de hemicelulasas. Las celulasas y 
hemicelulasas degradan la pared celular, en 
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Figura 1: Materiales y procesos involucrados en la hibridación somática.
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tanto que las pectinasas digieren la matriz de 
pectina que mantiene adheridas a las células. 
El uso de enzimas disponibles comercialmen-
te posibilitó el aislamiento de protoplastos de 
prácticamente cualquier tejido vegetal, siempre 
que el mismo no esté lignificado. Se ha podido 
aislar protoplastos de una gran cantidad de es-
pecies vegetales y regenerar plantas a partir 
de los mismos, permitiendo el uso de este sis-
tema para la propagación clonal y la modifica-
ción genética de plantas.

El número de protoplastos aislados, su viabi-
lidad y la pureza de la suspensión obtenida de-
penden de varios factores, debiendo estable-
cerse en forma empírica las condiciones ópti-
mas para un sistema determinado. Las etapas 
del aislamiento y los factores a considerar en 
cada una de ellas se describen a continuación:

1.	 Selección del material de partida. In-
fluye en el resultado del aislamiento así 
como en el proceso de regeneración pos-
terior. Generalmente se emplean hojas y 
células en cultivo líquido o sólido. Cuan-
do se emplean hojas, la edad y las con-
diciones de cultivo de la planta afectan el 
rendimiento. Se obtienen mejores resul-
tados con hojas jóvenes totalmente ex-
pandidas que con hojas viejas (Fig. 2A). 
Para facilitar el contacto de las enzimas 
con las células, las hojas suelen cortarse 
en trozos pequeños, muy finos en el caso 
de las monocotiledoneas. Algunas veces 
se extrae la epidermis inferior antes de 
colocar la hoja en la solución enzimáti-
ca, como sucede con las dicotiledoneas. 
Cuando se emplean células en suspen-
sión, se obtienen mejores resultados si 
se encuentran en la fase exponencial de 
crecimiento.

2.	 Tratamiento enzimático. La concentra-
ción de la enzima y el tiempo de incuba-
ción requeridos para lograr la liberación 
de los protoplastos dependen del pro-
ducto comercial utilizado. El pH gene-
ralmente se ajusta en un rango de 4,7 
a 6, y la temperatura entre 25 y 30 °C. 
La duración del tratamiento enzimático 
y la relación volumen de solución/canti-
dad de tejido influyen en el rendimiento. 

Durante el aislamiento se produce la li-
sis de algunas células, que liberan enzi-
mas hidrolíticas y compuestos oxidantes 
que pueden dañar los protoplastos, por 
lo que se suelen agregar inhibidores de 
proteasas y antioxidantes tales como el 
Polivinilpirrolidona-10. El agregado de un 
estabilizador osmótico a la solución en-
zimática es esencial para evitar la ruptu-
ra de los protoplastos a medida que son 
liberados, siendo más estables si la so-
lución es ligeramente hipertónica. Para 
ello se utilizan solutos osmóticamente 
activos, comúnmente manitol o sorbitol, 
en concentraciones que varían entre 0,3 
a 0,8 M según el tipo de protoplasto. La 
solución enzimática es generalmente 
suplementada con sales, comúnmente 
CaCl2, que incrementan la estabilidad de 
la membrana (Fig. 2B). 

3.	 Limpieza y purificación de los proto-
plastos. Una vez lograda la liberación de 
los protoplastos, se procede a la remo-
ción de las enzimas y de los restos de 
tejido y de células rotas. La suspensión 
se pasa por un filtro de nylon o metáli-

Figura 2: Aislamiento de protoplastos de tabaco. A. 
Eliminación de las nervaduras centrales y seccio-
nado de la hoja en trozos pequeños. B. Digestión 
enzimática de las paredes celulares. C.  Centrifuga-
ción y obtención de protoplastos libres de restos de 
tejidos vegetales.
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co con un diámetro de poro (30-100 µm) 
que permita el paso de los protoplastos 
y retenga los restos de tejido y grupos 
de células no digeridas. Posteriormente, 
se efectúan 3 ó 4 lavados centrifugando 
la suspensión por 5 minutos a baja velo-
cidad (50-100 g). Finalmente, los proto-
plastos sedimentados se resuspenden 
en una solución salina que contenga un 
estabilizador osmótico. De este modo se 
eliminan las enzimas y restos celulares. 
Para lograr una mayor pureza de la sus-
pensión es conveniente centrifugarla en 
un gradiente de densidad (Fig. 2C). Para 
el recuento de protoplastos se emplea un 
hemocitómetro. La viabilidad se determi-
na generalmente empleando colorantes 
que son incorporados (rojo neutro, dia-
cetato de fluoresceína) o excluídos (azul 
de Evan) por las células viables; también 
pueden evaluarse la actividad fotosintéti-
ca (emisión de fluorescencia) y la respi-
ratoria (consumo de O2). 

6 Métodos de fusión

6.1 Métodos químicos
Los primeros casos informados de fusión 

controlada y reproducible de protoplastos ve-
getales y de regeneración de híbridos somáti-
cos se produjeron a principios de la década de 
1970, empleando nitrato de sodio como agente 
fusógeno. La frecuencia de formación de hete-
rocariones en tales casos era muy baja. Pos-
teriormente, se lograron mejores resultados 
fusionando protoplastos de células del mesó-
filo de Nicotiana en un medio conteniendo alta 
concentración de Ca++ (50 mM) y pH elevado 
(10,5). Sin embargo, el fusógeno que alcanzó 
mayor aceptación es el polietilénglicol (PEG) 
debido a que, en comparación con los otros 
agentes químicos, produce mayor proporción 
de heterocariones y, para muchos tipos celu-
lares, resulta menos tóxico. Además, el trata-
miento con PEG genera una mayor proporción 
de heterocariones binucleados, con menor 
ocurrencia de fusiones entre más de dos proto-
plastos.

El procedimiento de fusión con PEG más 
ampliamente utilizado es esencialmente una 

combinación del método original del PEG y el 
de Ca++ y pH elevados. Los protoplastos de 
dos tipos parentales se mezclan en una so-
lución conteniendo 15 a 45 % de PEG (peso 
molecular de 1500 a 6000), durante 15 a 30 
minutos. La temperatura de incubación óp-
tima para inducir la fusión es de 35 a 37 °C 
pero, en la práctica, suele ajustarse a 24 °C. 
La densidad de protoplastos adecuada para 
la formación de heterocariones es de 4 a 5 % 
(volumen de protoplastos/volumen de suspen-
sión). La remoción del PEG se lleva a cabo en 
forma gradual, siendo esto fundamental para 
asegurar una elevada frecuencia de heteroca-
riones. Para ello, la suspensión se somete a 
sucesivos lavados con una solución alcalina 
(pH 9-11) de CaCl2 10-50 mM, disminuyendo 
progresivamente la concentración de PEG con 
cada lavado.

En la fusión de los protoplastos ocurren, en 
forma sucesiva, los siguientes eventos: (1) las 
membranas plasmáticas de protoplastos adya-
centes entran en íntimo contacto, (2) se pro-
ducen alteraciones en sitios localizados de las 
mismas, formándose puentes citoplasmáticos 
entre protoplastos vecinos, y (3) las interco-
nexiones citoplasmáticas se expanden, provo-
cando la fusión. La carga negativa neta de la 
superficie de las membranas produce la repul-
sión entre ellas; el tratamiento con Ca++ y pH 
elevados neutraliza las cargas superficiales, 
favoreciendo el contacto entre protoplastos. El 
PEG actuaría como un puente molecular cau-
sando alteraciones en las membranas plasmá-
ticas que promueven la adhesión y formación 
de puentes citoplasmáticos entre protoplastos 
vecinos, produciéndose finalmente la fusión. 

6.2 Electrofusión
En 1973 se descubrió que pulsos de eleva-

do potencial eléctrico en un rango muy estre-
cho de intensidad y duración conducen a un 
incremento reversible, experimentalmente con-
trolable, de la permeabilidad de la membrana 
celular. Este efecto se denominó ruptura eléc-
trica reversible para enfatizar la habilidad de la 
membrana para reparar tales perturbaciones. 
El voltaje mínimo para un protoplasto (umbral) 
con el cual se produce la formación de poros 
disminuye a mayor duración del pulso eléctrico. 
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Este fenómeno de ruptura reversible también 
es aplicado en la técnica de electroporación, 
con la que se pueden introducir en las células 
construcciones de ADN y otras moléculas de 
alto peso molecular.

El método de electrofusión en esencia invo-
lucra dos pasos: 

Los protoplastos, colocados en un medio de 
baja conductividad entre dos electrodos se po-
nen en contacto al aplicar corriente alterna de 
alta frecuencia (0,5 a 1,5 MHz) en un campo 
eléctrico no uniforme. Las cargas se separan 
dentro de las células formando un dipolo y ge-
nerando, por lo tanto, un potencial de mem-
brana. La fuerza del campo a ambos lados de 
una célula es diferente (campo no uniforme), 
dando origen a una fuerza neta que la empu-
ja a una región de mayor intensidad de campo 
(hacia uno de los electrodos). Este proceso se 
denomina dielectroforesis. La polaridad de la 
célula incrementa el campo local no uniforme, 
atrayendo a las células vecinas. Luego, los 
protoplastos se aproximan unos a otros y for-
man cadenas paralelas a las líneas de campo 
aplicadas (Fig. 3A). 

La fuerza ejercida sobre la célula bajo condi-
ciones dielectroforéticas depende (1) de la in-
tensidad de campo eléctrico, (2) del gradiente 
del campo, (3) del volumen del protoplasto, y 
(4) de la diferencia entre las constantes dieléc-
tricas de la célula y su ambiente (así como la 
correspondiente diferencia entre sus conducti-
vidades). 

El segundo paso consiste en la aplicación de 
uno o más pulsos cortos de corriente directa de 
15 a 100 µseg. con una intensidad de campo 
elevada (1 a 3 Kv/cm), suficiente para causar 
la ruptura reversible de la membrana. Para que 
esto ocurra es necesario que el voltaje críti-
co de membrana sea alcanzado en cuestión 
de nanosegundos a microsegundos. Ocurre 
entonces la fusión de las dos células cuyas 
membranas están en estrecho contacto (1 a 2 
nanómetros de distancia). El proceso de rese-
llado es principalmente atribuído a las molécu-
las lipídicas debido a que su coeficiente de di-
fusión es dos órdenes de magnitud mayor que 
el de las proteínas. Durante este proceso pue-

den formarse puentes lipídicos entre las mem-
branas de las dos células. En otras palabras, 
las membranas no se vuelven a sellar sepa-
radamente en la zona de contacto. Los puen-
tes formados de esta manera, con continuidad 
citoplasmática entre las dos células, conducen 
a un radio de curvatura muy pequeño y a altas 
tensiones superficiales. Como consecuencia 
se forma una nueva célula esférica, ya que el 
proceso es favorecido energéticamente (Fig. 
3B y C). La ruptura es reversible si el número y 
tamaño de los poros es pequeño en relación al 
total de la superficie de la membrana. Fuerzas 
de campo supracríticas, así como largos pe-
ríodos de exposición, rompen áreas mayores 
de membrana y pueden producir la destrucción 
total de la célula. 

Figura 3: Electrofusión de protoplastos de mesófilo 
de pasto llorón. A. Dielectroforesis de células. Las 
diferencias en intensidad de campo eléctrico hacen 
que las células se muevan hacia la zona cercana al 
electrodo. B. Aplicación de pulsos cortos de corrien-
te directa, que inducen la formación de poros en 
la membrana, generando puentes entre las mem-
branas de las células adyacentes. C. Los puentes 
con continuidad citoplasmática poseen un radio de 
curvatura muy pequeño. Las altas tensiones super-
ficiales generadas en ese sector conducen a la for-
mación de una nueva célula esférica.
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•	 La frecuencia de fusión depende de va-
rios factores:  

•	 El genotipo.
•	 La procedencia de los protoplastos den-

tro del mismo genotipo. Diferentes pobla-
ciones de protoplastos exhiben frecuen-
cias de fusión diferentes, aún cuando 
provengan del mismo genotipo. En ge-
neral, los protoplastos obtenidos a partir 
de hojas se fusionan más fácilmente que 
los provenientes de raíz o de cultivos ce-
lulares.

•	 El tamaño de los protoplastos. Los más 
grandes se fusionan más facilmente.

•	 La densidad de los protoplastos.
•	 El número, la duración y la fuerza de los 

pulsos de corriente directa. La duración 
del pulso eléctrico es de 15 a 50 µseg. 
El tiempo requerido para la fusión que 
sigue a la aplicación de un pulso varía 
desde pocos segundos a varios minun-
tos. Esto probablemente esté relaciona-
do a la diferencia de fluidez de la mem-
brana en los distintos tipos celulares y a 
las propiedades del citoesqueleto dentro 
de la célula.

•	 El medio de fusión. Un factor limitante 
en la agregación dielectroforética de las 
células es la conductividad eléctrica del 
medio; si ésta es muy alta, hay mucho 
flujo de corriente en la solución y se pro-
ducen calentamientos y turbulencias que 
impiden la formación de cadenas.

•	 El potencial osmótico del medio de fu-
sión. La inclusión de iones en el medio 
puede incrementar el porcentaje de fu-
sión. Sin embargo, existe la limitación de 
que la dielectroforesis debe realizarse en 
un medio de baja conductividad; el medio 
de fusión usualmente consiste en manitol 
(cuya concentración se ajusta según los 
protoplastos empleados) y CaCl2 1 mM. 
Valores bajos de presión osmótica en el 
medio de suspensión de los protoplastos 
puede favorecer el proceso de fusión.

•	 La longitud de las cadenas de protoplas-
tos formadas durante la dielectroforesis, 
que además depende de factores como 
la densidad de protoplastos, fuerza del 

campo eléctrico y tiempo durante el cual 
es aplicado. Cadenas más largas darán 
mayor frecuencia de fusión que las cade-
nas cortas. Pulsos de corriente más lar-
gos y de mayor voltaje producen un au-
mento de los eventos de fusión múltiple; 
obviamente, pulsos muy largos y voltajes 
muy elevados pueden matar a los proto-
plastos. 

•	 La composición y propiedades de la 
membrana plasmática pueden ser afec-
tadas por la actividad metabólica de los 
protoplastos y por el tipo de enzimas em-
pleadas en el proceso de aislamiento, in-
fluyendo en consecuencia en el proceso 
de fusión.

Las condiciones experimentales deben ajus-
tarse de modo de obtener la mayor frecuen-
cia de fusión posible (número de protoplastos 
fusionados sobre el total de protoplastos), in-
tentando maximizar la proporción de heteroca-
riones (productos de la fusión de protoplastos 
diferentes) formados por sobre la de homoca-
riones (productos de la fusión de protoplastos 
del mismo tipo parental), y minimizando la ocu-
rrencia de eventos de fusión múltiple (fusión 
de más de dos protoplastos). La proporción de 
cada uno de los dos tipos de protoplastos en la 
suspensión puede fijarse a fin de incrementar 
la formación de heterocariones por sobre la de 
homocariones. El tipo de protoplasto con ma-
yor tendencia a fusionar se mezcla con el de 
menor tendencia a fusionar en una relación de 
1:5 a 1:10. Así, durante la formación de cade-
nas, los protoplastos más fusionables estarán 
mayoritariamente en contacto con los menos 
fusionables, y éstos a su vez estarán ligados 
entre ellos mismos. Seleccionando las condi-
ciones -duración y voltaje de los pulsos- que 
promuevan sólo la fusión de los protoplastos 
más fusionables, los productos serán mayor-
mente heterocariones. 

Sin embargo, aún cuando las condiciones de 
fusión puedan fijarse de modo de incrementar 
la frecuencia de fusión y la proporción de hete-
rocariones formados, la fusión de protoplastos 
a gran escala (macrofusión), tanto por méto-
dos químicos como eléctricos, resultará en una 
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mezcla de protoplastos parentales, homoca-
riones y heterocariones. Esto conlleva la ne-
cesidad de emplear métodos de selección de 
lo híbridos somáticos obtenidos. Una técnica 
alternativa que ofrece la ventaja de no reque-
rir una posterior selección de heterocariones, 
aunque demanda mayor manipulación, es la 
microfusión o electrofusión de pares de proto-
plastos. Esta técnica se basa en los mismos 
principios que la electrofusión a gran escala 
pero está diseñada para inducir la fusión en 
pares seleccionados de protoplastos. Este sis-
tema emplea microelectrodos de platino fijados 
a un soporte montado debajo del condensa-
dor de un microscopio invertido. Los pares de 
protoplastos seleccionados se colocan en mi-
crogotas de medio de fusión sobre un soporte, 
recubiertas por aceite mineral. En cada evento 
de fusión, los microelectrodos se posicionan 
a cada lado de una microgota conteniendo un 
par de protoplastos, y se aplican los pulsos 
eléctricos. Después de la fusión, los heteroca-
riones resultantes son transferidos a gotas con 
medio de cultivo para la posterior regeneración 
de plantas híbridas. La tasa de fusión es de 
aproximadamente 30 pares de protoplastos fu-
sionados y transferidos a medio de cultivo por 
hora, pudiendo alcanzarse frecuencias de fu-
sión cercanas al 50 %. 

Ventajas de la electrofusión:
1.	 El proceso entero puede ser seguido bajo 

microscopio por lo que los híbridos pue-
den ser facilmente identificados y trans-
feridos a un medio nutritivo o selectivo.

2.	 Puede preseleccionarse el número de 
células a ser fusionadas. Las formacio-
nes de dos células son favorecidas por 
bajas densidades en la acanaladura en-
tre los electrodos. Para obtener produc-
tos de multifusión deben emplearse ele-
vadas densidades. 

3.	 El proceso de fusión es sincrónico, ya 
que el pulso provoca la fusión de todas 
las células expuestas al campo.

4.	 Se obtienen elevadas plasmogamia (80 - 
100 %) y cariogamia.

5.	 La viabilidad de las células fusionadas es 
muy buena.

6.	 Este método ofrece ventajas sobre otros 

como el del PEG, que: - requiere condi-
ciones no fisiológicas, - las frecuencias 
de formación heterocariones binucleados 
son bajas y variables, - resultan tóxicos 
para diversos tipos celulares, - el fusó-
geno debe ser removido antes del cultivo 
de los protoplastos y - bajo rendimiento 
de células fusionadas. 

7 Selección de heterocariones 
La fusión de protoplastos a gran escala pro-

duce una mezcla de tipos parentales y produc-
tos de fusión. Si no se efectúa una previa se-
lección de las células híbridas, la regeneración 
de plantas y la posterior identificación de los 
híbridos demandará mucho trabajo y recursos. 
Dicha selección es particularmente necesaria 
cuando se emplean métodos químicos, que 
producen una baja proporción (<10%) de cé-
lulas híbridas. Por el contrario, los métodos 
eléctricos no requieren necesariamente del 
posterior proceso de selección dado que nor-
malmente producen frecuencias de fusión muy 
elevadas o porque, en el caso de la microfu-
sión, no se generan mezclas heterogéneas de 
protoplastos debido a que se fusionan dos cé-
lulas por vez. Cualquiera sea el caso, la con-
dición de híbrido debe verificarse en la planta 
regenerada mediante diferentes análisis que 
se explican más adelante.

La selección de células híbridas puede lle-
varse a cabo empleando los siguientes méto-
dos: 
•	 Selección en base a caracteres morfo-

fisiológicos. En ciertos casos es posi-
ble diferenciar los callos híbridos de los 
parentales. Por ejemplo, en algunos cru-
zamientos, los callos híbridos poseen 
un color intermedio al de los parentales. 
Cuando se produce un cruzamiento entre 
un parental con capacidad para regene-
rar planta con uno recalcitrante, los híbri-
dos somáticos normalmente regeneran 
plantas, ya que este carácter se compor-
ta como dominante. Si los protoplatos del 
genotipo respondedor son tratados con 
inhibidores metabólicos irreversibles (io-
doacetamida, dietilpirocarbamato, etc.) 
no sobrevivirán, y solamente podrán re-
generarse los híbridos.
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•	 Selección por complementación. La 
selección se produce porque el medio 
de cultivo resulta restrictivo para el cre-
cimiento de los parentales pero no para 
el de los híbridos. La complementación 
puede lograrse por las siguientes vías:

a) Empleando dos parentales con defectos 
metabólicos o genéticos no alélicos. Si dichos 
caracteres son recesivos, la fusión produce 
una célula híbrida en la que los defectos se 
anulan por complementación. Por ejemplo, la 
fusión de dos variedades albinas no alélicas 
(nucleares) de tabaco, permitió obtener plan-
tas verdes. 

      AAbb (albina)  x  aaBB (albina)

                         ↓
                        
            AaaaBBbb (verde)

Asimismo, a partir de dos líneas mutantes no 
alélicas de tabaco deficientes en nitrato reduc-
tasa, se obtuvieron colonias capaces de crecer 
en un medio conteniendo nitrato como única 
fuente de nitrógeno.

b) Fusionando parentales que expresan ca-
racteres dominantes tales como resistencia a 
antibióticos o herbicidas. Para ello se emplea 
una línea resistente a cierta droga, y otra re-
sistente a una segunda droga, efectuándose la 
selección de las células híbridas en un medio 
conteniendo ambas drogas a concentraciones 
que resultan letales para las líneas parentales.

c) Una línea que presente una mutación au-
totrófica (por ejemplo: albinismo, deficiencia a 
nitrato reductasa) y un carácter dominante (por 
ejemplo resistencia a antibióticos o herbicidas) 
es de gran utilidad para la selección. Los híbri-
dos producidos por el cruzamiento de estos pa-
rentales con cualquier genotipo silvestre pue-
den ser seleccionados en medio mínimo suple-
mentado con el antibiótico o herbicida, que no 
permite el crecimiento de los parentales. 
•	 Selección por aislamiento de los he-

terocariones o células híbridas. Es el 
sistema más confiable y de más amplio 
espectro de aplicación. El aislamiento 
puede realizarse de dos maneras:

a) Selección mecánica directa utilizando téc-

nicas de micromanipulación con micropipeta. 
Puede realizarse cuando los protoplastos pa-
rentales presentan rasgos que los distinguen al 
microscopio, permitiendo reconocer las células 
híbridas. Por ejemplo al fusionar protoplastos 
del mesófilo (verdes) con protoplastos de sus-
pensiones celulares (incoloros). También pue-
den colorearse las células de ambos progeni-
tores con diferentes colorantes vitales, como el 
rojo neutro y azul brillante de cresilo. 

b) Citometría de flujo. Los protoplastos pa-
rentales se marcan con diferentes colorantes 
fluorescentes, por ejemplo, rodamina (rojo) y 
fluoresceína (verde amarillento). El aislamien-
to de los heterocariones marcados con ambos 
colorantes se realiza utilizando un citómetro de 
flujo (FACS, fluorescence-activated cell sorter), 
que es preciso y muy rápido. El equipo posee 
fotocélulas que detectan fluorescencia, pudien-
do separar los protoplastos marcados con un 
solo fluorocromo (parentales) de aquellos do-
blemente marcados (híbridos).

8 Cultivo de protoplastos
La habilidad para regenerar plantas a partir 

de células y tejidos en cultivo es un componen-
te esencial en la biotecnología para la manipu-
lación genética y el mejoramiento vegetal. Esto 
resulta relativamente fácil para las dicotiledó-
neas herbáceas, pero ha sido bastante difícil 
para las monocotiledóneas, particularmente 
las gramíneas. 

Los protoplastos se cultivan en cajas de Petri 
en medio líquido o semisólido, rico en compues-
tos orgánicos e inorgánicos, suplementado con 
reguladores del crecimiento, y en presencia de 
un estabilizador osmótico. Suelen ser cultiva-
dos en cajas de Petri con medio agarificado, 
donde se mezcla la solución de protoplastos 
con un medio de cultivo líquido a 40°C conte-
niendo 1,2% de agar, perferentemente agarosa 
(Fig. 4A). Los protoplastos quedan, así, atrapa-
dos en el medio semisólido y, luego de varios 
días, se ven las colonias formadas (Fig. 4B). 
Sin embargo, el medio líquido da mejores re-
sultados por varias razones: (a) los protoplas-
tos de varias especies solo pueden dividirse en 
medio líquido, (b) la presión osmótica del me-
dio puede ser fácilmente reducida a los pocos 
días en cultivo, (c) la densidad celular puede 
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ser modificada agregando medio de cultivo o 
las células con especial interés pueden ser ais-
ladas y cultivadas a alta densidad, (d) la degra-
dación de algunos componentes del medio por 
la población de protoplastos puede producir 
algunas sustancias citotóxicas, cuya concen-
tración alrededor de las células será menor en 
el medio líquido. Una técnica muy eficiente que 
combina medio sólido y líquido es la de cultivo 
en perlas de agarosa, donde los bloquecitos 
con los protoplastos inmovilizados en agarosa 
son cortados en cuatro mitades y colocados en 
medio líquido, donde se cultivan en contínua 
agitación. 

Los protoplastos regeneran la pared celular 
luego de uno a cuatro días en cultivo. La pre-
sencia de pared es esencial para lograr una 
división regular. Luego de dos a tres semanas, 
producto de mitosis sucesivas, se forman mi-
crocolonias derivadas cada una de una célu-
la, que dos semanas después se pueden ver 
a simple vista. Estos callos son transferidos a 
un medio de cultivo y a condiciones apropiadas 
para regenerar plantas (Fig. 4).

Los principales factores a tener en cuenta 
para el cultivo de protoplastos son:

•	 Los requerimientos nutricionales: se han 
utilizado en muchos casos los mismos 
medios de cultivo que se utilizan en el 
cultivo de células y tejidos, pero en ge-
neral son enriquecidos con vitaminas, 
azúcares, aminoácidos, reguladores de 
crecimiento y también con aditivos ines-
pecíficos como leche de coco, hidroliza-
do de caseína, extracto de levadura, etc. 

•	 El potencial osmótico del medio de cul-
tivo: los protoplastos requieren de pro-
tección osmótica antes de regenerar la 
pared celular. Normalmente se ajusta 
con el agregado al medio de cultivo de 
manitol o sorbitol. 

•	 La densidad celular: la densidad inicial de 
protoplastos varía de 104 – 105 protoplas-
tos/ml de medio de cultivo. Los cultivos 
con altas densidades producirán, a partir 
de cada protoplasto, colonias que debe-
rán separarse tempranamente para evi-
tar quimeras. Si deseamos colonias bien 
separadas para asegurar que provengan 
de un solo protoplasto, la densidad inicial 
debe ser baja, de 100 – 500 protoplastos/
ml. Hay protoplastos de varias especies 
y tipos que no logran dividirse a bajas 

Figura 4: Cultivo de protoplastos de tabaco. A. Protoplastos de mesófilo. B y D. Cultivo de los protoplastos 
en perlas de agarosa suspendidas en medio líquido. C. Detalle de la formación de callo a partir de proto-
plastos. E. Callo en medio de regeneración. F. Desarrollo de plantas a partir de callos de protoplastos. G. 
Planta regenerada.
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densidades de cultivo. Para estos casos 
se desarrolló la técnica de cultivo con cé-
lulas nodrizas o alimentadoras. Esta téc-
nica consiste en exponer una suspensión 
de 106 protoplastos/ml a rayos X a dosis 
que inhiben la división celular pero que 
quedan metabolicamente activas. Estas 
células se plaquean en un medio agarifi-
cado, y luego se colocan por sobre éstas 
los protoplastos sin irradiar, de los cuales 
se formarán las colonias. También suele 
utilizarse papel de filtro para separarlas 
de las células nodrizas. Otra técnica utili-
zada es el cultivo en microgota, donde se 
puede cultivar hasta un solo protoplasto. 
Cada microgota contiene entre 0,25 - 25 
µl de medio de cultivo, logrando densida-
des de 2 – 4 x 103 protoplastos/ml. Con 
ayuda de un micromanipulador se coloca 
la célula y se la cubre con aceite mineral 
para evitar la deshidratación del medio.

•	 Los tratamientos físicos: tratamientos de 
choque eléctrico y térmico estimulan la 
división de los protoplastos..

•	 Las condiciones de cultivo: en general 
los protoplastos son sensibles a la luz, 
por lo cual durante el cultivo se los man-
tiene en oscuridad o bajo luz muy tenue. 

•	 El origen de los protoplastos: el estado 
fisiológico del tejido del cual provienen 
y la calidad de los protoplastos son muy 
importantes para obtener una elevada 
eficiencia en la respuesta al cultivo. 

9 Identificación de las plantas híbridas
La condición de híbrido debe verificarse 

en la planta regenerada aún cuando se haya 
efectuado algún tipo de selección para el cul-
tivo de las células híbridas. A tal fin es conve-
niente efectuar diferentes evaluaciones, lo que 
permite una mejor caracterización del híbrido. 
Comúnmente se llevan a cabo los siguientes 
estudios: 

1.	 Morfológicos. Los híbridos somáticos 
pueden presentar rasgos morfológicos 
característicos. Los mismos pueden ser 
intermedios a los de los parentales, la 
suma de ellos, u otros completamente 
nuevos.

2.	 Citológicos. El análisis del complemen-

to cromosómico permite revelar si el hí-
brido posee el total de cromosomas de 
cada parental, si se han fusionado más 
de dos protoplastos, el grado de aneu-
ploidía y posibles translocaciones inter-
genómicas. Mediante hibridación in situ 
empleando sondas de ADN repetitivo 
específico de especie puede evaluarse 
con más profundidad la contribución de 
los genomas parentales y reestructura-
ciones cromosómicas en el híbrido. 

3.	 Isoenzimáticos. El patrón de bandas 
isoenzimáticas del híbrido debe mostrar 
bandas de ambos parentales, pudiendo 
haber otras bandas que resultan de nue-
vas combinaciones de las subunidades 
enzimáticas. Habitualmente se analizan 
los patrones de glucosa-6-fosfato deshi-
drogenasas, fosfoglucoisomerasas, glu-
tamato oxalacetato transaminasas, este-
rasas, peroxidasas y fosfatasas ácidas. 
Las isoenzimas son extremadamente va-
riables entre tejidos vegetales, por lo que 
para el análisis se deben emplear los 
mismos tejidos u órganos, y en el mismo 
estadío fenológico.

4.	 A nivel de ADN. La demostración de la 
presencia de ADN de ambos parentales 
es la prueba más directa de la hibrida-
ción. El análisis de ADN es independien-
te del tejido empleado y de la edad de la 
planta. Puede llevarse a cabo por RFLP 
(polimorfismos en la longitud de los frag-
mentos de restricción), RAPD (polimor-
fismos en el ADN amplificado al azar) 
o Southern blot, empleando sondas de 
ADN repetitivo específico de especie o 
de genes de ARN ribosomal.

10 Logros y tendencias de la hibridación 
somática

La hibridación somática ha permitido produ-
cir híbridos que no se habían podido obtener 
por cruzamientos sexuales, incrementando 
así el flujo de genes en los cultivos. La tabla 1 
muestra algunos ejemplos de híbridos somá-
ticos que presentan algunas ventajas agronó-
micas.  

En sus inicios, algunos esperaban que la hi-
bridación somática permitiera producir nuevas 
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especies que expresaran las características 
deseadas de ambos progenitores. Por ejemplo, 
por hibridación entre tomate y papa, se buscó 
producir plantas que desarrollaran tomates en 
la parte aérea y tubérculos en la raíz (pomato). 
La experiencia mostró que difícilmente pue-
dan lograrse estos híbridos espectaculares, 
debiéndose más bien dirigir la técnica hacia la 
introgresión de pocos genes silvestres en las 
especies cultivadas mediante hibridación asi-
métrica o cibridación, manteniendo las carac-
terísticas generales del cultivo. 

Uno de los factores que dificulta la obtención 
de híbridos simétricos es la progresiva pérdi-
da de cromosomas de uno de los parentales 
que normalmente ocurre durante la regenera-
ción. Si bien la fusión de protoplastos permite 
sortear las barreras precigóticas, siguen exis-
tiendo barreras genómicas que resultan en la 
eliminación espontánea de cromosomas du-
rante las divisiones celulares. El mecanismo 
que determina la eliminación de cromosomas 
no está bien comprendido, pero generalmente 
se retienen los cromosomas del parental que 
tiene el ciclo celular más corto. Uno de los fac-
tores que puede producir incompatibilidad ge-

nómica es el estado de diferenciación de los 
tipos celulares involucrados en la fusión. Por 
ejemplo, cuando se fusionan células en fase 
de crecimiento activo con células del mesófilo, 
que no se dividen, generalmente se pierden los 
cromosomas de estas últimas.

Los híbridos somáticos o sexuales entre es-
pecies silvestres y cultivadas contienen mu-
chas características no deseadas de la prime-
ra, además de aquéllas deseadas. El retrocru-
zamiento con la especie cultivada es requerido 
para remover los genes no deseados del pa-
rental silvestre, pero ello no siempre es posible 
debido a que los híbridos suelen ser estériles. 
La hibridación asimétrica y la cibridación tie-
nen la ventaja de incorporar sólo uno o pocos 
caracteres provenientes del parental silvestre 
en la especie cultivada, y producir plantas con 
mayor fertilidad.. 

Algunos caracteres deseables están codifi-
cados por el genoma extranuclear, tales como 
la androesterilidad citoplasmática y ciertos ti-
pos de resistencia a enfermedades y a herbici-
das. Para estos casos es de particular utilidad 
la cibridación dado que es un método simple 
para transferir estos genes.

Tabla 1: Ejemplos de híbridos somáticos que exhiben algún carácter de interés agronómico
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11 Algunos ejemplos
Se han obtenido híbridos intergenéricos de 

Panicum maximum (+) Pennisetum america-
num (Ozias-Atkins et al., 1986), Saccharum 
officinalis (+) Pennisteum americanum, Oriza 
sativa (+) Echinochloa oryzicola, Triticum mo-
nococcum (+) Pennisetum americanum, Festu-
ca arundinacea (+) Lolium multiflorum. El pri-
mer caso de regeneración de plantas maduras 
de híbridos intergenéricos (simétricos y asimé-
tricos) en gramíneas fue el Festulolium.

 A pesar de los esfuerzos realizados, la apli-
cación de esta estrategia no ha conducido a 
la obtención de nuevos híbridos de especies 
importantes, fundamentalmente debido a pro-
blemas de baja o nula fertilidad. Los métodos 
actuales de transferencia de genes aislados 
han desplazado el interés en la hibridación so-
mática. Sin embargo son una excelente herra-
mienta para estudiar las interacciones núcleo-
citoplasmáticas entre genomas.
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II CAPÍTULO 3

Epigenética y evolución 

R.W. Masueli y  C.F. Marfil
	
1. Introducción
Uno de los principios básicos de la biolo-

gía es que la variabilidad genética es un pilar 
fundamental de la evolución. Sin variabilidad 
la selección natural no podría actuar y la uni-
formidad genética conduciría a la población o 
especie a un callejón sin salida en el proceso 
evolutivo. Este concepto propuesto por Char-
les Darwin en 1859 fue corroborado por el re-
descubrimiento de las leyes de Mendel y por 
trabajos de genetistas un siglo después. Sin 
embargo, la noción de que la variabilidad ge-
nética se encuentra asentada únicamente en 
la secuencia de nucleótidos ha sido puesta en 
tela de juicio en los últimos años. Trabajos re-
cientes especialmente en el área de la Genéti-
ca Molecular muestran que la variabilidad he-
redable también se explica por cambios que no 
necesariamente implican alteraciones en las 
secuencias de bases del ADN. Variaciones he-
redables en los patrones de expresión génica 
se pueden producir debido a “mecanismos epi-
genéticos” con total ausencia de variabilidad 
genética. El término “epigenética” se refiere a 
cambios heredables en el fenotipo, y por lo tan-
to en la regulación génica, que no son causa-
dos por alteraciones en la secuencia del ADN. 
Se han descrito tres mecanismos de codifica-
ción de la información que no están basados 
en la secuencia de ADN. Estos son: a) Metila-
ción del ADN, fundamentalmente de citosinas; 
b) Modificaciones post-traduccionales de histo-
nas (acetilación, fosforilación, metilación, etc) 
y c) Mecanismos basados en el ARN. A su vez 
estos tres mecanismos actúan en forma con-
junta para mantener el grado de compactación 
de la cromatina. En esta sección nos referire-
mos específicamente a como la hibridación in-
terespecífica y la poliploidía inducen cambios 
en los patrones de metilación y dan lugar a 
nuevas fuentes de variabilidad. 

2. La metilación del ADN
Uno de los mecanismos epigenéticos más 

estudiados en eucariotas es la incorporación al 

ADN de un grupo metilo en la posición 5´ del 
anillo de citosina (5mC) (Figura 1a). En plantas 
la 5mC se distribuye en sitios donde se encuen-
tran dinucleótidos del tipo CG o trinucleótidos 
CNG (donde N es cualquiera de los cuatro nu-
cleótidos). A su vez la metilación del ADN pue-
de dividirse en metilación de sitios simétricos 
y asimétricos. En el primer caso la metilación 
se produce en sitios CG y CNG donde las ci-
tosinas metilables se encuentran de a pares 
ubicadas en hebras opuestas, mientras que la 
metilación en sitios asimétricos se produce en 
citosina ubicadas en un contexto diferente en 
el ADN. La metilación simétrica es la más co-
mún y permite que los patrones de metilación 
se mantengan a través de la enzima ADN me-
tiltransferasa que cataliza la transferencia de 
un grupo metilo de la S-adenosil metionina a 
las citosinas del ADN. En Arabidopsis thaliana 
los genes CMT3 y MET1 codifican para las en-
zimas Cromometiltransferasa 3 y Metiltransfe-
rasa 1, respectivamente, la primera metila los 
grupos CNG y la segunda los sitios CG. Des-
pués de la replicación del ADN sólo la hebra 

Figura 1. A. Agregado del grupo metilo al carbono 
5´ de la citosina. B. Mantenimiento de los patrones 
de metilación del ADN por las enzimas ADN metil-
transferasas durante la replicación del ADN.
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molde mantiene el patrón de metilación origi-
nal. Las enzimas ADN metiltransferasas se en-
cargan de metilar la hebra nueva de acuerdo al 
patrón de metilación de la hebra molde en los 
sitios CG y CNG (Figura 1b). Este mecanismo 
permite que se hereden los patrones de meti-
lación tanto entre células (mitóticamente) como 
entre generaciones (meióticamente). La proteí-
na DDM1, la cual es un factor remodelador de 
la cromatina, también participa en el manteni-
miento de patrones de metilación específicos 
a lo largo del genoma. Los mutantes de Ara-
bidopsis ddm1 (Deficient in DNA Methylation) 
tienen una reducción del 70% en los niveles 
de 5mC, lo cual provoca una amplia variedad de 
defectos en el desarrollo de las plantas al in-
ducir cambios heredables en otros loci. Si bien 
los patrones de metilación son heredables, se 
ha demostrado que no son estáticos y que el 
estado de desarrollo de la planta y condiciones 
ambientales alteran estos patrones. Por otro 
lado, la metilación está asociada a cambios en 
la expresión génica. En general el incremento 
en la metilación (hipermetilación) de un locus 
no solo produce la reducción en la expresión o 
el total silenciamiento del mismo, sino que tam-
bién reprime transcripcionalmente e inactiva 
transposones capaces de movilizarse a través 
del genoma. Se demostró que anulando (knock 
out) los genes CMT3 y MET1 se desmetila el 
genoma activándose elementos transponibles 
y genes que se encontraban silenciados. Estos 
estudios mostraron que la pérdida de metila-
ción produce aberraciones tales como cambios 
morfológicos en hojas y flores, como así tam-
bién en el tiempo de floración. 

3. Métodos para analizar la variación epi-
genética

Los métodos comúnmente utilizados para 
analizar la variabilidad genética, tales como 
AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymor-
phism), RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism), SNP (Single Nucleotide Po-
lymorphism) o SSR (Microsatélites) no son 
adecuados para medir la variabilidad epigené-
tica. Una modificación de la técnica de AFLP, 
llamada MSAP (Methylation Sensitive Am-
plified Polymorphism), en la que se reempla-
za la enzima de corte frecuente MseI por los 

isoesquizómeros HpaII y MspI, sensibles a la 
metilación, que permiten detectar la metilación 
externa o interna de las citosinas en el sitio de 
reconocimiento  5´-CCGG- 3´ de las enzimas 
(Figura 2). Otro método desarrollado que per-
mite analizar la metilación es la secuenciación 
previo tratamiento del ADN con bisulfito, que 
convierte las citosinas no metiladas en uraci-
lo quedando las citosinas metiladas intactas. 
Luego la secuencia tratada se amplifica por 
PCR reemplazando los uracilos por timinas 
para su posterior secuenciación. A través de 
estos métodos es posible analizar el estado de 
metilación de secuencias aleatorias (MSAP) o 
secuencias específicas (secuenciación por bi-
sulfito) y determinar la variación epigenética en 
poblaciones naturales.

Figura 2. Esquema que representa el análisis de 
metilación del ADN a través de la técnica de MSAP 
(Methylation Sensitive Amplified Polymorphism). El 
ADN se corta con las enzimas de restricción EcoRI y 
HpaII/MspI, luego se ligan adaptadores específicos 
para las enzimas y se amplifican los fragmentos con 
primers que reconocen la secuencia de los adapta-
dores. Si las citosinas del sitio de reconocimiento de 
HpaII (CCGG) se encuentran metiladas, esquema 
de la derecha, la enzima no corta y por lo tanto no 
se amplifica el fragmento generando polimorfismo.

4. Epigenética y variación natural
El grado de metilación de genes puede va-

riar entre plantas produciendo cambios en la 
expresión y nuevos fenotipos que son hereda-
bles. A las secuencias génicas que difieren en 
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el grado de metilación se les llama “alelos epi-
genéticos o epialelos”. Se han descrito varios 
ejemplos de epialelos que ocurren naturalmen-
te. Un ejemplo clásico es el gen CYCLOIDEA 
en Linaria vulgaris, que codifica para un acti-
vador de la transcripción cuyo efecto es la pre-
sencia de un fenotipo floral de simetría radial 
y otro de simetría bilateral. A través del análi-
sis molecular de este gen se demostró que en 
la naturaleza existían dos epialelos, uno más 
metilado que produce la simetría radial y otro 
con menor metilación asociado a la simetría 
bilateral. Mediciones de los patrones de me-
tilación entre introducciones de Arabidopsis 
thaliana muestran variaciones en los patrones 
de metilación de más del 34% siendo meno-
res al 1% las variaciones en metilación entre 
plantas dentro de una misma introducción. En 
una población natural de la especie silvestre de 
papa Solanum ruiz-lealli se encontró que plan-
tas que tenían una variación genética menor al 
1% (medida por AFLP) presentaban variacio-
nes en los patrones de metilación (medida por 
MSAP) superiores al 18%. Estas variaciones 
no son producidas por polimorfismo de nucleó-
tidos sino por variaciones en los patrones de 
metilación. Resultados similares se obtuvieron 
analizando introducciones de algodón donde la 
diversidad detectada por MSAP fue superior a 
la obtenida analizando patrones de RFLP. 

5. Cambios epigenéticos producidos por 
hibridación interespecífica y poliploidía

La hibridación interespecífica y la poliploidía 
son dos mecanismos profundamente relacio-
nados que han jugado roles muy importantes 
en la evolución vegetal. Una de sus caracte-
rísticas más sobresalientes es la capacidad 
de generar una amplia variación fenotípica de 
gran importancia en la microevolución adapta-
tiva. La poliploidización implica la generación 
de un organismo con un número aumentado de 
complementos genómicos completos. Los jue-
gos cromosómicos adicionales pueden prove-
nir de la misma especie (autopoliploidía) o de 
una especie divergente (alopoliploidía), impli-
cando en este último caso un proceso de hibri-
dación interespecífica. A su vez, la hibridación 
interespecífica se define como la formación de 
un nuevo organismo por cruzamiento entre dos 

especies diferentes aunque relacionadas. Tan-
to en el caso de la alopoliploidía como en la 
hibridación interespecífica dos genomas diver-
gentes se unen en un núcleo híbrido, desen-
cadenando una serie de cambios genéticos y 
epigenéticos que dan lugar a una gran variabi-
lidad fenotípica (Figura 3). En híbridos alopoli-
ploides sintéticos de Arabidopsis se demostró 
que se producen inestabilidades fenotípicas 
asociadas con cambios en la metilación y en 
la expresión génica. Por otro lado en genera-
ciones tempranas de híbridos alopoliploides 
de trigo y Brassica se reportaron cambios ge-
néticos estructurales tales como eliminacio-

Figura 3. Esquema que representa el “estrés o 
shock genómico” producido por efecto de la hibri-
dación interespecífica. El cruzamiento de  dos es-
pecies que han divergido induce alteraciones en 
los patrones de metilación en el núcleo híbrido que 
producen cambios en la transcripción y reestruc-
turaciones genéticas tales como: movimiento de 
transposones, rearreglos cromosómicos y cambios 
en la cromatina.
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nes de secuencias. En nuestro Laboratorio 
se obtuvo un híbrido interespecífico entre un 
haploide de la papa cultivada Solanum tube-
rosum (2n=2x=24) y la especie silvestre Sola-
num kurtzianum (2n=2x=24). Algunas plantas 
híbridas presentaban malformaciones florales, 
similares a las descritas en Arabidopsis, que 
incluían cambios en la morfología floral, péta-
los disectados, anteras atrofiadas y estilos re-
torcidos entre otras. Por otro lado, los híbridos 
presentaban nuevos fragmentos de AFLP y 
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 
que no estaban presentes en los padres. Así 
mismo, el análisis de la metilación por MSAP 

mostró cambios en los patrones de metilación 
de las plantas híbridas en relación a las espe-
cies progenitoras. Estos resultados obtenidos 
en distintos híbridos interespecíficos sugieren 
que existe una correlación entre la remodela-
ción general de la metilación del genoma híbri-
do, los cambios genéticos y la alteración de la 
actividad génica y el fenotipo. 

En resumen, tanto la poliploidía como la hi-
bridación interespecífica inducen cambios ge-
nómicos como producto del estrés generado 
por la duplicación génica o por la reunión de 
dos genomas divergentes en un núcleo híbri-
do. Además de la metilación del ADN otros me-

Figura 4. Análisis de la segregación de los patrones de metilación en plantas de las generaciones F1 y 
RC1. A, porción de los patrones de amplificación MSAP de S. tuberosum (tbr), S. kurtzianum (ktz), dos 
híbridos F1 (H1 y H4) y tres plantas de la retrocruza 1 (RC1) H1 x S. kurtzianum y H4 x S. kurtzianum. El 
ADN extraído fue digerido con EcoRI/HpaII (H) y EcoRI/MspI (M). El Patrón de metilación del fragmento 1 
cambia en las progenies sucesivas. El fragmento 2 muestra un patrón de metilación altamente conservado. 
B, interpretación gráfica de los fragmentos MSAP 1 y 2 del panel A. Los cuadrados representan el sitio 
de reconocimiento doble cadena (CCGG) de los isoesquizómeros HpaII/MspI. Cuadrados negros indican 
citosinas metiladas.
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canismos tales como, acetilación y metilación 
de histonas, activación de transposones y re-
gulación por pequeños ARNs y ARN de interfe-
rencia pueden causar cambios en la expresión 
génica de híbridos y poliploides. 

6. Herencia de los patrones de metilación
La obtención de mutantes que afectan la 

metilación del ADN ha permitido un amplio de-
sarrollo de esta área. Las anormalidades en el 
desarrollo observadas en mutantes ddm1 de 
Arabidopsis son trasmitidas a la progenie, in-
clusive en líneas que segregan respecto a la 
mutación ddm1. Estas observaciones morfo-
lógicas de plantas ddm1 se correlacionan con 
datos moleculares, ya que la reducción en la 
metilación que afecta a la mayoría de las se-
cuencias del genoma de estas plantas, tanto 
repeticiones como secuencias de bajo número 
de copias, pueden ser heredadas establemen-
te a través de la mitosis y meiosis. Esto indica 
que la información epigenética, en forma de 
metilación diferencial del ADN, puede ser tras-
mitida en plantas a través de generaciones de 
reproducción sexual. Otro modelo experimen-
tal que ha permitido obtener importante infor-
mación acerca de la dinámica en los patrones 
de metilación es la obtención de alopoliploides 
e híbridos interespecíficos sintéticos. La ob-
tención de progenies a través de cruzamientos 
sexuales controlados permite una comparación 
precisa entre la generación parental y la des-
cendencia. En la Figura 4 se ejemplifica cómo 
a través de análisis MSAP se pueden inferir los 
patrones de metilación de secuencias CCGG. 
Estudiando generaciones sucesivas de repro-
ducción sexual (Filial 1-F1; Retrocruza 1- RC1; 
etc.) se puede evidenciar si ocurren cambios 
en la metilación y qué estabilidad tienen los 
mismos. Datos obtenidos en híbridos interes-
pecíficos sintéticos diploides y poliploides de 
varias especies indican que en el genoma de 
las plantas existen secuencias particularmen-
te sensibles a remodelar su metilación (Frag-
mento 1 de la Figura 4). Por otro lado, hay se-
cuencias con patrones de metilación altamente 
conservados evolutivamente, ya que especies 
diferentes comparten un mismo patrón, el cual 
a su vez se hereda invariablemente en todas 
las plantas obtenidas en generaciones sucesi-

vas de reproducción sexual (Fragmento 2 de la 
Figura 4). Desde un punto de vista evolutivo la 
variabilidad generada por mecanismos epige-
néticos amplía la variabilidad genética ya que 
aparecen nuevos epialelos que pueden ser 
seleccionados en poblaciones naturales. Ade-
más, las variantes epialélicas son potencial-
mente reversibles y generarían fenotipos más 
flexibles que se adaptarían a ambientes cam-
biantes. A partir de este tipo de evidencias, un 
concepto que está ampliamente documentado 
para fenómenos genéticos, debe ser ampliado 
de manera que abarque la información epige-
nética: en cada generación se reconstituye un 
reservorio epigenético enteramente nuevo, del 
cual surgen los individuos que son los blancos 
de la selección natural en esa generación.
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II. CAPÍTULO 4 

Mutagénesis, TILLING y 
EcoTILLING

Alberto Prina, Alejandra Landau, 
María Gabriela Pacheco y Esteban H Hopp

3.1. Mutagénesis clásica
3.1.1. Introducción
El concepto de mutación en Biología fue in-

troducido a principios del siglo pasado por de 
Vries, para designar a los cambios heredables 
de aparición súbita. Hoy en día las mutaciones 
se explican por alteraciones en el ADN, que van 
desde cambios en una o unas pocas bases (mu-
taciones de punto) hasta pérdidas, adiciones o 
translocaciones de grandes porciones de ADN 
(cambios estructurales) o incluso cromosomas 
y genomas enteros; también podrían incluirse 
entre ellas las alteraciones heredables de na-
turaleza epigenética, por ejemplo los cambios 
en la metilación del ADN (ver Grant-Dwonton 
y Dickinson, 2005). Las mutaciones son el ori-
gen primario de la variabilidad genética y, por lo 
tanto, cierto control sobre su frecuencia y/o es-
pectro puede considerarse una herramienta de 
gran valor para el mejoramiento de las plantas 
cultivadas. A fines de la década del 20, Stadler 
desarrolló magistralmente las bases de la mu-
tagénesis experimental en plantas cultivadas, 
hecho que fue contemporáneo a los trabajos 
pioneros de Muller sobre mutagénesis en Dro-
sophila. El primer éxito comercial consistió en 
una mutante de tabaco de hoja clara y de gran 
calidad obtenida por Tollenar (Holanda) que lle-
gó a cubrir una importante área de cultivo en 
Indonesia a mediados de la década del 30. Hoy 
en día existen en el mundo miles de cultivares 
inscriptos obtenidos por esta metodología. Se 
incluyen en esta lista, cultivos de gran importan-
cia económica, como los principales cereales, 
oleaginosas, así como, numerosas especies de 
hortalizas y cultivos industriales. Los caracteres 
que han sido mejorados son muy diversos: to-
lerancia a herbicidas, a estrés bióticos o abió-
ticos, calidad nutricional, industrial, etc. (para 
más información ver IAEA 1995, Datta 2005). 
Además, la ampliación de la variabilidad dis-
ponible por medio de las mutaciones inducidas 

ha contribuido considerablemente a dilucidar 
procesos biológicos fundamentales para la vida 
vegetal y para la productividad de los cultivos.

Las investigaciones en busca de mejorar la 
efectividad y la especificidad de los tratamien-
tos mutagénicos sobre las plantas cultivadas, y 
de procedimientos de manejo y selección más 
eficientes, tuvieron un gran auge en las déca-
das del 50, 60 y 70.

Hoy existe un renovado interés por esta te-
mática al que sin duda contribuyó el enorme 
conocimiento generado por la biología molecu-
lar, que alejó viejos fantasmas sobre la variabi-
lidad inducida, y el reciente desarrollo de técni-
cas moleculares de gran capacidad de análisis 
como la técnica de genética reversa denomina-
da TILLING (del inglés, Targeting Induced Local 
Lesions in Genomes). 

A continuación se discuten los principales 
factores a tener en cuenta para la aplicación efi-
ciente de la metodología clásica de mutaciones 
inducidas en plantas cultivadas. La descripción 
detallada de protocolos puede consultarse por 
ejemplo en: Neuffer, 1993; IAEA, 1995; Koorn-
neef, 2002.

3.1.2. Tratamientos mutagénicos
3.1.2.1. Agentes mutagénicos
Los agentes artificiales utilizados en mutagé-

nesis clásica pueden dividirse según su natura-
leza en dos grandes grupos: físicos o químicos. 
Otra manera artificial de incrementar la tasa 
de mutaciones es a través de las condiciones 
especiales del cultivo in vitro de células o de 
tejidos (variación somaclonal). También existen 
factores de naturaleza biológica que causan al-
gún tipo de inestabilidad genética mayor a la 
habitual de la especie, como la producida por 
ejemplo por genes relacionados con los siste-
mas de reparación de ADN o por la activación 
de transposones.

Agentes físicos
Entre éstos tenemos distintos tipos de radia-

ciones ionizantes como los rayos X, los rayos 
gamma, los neutrones, los protones y las partí-
culas alfa, cada una de ellas con diferente po-
der de ionización y de penetración.

Las radiaciones ionizantes al atravesar la 
materia producen iones radicales inestables 
y electrones libres, que a su vez originan una 
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serie de reacciones químicas directas (por io-
nización de un átomo en una molécula), o in-
directas (por reacción de las macromoléculas 
con productos radiolíticos, mayormente con los 
radicales OH del agua). Entre otros cambios 
químicos que afectan el ADN ocurre la deami-
nación de bases y producción de 8-hidroxiade-
nina y de varios glicoles de timina, oxidación 
de alcoholes de la desoxirribosa y roturas de 
las uniones carbono-carbono. Los tratamientos 
con radiaciones ionizantes implican habitual-
mente altos niveles de daño cromosómico, ori-
ginando roturas simples y dobles de las cade-
nas de ADN, y efectos fisiológicos deletéreos, 
que conducen a una alta letalidad celular y a 
una alta esterilidad de las plantas de la prime-
ra generación, todo lo cual limita la obtención 
de una alta tasa de mutaciones en la segunda 
generación.

La magnitud y el tipo de daño ocasionado 
por las radiaciones ionizantes son marcada-
mente influidos por ciertas características del 
material tratado, como el estado metabólico y 
el contenido de agua y de oxígeno. Así tam-
bién, los efectos de determinada dosis pueden 
variar de acuerdo al mayor o menor tiempo en 
que se aplica (tasa de irradiación), desde unos 
pocos segundos o minutos (irradiación aguda) 
hasta meses o años (irradiación crónica). Los 
efectos letales de determinada dosis pueden 
disminuirse, por ejemplo, cuando se aplica re-
partida en distintos momentos, con intervalos 
de uno o varios días de recuperación o incluso 
dividida en aplicaciones agudas realizadas en 
años sucesivos (tratamientos recurrentes).

Las radiaciones ionizantes que más se han 
utilizado para inducir variabilidad con fines de 
fitomejoramiento son los rayos X y los gamma, 
con longitudes de onda del orden de fracciones 
de nanómetros (nm) a varios nm. Si bien los 
rayos gamma tienen mayor poder de penetra-
ción que los X, los dos pueden penetrar desde 
varios milímetros a centímetros, siendo por lo 
tanto adecuados para tratamientos aplicados 
sobre semillas o yemas vegetativas. Ambas 
son radiaciones de origen electromagnético 
de baja energía lineal liberada al atravesar la 
materia, por lo que son clasificadas como no 
densamente ionizantes, en contraposición con 
las densamente ionizantes, como por ejemplo 

los neutrones ligeros. Las consecuencias ge-
néticas típicas de las radiaciones ionizantes 
son las aberraciones cromosómicas, como las 
deleciones y translocaciones, que han resulta-
do de utilidad para la ubicación de numerosos 
genes sobre los cromosomas. Las deleciones 
producidas por las radiaciones densamente io-
nizantes son de mayor tamaño y se agrupan, 
formando clusters, siendo más difíciles de re-
parar. Las de mayor tamaño difícilmente sor-
tean el filtro de la gametogénesis, por lo que en 
muchos casos no son transmitidas sexualmen-
te a las progenies. Las deleciones conducen 
a knock outs génicos y han sido utilizadas por 
ejemplo para inactivar genes que promueven 
la susceptibilidad a algunas enfermedades en 
trigo. En combinación con la tecnología de mi-
croarreglos pueden permitir la identificación 
de genes candidatos cuya expresión pueden 
cambiar drásticamente. En muchos casos, las 
deleciones pueden ser localizadas por medio 
de Southern blot o PCR (reacción en cadena 
de la polimerasa).

Por otro lado, las propiedades de las radia-
ciones ionizantes para romper los cromosomas 
y permitir así translocaciones han sido utiliza-
das desde hace más de 50 años para transferir 
segmentos cromosómicos entre distintas espe-
cies; técnica que se ha utilizado para mejorar la 
resistencia a enfermedades en trigo.

La luz ultravioleta es también una radiación 
de origen electromagnético, pero a las longi-
tudes de onda habitualmente utilizadas no se 
considera ionizante. Su longitud de onda es 
varios miles de veces superior a la de los ra-
yos X y gamma, y por su baja penetración sólo 
es utilizable sobre materiales muy delgados, 
como por ejemplo granos de polen y cultivos 
celulares o de tejidos. La luz ultravioleta origina 
un daño muy específico sobre el ADN, consti-
tuido mayormente por la formación de dímeros 
de timina que a su vez son eficientemente re-
parados por sistemas celulares muy especiali-
zados. Su efecto biológico varía considerable-
mente de acuerdo a la longitud de onda, siendo 
la de mayor absorción por el ADN aquella en el 
rango de 250 a 290 nm.

Agentes químicos
Las primeras investigaciones sobre la capa-

cidad mutagénica de las sustancias químicas 
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datan de principios del siglo pasado, pero su 
uso en fitomejoramiento se concretó muchos 
años después a través de los trabajos que faci-
litaron el uso al disminuir los requerimientos en 
equipamientos e instalaciones. 

Existen muchas sustancias con capacidad 
mutagénica, sin embargo los más utilizados 
con fines prácticos son los denominados su-
permutágenos, entre ellos varios agentes alqui-
lantes y la azida sódica, que pueden aumentar 
varios cientos de veces las tasas de mutación 
espontánea.

A diferencia de los tratamientos con radia-
ciones ionizantes donde las moléculas son 
afectadas indiscriminadamente, los mutáge-
nos químicos suelen ser más específicos. Los 
ejemplos clásicos son el ácido nitroso y los 
análogos de bases, productores de sustitucio-
nes del tipo transición, y las acridinas que pro-
ducen mutaciones de desfase de lectura. Los 
mutágenos químicos que más se han utilizado 
en fitomejoramiento son los agentes alquilan-
tes, denominados así por incorporar grupos al-
quilo a las macromoléculas. A este grupo per-
tenecen los alquil alcano sulfonatos, como el 
etil metano sulfonato (EMS) y el metil metano 
sulfonato (MMS), los dialquil sulfatos, como el 
dimetilsulfato (DMS) y el dietilsulfato (DES); y 
los compuestos nitrosos, como la N-metil-N-ni-
troso-urea (MNU o MNH) y la N-etil-N-nitroso-
urea (ENU). Se trata de compuestos electro-
fílicos que reaccionan con átomos que tienen 
un par de electrones libres como S, N y O (en 
ese orden, de mayor a menor fuerza nucleofíli-
ca), y de esta manera actúan sobre las bases y 
los grupo fosfatos del ADN y también sobre las 
proteínas. Los agentes de mayor reactividad, 
como el MMS y el DMS, tienen afinidad por los 
centros más nucleofílicos y en el ADN atacan 
mayormente el nitrógeno 7 de la guanina (N7-
G) y muy poco al O6-G o al grupo fosfato. Por 
el contrario, los agentes de menor reactividad 
como ENU, tienen un mayor espectro de sitios 
de alquilación y afectan en mayor proporción al 
O6-G. Esto tiene su importancia si considera-
mos que la O6-alquilG sería la principal causa 
de apareamientos erróneos de G con T, mien-
tras que la N7-alquilG origina depurinación y 
errores de reparación, que tienden a derivar 
en roturas cromosómicas y ocasionalmente en 

deleciones de pares de bases. La MNU, tam-
bién de baja reactividad, además de las alqui-
laciones mencionadas, forma mayor cantidad 
de fosfodiésteres, los que pueden derivar en 
roturas de cadenas de ADN y contribuir a la le-
talidad. El mutágeno químico que más se ha 
utilizado es el EMS, que habitualmente se asu-
me como productor de mutaciones de punto 
del tipo transición G/C a A/T. En relación a esto 
es interesante advertir que hay 5 aminoácidos 
que en sus codones sólo tienen G o C en po-
siciones sinónimas, por ejemplo lisina (AAA o 
AAG) y tirosina (UAU o UAC), por lo que no 
podrían ser cambiados por otros aminoácidos 
mediante transiciones del tipo G/C a A/T.

Un mutágeno muy eficiente en algunas plan-
tas cultivadas, como cebada, arveja, trigo y 
arroz, es la azida sódica. Esta droga no es de 
por sí mutagénica sino que necesita de la vía 
de la síntesis de L-cisteína para transformar-
se en el metabolito mutagénico azido-alanina. 
La azida no se ha visto como mutagénica en 
mamíferos y por lo tanto desde el punto de vis-
ta de la bioseguridad, no sería peligrosa como 
mutágeno en humanos, más allá de su recono-
cida toxicidad como veneno de la respiración 
oxidativa. En cebada, la azida sódica induce 
esencialmente sustituciones de bases, en su 
mayor parte transiciones, existiendo resulta-
dos divergentes en la bibliografía sobre su tipo: 
G/C a A/T o viceversa.

Tanto la azida como el EMS, por su propie-
dad de inducir mutaciones de punto, son mu-
tágenos indicados para la obtención de series 
alélicas y ambos han sido utilizados para ge-
nerar poblaciones para análisis de genética re-
versa como el TILLING (ver más adelante). Ac-
tualmente, las técnicas de TILLING están apor-
tando una enorme cantidad de información so-
bre el efecto molecular de los mutágenos. Esto 
ha permitido detectar que más del 50 % de las 
mutaciones inducidas por EMS o azida sódica 
son de sentido cambiado, y más del 20 % son 
mutaciones silenciosas. En términos genera-
les aplicando estos agentes en varias plantas 
cultivadas se han identificado polimorfismos en 
nucleótidos simples (SNPs) con una frecuencia 
que va de 1/50 a 1/500 kb.

Se cree importante señalar que además de 
las propiedades particulares de los mutágenos 
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hay factores biológicos que influyen sobre la 
tasa y el espectro de mutaciones, como la fase 
en que se encuentre la célula en el momento 
de ser tratada (G1, S o G2), la composición de 
bases y el tamaño del gen y, dependiendo del 
tipo de daño, la eficiencia de los distintos sis-
temas de reparación celular y las condiciones 
en que estos actúen. Todo esto hace que dosis 
similares de un mismo mutágeno puedan tener 
efectos biológicos muy dispares.

3.1.2.2. Materiales tratados
Órganos seleccionados para el tratamiento 
En el caso de especies propagadas por se-

millas, éstas han sido el órgano preferido a tra-
tar, ofreciendo la ventaja de un manejo sencillo 
que permite trabajar con grandes cantidades 
de material en condiciones relativamente fáci-
les de controlar. La principal dificultad del tra-
tamiento de semillas radica en la constitución 
multicelular del embrión, que hace que los indi-
viduos originados a partir de la semilla tratada 
resulten quiméricos, es decir compuestos por 
células o clones celulares de distinta constitu-
ción genética. Esto es así porque en cada cé-
lula, los cambios genéticos o mutaciones que 
potencialmente puede producir el mutágeno 
pueden tener muchísimas alternativas diferen-
tes, haciendo cercana a cero la probabilidad de 
que un grupo de células meristemáticas muten 
simultáneamente en el mismo gen y posición 
nucleotídica  Los clones celulares que forman 
la planta adulta tienen un crecimiento irregular 
de difícil predicción que complica el diseño de 
un manejo eficiente del material experimental. 
A pesar de esto, el tratamiento de semillas ha 
dado numerosísimos éxitos aplicados al mejo-
ramiento de diversos cultivos. Como se señaló 
anteriormente los tratamientos físicos de semi-
llas deben hacerse con radiaciones que tengan 
suficiente penetración, por ejemplo rayos X, 
rayos gamma, o neutrones ligeros, así como 
también se deberá prestar atención a los diver-
sos factores que influyen en el efecto biológico 
de las radiaciones. Por otro lado, los tratamien-
tos químicos de semillas se aplican mediante 
inmersión en solución acuosa y con agitación 
constante durante varias horas. Los tratamien-
tos cortos suelen aplicarse después de un re-
mojo en agua que potencia marcadamente el 

efecto de los mutágenos. Luego del tratamien-
to químico, la semilla se lava cuidadosamen-
te y se seca, y una vez eliminada la humedad 
superficial estará lista para la siembra. En la 
semilla tratada se inicia la generación M1, esta 
nomenclatura denota la primera generación de 
mutantes y se diferencia de una F1 en que NO 
es resultado de un cruzamiento, sino de un tra-
tamiento mutagénico.

En las plantas de propagación vegetativa los 
equivalentes a las semillas son los órganos de 
multiplicación como yemas, rizomas, etc. Éstos 
son también órganos multicelulares y la com-
plejidad de crecimiento de los sectores muta-
dos es aún mayor que en las semillas. No obs-
tante, esto no ha sido impedimento para que, 
en la práctica, se hayan obtenido numerosos 
cultivares mejorados. En general los órganos 
vegetativos son más sensibles que las semillas 
a los efectos tóxicos de los mutágenos quími-
cos y resulta más difícil lograr aplicaciones ho-
mogéneas. Por ello, las radiaciones ionizantes 
con suficiente penetración han sido las más 
utilizadas en estos casos. Por medio de irra-
diación de yemas con altas dosis puede redu-
cirse el número de células del vástago y así 
tender a la obtención de vástagos mutantes no 
quiméricos.

El problema del quimerismo de las plantas 
M1 puede evitarse tratando órganos unicelu-
lares como óvulos, polen o proembriones uni-
celulares, y en el caso de plantas de multipli-
cación vegetativa, por tratamiento de yemas 
adventicias o de cultivos in vitro de células o 
tejidos. La utilización de mutagénesis inducida 
en combinación con el cultivo in vitro presen-
ta además la ventaja de permitir una selección 
sobre un gran número de células mutageniza-
das. Si bien esta selección está limitada a ca-
racteres que puedan ser evidenciados en estas 
condiciones, son varios los casos que han re-
sultado exitosos, por ejemplo con respecto a 
mejorar la tolerancia a temperaturas extremas 
y resistencia a algunas enfermedades y herbi-
cidas.

Elección de los genotipos parentales
La filosofía de la mutagénesis inducida apli-

cada al mejoramiento es en cierta medida si-
milar a la de la retrocruza, en el sentido que se 
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busca cambiar un gen (o unos pocos) conser-
vando un fondo genético determinado. Por otro 
lado, se diferencia claramente de ella en que 
la variante alélica de interés es generada de 
novo y, por lo tanto, puede ser una variante no 
presente en el germoplasma actual de la espe-
cie. Es aconsejable partir de genotipos con un 
buen fondo genético, de manera que puedan 
ser mejorados por cambios en uno o unos po-
cos genes. Por ejemplo, puede mejorarse la re-
sistencia genética a determinada enfermedad 
conservando un fondo genético de buenas ca-
racterísticas agronómicas y/o de calidad indus-
trial o comercial. También por cambios en un 
solo gen puede adaptarse un genotipo a una 
nueva región mediante mutantes para el largo 
de ciclo, o por ejemplo cambiar drásticamente 
la calidad industrial por mutantes en las carac-
terísticas del aceite de la semilla.

3.1.3. Evolución de los daños de los 
tratamientos mutagénicos

3.1.3.1 Desarrollo de los sectores mutantes
Tal como se ha descripto, el tratamiento de 

órganos multicelulares originará plantas M1 
quiméricas en las que las mutaciones induci-
das sólo ocuparán un sector. El tamaño y la 
forma de estos sectores mutantes dependerán 
de varios factores:

A) Factores inherentes al material tratado, 
como el estado de desarrollo y la estructura 
del embrión o del meristema vegetativo y la on-
togenia de la especie. Esto ha sido estudiado 
principalmente mediante marcadores clorofíli-
cos y mutantes del polen, y más recientemente 
por técnicas basadas en la recombinación de 
ADN para activar marcadores específicos. En 
plantas con alta capacidad de macollaje, como 
cebada o trigo, la tendencia general es que el 
tejido germinativo de las espigas principales 
provenga de varias células iniciales (general-
mente de 4 a 12) mientras que puede encon-
trarse que más de una espiga lateral provenga 
de la misma célula inicial.

B) Factores relativos al tratamiento como el 
tipo de mutágeno, dosis y condiciones de apli-
cación. En general los tratamientos que indu-
cen alta letalidad celular, como por ejemplo al-
tas dosis de radiaciones ionizantes, reducirán 
el número de células meristemáticas a partir de 

las cuales se formará la planta M1 y por lo tan-
to en éstas tenderá a aumentar el tamaño de 
cada uno de los clones celulares. 

C) Factores relativos al mutante inducido, es-
pecialmente en lo que se refiere a su expresión 
y competitividad. En especies reproducidas 
sexualmente los sectores mutantes tendrán 
que sortear dos tipos de filtros selectivos para 
llegar a la segunda generación (M2). En esta 
generación, salvo excepciones, las plantas 
tendrán una constitución genética homogénea 
en todo el soma. En el caso de plantas autóga-
mas, la segregación de homocigotas mutantes 
en M2, permitirá la observación de los alelos 
mutantes que tengan expresión recesiva. En 
el caso de las alógamas para que esto ocurra 
será necesario realizar la autofecundación for-
zada de las plantas M1. En el maíz, por ser una 
planta diclino monoica en la que los clones ce-
lulares que forman las flores femeninas y mas-
culinas se originan en distintas células iniciales 
de la semilla, la autofecundación de las plan-
tas M1 sólo servirá para el control genealógico 
pero no para la segregación de homocigotas 
mutantes en la M2. Esto hace que la aplica-
ción de mutágenos sobre órganos unicelulares 
que evitan la formación de plantas quiméricas, 
como el polen, resulte especialmente intere-
sante en maíz.

Volviendo a los filtros selectivos, primero ocu-
rrirá la selección somática o diplóntica a nivel 
de los tejidos quiméricos del soma de la plan-
ta M1. La competencia de un sector mutante 
con su entorno puede comenzar muy temprano 
a nivel de la célula mutante original. Luego a 
nivel de la gametogénesis de las plantas M1 
ocurrirá la selección gamética o haplóntica. Lo 
arriba mencionado es válido para los genes lo-
calizados en el núcleo, pero en el caso de ge-
nes localizados en las organelas citoplasmáti-
cas (plástidos y mitocondrias), que obedecen a 
reglas de la herencia más flexibles, el desarro-
llo de las quimeras es más complejo que para 
los nucleares, sumado a que la competencia 
del alelo mutante también puede ocurrir a nivel 
intracelular entre los distintos genomas de una 
organela. Una representación esquemática 
que ilustra la evolución en uno y otro caso pue-
de encontrarse en Kirk y Tilney-Bassett (1978).

En las plantas multiplicadas vegetativamen-
te, la selección gamética y la recombinación 
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sexual estarán ausentes, a lo que se agrega 
que en las yemas, las células meristemáticas 
tienen una organización del tipo tunica corpus, 
es decir que están organizadas en capas histo-
génicas que cubren un cuerpo central y que al 
crecer se comportan, en cierta manera, como 
independientes. Por otro lado, estas plantas 
son comúnmente poliploides y con un alto nivel 
de loci heterocigotas, todo lo cual hace que un 
espectro muy diferente de mutantes puede es-
tar disponible para el mejoramiento vegetal. La 
influencia de los genes al estado heterocigota 
sobre la expresión de los sectores mutantes a 
nivel somático fue estudiada por Prina y Favret 
(1988) utilizando como modelo la cebada. 

Por otro lado, la poliploidía puede influir no-
tablemente la expresión y vitalidad de las mu-
tantes, los genotipos poliploides tienen mayor 
capacidad de soportar cambios drásticos como 
grandes deleciones de cromosomas o incluso 

de cromosomas enteros. En éstos habitualmen-
te se observa una menor proporción de cam-
bios fenotípicos drásticos que en los diploides.

3.1.3.2. Expresión de los distintos daños
El esquema de la Figura 1 indica los distin-

tos momentos en que pueden observarse los 
daños producidos por el tratamiento de semi-
llas (para más detalles ver Prina, 1989). Las 
proporciones de los distintos daños tienen ten-
dencias definidas de acuerdo al mutágeno y 
la manera en que se aplique. Si comparamos 
mutágenos como el EMS y la azida sódica con 
los rayos X, a iguales niveles de daño en las 
plantas M1 (sectores somáticos, aberraciones 
cromosómicas, letalidad), con los primeros ten-
dremos tasas de mutaciones muy superiores 
en la generación M2. Tal información es útil 
para la elección de las dosis más adecuadas 
en base a observaciones en las plantas M1. En 
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principio puede pensarse que a mayores do-
sis se obtendrá un mayor número de mutantes 
en la M2, pero la elección no es tan sencilla. 
En el caso de las radiaciones ionizantes sue-
le recomendarse el uso de la dosis letal 50, 
buscando un compromiso entre la cantidad de 
plantas sobrevivientes en la M2 y la cantidad 
de mutaciones que ellas porten. Con los quími-
cos los efectos letales suelen no tener una co-
rrelación directa con los efectos mutagénicos. 
Con variaciones importantes entre especies e 
incluso entre genotipos de una misma especie, 
las más recomendables son las concentracio-
nes intermedias. En los tratamientos de azida 
se ha visto una influencia muy marcada del pH 
de la solución. Con estos mutágenos, el daño 
más limitante suele ser la esterilidad de la M1. 
Es importante señalar que no siempre es reco-
mendable utilizar los tratamientos que den las 
más altas tasas de mutaciones en M2, ya que 
si bien esto aumenta la probabilidad de obtener 
una mutante buscada analizando una determi-
nada cantidad de material, también aumenta 
la probabilidad de inducir mutaciones simultá-
neas en una misma célula lo que luego puede 
requerir un trabajo considerable para eliminar 
por retrocruza los alelos no deseados.

3.1.4. Manejo y selección
La semilla M1 usualmente se siembra a 

campo semilla por semilla para permitir la in-
dividualización de las plantas a la cosecha. En 
lo posible, debe realizarse en lote aislado, geo-
gráfica y/o temporalmente de otras parcelas 
del cultivo. Para mutantes de efecto marcado 
que son fácilmente distinguibles a nivel de indi-
viduos habitualmente la selección comienza en 
la M2. En el caso de mutantes que conducen a 
cambios fenotípicos leves o cuya expresión tie-
ne una importante influencia ambiental, es más 
confiable realizar la selección entre familias de 
generaciones más avanzadas. 

En forma simplificada podemos describir tres 
tipos básicos de manejo del material mutageni-
zado para pasar de M1 a M2:

1-Manejo genealógico por progenies de es-
pigas, panojas o ramas: fue propuesto por Sta-
dler en 1930, en los albores de la mutagénesis 
experimental. Implica un mayor trabajo inicial, 
pero tiene el beneficio de que permite recono-

cer las mutaciones inducidas por el tratamien-
to mutagénico de otras preexistentes, o de las 
originadas por mezcla de semillas o de polen. 
Por otro lado, en el caso de hallarse mutan-
tes idénticas permite evaluar la probabilidad de 
que se hayan originado en el mismo o en dis-
tintos eventos mutacionales.

2- Manejo por conjunto o pool de 1 semilla 
por espiga, panoja o rama: en este caso la co-
secha se limita a una semilla de cada una de 
las inflorescencias principales de las plantas 
M1 con las que se formará un conjunto (pool). 
Se basa en que cada una de las semillas del 
pool provendrá de células iniciales diferentes, y 
por lo tanto en un mismo pool no se encontra-
rán mutantes provenientes de un mismo even-
to mutacional. La formación de varios pools 
como el descrito aumentará la probabilidad de 
aislar una mutante determinada pero, por otro 
lado, no permitirá distinguir sobre el origen mu-
tacional de mutantes idénticas que aparezcan 
en pools diferentes. Este manejo es adecua-
do cuando se quiere seleccionar mutantes de 
efectos moderados y/o de expresión altamente 
influida por el ambiente para lo que es reco-
mendable comenzar la selección en familias de 
la generación M3.

3-Manejo en masa: se cosechan en masa o 
bulk todas las plantas M1 de un mismo trata-
miento. También puede limitarse el tamaño de 
los bulks haciendo varios por tratamiento. Para 
este manejo se recomienda una siembra den-
sa para limitar el crecimiento de las plantas M1 
y así aumentar el número de los sectores M1 
que serán analizados en M2 los que, de esta 
manera estarán más homogéneamente repre-
sentados. Este manejo sólo es aplicable cuan-
do se dispone de una metodología de selec-
ción individual barata y de aplicación masiva. 
Al principio es menos laborioso que los anterio-
res, pero no distingue la variabilidad inducida 
de la preexistente, ni las mezclas de semilla o 
polen. Además, puede incrementar notable-
mente el trabajo posterior si es que se obtienen 
muchas mutantes similares y se quiere distin-
guir si se originaron de manera independiente, 
o si provienen del mismo evento mutacional.

En cuanto a la cantidad de material a tratar 
es obvio que a mayor cantidad de sectores 
mutantes representados en el momento de la 
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selección, será mayor la chance de aislar una 
mutante determinada. Cada uno de los mane-
jos mencionados estará limitado en forma dife-
rente por el trabajo de conducción. Los cálculos 
teóricos sobre la cantidad de material a mane-
jar en M1 y M2 son de relativa validez dada la 
multiplicidad de factores a tener en cuenta, mu-
chos de los cuales son sólo parcialmente con-
trolables o predecibles. Habitualmente estos 
cálculos se basan en probabilidades de knock 
out génicos, considerando a todos los genes 
con igual chance de ser afectados. La crianza 
de la M1 habitualmente requiere poco esfuerzo 
y espacio en comparación con las otras eta-
pas, por lo que es recomendable criar material 
adicional para asegurar una población M2 sufi-
cientemente grande, lo que además puede per-
mitir seleccionar entre tratamientos de acuerdo 
a observaciones sobre la M1. Algunos autores 
señalan que al trabajar con Arabidopsis, a me-
nudo se prefiere criar gran cantidad de plantas 
M1 y luego someter a la selección unas 2000 
a 125000 plantas M2. Mientras que en el caso 
del maíz, que por ser alógama requiere una au-
tofecundación controlada para poder seleccio-
nar mutantes recesivas, se considera que 1000 
plantas M1 no quiméricas obtenidas por trata-
mientos de polen, pueden ser suficientes para 
tener chance de obtener al menos una mutante 
recesiva por locus. En autógamas, donde ob-
viamente la autopolinización de las plantas M1 
no insume un trabajo adicional, es recomenda-
ble incrementar el número de plantas M1 que 
pasan a la generación M2 a varios miles.

3.1.5. Conclusiones
Podemos señalar entonces, tres pasos fun-

damentales y complementarios en la mutagé-
nesis inducida aplicada al fitomejoramiento, 
ellos son:

1) Realizar tratamientos mutagénicos apro-
piados para originar una importante cantidad 
de células mutantes, pero en lo posible con 
una o unas pocas mutaciones cada una (evi-
tando la multiplicidad de cambios mutacionales 
en una misma célula) y, adicionalmente, con 
bajos niveles de otros daños que afecten la 
viabilidad y/o vitalidad de las células y/o de los 
individuos mutantes. 

2) Hacer un manejo eficiente del material 

mutagenizado en función del crecimiento de 
los sectores mutados en las plantas de la pri-
mera generación y, de ser posible, con un con-
trol genealógico adecuado, que permita distin-
guir sobre el origen de mutantes similares. 

3) Una vez que los alelos mutantes puedan 
ser detectados, aplicar una metodología de se-
lección eficiente que permita analizar grandes 
cantidades de material.

Si bien la mutagénesis inducida tradicional 
es un proceso con un amplio espectro de re-
sultados posibles y dependiente de múltiples 
factores, que pueden ser relativamente con-
trolados, lejos está de ser una técnica que de-
pende totalmente del azar. Al éxito de esta me-
todología contribuirán los conocimientos de la 
biología de la especie y del genotipo particular 
a tratar, la información disponible sobre su res-
puesta a los tratamientos mutagénicos, el co-
nocimiento de las bases genéticas del carácter 
a mejorar, etc. Sin duda que los resultados de 
esta metodología se verán potenciados por un 
trabajo multidisciplinario de genetistas, fisiólo-
gos y mejoradores, sin descartar el aporte que 
puedan hacer muchas otras especialidades. El 
potencial de la mutagénesis clásica sin duda se 
ve hoy en día enormemente acrecentado por 
su uso en combinación con las nuevas técni-
cas de la biología molecular y la biotecnología.

3.2. TILLING y EcoTILLING
TILLING (del inglés Targeting Induced Local 

Lesions in Genomes) es una técnica de bús-
queda de mutaciones focalizada en un gen o 
secuencia nucleotídica conocida, que permite 
el análisis de  muestras de muchos individuos 
que provienen de una población previamente 
mutagenizada en forma artificial; o que pueden 
portar variación natural sin necesidad de trata-
mientos mutagénicos, en este último caso se la 
denomina EcoTILLING. Dado que se la utiliza 
para averiguar la función de un gen o secuen-
cia incógnita, se la considera como una técnica 
de genética inversa (a partir de modificaciones 
genotípicas se evalúan los efectos fenotípicos 
de las mismas para descifrar la funcionalidad 
de la secuencia), con ventajas sobre el knock 
out tradicional porque los sistemas de reempla-
zo alélico son ineficientes en plantas superio-
res. Otra ventaja es que la mutagénesis con 
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mutágenos como el EMS o la azida sódica no 
necesariamente anulan completamente la fun-
ción del gen, como sí lo hace el knock out o el 
knock down que se obtiene cuando se utiliza 
ARN interferente o cuando se utilizan radiacio-
nes ionizantes que producen deleciones (como 
tratamiento mutagénico). Esto, potencialmen-
te, permite evaluar los efectos de reemplazo 
de cada uno de los nucleótidos individuales del 
gen. 

El TILLING permite identificar estas muta-
ciones puntuales aunque para poder utilizarlo 
se requiere conocer previamente la secuencia 
nucleotídica del gen o segmento genómico que 
se desea estudiar; sin embargo, no es necesa-
rio conocer la secuencia completa del genoma. 
El método fue desarrollado originalmente en 
Arabidopsis thaliana y su uso se extendió pos-
teriormente a plantas cultivadas como el maíz, 
la papa, el trigo, la soja, el tomate, la lechuga 
y el girasol. Ha sido muy utilizada con fines de 
mejoramiento agronómico porque tiene la ven-
taja de que no conlleva las regulaciones a las 
que están sometidas las plantas genéticamen-
te modificadas. Entre los genes estudiados 
están los relacionados a la calidad de almidón 
en granos (en mutantes con mayor amilopec-
tina como los waxy), senescencia, enanismo, 
resistencia a oidios, larga vida en estante (en 
tomate y lechuga), reducción de isoflavonas y 
alérgenos en soja, modificación de la composi-
ción de aceites en girasol, etc. 

El EcoTILLING en cambio, se orientó a la uti-
lización de ecotipos como fuente de diversidad 
para estudiar genes relacionados a la resis-
tencia a estrés abiótico (como por ejemplo los 
codificantes para dehidrinas) o para encontrar 
nuevos marcadores moleculares funcionales 
de tipo SNP (polimorfismos de un solo nucleó-
tido, ver capítulo correspondiente en este mis-
mo libro).

La técnica consiste esencialmente de dos 
pasos: 1) la aplicación de mutagénesis química 
inducida tradicional como se describió en este 
capítulo, usualmente empleando EMS (etilme-
tanosulfonato); y 2) la utilización de una nove-
dosa estrategia de búsqueda y detección de 
las mutaciones inducidas sobre un determina-
do gen o secuencia nucleotídica de interés. En 
la Figura 2 ilustra el proceso. Usualmente se 

mutagenizan semillas o granos de polen para 
inducir la aparición de mutaciones puntuales a 
lo largo del genoma. Las plantas derivadas de 
estas semillas tratadas con mutágenos se de-
nominan M1 y, como ya se mencionó, suelen 
ser quiméricas y las mutaciones inducidas se 
encuentran en heterocigosis. Usualmente a las 
plantas M1 se las endocría dejándolas autofe-
cundar en el caso de autógamas, o se procede 
a la autopolinización forzada en alógamas para 
poder tener control de las genealogías y asegu-
rar su conservación. Usualmente se cosecha 
una semilla por planta M1 para pasar a la próxi-
ma generación, pero esto bien puede hacerse 
con una semilla por inflorescencia principal 
con muy bajo riesgo de repetir en la muestra 
dos mutantes provenientes del mismo evento 
mutacional. Por la endocría de las plantas M1 
los genes mutados tenderán a hacerse homo-
cigotas, sin embargo no es imprescindible que 
alcancen la homocigosis para que puedan ser 
detectados por TILLING. La generación M2 es 
segregante: cada individuo podrá ser homoci-
gota mutante, heterocigota u homocigota sal-
vaje en cada uno de los genes afectados, pero 
serán de constitución genética homogénea en 
todo su soma, es decir no quiméricos. De cada 
planta M2, que debe ser debidamente identifi-
cada, se extrae ADN de las hojas para el aná-
lisis de el/los gen/es de interés. Por otro lado, 
se guardan sus semillas para poder disponer 
en el futuro de sus descendencias (poblacio-
nes M3). De este modo es posible conservar 
las mutaciones detectadas mediante el análisis 
de ADN, y adicionalmente disponer de pobla-
ciones que puedan distribuirse internacional-
mente entre los consorcios de investigación 
de cada especie (es común que se comparta 
el material de las poblaciones mutantes de las 
especies más estudiadas, como Arabidopsis 
y maíz, entre los consorcios internacionales). 
Para reducir costos, los ADNs procedentes 
de distintas plantas M2 (usualmente entre 2 y 
10) se pueden mezclar para su análisis en un 
mismo tubo. Sobre una parte de la mezcla se 
realizará una amplificación por PCR, utilizando 
oligonucleótidos con secuencias flanqueantes 
al segmento genómico de interés (previamente 
diseñados en base a la secuencia conocida). 
Los productos de amplificación, que consis-
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tirán en una mezcla de secuencias normales 
y mutadas, se desnaturalizan sometiéndolos 
a alta temperatura y se les permite rehibridar 
entre sí bajando la temperatura. Algunas de 
las cadenas rehibridadas podrán ser heterodu-
plexas, es decir, una de las cadenas provendrá 
de una secuencia mutada y otra de una normal 
produciendo una doble cadena que contiene 
bases mal apareadas por falta de complemen-
tariedad. Estas bases mal apareadas serán 
reconocidas por la enzima endonucleasa CelI, 
produciendo un corte donde encuentra la ano-
malía. Los productos de la digestión con Cell 
se resuelven por electroforesis en geles de po-
liacrilamida, y si los oligonucleótidos utilizados 
en la PCR fueron previamente marcados con 
fluoróforos (de fluorescencia rojo y verde en la 
figura), los productos del corte podrán ser iden-
tificados por su menor tamaño comparado con 
los ADNs no cortados (ver figura). La utilización 
de 2 fluoróforos, en lugar de uno, ayuda a redu-
cir el número de falsos positivos. 

Sobre esta técnica básica se introdujeron 
modificaciones como, por ejemplo, la utiliza-
ción de geles no desnaturalizantes de polia-
crilamida o agarosa y tinción con bromuro de 
etidio, que funcionó muy bien en trigo. En los 
casos en que se utiliza irradiación X o gamma 
para la inducción de mutaciones, el paso de di-
gestión se saltea y se analiza en geles de se-
cuenciación. 

A medida que se van reduciendo los costos 
de secuenciación y se convierta en rutina la de-
tección de SNPs, posiblemente reemplacen el 
tratamiento con CelI en la técnica de TILLING. 
Al día de hoy las publicaciones de ultra-deep 
sequencing en virus, permiten detectar geno-
mas con variaciones en mezclas que contie-
nen muchísimos genomas no mutados. Otra 
variante utilizada es la DHPLC (del inglés, 
denaturing high-performance liquid chromato-
graphy) basada en la utilización de columnas 
para cromatografía líquida de alta presión que 
permiten diferenciar ADN heterodúplex del ho-
modúplex. Para reducir el número de muestras 
analizadas, varios productos de PCR y poste-
rior digestión con CelI se siembran en el mismo 
carril de un gel (por ejemplo toda una colum-
na). Por otro lado se siembra también toda una 
fila. De esta manera, la aparición de bandas de 

igual tamaño en carriles pertenecientes a co-
lumnas y filas permite identificar la intersección 
en la que se encuentra el pocillo con el ADN 
mutado (de un modo similar al esquema que se 
propone en la Figura 2).

En el EcoTILLING, menos utilizado que el 
TILLING, en lugar de analizar poblaciones pro-
venientes de mutagénesis inducida, los mate-
riales de partida que se utilizan como fuente 
de variabilidad suelen ser los almacenados en 
bancos de germoplasma, o bien ecotipos de 
especies no domesticadas. Los problemas de 
este enfoque alternativo son varios: el acceso 
al material puede ser limitante, los fondos ge-
néticos son demasiado variables, las mutacio-
nes que disminuyen la adaptación de una plan-
ta no suelen estar representadas porque son 
eliminadas por selección natural o artificial, etc.

3.3. Mutagénesis de inserción con 
transposones y ADN-T

Otro sistema utilizado en genética inversa 
para el análisis funcional de genes consiste 
en la activación de transposones endógenos 
(siendo el Ac-Ds de maíz el más emblemático), 
mediante cruzamientos entre genotipos que re-
sulten en la activación de dichos transposones 
o mediante la introducción de transposones fo-
ráneos por ingeniería genética (por ejemplo, el 
sistema Ac de maíz fue introducido en papa, el 
Enhancer o SPM de maíz en Arabidopsis o el 
mutador Robertsomiano Mu en maíz).

Una de las grandes ventajas de esta técni-
ca es que el elemento insertado proporciona 
un marcador molecular de secuencia conocida 
(tag) en el sitio de inserción (sitio de knock out), 
que puede facilitar el aislamiento del gen muta-
do por pérdida o ganancia de función debido a 
que la inserción es reversible. Las desventajas 
principales de esta aproximación son: que las 
mutaciones pueden ser inestables (revertir), y 
que la transposición tiene frecuencias bajas y 
no siempre la inserción es totalmente azarosa. 
Para potenciarla se pueden colocar promoto-
res fuertes como el 35S del virus del mosaico 
del coliflor (CaMV) para controlar la expresión 
del gen de la transposasa. Las ventajas de ha-
cer esto se reflejan en un aumento significativo 
en la tasa de mutación (hasta 1x10-4 en maíz, 
por ejemplo), y en que provee una secuencia 
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foránea conocida en el sitio de inserción, lo 
cual facilita el posterior clonado molecular.

Existen algunas variantes de esta técnica 
como la captura de genes o de promotor (gene 
o promotor trapping), en este caso se pueden 
incluir secuencias foráneas de genes reporte-
ros como uidA (GUS), gfp (GFP) y sus varian-
tes de otros colores, o genes involucrados en 
la síntesis de antocianas (Lc), con o sin pro-

motores funcionales. Si el gen indicador que 
no contiene promotor se inserta al azar bajo 
el control de algún promotor endógeno, enton-
ces se activará su expresión y se visualizará 
fácilmente. Otra ventaja de esta aproximación 
es la identificación sencilla sin necesidad de 
disponer de un fenotipo mutante, lo cual es 
útil cuando existen genes redundantes, hete-
rocigosis o cuando se analizan genes activos 
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en distintos estadios de desarrollo. La función 
génica puede caracterizarse posteriormente en 
las mismas líneas si la inserción ha producido 
un knock out.

La mutagénesis de inserción con ADN-T 
(segmento T de transferencia del plásmido Ti) 
consiste en aprovechar la propiedad del sis-
tema basado en Agrobacterium tumefaciens, 
para la transformación genética de plantas. El 
segmento T se inserta teóricamente al azar en 
cualquier sitio de la eucromatina de las plantas, 
permitiendo así generar colecciones de mutan-
tes de inserción con las características ya men-
cionadas anteriormente para los transposones; 
pero con mayor estabilidad que éstos y menor 
preferencia por el sitio de inserción. Sin em-
bargo, como las frecuencias de mutación son 
extremadamente bajas, sólo se utilizan actual-
mente en combinación con transposones. Es 
decir que se incluye un transposón activo den-
tro del segmento T para inducir mutagénesis 
por transposición en la especie transformada. 
Una de sus desventajas, es que su uso estará 
limitado a aquellas especies que son transfor-
madas por agrobacterias.
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II. Capitulo 5

Variación somaclonal

Susana Cardone, Sofía Olmos y 
Viviana Echenique

1 Introducción
El cultivo in vitro representa un momento 

de estrés para las células y tejidos vegetales 
y puede desencadenar procesos mutagénicos 
durante el establecimiento del explanto, la in-
ducción de callo y la formación de embriones o 
vástagos durante el proceso de  regeneración 
de plantas. Algunos de los cambios genéticos 
ocurridos en las plantas regeneradas pueden 
resultar variantes atractivas, con utilidad poten-
cial en el mejoramiento vegetal para el desa-
rrollo de nuevas variedades. 

Larkin y Scowcroft (1981) llamaron varia-
ción somaclonal a los cambios ocurridos en 
las plantas regeneradas y que son transmitidos 
a la progenie. Asimismo cabe citar la ocurren-
cia in vitro de cambios reversibles que pueden 
modificar la expresión de ciertos genes.  Es-
tos cambios que no implican alteración en la 
secuencia nucleotídica  se denominan  “epi-
genéticos” (Madlung y Comai, 2004). Algunos 
autores los consideran variantes somaclonales 
mientras que otros sólo incluyen en la misma 
aquellos cambios que no revierten en ciclos su-
cesivos de reproducción sexual.

Los mecanismos por los cuales ocurre la va-
riación somaclonal no han sido completamente 
dilucidados. Sin embargo, se han propuesto 
varias causas de posible incidencia en la ocu-
rrencia de la misma. Entre esas causas se ci-
tan: el genotipo, la fuente de explanto, el tiem-
po en cultivo, las condiciones y composición 
del medio de cultivo y la vía de regeneración. 
La comprensión de estas causas ayudaría a 
mejorar la interpretación de los procesos celu-
lares de respuesta al estrés y permitiría definir 
como actúan en los procesos de evolución. 

Entre los fenómenos que ocurren durante el 
cultivo in vitro se mencionan alteraciones en 
el cariotipo, mutaciones puntuales, recombi-
nación somática e intercambio de cromátidas 
hermanas, rearreglos génicos somáticos, acti-
vación de elementos genéticos transponibles, 

amplificación y metilación del ADN y cambios 
en el ADN de las organelas. Por ello, aunque 
los caracteres morfológicos (como por ejemplo 
el hábito de crecimiento, la morfología floral, 
etc.) son fáciles de evaluar, otros cambios no 
se manifiestan en variantes morfológicas evi-
dentes. Una diferencia estructural en un pro-
ducto génico puede no alterar su actividad 
biológica lo suficiente como para producir un 
fenotipo modificado, por lo tanto, la variación 
debe analizarse a varios niveles. 

Los cambios producidos son generalmente 
indeseables, pero la aparición ocasional de va-
riantes no encontradas en las poblaciones na-
turales y que representan una ventaja desde 
el punto de vista agronómico, permite utilizar 
este fenómeno en programas de mejora ve-
getal. Se ha utilizado, en algunos casos, para 
conferir caracteres deseables a cultivares de 
importancia económica, entre los que se in-
cluyen: resistencia a enfermedades, tolerancia 
a suelos ácidos y a salinidad. El desarrollo de 
nuevos cultivares por esta técnica involucra un 
balance entre la cantidad de variación inducida 
y el mantenimiento de los caracteres agronó-
micos del cultivar. Como ejemplo puede citarse 
el caso de somaclones de pasto bermuda, Cy-
nodon dactylon, donde se encontró resistencia 
a la oruga militar en un cultivar que reunía otras 
buenas características, dando origen al cultivar 
Brazos-R3. 

Si bien desde el punto de vista práctico no es 
una técnica muy eficiente, dado que no es po-
sible predecir ni dirigir el tipo de variación y se 
hace menester trabajar con poblaciones gran-
des de plantas, es necesaria la compresión del 
mecanismo para evitarlo en casos donde se 
requiere fidelidad genética, como en la micro-
propagación, la conservación de germoplasma 
y la transformación de plantas.

En algunos casos puede representar una 
fuente de variación rápida y de fácil acceso 
para ser utilizada en programas de mejora-
miento, especialmente para especies con sis-
temas genéticos limitados o de base genética 
estrecha, como en el caso de la apomixis, don-
de la variabilidad dentro de las poblaciones na-
turales o cultivadas puede ser limitada. 

Los primeros casos de variación somaclo-
nal se registraron en plantas de reproducción 
agámica como la caña de azúcar y la papa, 
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pero el fenómeno ha sido observado en mo-
nocotiledóneas como trigo, maíz, avena, arroz, 
pasto miel (Paspalum dilatatum) y pasto llorón 
(Eragrostis curvula) y en dicotiledóneas como 
tabaco, tomate, zanahoria y col, entre muchas 
otras especies. 

2 Factores relacionados con la aparición 
de variación somaclonal

Hemos mencionado, previamente, algunos 
de los posibles factores que tienen influencia 
en la aparición de variación somaclonal. En 
este punto trataremos cada uno por separado. 

Genotipo. En general se asume que la fre-
cuencia de cambios dependerá de variaciones 
preexistentes en el genotipo y de las interac-
ciones que surgen entre el mismo y el proceso 
de cultivo. En arroz, ciertas variedades esta-
bles muestran niveles de variación que osci-
lan entre el 0 y el 1%, mientras que en otras, 
consideradas inestables, oscilan entre el 10 y 
el 27%. En Kalanchoe, especie ornamental, la 
variación somaclonal es genotipo dependien-
te y se la utiliza como una herramienta para la 
obtención de variedades. El nivel de ploidía del 
genotipo es otro factor a tener en cuenta. Por 
ejemplo en raigrás y en papa se observó que, 
durante el cultivo de tejidos, las variedades di-
ploides muestran estabilidad, mientras que las 
tetraploides tienden a generar aneuploidías. 
La explicación más razonable para este hecho 
es que los poliploides, con más de dos juegos 
completos de cromosomas, están “tampona-
dos”, y por lo tanto toleran la ganancia o pérdi-
da de cromosomas, pudiendo así cumplir con 
los requisitos impuestos por la regeneración. 
En los diploides, la pérdida o la alteración de 
cromosomas que llevan genes vitales impedi-
rá la regeneración de las plantas, llegando con 
éxito a esta etapa sólo aquellos explantos que 
tengan su complemento cromosómico comple-
to. Existen evidencias de una mayor inestabi-
lidad en híbridos interespecíficos cultivados in 
vitro, si se los compara con las especies paren-
tales. Como ejemplo puede citarse el caso de 
los híbridos obtenidos de la cruza de Hordeum 
vulgare x Hordeum jubatum, donde el cultivo in 
vitro genera entre un 5% y un 10% de regene-
rantes haploides que suelen contener sólo el 
genoma de Hordeum vulgare. 

Explanto. La variación observada entre 
plantas regeneradas puede ser una conse-
cuencia de quimerismo en el explanto original. 
Las quimeras son mosaicos genéticos. Esto 
significa que dentro de una misma planta exis-
ten diferentes linajes celulares, esto se debe 
a una serie de cambios en el ADN nuclear de 
ciertos tipos celulares producidos durante el 
desarrollo. Si estos tejidos se utilizan como 
explantos y sus células son inducidas a divi-
dirse y rediferenciarse, las diferentes líneas ce-
lulares pueden dar origen a plantas genética-
mente diferentes. Por lo tanto, la utilización de 
explantos con tejidos quiméricos preexistentes 
puede resultar en una fuente “extra” de varia-
ción. Sin embargo, la recuperación de quime-
ras a partir de explantos no quiméricos es un 
fenómeno frecuente que puede ocurrir, a par-
tir de procesos organogénicos, o por causas 
desconocidas. La utilización de explantos con 
tejidos organizados, como esquejes radicales 
o caulinares, es una buena opción si es nece-
sario mantener estabilidad genética durante el 
cultivo in vitro. Sin embargo, diferentes geno-
tipos reaccionan de manera distinta, aún con 
explantos “seguros”. El cultivo de meristemas 
aislados minimiza el riesgo de variación soma-
clonal. Esto no debe tomarse como regla, ya 
que utilizando técnicas moleculares fue posible 
detectar variación en plantas de frutilla y paraí-
so obtenidas a partir de meristemas. El cultivo 
de protoplastos parecería inducir inestabilidad 
genética, como fue observado en papa y taba-
co; esto se ha asociado a los mayores tiempos 
en cultivo involucrados en la regeneración de 
plantas a partir de explantos tan pequeños.

La vía de regeneración también tiene un 
rol importante en la ocurrencia de alteraciones 
en plantas obtenidas in vitro. En especies de 
los géneros Pennisetum, Panicum, y Lolium la 
variación observada en cultivos embriogénicos 
fue relativamente menor que la que obtenida 
en cultivos organogénicos. Esto probablemen-
te se debe a la gran presión de selección im-
puesta en la formación de los embriones, ma-
yor que la requerida en la formación de vás-
tagos. Se cree que el gran número de genes 
requeridos para la iniciación y maduración de 
embriones cigóticos y somáticos impediría la 
acumulación de mutaciones deletéreas. Sin 
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embargo, también se observaron variantes en 
plantas de café, apio y caña de azúcar regene-
radas a través de embriogénesis somática. En 
estos casos se advirtió que algunos fenotipos 
anormales de embriones somáticos se aseme-
jan a los mutantes del desarrollo embrionario 
obtenidos en Arabidopsis y maíz.

La mayor parte de la variación obtenida in 
vitro parece provenir de la fase de callo. Los 
mecanismos de iniciación de un callo parecen 
ser similares a la respuesta de las plantas a 
heridas, que se sabe que activan elementos 
transponibles y estimulan la inducción de en-
zimas y productos específicos de situaciones 
de estrés. La desdiferenciación que ocurre 
durante la inducción del callo, altera procesos 
celulares que resultan en cambios genómicos, 
uno de los más frecuentes es la inestabilidad 
cromosómica. La naturaleza del callo también 
puede afectar el nivel de variación obtenida. Un 
callo verdadero es una masa de células desdi-
ferenciadas que proliferan desorganizadamen-
te, lo cual probablemente genera considerable 
variación. En varias monocotiledóneas el callo 
representa, a menudo, una masa de órganos 
suprimidos o proembriones más que un tejido 
completamente desorganizado. Este tipo de 
callo mantiene un alto grado de estabilidad ge-
nética, como se ha observado en espárrago. 
En un estudio realizado en Cymbopogon se 
observó que muchas de las plantas regenera-
das a partir de callos provenientes de semillas 
fueron anormales, mientras que las obtenidas 
por callos de inflorescencias fueron muy seme-
jantes a las plantas de las cuales provenían los 
explantos. En ocasiones, también fue posible 
observar variación en plantas obtenidas por re-
generación directa, es decir, sin que medie un 
proceso previo de desdiferenciación celular ni 
formación de callo.

El estado físico del medio de cultivo tam-
bién influye en el nivel de variación obtenida. 
Un mismo explanto puede tener diferente com-
portamiento si se lo cultiva en medio sólido o 
en medio líquido. Otro factor importante es la 
temperatura, que puede inducir inestabilidad 
cariotípica y/o incrementar el número de plan-
tas albinas y también la deficiencia de oxí-
geno que se genera durante el transcurso del 
cultivo. La tensión de oxígeno a la que están 

expuestas las células superficiales del callo es 
diferente a la de las células situadas en pro-
fundidad. La anaerobiosis resultaría en la pro-
ducción de etanol, el cual podría comportarse 
como un mutágeno. Un efecto similar podría 
tener la acumulación de metabolitos produ-
cidos por las propias células durante el cultivo. 

Los reguladores de crecimiento, principal-
mente el 2,4-D (ácido 2,4 diclorofenoxiacético), 
han sido señalados como inductores de inesta-
bilidad. Estos ejercen profundos efectos sobre 
la respiración celular, el consumo de azúcares 
y en el control de la división celular. Por ello se 
especula acerca de su rol indirecto en la induc-
ción de cambios en el metabolismo celular y 
tisular de plantas creciendo in vitro. Aparente-
mente el 2,4-D induce desdiferenciación y pro-
voca un incremento sustancial en la transcrip-
ción. Esto puede alterar la estructura de la cro-
matina, por lo cual se lo utiliza en gramíneas 
como inductor de aneuploidías. La relación 
auxina:citosina también suele afectar en este 
sentido. El 2,4-D, el AIA (ácido indolacético) y 
el ANA (ácido naftalenacético) han sido señala-
dos como los responsables de los incrementos 
en la metilación de las citosinas, que tienen lu-
gar durante el cultivo in vitro. Los sectores del 
ADN donde las citosinas se encuentran meti-
ladas en posición 5 son considerados puntos 
calientes de mutación, ya que la desaminación 
de una 5-metilcitosina resulta en un cambio de 
citosina a timina. Un estudio realizado en papa 
indicaría que el tipo y la concentración de los 
reguladores de crecimiento en los estadios ini-
ciales de cultivo in vitro no generaría variación 
genética. Los efectos serían más importantes 
durante el crecimiento del callo y la iniciación 
de los vástagos. Estos datos sugieren que la 
fase de callo sería un período sensible en el 
cual la manipulación hormonal afecta la esta-
bilidad de las plantas regeneradas; de manera 
que las hormonas inducirían inestabilidad ge-
nética sin ser, necesariamente, el origen de la 
misma. 

La deficiencia o exceso de minerales en 
el medio de cultivo podrían ser causa de varia-
ción. Este fenómeno se ha observado también 
en plantas creciendo en condiciones de cam-
po. Un ejemplo típico lo constituyen plantas 
de lino sometidas a exceso o deficiencias  de 
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azufre, nitrógeno, fósforo, calcio y magnesio. 
En estas plantas se observaron cambios genó-
micos estables y heredables. En este caso los 
cambios fueron inducidos por una fertilización 
excesiva del suelo, obteniéndose así líneas es-
tables, denominadas “genotrofos”, caracteriza-
das por diferente contenido de ADN nuclear y 
citoplasmático. 

La edad del cultivo es otro factor que afecta 
el nivel de variación, aumentando la proporción 
de variantes en cultivos envejecidos y también 
en plantas obtenidas a través de varios subcul-
tivos. Esto se ha observado en ajo, maíz, ave-
na, tabaco, triticale y raigrás triploide. La varia-
ción puede minimizarse realizando subcultivos 
frecuentes de explantos jóvenes. El número 
óptimo de subcultivos podría estimarse empíri-
camente luego de realizar pruebas de fidelidad 
genética en las plantas regeneradas, a través 
de subcultivos subsecuentes. Una observación 
común es que en los períodos prolongados de 
cultivo hay una pérdida de totipotencia y que 
esto sucedería debido a la acumulación de mu-
taciones y a la alteración de los genes que son 
responsables de la regeneración. Sin embar-
go, un estudio realizado por nuestro grupo de 
trabajo en la UNS, en colaboración con el IBO-
NE, demostró que en plantas micropropagadas 
de paraíso gigante las variaciones se producen 
al azar en los diferentes subcultivos, no ha-
biendo una relación lineal entre el número de 
subcultivos y la cantidad de variación obtenida. 
La variación en este caso se detectó mediante 
la técnica de RAPDs a lo largo de de 10 subcul-
tivos (Olmos y col., 2002).

3 Cambios genómicos producidos 
durante el cultivo de tejidos

Las plantas poseen una amplia capacidad de 
acomodarse a las situaciones cambiantes de 
su entorno, pero en algún momento esa capaci-
dad de amortiguación se vuelve deficiente y los 
organismos caen en un estado de crecimiento 
subóptimo que parece inducir mecanismos de 
cambios genómicos. Las bases metabólicas de 
la interacción entre el estrés y estos cambios 
son desconocidas. Sin embargo, en la litera-
tura se menciona la posibilidad de ocurrencia 
de alteraciones a nivel del ADN a consecuen-
cia de diferentes estreses ambientales, depen-

diendo de la intensidad del estrés y del estado 
de diferenciación de las células, en el momento 
de experimentarlo. Estos cambios ocurrirían, en 
parte, debido a una pérdida del control del ciclo 
celular. Entre las alteraciones genéticas se citan 
mutaciones puntuales, cambios en la estruc-
tura o el número de cromosomas y activa-
ción de elementos genéticos transponibles. 
Estos últimos causan reorganizaciones molecu-
lares, no solo por su transposición, sino también 
porque generan amplificaciones y deleciones. 
El cultivo in vitro también incrementa la frecuen-
cia de intercambio entre cromátidas hermanas o 
“crossing over" somático. 

Varias hipótesis han intentado explicar y re-
lacionar la serie de eventos que tienen lugar 
durante el cultivo in vitro, como son las pertur-
baciones del ciclo celular, las aberraciones cro-
mosómicas estructurales y numéricas, la activa-
ción de transposones y las mutaciones génicas. 
Kaeppler y Phillips (1993) proponen la existen-
cia una base molecular común para todos estos 
eventos mutagénicos que comprendería una al-
teración en los patrones de metilación del ADN. 
Estos cambios en la metilación podrían afectar 
la expresión de genes específicos, incluyendo 
elementos transponibles o podrían afectar la es-
tructura de la cromatina de una manera más glo-
bal, involucrando, por lo tanto, a un gran núme-
ro de genes. El mecanismo por el cual suceden 
estos cambios no ha sido totalmente dilucidado 
pero se los ha vinculado con una  replicación 
tardía de la heterocromatina que también pro-
vocaría eventos de ruptura cromosómica. Los 
cambios en los modelos de metilación causados 
por el cultivo de tejidos no serían aleatorios y en 
raigrás se ha propuesto la existencia de puntos 
calientes de inestabilidad en el ADN genómico. 

Kaeppler y Phillips (1993) indican que plantas 
bajo estrés severo de nutrientes o de agua no 
experimentan el mismo tipo de cambios encon-
trados en los regenerantes de cultivo in vitro. El 
cultivo de tejidos podría representar, por lo tan-
to, un tipo muy particular de estrés, que podría 
inducir una respuesta única y un perfil particular 
de mutación. Un posible efector de esta varia-
ción podrían ser los reguladores de crecimiento. 

En cuanto a los cambios en el número de 
cromosomas, la poliploidía es el más común 
de estos fenómenos, y estaría relacionada con 
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fallas en la mitosis, mientras que la aneuploidía 
puede surgir por segregación desigual en la 
mitosis o por fragmentación nuclear, seguida 
de mitosis. A veces estos cambios en el núme-
ro cromosómico pueden afectar el fenotipo. En 
papa, se observaron fenotipos aberrantes por 
aneuploidía o por duplicación cromosómica; 
sin embargo, no todos los regenerantes aneu-
ploides o poliploides presentaban cambios fe-
notípicos evidentes.

La variación somaclonal también puede 
afectar el genoma de los plástidos y las mi-
tocondrias. En plantas de sorgo androestéri-
les obtenidas in vitro se observó restauración 
parcial de la fertilidad y en plantas androestéri-
les de maíz con citoplasma “ T ” (que eran, ade-
más, susceptibles a Helminthosporium may-
dis) hubo reversión de la androesterilidad y de 
la susceptibilidad al patógeno. Estos cambios 
se correspondían con mutaciones en el ADN 
mitocondrial. Otro caso de variación debida al 
cultivo in vitro es el albinismo, problema que 
se presenta frecuentemente en el cultivo de 
anteras de Gramíneas. En plantas albinas de 
trigo obtenidas por cultivo de anteras se obser-
varon deleciones y rearreglos en el ADN de los 
cloroplastos. Si bien parecería que los tejidos 
somáticos son menos sensibles a la variación, 
también se ha observado albinismo en plantas 
regeneradas a partir de los mismos. 

4 Niveles de detección de la variación 
somaclonal

Los mecanismos que operan para inducir 
variación son numerosos y diversos y, proba-
blemente, actúan en simultáneo, conduciendo 
a cambios en caracteres cuali y cuantitativos. 
Detectar y analizar los distintos niveles de 
modificaciones genómicas generadas por cul-
tivo in vitro reviste interés desde un punto de 
vista práctico, ya que las mismas podrían ser 
potentes fuentes de material para seleccionar 
variantes de interés y desde un punto de vista 
teórico, ya que posibilitarían realizar estudios 
básicos acerca de las causas de la variación y 
el posible control de la misma.

La ocurrencia de variación somaclonal pue-
de detectarse con marcadores morfológicos, 
bioquímicos y moleculares. La correlación de 
dichos marcadores con caracteres agronómi-

cos es un requisito relevante para su imple-
mentación en los programas de mejoramiento.

La utilización de marcadores morfológicos 
para detectar variantes somaclonales ha sido 
exitosa desde el punto de vista del mejoramien-
to y citada en varios trabajos de investigación. 
El examen visual y la utilización de un anali-
zador de imágenes posibilitaron la diferencia-
ción entre fenotipos normales y aberrantes en 
Pelargonium. También se detectaron cambios 
en altura, tamaño de hojas, número y peso de 
semillas de plantas de maní obtenidas in vitro. 
En ananá se observaron cambios estables en 
el color y textura de las hojas, tamaño de los 
frutos y tasa de proliferación de vástagos; el 
cultivo de tejidos de violeta africana resultó en 
un 67% de variación en el color de las flores de 
plantas regeneradas.

A nivel fisiológico, tanto en cereales como 
en frutales se detectaron y seleccionaron va-
riantes que presentaron resistencia a enferme-
dades, tolerancia a herbicidas, sales y condi-
ciones de acidez en el suelo, entre otros. Estos 
estudios se basaron en la utilización de altas 
presiones de selección durante la regenera-
ción, mediante la adición de agentes selectivos 
en el medio de establecimiento y regeneración, 
como inóculos, toxinas, herbicidas, condicio-
nes de pH extremas o concentraciones salinas 
elevadas.

El estudio del cariotipo permite revelar cam-
bios en el número de cromosomas (poliploidías, 
aneuploidías) y en la estructura de los mismos 
(translocaciones, inversiones, deleciones y 
duplicaciones). Las alteraciones cariotípicas 
constituyen una fuente importante de variación, 
que muchas veces es subestimada cuando se 
trabaja con métodos tradicionales de conteo 
cromosómico. Las técnicas de bandeo cromo-
sómico brindan más información acerca de la 
estructura cromosómica y las alteraciones que 
pueden surgir en este sentido. Por ejemplo, en 
plantas de Brachycome dichromosomatica re-
generadas a partir de suspensiones celulares, 
esta técnica permitió detectar reordenamientos 
cromosómicos, mientras el número cromosó-
mico permaneció estable. La hibridación in situ 
es otra de las técnicas que permiten examinar 
los cariotipos de una forma más exacta y resul-
ta particularmente útil para revelar anormalida-
des en la estructura de los cromosomas.
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Entre los marcadores bioquímicos utiliza-
dos para analizar plantas regeneradas y sus 
progenies, se encuentran las isoenzimas. Las 
mismas permitieron detectar variación en plan-
tas de Populus tremuloides regeneradas a tra-
vés de callos. El análisis se realizó mediante 
electroforesis en geles de almidón, utilizando 
los sistemas isocitrato deshidrogenada (IDH) 
shiquimato deshidrogenasa (SKDH), malato 
deshidrogenasa (MDH), fosfogluco-isomerasa 
(PGI) y 6-fosfogluconato - deshidrogenasa (6-
PGD). Los patrones electroforéticos permitie-
ron diferenciar las plantas control de las varian-
tes, sin embargo, las plantas albinas obtenidas 
en este ensayo no presentaron polimorfismos 
en los loci estudiados. Tampoco se encontraron 
variantes cuando se estudiaron líneas de callos 
derivadas de embriones cigóticos y somáticos 
de abeto. Los 25 loci analizados, utilizando 15 
sistemas isoenzimáticos, mostraron fenotipos 
isoenzimáticos normales. Otro ejemplo, uti-
lizando esta metodología, se llevó a cabo en 
líneas isogénicas de Trifolium pratense L. que 
diferían en su capacidad de regeneración. En 
este caso los patrones isoenzimáticos de esas 
líneas resultaron idénticos para los sistemas 
de peroxidasas (PRX), glutamato deshidroge-
nadas (GDH), alcohol deshidrogenasas (ADH) 
y esterasas (EST). 

Si bien las isoenzimas aportan información 
útil acerca de la variación generada in vitro, su 
análisis refleja los productos de genes expre-
sados, cuya regulación puede estar en cierta 
medida afectada por factores ambientales o 
fisiológicos. Por otro lado, sólo se transcribe y 
traduce una pequeña proporción del genoma. 
Los marcadores moleculares presentan va-
rias ventajas sobre las isoenzimas ya que per-
miten detectar mutaciones en diferentes tipos 
de secuencias y además, porque no son in-
fluenciados por el ambiente, ni por los estadios 
fenológicos. 

Los RAPDs (fragmentos polimórficos de 
ADN amplificados al azar) permitieron detec-
tar la existencia de polimorfismos en plantas 
de Triticum tauschii obtenidas de callo. Estos 
marcadores también se utilizaron para evaluar 
la fidelidad genética en plantas regeneradas de 
pino, abeto, festuca, roble y gingseng. En caña 
de azúcar, los marcadores RAPDs permitieron 

comprobar la susceptibilidad diferencial del ge-
notipo al pasaje por cultivo in vitro, además de 
reunir información para encarar nuevos cruza-
mientos en programas brasileros de mejora-
miento de esta especie. 

Existen numerosos ejemplos que indican que 
la variación molecular no siempre se expresa a 
nivel fenotípico y viceversa. Por ejemplo en el 
género Musa, la técnica de RAPDs reveló poli-
morfismos en plantas micropropagadas de fe-
notipo normal. Del mismo modo, plantas rege-
neradas de palmera datilera que presentaban 
fenotipos florales anormales, tuvieron patrones 
moleculares normales. 

Otros marcadores útiles son los AFLP (po-
limorfismo en la longitud de fragmentos am-
plificados de ADN), que permitieron detectar 
la existencia de diferencias moleculares entre 
plantas de banana con fenotipos normales y 
aberrantes. Los microsatélites o SSRs, inicia-
les de su nombre en inglés “simple sequence 
repeats”, son altamente informativos, ya que 
son abundantes y están dispersos a través del 
genoma. Estos marcadores se utilizaron para 
el análisis de plántulas de álamo, obtenidas 
por micropropagación, donde se observaron 
microsatélites polimórficos, en plantas fenotípi-
camente normales. 

A veces, para detectar una variante obtenida 
in vitro es necesario realizar pruebas especí-
ficas. Por ejemplo, cuando se evaluaron so-
maclones de Cynodon dactylon en laboratorio, 
invernáculo y a campo, para resistencia a la 
oruga militar. Un somaclón, el Brazos-R3, te-
nía un rendimiento equivalente al del cultivar 
madre, pero además era resistente a dicho in-
secto. Esto se debe a que produce niveles más 
bajos de un estimulante para la alimentación 
del insecto. Es decir que mantenía los caracte-
res agronómicos positivos del cultivar parental, 
pero tenía un cambio en la producción de un 
metabolito secundario que confería resistencia 
a la oruga.

5 La variación somaclonal y su aplicación 
en el mejoramiento genético

La base del mejoramiento genético es la op-
timización de las interacciones génicas. Para 
lograr combinaciones génicas óptimas o supe-
riores se requiere de diversidad genética. Esta 
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diversidad, que se encuentra normalmente en 
las poblaciones de individuos, puede provenir 
de cruzamientos sexuales, mutaciones induci-
das (físicas o químicas o producidas por ADN-
T, por elementos transponibles o retrotraspo-
sones), hibridación somática y transformación 
genética. La variación somaclonal proporcio-
naría una fuente adicional de variabilidad ge-
nética, potencialmente útil en programas con-
vencionales de mejoramiento. 

Algunas de las ventajas que presenta la va-
riación somaclonal pueden resumirse de la si-
guiente manera:

•	 Es una técnica poco costosa: requiere de 
un laboratorio de rutina y facilidades de 
campo.

•	 Constituye una forma rápida de generar 
variabilidad genética, particularmente 
para cultivos con base genética estrecha 
y que son difíciles de mejorar a través de 
técnicas tradicionales.

•	 Es exitosa para eliminar uno o pocos de-
fectos en cultivares bien adaptados.

•	 Puede utilizarse para mejorar especies 
de propagación sexual y vegetativa.

•	 Las tasas de mutación son relativamente 
elevadas si se comparan con las tasas 
de mutaciones espontáneas. La varia-
ción somaclonal ocurre con una frecuen-
cia de 1 mutación cada 100 plantas re-
generadas, en contraste con la tasa es-
perada de mutación espontánea de 10-7 
– 10-9 mutaciones por par de nucleótidos 
por generación.

•	 El conocimiento de las condiciones que 
generan inestabilidad genética durante 
el cultivo in vitro, permitiría utilizar el fe-
nómeno como estrategia de mejoramien-
to y permitiría eludirlo en aquellos casos 
en que se requiera estabilidad genética. 

•	 El nivel de cambios no deseados es me-
nor que cuando se utilizan mutágenos 
químicos o físicos, ya que, en el caso de 
la variación somaclonal, la mayoría de 
los cambios deletéreos producidos son 
eliminados por el filtro que representa la 
regeneración de plantas.

Entre las desventajas cabe mencionar:

En algunos casos, las variantes somaclona-
les no han avanzado de la etapa de laboratorio 
o invernáculo, probablemente debido a que el 
material seleccionado tiene poca importancia 
práctica.

•	 La baja tasa de regeneración de plantas 
en cultivos de largo término. General-
mente en estos casos existe pérdida de 
la capacidad morfogénica.

•	 La regeneración está limitada a genoti-
pos específicos que pueden no ser de 
mucho interés para los mejoradores.

•	 Algunos somaclones son inestables (va-
riación epigenética).

•	 Algunos presentan alteraciones no de-
seables como aneuploidía, esterilidad, 
etc. 

Desde el punto de vista productivo y co-
mercial, una variante somaclonal debería 
cumplir los siguientes requisitos:

•	 Involucrar caracteres agronómicamente 
útiles.

•	 El nivel de expresión del carácter debe 
superar al de sus progenitores.

•	 El carácter mejorado debe estar com-
binado con todos los otros caracteres 
agronómicos de la variedad que son im-
portantes para el cultivo.

•	 La variación debe ser heredable y es-
table (sin reversión) en la progenie. En 
general, los mejoradores buscan en los 
somaclones caracteres de importancia 
práctica. El recurso es utilizar cultiva-
res altamente adaptados para modificar 
unos pocos caracteres, ya que resulta 
más sencillo mejorar selectivamente una 
variedad de uso corriente que crear una 
nueva.

5.1 Estrategias para la selección de va-
riantes útiles

Las estrategias que se han utilizado para ob-
tener variación somaclonal comprenden:

a) Obtención de plantas por cultivo de 
células o tejidos, que luego son analizadas 
para el carácter deseado.
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La Figura 1 resume los pasos a seguir para 
la obtención de un cultivar por variación soma-
clonal. Para este fin se cultiva la mejor variedad 

disponible y se seleccionan, entre las plantas 
regeneradas, aquellas que expresen el carác-
ter de interés. Estas plantas (generación R0) 
se emplean para generar progenies sexuales 

Figura 1. Estrategia para la producción comercial de variantes somaclonales (izquierda) y gametoclonales 
(derecha), en arroz.
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(en el caso de plantas con este tipo de repro-
ducción), sobre las cuales se vuelve a realizar 
la selección para el carácter agronómico bus-
cado, tratando de mantener a la vez todas las 
características favorables de la variedad. En 
plantas autógamas, como trigo, arroz y cebada, 
se considera aceptable la evaluación de la es-
tabilidad del carácter hasta la generación R4. A 
partir de este momento pueden realizarse cru-
zamientos de las plantas R4 selectas, con las 
líneas parentales a fin de determinar mediante 
el análisis de segregación, la base genética del 
carácter mejorado. Posteriormente, cuando se 
tenga semilla disponible, se realizarán prue-
bas agronómicas en diferentes ambientes, al 
menos en dos años distintos, para evaluar los 
efectos del componente ambiental en la expre-
sión del carácter. El programa finaliza con la 
etapa de multiplicación de semillas para el lan-
zamiento de la variedad nueva al mercado.

Una modificación para la producción de nue-
vas variedades está basada en el empleo de 
variantes gametoclonales (Fig. 1). Si se utili-
zan células haploides de plantas F1, como 
fuente de explanto, las variantes obtenidas se 
denominan variantes gametoclonales. Los ga-
metoclones se refieren a genotipos haploides, 
derivados del cultivo de anteras. Por medio 
de esta metodología se podrían recuperar ca-
racteres recombinados de ambos parentales, 
además de los que pudieran surgir in vitro. Las 
plantas haploides obtenidas son duplicadas 
mediante la exposición al alcaloide colchicina. 
Las evaluaciones a campo se realizan en for-
ma conjunta a medida que los nuevos materia-
les van siendo multiplicados, de manera de au-
mentar las replicas bajo diferentes condiciones 
ambientales.

b) Selección a nivel celular o selección 
in vitro. Se realiza con el objetivo de obtener 
resistencia a estreses bióticos o abióticos y 
se utiliza generalmente para caracteres tales 
como resistencia a: toxinas fúngicas, herbici-
das, concentraciones salinas elevadas y tem-
peraturas extremas.

Mediante esta práctica pueden cultivarse ex-
plantos de distintos genotipos y observarse el 
comportamiento de los callos frente al agente 
selectivo, en condiciones de laboratorio. Una 

vez seleccionados los genotipos resistentes se 
procede a la regeneración de las plantas, que 
son analizadas para ver si expresan la resis-
tencia a campo y luego son introducidas en el 
programa de mejoramiento. La selección efec-
tuada sobre cultivos celulares, in vitro, puede 
llevarse a cabo mediante dos modalidades:

- Selección directa en un solo paso, donde 
el agente de selección es utilizado en concen-
traciones dobles o triples de la MIC (concen-
tración mínima que produce un 100 % de inhi-
bición).

- Selección en varios pasos, donde la con-
centración del agente selectivo es gradual-
mente incrementada en cultivos sucesivos y 
frecuentes.

El primero es un método simple y efectivo, 
ya que las células sensibles al agente morirán, 
permitiendo el crecimiento de las tolerantes. 
Sin embargo, elevados niveles de estrés serán 
deletéreos a nivel celular, eliminando mate-
riales que tal vez, con un mayor nivel de di-
ferenciación tisular hubiesen sido capaces de 
regenerar plantas tolerantes. La elección de un 
método u otro dependerá de un monitoreo pre-
liminar que brinde información acerca de la re-
acción del tejido vegetal a las concentraciones 
letales y subletales del agente selectivo.

En la Figura 2 se representan las etapas de 
la selección in vitro. En el ejemplo, diferentes 
variedades de arroz son evaluadas para to-
lerancia al aluminio. La inducción y la prolife-
ración de callo en el medio de cultivo al que 
se ha adicionado aluminio, es indicadora de la 
tolerancia del genotipo al metal en cuestión. 
Una vez regeneradas las plantas, se requieren 
evaluaciones posteriores realizadas a campo, 
en suelos con concentraciones elevadas de 
aluminio, a fin de corroborar la tolerancia de-
mostrada in vitro. 

La búsqueda de variantes a nivel celular 
permite verificar y seleccionar fenotipos ade-
cuados entre millones de células, con una in-
versión menor en tiempo, espacio y dinero y 
ha sido extensamente utilizada en diferentes 
especies entre las que pueden citarse: arroz, 
clavel, cártamo, banana, vid, frutilla y trigo. Sin 
embargo, no existe total garantía de que la re-
sistencia manifestada in vitro se expresará a 
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nivel de la planta entera. Hay diferentes expli-
caciones para este fenómeno, como por ejem-
plo que la resistencia o tolerancia observada 
se deba a cambios epigenéticos, a la naturale-
za quimérica del material, al uso de toxinas no 
específicas (en el caso de resistencia a enfer-
medades), a la complejidad del carácter a ser 
seleccionado (como por ejemplo la resistencia 
a salinidad o sequía) o a la imposibilidad de 
las células para expresar el carácter cuando 
se diferencian. Para las dos estrategias que se 
citaron previamente, a y b, la obtención de re-
sistencia sólo será posible si ésta existe en la 
población original (entonces el cultivo in vitro 
sólo serviría para recuperar los genotipos úti-
les) o bien si surge por variación somaclonal 
durante el proceso de cultivo. 

6 Variantes somaclonales liberadas co-
mercialmente

Dentro de los primeros registros de variación 
somaclonal en cultivos de importacia econó-
mica se encuentra la variación registrada en 
arroz, donde se informó en detalle la variación 

obtenida en la progenie derivada de la autofe-
cundación de plantas regeneradas. Se lograron 
avances en el mejoramiento de esta especie 
en caracteres cuali y cuantitativos. Ejemplos 
en éste y otros cultivos importantes, con varie-
dades comerciales obtenidas por esta técnica, 
se detallan en la Tabla 1.

Además, se pueden mencionar logros en 
otros cultivos, por ejemplo:

En papa, se logró resistencia a Phytophthora 
infestans, a Alternaria solani y a la colonización 
por áfidos que transmitían el virus Y  (PVY), y 
el virus del enrollamiento de la hoja (PLRV). En 
este caso la resistencia surgió a través del cul-
tivo de protoplastos provenientes de suspen-
siones celulares cromosómicamente variables 
del cultivar “Russet Burbank”. 

En banana se obtuvo resistencia a Fusarium 
en cultivares que no habían podido ser mejo-
rados por métodos tradicionales. No obstante, 
para lograr una variedad con rendimiento equi-
parable a las variedades no resistentes, se ne-
cesitó un trabajo posterior que permitió combi-

Figura 2. Selección in vitro de plantas de arroz tolerantes a altas concentraciones de aluminio.
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nar ambas características en un somaclón. 
En tabaco, se obtuvieron cultivares toleran-

tes a aluminio y resistentes a herbicidas.

También, mediante la aplicación de esta es-
trategia se obtuvieron cambios interesantes 
para su explotación comercial en especies orna-
mentales. Variaciones en el color de las flores, 
la arquitectura de la planta y el número de flores 
por planta se citaron en gerbera, clavel, cri-
santemo, tulipán, violeta africana y begonia.

Dentro de las especies forrajeras, se han 
observado variaciones en plantas de alfalfa re-
generadas por cultivo in vitro, para caracteres 
como altura y resistencia a Fusarium oxyspo-
rum. En gramíneas forrajeras como Lolium y 
Festuca arundinacea se han citado cambios, 
en varios caracteres como por ejemplo: mor-
fología de planta, forma y tamaño de hoja y 
espiga, desarrollo floral, vigor y supervivencia, 
y en pasto bermuda (Cynodon dactylon), resis-
tencia al moteado de la hoja 

En el laboratorio de Genética del Dpto. de 

Agronomía de la UNS se llevó a cabo un pro-
yecto para obtener somaclones de pasto llorón. 
Se trabajó con varios cultivares de esta gramí-
nea apomíctica y luego de la evaluación de un 
gran número de plantas se seleccionaron los 
siguientes materiales:

- Una planta diploide sexual, obtenida a par-
tir de un cultivar tetraploide apomíctico. Este 
material fue registrado en el Instituto Nacional 
de Semillas. 

- Utilizando un tratamiento de duplicación 
cromosómica, se trató semilla, de una planta 
R1 derivada de la planta anterior obteniendo 
un genotipo tetraploide, altamente sexual, tam-
bién registrado. 

Estos dos materiales se utilizan actualmente 
para realizar estudios básicos acerca del modo 
de reproducción (apomixis) y en la generación 
de poblaciones de mapeo para el análisis del 
modo reproductivo y de caracteres agronómi-
cos de importancia. 

- Dos plantas heptaploides apomícticas a 

Tabla 1. Especies con variedades obtenidas por la estrategia de variación somaclonal.
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partir de un cultivar tetraploide apomíctico. Una 
de dichas plantas fue registrada como cultivar 
Don Luis, en honor al Ing. Luis Mroginski. Este 
cultivar presenta buenas características agro-
nómicas. 

La obtención de variación in vitro, en trigo, 
y en otros cereales como cebada es altamente 
dependiente del genotipo. En trigo, se ha obte-
nido resistencia a Helminthosporium sativum. 
En cebada se encontró tolerancia en soma-
clones regenerados en medios conteniendo el 
herbicida glifosato. En sorgo, se obtuvo varia-
ción estable para altura, número de macollos, 
mayor producción de granos y tolerancia a sue-
los ácidos y a sequía. En plantas regeneradas 
de triticale y trigo se informaron variaciones 
a nivel del ADN mitocondrial y de proteínas de 
la semilla, como las gliadinas. En ambas es-
pecies se informaron cambios estables en va-
rios caracteres como por ejemplo: longitud de 
la espiga, número de granos por espiga, peso 
de granos, densidad y biomasa de la espiga, 
contenido de proteína en grano, altura de la 
planta, fertilidad, número de macollos, color del 
grano, tiempo de espigazón, dureza, sensibili-
dad al ácido abcísico y color de las glumas. Las 
mutaciones observadas fueron de dominantes 
a recesivas y viceversa. 

El único antecedente en nuestro país de 
búsqueda de variación somaclonal en trigo, es 
un estudio acerca de la estabilidad in vitro de 
tres cultivares con elevados niveles de inesta-
bilidad cariotípica espontánea. Se evaluaron 
caracteres tales como estructura cromosómi-
ca, patrón de gliadinas, color del grano y de las 
glumas, tipo de aristas, niveles de clorofila y 
morfología de la planta. Sólo se detectó, como 
consecuencia del cultivo in vitro, una transloca-
ción no descripta previamente y un patrón dife-
rente de gliadinas. En este caso, se concluyó 
que la técnica no fue efectiva para inducir va-
riación que pudiera ser utilizada en programas 
de mejoramiento (Franzone y col., 1996).

La variación somaclonal ha sido vastamente 
registrada y tratada en la bibliografía. Sin em-
bargo, su utilización como estrategia para la 
obtención de variantes agronómicamente apro-
vechables, es discutida. No obstante, además 
de su aplicación en la generación de variabili-
dad genética (que resulta particular para cada 

grupo de plantas, especie, genotipo y condicio-
nes), es un fenómeno a considerar cuando se 
requiera utilizar cultivo de tejidos para regene-
rar plantas genotípicamente estables.
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II. CAPÍTULO 6

Aplicación de la transformación 
genética al mejoramiento vegetal

Marina L. Díaz, Diego C. Zappacosta, 
Pascual M. Franzone y Raúl D. Ríos 

1 Introducción
El mejoramiento genético vegetal se originó 

hace aproximadamente 10.000 años, cuando 
el hombre se hizo agricultor y comenzó la do-
mesticación de las plantas. En el siglo XX, con 
la incorporación de los cruzamientos sexua-
les, el conocimiento de la biología floral de las 
especies, el desarrollo de la genética y de la 
estadística experimental, entre otros avances, 
se conformaron los métodos de mejoramiento 
actualmente utilizados. El mejoramiento ge-
nético convencional se basa en la existencia 
de variabilidad genética para los caracteres 
que se desea mejorar y la manipulación de la 
misma mediante la reproducción sexual. Esto 
hace que el aprovechamiento de la variabilidad 
este restringido por barreras de compatibilidad 
reproductiva. El reciente desarrollo de méto-
dos de transferencia de genes que no implican 
cruzamientos, como la transformación genéti-
ca, permite superar esta limitación, abriendo 
nuevas perspectivas en el mejoramiento de las 
plantas.

La transformación genética o transferencia 
de genes, técnica también conocida como in-
geniería genética, permite introducir en plantas 
genes provenientes no sólo de otras especies 
vegetales muy alejadas desde el punto de vis-
ta evolutivo sino incluso de hongos, virus, bac-
terias y animales. Asimismo, a través de esta 
tecnología es posible modificar la expresión de 
genes presentes en el genoma de la planta. Si 
bien se suele denominar OGMs (organismos 
genéticamente modificados) a las plantas ob-
tenidas mediante esta metodología, es oportu-
no considerar que todas las plantas que han 
sido mejoradas por el hombre a partir de su 
domesticación, han sido modificadas genética-
mente por lo cual son OGMs y consideramos 
más apropiado utilizar para las plantas obteni-
das mediante transformación genética la deno-

minación de plantas transgénicas. Conviene 
destacar que la transformación de plantas es 
una tecnología que aporta variabilidad genéti-
ca conocida sin alterar el fondo genético por lo 
que puede ser considerada como una metodo-
logía conservativa de mejoramiento, similar, en 
ese sentido, a la mutagénesis inducida o a la 
retrocruza. Este último aspecto es de gran im-
portancia ya que la creación de cultivares es un 
proceso acumulativo, es decir, que se desea 
introducir características favorables sin perder 
las mejoras logradas anteriormente. El ger-
moplasma transgénico es posteriormente in-
corporado al proceso de mejoramiento el cual 
dependerá de la especie y del tipo de cultivar 
a obtener.

En 1983 se informaron los primeros experi-
mentos de expresión de un transgen (gen in-
troducido por vía asexual) en células vegetales 
y al año siguiente se obtuvieron las primeras 
plantas transgénicas (tabaco y petunia). Desde 
entonces se ha extendido la aplicación de esta 
tecnología a más de 120 especies. Las plantas 
transgénicas se obtienen por diversos méto-
dos, los que han sido modificados para cada 
especie en particular, aumentándose de esta 
forma la eficiencia de los mismos.

Entre sus aplicaciones de interés agropecua-
rio se encuentran la obtención de plantas con 
resistencia a estreses bióticos (virus, insectos, 
hongos y bacterias), a estreses abióticos (sa-
linidad, sequía, etc.), tolerancia a herbicidas 
para facilitar el control de malezas y modifica-
ción de la calidad nutricional de los cultivos en-
tre otras. La transformación genética también 
constituye una herramienta útil para estudios 
básicos que permiten conocer y/o profundizar 
acerca de la estructura y función de genes es-
pecíficos, aspecto particularmente relevante 
en la era genómica.

2 Requerimientos para la obtención de 
plantas transgénicas

Para todas las técnicas de transformación 
desarrolladas hasta el momento es necesario 
disponer del transgen a introducir (éste con-
siste en secuencias regulatorias y codificante 
clonadas en un vector de transformación) y de 
una metodología eficiente para su transferen-
cia al genoma vegetal. Luego se induce el de-
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sarrollo de plantas mediante distintas técnicas 
de cultivo de tejidos y se procede al análisis 
molecular de las plantas regeneradas in vitro 
para identificar aquellas que porten y expresen 
el o los transgenes en los niveles deseados. 
Finalmente, mediante experimentos de campo 
y laboratorio se estudia el comportamiento de 
los individuos transgénicos y su descendencia.

Por lo tanto, los elementos básicos que se 
requieren en trabajos de transformación gené-
tica en plantas son:

1.	 Un sistema eficiente de cultivo de tejidos 
que permita regenerar plantas completas 
y fértiles.

2.	 Vectores apropiados, que permitan el 
clonado del gen de interés y su transfe-
rencia al tejido blanco de transformación.

3.	 Un protocolo de transformación, es decir, 
un sistema de transferencia de genes y 
de selección del material transformado.

4.	 Herramientas de análisis molecular para 
detectar la presencia del transgen y los 
productos del mismo en la planta.

Antes de iniciar la descripción de los items 
anteriores, resulta importante destacar que 
para lograr una planta transgénica deben ocu-
rrir tres procesos en una misma célula:

a) El transgen debe ser transferido al interior 
de la célula,

b) El transgen debe integrarse al ADN celu-
lar y

c) Se debe regenerar una planta completa 
a partir de la célula transgénica en la que se 
verificaron los procesos a y b.

Dado que las células tienen diferente compe-
tencia o capacidad de respuesta para cada uno 
de estos procesos, la puesta a punto de un pro-
tocolo eficiente de transformación genética re-
quiere maximizar la cantidad de células compe-
tentes para todos ellos de manera simultánea. 

2.1 Cultivo de tejidos vegetales
Los métodos de transformación más utiliza-

dos actualmente se basan en la obtención de 
células transgénicas y posterior recuperación 
de plantas completas y fértiles a partir de las 
mismas a través del cultivo y selección in vi-
tro. Esto es posible gracias a la propiedad de 

totipotencia expresada por las células vegeta-
les. En la mayoría de las especies se observa 
una importante influencia del genotipo en la 
respuesta al cultivo in vitro, razón por la cual 
es frecuente que se utilizen genotipos modelo 
(de alta respuesta) con fines experimentales 
los cuales no necesariamente presentan inte-
rés agronómico. Por ello, cuando se usa esta 
tecnología con fines de mejoramiento genético 
es muy importante conocer la respuesta morfo-
genética de distintos genotipos con adaptación 
local, de modo de poder transformar directa-
mente genotipos con valor agronómico. Por 
otra parte, en el cultivo in vitro, un prolongado 
período de subcultivos puede inducir la apari-
ción de variación somaclonal no deseable ya 
que es conveniente introducir sólo las modifi-
caciones que se desean y en forma controlada.

2.2 Construcción del vector
Para introducir un transgen es necesario que 

el mismo sea incorporado previamente en un 
vector (por ejemplo un plásmido). Para ello, 
mediante la tecnología del ADN recombinante,  
se digiere el ADN extraído de un organismo, 
cualquiera sea su origen, con enzimas de res-
tricción. Estas endonucleasas tienen la capa-
cidad de reconocer en el ADN secuencias es-
pecíficas compuestas por pocos nucleótidos y 
posteriormente producir cortes en las mismas. 
Los fragmentos de restricción así obtenidos 
pueden ser ligados enzimáticamente a vecto-
res de clonado, obteniéndose, de este modo, 
clones de ADN recombinante (ver parte I). Al-
ternativamente, se puede utilizar una tecno-
logía de clonado basada en el mecanismo de 
recombinación sitio-específica del fago lambda 
conocida como sistema GATEWAY (Invitrogen).

Un transgen está compuesto por una secuen-
cia codificante (región traducible comprendida 
entre los codones de iniciación y terminación 
de la traducción) y por secuencias regulatorias 
que determinan tanto el momento del desa-
rrollo de la planta como el tejido y el nivel en 
el que se expresará. Muchas veces los genes 
utilizados provienen de bacterias (procariotas) 
y usualmente no pueden expresarse eficiente-
mente en células eucariotas. Por lo tanto, re-
sulta necesario reemplazar las secuencias re-
gulatorias bacterianas por otras aptas para su 
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expresión en células vegetales. En este con-
texto, la secuencia más importante es la co-
rrespondiente al promotor, sitio del ADN al cual 
se une la enzima ARN-polimerasa para iniciar 
el proceso de transcripción (Fig. 1). En la elec-
ción del promotor a utilizar en la construcción 
del transgen, hay que considerar la especie 
vegetal a transformar, ya que su nivel y patrón 
de expresión pueden variar al ser utilizados en 
especies distintas a la de origen del mismo. 
Dentro de los promotores se distinguen aque-
llos constitutivos, que permiten la expresión del 
gen en toda la planta en forma continua, los 
inducibles, que responden a factores ambien-
tales y finalmente los específicos de tejido que 
permiten la transcripción en  órganos y tejidos 
particulares (Tabla 1). Los promotores pueden 
ser modificados con el fin de aumentar la ex-
presión de los genes que regulan. Así,  pueden 
truncarse, adicionárseles un intrón o unírseles 
secuencias de otros promotores. Además, es 
necesario que el transgen disponga de una re-

gión no traducida en el extremo 3’ del mismo, 
que incluya la señal de corte y poliadenilación 
(terminador), necesaria para el correcto proce-
samiento del transcripto correspondiente.

Por otra parte, el nivel y patrón de expresión 
del gen también puede estar afectado por la 
posición del mismo en el genoma de la planta, 
fenómeno conocido como “efecto de posición”. 
Esto puede deberse a la presencia de otras 
secuencias regulatorias cercanas como inten-
sificadores y  silenciadores, a la estructura de 
la cromatina, al patrón de metilación, etc. Este 
aspecto es particularmente relevante conside-
rando que con los métodos de transformación 
genética nuclear utilizados actualmente, las in-
serciones de los transgenes en el genoma de 
la planta son al azar,  Así, la cantidad de proteí-
na producida por un transgen comúnmente va-
ría más de 100 veces entre individuos transfor-
mantes obtenidos en el mismo experimento. La 
solución para evitar los “efectos de posición” es 
dirigir la secuencia de interés a sitios específi-

Tabla 1: Promotores usados en la transformación genética de plantas.

Figura 1: Estructura molecular del transgen
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cos del genoma vegetal, elegidos por su patrón 
de expresión adecuado y estable. Esto podría 
lograrse usando sistemas de recombinación 
heteróloga sitio-específicos o mediante reem-
plazo génico por recombinación homóloga.

2.3 Métodos de transformación
La pared celular constituye un obstáculo 

para la entrada del ADN a la célula que todos 
los métodos de transformación genética tienen 
que superar de algún modo. Estos métodos 
pueden dividirse en:

a) Transformación mediada por Agrobacte-
rium, vector biológico que participa del proceso 
de transferencia.

b) Métodos de transformación genética di-
recta, también llamados físicos, mediante los 
cuales, por distintos mecanismos no biológi-
cos, se introduce el ADN en la célula.

2.3.1 Transformación mediada por Agro-
bacterium 

Las bacterias del género Agrobacterium son 
Gram-negativas, aeróbicas obligadas y viven 
en el suelo. Ellas son capaces de desarrollar 
un crecimiento saprofítico o parasítico. El gé-
nero comprende cuatro especies fitopatogéni-
cas, dos de ellas ampliamente estudiadas (A. 
tumefaciens y A. rhizogenes). Ambas especies 
son capaces de infectar una amplia variedad 
de especies de dicotiledóneas. La patogénesis 
se inicia a partir de heridas, provocando la pro-
liferación de las células individuales infectadas. 
Así, A. tumefaciens causa tumores, enferme-
dad que se conoce como ‘agalla de la corona’ y 
A. rhizogenes induce la proliferación de raíces 
dando lugar a la enfermedad denominada ‘raíz 
en cabellera’. La capacidad patogénica de es-
tas bacterias está asociada a la presencia de 
megaplásmidos (150-200 kilo pares de bases o 
Kb) llamados Ti (por ‘tumor-inducing’ o inductor 

vegetales. El T-ADN contiene genes, llamados 
oncogenes, que se expresan eficientemente 
en la célula vegetal infectada y producen sínte-
sis de hormonas vegetales, responsables de la 
proliferación anormal del tejido. Además, con-
tiene los genes responsables de la síntesis de 
opinas (fuente de carbono y nitrógeno para la 
bacteria). 

El sistema mediado por A. tumefaciens es el 
más estudiado y utilizado en la transformación 
de plantas. El T-ADN está delimitado por dos 
repeticiones directas imperfectas de 25 pares 
de bases (pb) que lo flanquean, llamadas bor-
des derecho e izquierdo (Fig. 2). Estos bordes 
son los únicos elementos en cis necesarios 
para dirigir el procesamiento del T-ADN. Cual-
quier fragmento de ADN ubicado entre estos 
bordes puede ser transferido a la célula vege-
tal. Contrariamente a lo que sucede con otros 
tipos de secuencias móviles de ADN, como los 
transposones autónomos, el T-ADN no codifica 
los productos que median su transferencia. El 
T-ADN es una región relativamente grande (ca. 
20 Kb) que contiene genes con secuencias re-
gulatorias (promotores y señales de poliadeni-
lación) típicamente eucarióticas que permiten 
su expresión eficiente en células vegetales.

Desde la década de 1950 se sabe que los tu-
mores de la agalla de la corona se desarrollan 
si hay A. tumefaciens patogénicas en presen-
cia de heridas. Un aspecto destacable de esta 
bacteria es que usa la respuesta de la planta a 
las heridas (cicatrización y defensa) como qui-
mioatractivo y activador del proceso de pato-
génesis. Luego de la adhesión de la bacteria a 
la célula vegetal, etapa en la que están involu-
crados genes cromosómicos bacterianos (chv 
A, chv B, chv E, cel, psc A y att), se produce 
el procesamiento y la transferencia del T-ADN, 
mediados por los genes vir (por virulencia) que 
son inducidos por azúcares y compuestos fe-

de tumores) o Ri (por ‘root-inducing’ o inductor 
de raíces), presentes en algunas de las agro-
bacterias. Se demostró que durante la patogé-
nesis un fragmento de estos plásmidos llama-
do T-ADN (por ‘transfer-DNA’), es transferido 
a la célula vegetal, donde se integra al ADN 
cromosómico y cuya expresión causa prolifera-
ción de células de la planta a través de la sín-
tesis y alteración de la respuesta a hormonas Figura 2: Estructura del T-DNA
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nólicos, como la acetosiringona, producidos 
por células vegetales heridas. Se conoce con 
mucho detalle la etapa de la patogénesis que 
ocurre en la bacteria (ver revisión de Gelvin, 
2000). La región de virulencia (de alrededor de 
30 Kb) está organizada en operones esencia-
les para la transferencia del T-ADN (vir A, vir B, 
vir D, vir G) o que permiten incrementar la efi-
ciencia de la transformación (vir C, vir E). El co-
nocimiento de la interacción de Agrobacterium 
con las plantas se profundizará a partir de la 
disponibilidad (2001) de la secuencia nucleo-
tídica completa del genoma de esta bacteria.

El desarrollo de la patogénesis causada por 
Agrobacterium representa una situación única 
en la naturaleza: la transferencia de un ele-
mento genético (T-ADN) de un organismo pro-
cariota a un organismo eucariota superior, con 
su subsiguiente integración y expresión en el 
genoma hospedante. Este mecanismo de inge-
niería genética natural es aprovechado para la 
transferencia de genes de interés a las plan-
tas. Para ello, los oncogenes y los genes de 
síntesis de opinas presentes en el T-ADN, son 
reemplazados por un marcador seleccionable 
y el gen a transferir (Fig. 2). El método llama-
do ‘del explante’ (Horsch et al., 1984), consiste 
en inocular un explante (órgano vegetal) con A. 
tumefaciens, dejar la bacteria en contacto con 
el mismo durante un cierto tiempo en el cual se 
produce la transferencia del T-ADN modifica-
do. Posteriormente se transfieren los explantes 
a un medio de cultivo que contiene un antibió-
tico que actúa como bacteriostático para dete-
ner el desarrollo de Agrobacterium y el agen-
te selectivo correspondiente al gen marcador 
seleccionable utilizado. Una vez completado 
el protocolo de cultivo y selección in vitro se 
recuperan las plantas transgénicas (Fig. 3). El 
análisis por  hibridación molecular de plantas 
transgénicas y su progenie ha demostrado que 
el T-ADN se incorpora al ADN cromosómico y 
se hereda en forma estable.

Los plásmidos Ti sin oncogenes se denomi-
nan ‘desarmados’, son de gran tamaño y resul-
ta difícil introducir genes en su T-ADN usando 
técnicas habituales de ADN recombinante. Por 
esta razón se han desarrollado dos sistemas 
de vectores para introducir genes en Agrobac-
terium: los vectores cointegrados, y los bina-

rios. En los vectores cointegrados la inserción 
del ADN que contiene los transgenes dentro del 
T-ADN de un plásmido Ti desarmado, se logra 
por recombinación homóloga. En el sistema al-
ternativo, sobre la base de la capacidad de los 
genes de virulencia de actuar en trans, movili-
zando el T-ADN presente en otro plásmido, se 
construyen los denominados vectores binarios 
que contienen un T-ADN no oncogénico en un 
plásmido pequeño con un origen de replicación 
funcional en un amplio espectro de hospedan-
tes, características que permiten su fácil ma-
nipulación genética en E. coli. La introducción 
de un vector binario a una cepa de Agrobacte-
rium que contenga un plásmido llamado ‘hel-
per’ de virulencia (con la región vir intacta y sin 
T-ADN), la hace apta para la transferencia del 
T-ADN a las células vegetales. Si bien ambos 
tipos de vectores son herramientas eficientes 
para la transformación se aprecia una notable 
preferencia por el uso de vectores binarios.

La integración del T-ADN en el ADN cromo-
sómico de la planta se produce al azar, por 
recombinación ilegítima, preferencialmente en 
regiones genómicas con actividad transcripcio-
nal y mediado por proteínas de la bacteria y 
de la planta. Este sistema de transformación 
permite transferir fragmentos de ADN de hasta 
150 Kb. Para ello se utilizan vectores especia-
les que tienen características tanto de cromo-
somas artificiales de bacterias (BACs) como 
de vectores binarios. El uso de estos vectores 
permite clonar fragmentos de ADN de gran ta-
maño y posteriormente transferirlos al genoma 
vegetal vía A. tumefaciens. Esta tecnología es 
de gran utilidad para el clonado posicional de 
genes.

Más de 600 especies vegetales son hospe-
dantes naturales de A. tumefaciens. Estas son 
en su  mayoría dicotiledóneas y gimnospermas 
y más raramente monocotiledóneas. Para mu-
chas de ellas se han puesto a punto protocolos 
de transformación genética basados en este 
vector. El interés en el desarrollo de este tipo 
de tecnología hizo que se expandiera el rango 
de hospedantes de A. tumefaciens a especies 
que no son susceptibles a este patógeno en 
condiciones naturales. Esto fue posible debido 
al amplio conocimiento que se tiene de la in-
teracción Agrobacterium/célula vegetal. Así, se 
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ha puesto énfasis en la utilización de A. tumefa-
ciens como vector de transformación en gramí-
neas y se han desarrollado protocolos en varias 
especies de este grupo (arroz, maíz, cebada, 
trigo y gramíneas forrajeras). Cabe notar que su 
aplicación es rutinaria en arroz y maíz.

La transformación con A. rhizogenes tiene 
fundamentalmente dos aplicaciones: la pro-
ducción de raíces con alta tasa de crecimiento 
capaces de sintetizar metabolitos secundarios 
como productos farmacéuticos, aditivos alimen-
tarios y cosméticos y por otra parte representa 
una valiosa herramienta para la estimulación de 
la rizogénesis en especies recalcitrantes, por 
ejemplo leñosas. 

2.3.2 Transformación directa o por méto-
dos físicos

La primer metodología de transformación ge-
nética de plantas desarrollada fue la de A. tume-
faciens, pero no resultó inicialmente de utilidad 
para abordar la transformación de especies de 
gran importancia económica como los cereales, 
debido a que éstos no son hospedantes natura-
les de esta bacteria. Esta situación condujo al 
desarrollo de los métodos físicos de transforma-
ción. En ellos el transgen es introducido en la 
célula vegetal mediante distintas técnicas que 
se detallan a continuación:

Transformación de protoplastos
La introducción y expresión de ADN foráneo 

en protoplastos fue el primer método de trans-
ferencia directa claramente demostrado en 
plantas. Se disponía, para algunas especies, 
de procedimientos eficientes para la regenera-
ción a partir de protoplastos, células que care-
cen temporariamente de pared celular que es 
la principal barrera para la introducción de ADN 
en las células vegetales. Los protoplastos pue-
den ser aislados en forma mecánica o por un 
proceso enzimático que digiere la pared. Así se 
obtiene una suspensión que contiene millones 
de células individuales lo que favorece la trans-
formación de células aisladas.

Los protoplastos pueden ser transformados 
utilizando polietilenglicol (PEG), electropora-
ción, microinyección o liposomas. La transfor-
mación de protoplastos mediada por PEG es 
el método más comúnmente usado. Tanto el 

PEG como la electroporación producen poros 
en la membrana plasmática por alteración de 
la polaridad de la misma y por ellos penetra el 
ADN foráneo. En el último caso se somete a los 
protoplastos a un campo eléctrico. Ambas téc-
nicas permiten el tratamiento simultáneo de un 
gran número de protoplastos. La microinyección 
es un método difícil y laborioso que consiste en 
la introducción de ADN dentro de protoplastos 
individuales mediante el uso de capilares de in-
yección y micromanipulador y con esta metodo-
logía es posible lograr un alto grado de integra-
ción del ADN foráneo.

Cabe notar que el cultivo de protoplastos es 
la metodología más sofisticada de cultivo in vi-
tro de plantas por lo cual representa gran com-
plejidad experimental y no está disponible más 
que para algunas especies y dentro de ellas 
particularmente en genotipos modelo. Por ello 
se desarrollaron metodologías alternativas de 
transformación directa como la electroporación 
de tejidos, el uso de fibras de carburo de silicio 
para facilitar la entrada del ADN a las células en 
cultivo y el bombardeo con microproyectiles o 
micropartículas siendo este último el más utili-
zado actualmente dentro de los métodos físicos.

Bombardeo de micropartículas
Es un proceso por el cual micropartículas 

cubiertas con ADN son aceleradas por un gas 
comprimido e introducidas en células vegeta-
les. Inicialmente la fuerza impulsora de las par-
tículas estaba dada por pólvora, pero luego fue 
reemplazada por el sistema de helio comprimi-
do que brinda una mejor regulación de la fuer-
za, distribución de microproyectiles y mayor 
reproducibilidad entre bombardeos. Se utilizan 
microproyectiles de oro o tungsteno (química-
mente inertes) cuyos tamaños van desde 0,5 a 
3 μm, que al ser disparados a grandes veloci-
dades pueden atravesar pared y membranas 
de la célula vegetal bombardeada sin causarle 
daños significativos (Klein et al., 1987). Como 
blanco de bombardeo se pueden emplear di-
versos  tipos de explante vegetal, desde célu-
las o protoplastos hasta plántulas completas, 
pasando por tejidos organizados en embriones 
y meristemas. El explante es generalmente 
sometido a un tratamiento osmótico pre y post 
bombardeo que produce plasmólisis celular, 
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evitando que el impacto y la penetración de las 
partículas dañen las células (Fig. 3). Los vec-
tores plasmídicos que se usan en este tipo de 
procedimiento solo requieren un origen de re-
plicación que permita un alto número de copias 
de los mismos en E. coli, aspecto que facilita 
en la práctica la preparación del ADN necesa-
rio en grandes cantidades para la transforma-
ción genética por este método.

Esta técnica, sin embargo, tiene limitacio-
nes. Algunas especies oponen una resistencia 
natural a la penetración de las partículas, dada 
por cutículas endurecidas, paredes celulares 
lignificadas o superficies vellosas. Sin embar-
go la principal limitación del método continúa 
siendo la baja relación entre el total de células 
sometidas al bombardeo y el número de célu-
las que logran incorporar de manera perma-
nente el transgen. A pesar de esta limitación, 
la versatilidad de la aceleración de partículas 
para introducir transgenes ha superado mu-
chas de las barreras asociadas a otros méto-
dos de transformación, como son el rango de 
huéspedes de Agrobacterium y las dificultades 
inherentes al cultivo y regeneración de proto-
plastos. Este método, conocido también como 
biolística, ha demostrado ser una buena opción 
para la producción de plantas transgénicas de 

soja, sorgo, papaya, espárrago, caña de azú-
car y trigo, entre otras.

2.3.3 Transformación directa vs. indirecta
Con el transcurso de las investigaciones se 

ha logrado optimizar los protocolos de trans-
formación para muchas especies vegetales. 
Ambas vías de transformación presentan ven-
tajas y desventajas que las hacen más o me-
nos convenientes para los distintos fines. En 
la Tabla 2 se presenta una comparación entre 
la transformación del genoma nuclear mediada 
por A. tumefaciens y el método biolístico como 
representante de los métodos de transforma-
ción directa.

Uno de los procesos necesarios para obte-
ner plantas transgénicas, es la integración del 
transgen al ADN cromosómico. Con relación a 
este proceso existen diferencias entre ambos 
métodos. A. tumefaciens posee un mecanismo 
natural muy eficiente para transferir, al núcleo 
celular, el T-ADN que contiene el transgen y 
producir una integración aleatoria en regiones 
cromosómicas con actividad transcripcional. 
Generalmente, los patrones de inserción de 
transgenes son más sencillos en comparación 
a los producidos por el método biolístico. Así 
el número de copias que se incorpora es bajo 

Tabla 2: Comparación entre métodos de transformación del genoma nuclear
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Figura 3: Comparación de técnicas de transformación directa e indirecta

y cuando hay más de una copia, éstas suelen 
distribuirse en loci independientes, lo que fa-
cilita la posterior eliminación de las copias no 
deseadas por segregación. Por otra parte, el 
mecanismo involucrado hace que se transfie-
ra un segmento de ADN definido: el T-ADN, 
acompañado de proteínas que lo protejen de 
la acción de nucleasas. Por el contrario, en el 
método biolístico el ADN transferido no está 
asociado a proteínas, por lo que al ser parcial-
mente degradado solo parte del mismo llega al 
núcleo donde se produce, con baja eficiencia, 
la integración al azar en el ADN cromosómico. 
En este método es común que se produzcan 
inserciones de varias copias del transgen en 

un mismo sitio del genoma con distinto grado 
de reordenamiento de la secuencia del trans-
gen. Este último aspecto es considerado como 
una desventaja ya que tanto desde el punto de 
vista de la percepción pública como el de la op-
timización de la expresión de los transgenes, 
es deseable disponer de inserciones simples 
y bien definidas molecularmente. Esto es par-
ticularmente relevante cuando se tiene por ob-
jetivo el desarrollo de productos comerciales. 
Así, el fenómeno de silenciamiento de transge-
nes (pérdida de su expresión), observado en 
algunos casos, puede resultar de la presencia 
de varias copias del transgen. Por otra parte, 
cuando se utiliza el método biolístico, el seg-
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mento de ADN plasmídico que se integra al 
ADN cromosómico no está definido como en 
el caso de T-ADN, sino que es de longitud va-
riable.

La construcción de vectores es mucho más 
sencilla en el caso del método biolístico. Este 
aspecto puede resultar importante en el con-
texto del desarrollo de proyectos de investiga-
ción, en los cuales muchas veces se requiere 
utilizar un número considerable de vectores 
diferentes.

Es conveniente destacar que en ambos mé-
todos la integración del transgen en el genoma 
se produce al azar, como consecuencia de ello, 
diferentes plantas transgénicas provenientes de 
un mismo experimento, presentan inserciones 
en distintos sitios del genoma receptor. Así, la 
expresión fenotípica de un transgen será dife-
rente en distintas plantas transgénicas que con-
tienen el mismo transgen, por lo cual para cla-
rificar la situación se considera a cada una de 
ellas como eventos de transformación distintos.

La eficiencia de aplicación de cualquiera de 
estos métodos de transformación al mejora-
miento vegetal, depende en gran medida de 
la disponibilidad de genotipos con muy buena 
respuesta al cultivo in vitro. Finalmente, cabe 
mencionar que en el caso de A. tumefaciens, 
debido a que se trata de una interacción biológi-
ca planta/bacteria, la dependencia del genotipo 
es mucho más acentuada ya que influyen tam-
bién en la eficiencia de transformación, tanto el 
genotipo de la planta como el de la bacteria.

Tabla 3: Genes marcadores utilizados comúnmente en transformación de  plantas

2.3.4 Genes de selección e informadores
En el proceso de obtención de plantas trans-

génicas, los genes marcadores seleccionables 
(Tabla 3), generalmente de origen bacteriano, 
cumplen un rol de relevancia ya sea en forma 
individual para poner a punto un protocolo de 
transformación o como acompañantes del gen 
de interés que se desea introducir. El gen mar-
cador seleccionable otorga a las células trans-
génicas que lo expresan una importante venta-
ja, con respecto a las células no transgénicas, 
al permitirles crecer en un medio de cultivo que 
contiene el agente selectivo correspondiente. 
Entonces, si el gen marcador codifica para una 
proteína que confiere resistencia a agentes fi-
totóxicos como antibióticos o herbicidas, las cé-
lulas que lo expresen podrán crecer y desarro-
llarse en medio de cultivo que contenga dichos 
agentes selectivos mientras que las células no 
transgénicas no lo harán (selección negativa). 
En otros casos, la ventaja estará dada por la 
posibilidad de utilizar diferencialmente un sus-
trato. Así, el gen man A de E. coli permite a 
las células vegetales que lo expresan utilizar la 
manosa como fuente de carbono, lo cual no es 
posible para las células no transgénicas (se-
lección positiva). Es necesario tener en cuenta 
que algunas especies pueden poseer una re-
sistencia natural a los agentes selectivos antes 
mencionados. Por ello, es importante evaluar 
este aspecto cuando se elige el gen de selec-
ción a utilizar, así como el agente selectivo y 
las concentraciones del mismo. 
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En la puesta a punto de las metodologías de 
transferencia de genes son asimismo de gran 
utilidad los genes marcadores visualizables o 
informadores que posibilitan la observación di-
recta de las células que los expresan (Tabla 3). 
Estos genes codifican para proteínas que no 
están presentes en las células vegetales y pro-
ducen un fenotipo característico de fácil y rápi-
da observación. Así, el gen gus A proveniente 
de E. coli codifica para la enzima ß-glucuroni-
dasa. Esta proteína puede ser detectada cua-
litativamente por tinción histoquímica. En esta 
técnica, en presencia de un sustrato específico 
esta enzima  cataliza la producción de un pre-
cipitado azul-índigo de fácil visualización. Este 
marcador también puede ser detectado cuan-
titativamente usando técnicas fluorométricas. 
Como ejemplo de la aplicación de estos méto-
dos de detección, podemos mencionar el estu-
dio de la expresión de promotores en  plantas. 
Para ello se puede construir un vector con la 
secuencia codificante de gus A bajo el control 
del promotor en estudio y una secuencia de 
terminación de transcripción, y obtener plantas 
transgénicas. El estudio de las mismas per-
mite conocer el patrón de expresión espacio-
temporal del promotor (en que tipo de células y 
cuando se expresa) por tinción histoquímica y 
su nivel de expresión por fluorometría.

Por otra parte, el gen de la proteína fluores-
cente verde, gfp (“green fluorescent protein”), 
aislado de una medusa, se ha convertido en 
un gen marcador visualizable in vivo muy uti-
lizado. Cuando se ilumina con luz ultravioleta 
o luz azul, tejidos que contienen células que 
expresan este gen, se observa un brillo verde 
fluorescente. Al ser este un ensayo no destruc-
tivo, es decir que permite conservar vivo el ma-
terial en estudio, representa una herramienta 
de utilidad para visualizar diferentes etapas del 
proceso de transformación.

2.4 Técnicas de detección del transgen y 
sus productos

Luego de la selección in vitro, las plantas 
regeneradas deben ser analizadas por méto-
dos moleculares para identificar aquellas que 
porten y expresen los transgenes en los nive-
les deseados. Para ello se emplean técnicas 
como:

- Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR): con el uso de ‘primers’ homólogos a la 
secuencia del transgen se puede determinar la 
presencia del mismo. Esta técnica permite ha-
cer un ‘screening’ rápido de las plantas regene-
radas, aunque tiene algunas limitaciones. Así, 
un resultado positivo indica solamente que en 
la muestra existe una secuencia que amplifica 
con los ‘primers’ utilizados pero no demuestra  
que el transgen se encuentre incorporado al 
genoma de la planta. Para esto último se re-
quiere un estudio de hibridación molecular o 
el estudio de la transmisión sexual del trans-
gen. La robustez de esta prueba se maximiza 
utilizando temperaturas de “annealing” o apa-
reamiento de “primers” altas (más de 60 °C) y 
“primers” relativamente largos (más de 20 nu-
cleótidos). Una variación de esta técnica, PCR 
en tiempo real, resulta de utilidad para evaluar 
el número de copias del transgen incorporadas 
al genoma de la célula vegetal (ver parte I).

- Hibridación molecular o ‘Southern blot-
ting’: es una de las herramientas moleculares 
mas poderosas para caracterizar las plantas 
transgénicas. Además de indicar la presencia 
o no de la secuencia de interés, da informa-
ción acerca de la integración de la misma en 
el genoma de la célula huésped (número de 
copias integradas y número de loci en los cua-
les se produjo la integración). En la Figura 4 
se representa el análisis de un caso hipotético 
de transformación mediante Agrobacterium, 
aunque este es aplicable también a plantas 
obtenidas por métodos directos. El esquema 
4-a representa parte del vector que contiene el 
gen de interés y el gen marcador. Si se utiliza 
como sonda el T-ADN completo y la digestión 
del ADN genómico se realiza con enzimas de 
restricción que no cortan dentro del T-ADN, el 
número de bandas del patrón representa el nú-
mero de sitios de inserción. El tamaño de las 
bandas será mayor que el T-ADN ya que se 
están utilizando enzimas que cortan por fue-
ra de este. Plantas transgénicas obtenidas 
en forma independiente tendrán patrones de 
hibridación diferentes (4-b). Por otra parte, si 
la enzima tiene un sitio de corte único dentro 
del T-ADN, utilizando la sonda antes mencio-
nada, esta dará dos señales de hibridación 
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para cada sitio de inserción independiente del 
T-ADN (4-c). La aparición de un número impar 
de bandas indica que en un mismo sitio se in-
sertaron múltiples copias, ocurrieron rearreglos 
o se produjo el truncado del T-ADN. Si se di-
giere la muestra con una enzima de restricción 
que posee un sitio único de corte entre el gen 
marcador y el gen de interés y utilizando como 
sonda el gen marcador, se obtendrá una sola 
banda por cada inserción independiente (4-d). 
Si la membrana se hibrida con el gen de in-
terés (4-e) aparecerá un patrón que tendrá el 
mismo número de bandas que el anterior. La 
ausencia de una banda indica la inserción de 
una copia truncada de uno de los genes y la 

pérdida  del sitio de corte. La aparición de una 
banda del tamaño del T-ADN puede indicar la 
presencia de repeticiones en tandem. Para es-
timar el número de copias del transgen en un 
locus transgénico, se deben utilizar enzimas de 
restricción con sitios flanqueantes del transgen 
y como sonda el transgen. Se observará una 
sola banda del tamaño del transgen, sin em-
bargo la intensidad de la señal variará entre las 
distintas plantas analizadas de acuerdo al nú-
mero de copias del mismo (4-f). Para realizar 
esta comparación es necesario utilizar simultá-
neamente estándares conteniendo un número 
conocido de copias del transgen. Esta deter-
minación no es del todo precisa ya que puede 
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Figura 4: Patrones de Hidridación de Southern Blot (Tomado de Bhat y Srinivasan, 2002)
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existir  variabilidad en los resultados debido a 
diferencias en la digestión de las muestras y a 
la posible degradación del  ADN.

En lo que respecta a la cuantificación, esta 
técnica ha sido reemplazada en gran medida, 
en los últimos años, por la PCR en tiempo real 
o “real time PCR”, antes mencionada, dado que 
esta última resulta menos costosa en reactivos 
y tiempo y requiere menos cantidad de material 
vegetal para realizar el análisis. 

- Análisis de ARN: Tanto las técnicas de RT-
PCR (transcripción reversa seguida de PCR) 
como la hidridación de ARN o “Northern blot-
ting” pueden resultar valiosas herramientas 
para detectar los transcriptos de interés pre-
sentes en la muestra. La RT-PCR presenta 
algunas ventajas frente al Northern blotting: 
se requiere poca cantidad de material, posee 
una alta sensibilidad y la muestra es de fácil 
preparación. Por otra parte, la hibridación del 
ARN utiliza como sonda el transgen, ofrece 
información sobre el tamaño del transcripto y 
permite su cuantificación. Cabe destacar que 
la RT-PCR puede también ser utilizada como 
técnica de cuantificación de transcriptos.

- ELISA y “Western blotting”: aquellas 
plantas que poseen la secuencia de interés y 
la expresan como transcripto, pueden ser ana-
lizadas con estas técnicas inmunológicas a fin 
de determinar la presencia de la proteína codi-
ficada por el transgen.

La actividad de la proteína codificada por el 
transgen debe ser medida, ya sea por ensayos 
bioquímicos o por bioensayos, a fin de inter-
pretar correctamente el fenotipo de la planta 
obtenida. Además, es conveniente confirmar 
la estabilidad meiótica de los transgenes estu-
diando su transmisión sexual a la generación 
siguiente.

Estas técnicas se encuentran descriptas de-
talladamente en la parte I y su aplicación para 
el análisis de plantas transgénicas en Register 
(1997) y en Bhat y Srinivasan (2002).

Finalmente el comportamiento de los indivi-
duos transgénicos se estudia en laboratorio, 
invernáculo y campo. Cabe aclarar que para 
realizar experimentos de invernáculo y de cam-
po en Argentina es necesario contar con au-

torización de la Comisión Nacional Asesora 
de Promotores Biotecnología Agropecuaria 
(CONABIA) (ver parte VI).

3 Aporte de la transformación genética a la 
variabilidad genética

Como ya se mencionó, la transformación ge-
nética permite introducir variabilidad genética 
novedosa en las diferentes especies vegetales. 
Este aporte puede ser realizado de diferentes 
maneras:

a) La expresión de secuencias codificantes 
no existentes en la especie (ejemplo: proteínas 
insecticidas de origen bacteriano).

b) La  expresión de nuevas formas alélicas 
de genes que ya están presentes en el genoma 
(ejemplo: tolerancia al glifosato en soja).

c) La expresión de secuencias codificantes 
presentes en el genoma pero bajo el control de 
nuevas secuencias regulatorias que modifican 
su nivel o patrón de expresión (ejemplo: proteí-
nas relacionadas a la patogénesis).

d) La inhibición de la expresión de genes resi-
dentes en el genoma.

Para lograr la inhibición de la expresión gé-
nica se pueden usar diferentes técnicas: cosu-
presión, ARN antisentido y la denominada inter-
ferencia del ARN. Todas ellas se basan en un 
proceso denominado silenciamiento génico que 
involucra la degradación del ARN mensajero 
producido por un gen determinado (ver capítulo 
siguiente). 

Un inconveniente que se encuentra tanto en 
el mejoramiento convencional como en la inge-
niería genética es la incorporación de múltiples 
genes. A esto se lo llama piramidización de ge-
nes y es necesario para la expresión de caracte-
rísticas complejas de naturaleza poligénica (por 
ej. vías biosintéticas), la obtención de resisten-
cia a enfermedades más duradera donde se re-
quiere más de un gen para evitar la caída de la 
resistencia, para otorgar resistencia conjunta a 
varios patógenos o la incorporación de múltiples 
características.

Algunas estrategias para alcanzar este objeti-
vo son las siguientes:

a) cruzamiento de dos plantas transgénicas 
con distintos transgenes

b) re-transformación en eventos consecutivos



255Biotecnología y Mejoramiento Vegetal II

c) co-transformación en el mismo evento

La co-transformación es la alternativa más 
utilizada y ventajosa, ya que los transgenes 
co-transformados tienden a co-integrarse en 
la misma posición en el genoma en la mayor 
proporción de los eventos transgénicos. Esto 
aseguraría la no segregación de los genes, lo 
cual es muy útil cuando se quiere incorporar 
una característica poligénica.

La mayoría de los procesos metabólicos que 
pueden ser sujetos a manipulación dependen 
de la interacción entre numerosos genes y el 
flujo dentro de las vías bioquímicas es a ve-
ces coordinado con otras vías, por lo que la 
manipulación efectiva sólo puede ser alcanza-
da coordinando el grado de expresión de los 
distintos transgenes. Coordinar la expresión 
de múltiples transgenes sobre una misma vía 
metabólica es muy difícil de alcanzar, ya que la 
expresión de los transgenes depende del lugar 
donde se inserten en el genoma. Existen algu-
nas estrategias elegidas para la manipulación 
de estas características:

- transgenes policistrónicos (un promotor 
con varios transgenes)

- poliproteínas

El avance técnico en esta área es uno de los 
mayores desafíos de la biotecnología vegetal, 
ya que las nuevas generaciones de transgéni-
cos requieren de la incorporación de múltiples 
características.

4 Obtención de plantas transplastómicas
Las células vegetales contienen tres geno-

mas: el nuclear, el plastídico y el mitocondrial. 
Los métodos presentados en las secciones 
precedentes tienen como blanco de transfor-
mación al genoma nuclear. Sin embargo en 
los últimos años la obtención de plantas trans-
plastómicas ha recibido notable atención. Así, 
el genoma de los plástidos (plastoma) se ha 
convertido en un blanco atractivo para la inge-
niería genética ya que esta tecnología ofrece 
una serie de ventajas sobre la transformación 
del genoma nuclear:

1.	  Se pueden obtener altos niveles de ex-
presión de los transgenes y elevados 
niveles de acumulación de las proteínas 

codificadas por ellos (hasta el 47% de las 
proteínas solubles totales). Cabe notar 
que el nivel de acumulación observado a 
partir de transgenes nucleares es gene-
ralmente inferior al 1%.

2.	 Es posible expresar un transgen “ope-
rón” con varias secuencias codificantes 
bajo el control de un mismo promotor.

3.	 No se observa efecto de posición debido 
a que la integración del transgen está di-
rigida a un sitio particular del plastoma. 
Esto hace que no sea necesario obtener 
una gran población de transformantes, a 
diferencia de lo que actualmente ocurre 
con las plantas transgénicas nucleares.

4.	 No se observa silenciamiento de trans-
genes.

5.	 Para las especies que tienen transmisión 
materna de los plástidos (la mayoría). Se 
minimiza la dispersión de los transgenes 
por el polen debido a la baja de transmi-
sión de los plástidos por el mismo.

6.	 A pesar de la naturaleza eminentemen-
te procariota del sistema genético de los 
plástidos, se ha demostrado que estas 
organelas pueden procesar proteínas 
eucariotas permitiendo su correcto ple-
gamiento y la formación de puentes di-
sulfuro gracias a la presencia de proteí-
nas chaperonas y sistemas enzimáticos 
endógenos.

Los protocolos existentes para la obtención 
de plantas transplastómicas se basan en la 
transferencia de genes por el método biolístico, 
un eficiente proceso de cultivo y selección in vi-
tro, y la utilización de vectores con secuencias 
homólogas al genoma del cloroplasto. A dife-
rencia de lo que ocurre en la transformación 
del genoma nuclear, la integración dirigida de 
los transgenes en el plastoma se realiza me-
diante recombinación homóloga. Para lograr 
esto, los vectores contienen los transgenes de 
interés flanqueados por secuencias con alta 
homología al ADN plastídico. La homología 
entre el ADN del vector y del ADN del cloro-
plasto determina la potencialidad del plásmido 
para ser utilizado en la transformación genética 
del plastoma. En este contexto, la existencia 
de secuencias altamente conservadas en el 
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plastoma de varias especies es explotada para 
el diseño de vectores universales, potencial-
mente útiles en la transformación de los cloro-
plastos de numerosas especies. La expresión 
exclusivamente plastídica de los transgenes 
queda asegurada a través de la utilización de 
promotores específicos del cloroplasto, cuya 
transcripción tiene características típicamente 
procarióticas.

5 Perspectivas
La continuidad en el desarrollo de tecnología 

de transferencia de genes en plantas es impor-
tante tanto para ampliar el rango de especies 
a transformar como el de genotipos dentro de 
cada especie. En los últimos años se nota un 
creciente interés en el control del nivel de ex-
presión de transgenes así como de su regula-
ción espacial y temporal. La expresión de los 
genes nucleares eucarióticos está controlada 
en varios niveles que involucran la transcrip-
ción propiamente dicha, el procesamiento, 
transporte y estabilidad de los transcriptos y su 
traducibilidad, así como la estabilidad, modifi-
cación y compartimentalización del producto 
proteico final. Por otra parte, es necesario apro-
vechar la experiencia acumulada en cuanto a 
la expresión de transgenes, de modo de dise-
ñar protocolos de transferencia que minimicen 
las posibilidades de silenciamiento génico. En 
este contexto, está recibiendo notable atención 
el estudio de la recombinación homóloga como 
mecanismo para la transformación del genoma 
nuclear.

Del análisis comparativo de métodos presen-
tado cabe destacar tres aspectos actualmente 
en desarrollo. Por un lado, continúa el interés 
en extender el uso de la transformación media-
da por A. tumefaciens a especies que no son 
hospedantes naturales de la bacteria. Por otro 
lado, como fuera anteriormente mencionado, 
los métodos de transformación genética ac-
tualmente en uso requieren de genotipos con 
una excelente respuesta al cultivo in vitro, lo 
cual resulta en una clara limitación cuando se 
desea aplicar esta tecnología a los materiales 
usados por los mejoradores, los que general-
mente no poseen esta característica. Por ello, 
se está tratando de reducir y si es posible evitar 
la fase de cultivo in vitro durante el proceso de 

transformación, lo que permitirá ampliar el ran-
go de genotipos a los cuales se podrá aplicar 
esta moderna tecnología. Así, se desarrolló un 
método eficiente y reproducible de transforma-
ción in planta para Arabidopsis thaliana. Este 
consiste en infiltrar con vacío plantas adultas 
de esta especie, con una suspensión de A. tu-
mefaciens de modo que los tejidos y órganos 
reproductivos sean invadidos por la bacteria. 
Posteriormente se propuso una simplificación 
de este método que consiste en reemplazar el 
tratamiento de vacío y sumergir la inflorescen-
cia en una suspensión bacteriana que incluye 
un surfactante. Las plantas transgénicas que 
se obtienen por autofecundación de las plantas 
así transformadas, son hemicigotas y se de-
mostró que esta metodología produce la trans-
formación de la gameta femenina. Finalmente, 
debido a la importante restricción que puede 
significar la utilización de métodos de transfor-
mación genética protegidos por patentes, se ha 
está estudiando el desarrollo de métodos que 
utilizan, a partir de herramientas derivadas de 
Agrobacterium, otras bacterias como vectores 
alternativos de transformación. 

El logro de determinados objetivos como 
puede ser el redireccionamiento de una ruta 
metabólica o la modificación de un carácter 
complejo de interés agronómico como por 
ejemplo la resistencia durable a enfermedades 
fúngicas, requiere de la integración de múlti-
ples transgenes y de la expresión coordinada 
de los mismos en la planta. Este tema está re-
cibiendo notable atención.

Los métodos de transformación que hemos 
descripto se basan en la utilización de genes 
marcadores seleccionables. Sin embargo, hay 
razones por las cuales la presencia del mar-
cador no es deseable en plantas transgénicas 
que se liberan al ambiente. Hay un manifiesto 
rechazo por parte del público con respecto a la 
utilización de genes de resistencia a antibióti-
cos y en determinadas situaciones, el uso de 
genes de resistencia a herbicidas puede ser 
inconveniente. Por otra parte, desde un pun-
to de vista experimental puede ser necesario 
transformar una misma planta varias veces con 
distintos transgenes y con la metodología con-
vencional no hay más que un número limitado 
de genes marcadores disponibles. Por ello se 
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consideran estrategias alternativas para la ob-
tención de plantas transgénicas libres de mar-
cadores (Puchta, 2003). La estrategia que ha 
recibido más esfuerzo hasta ahora, plantea la 
remoción vía cruzamiento sexual del marca-
dor seleccionable luego de haber obtenido la 
planta transgénica. Una posibilidad para ello 
es cotransformar. Esto implica que el transgen 
de interés y el marcador seleccionable estén 
presentes en vectores distintos y que posterior-
mente se separen los genes por segregación 
luego de la reproducción sexual. Sin embargo, 
esta puede ser una alternativa poco atractiva 
en circunstancias particulares como cuando 
no se dispone de un protocolo eficiente de co-
transformación o cuando no se desea repro-
ducir sexualmente la planta transgénica. Otra 
opción dentro de esta línea es la utilización del 
sistema de recombinación sitio-específica de 
origen viral  Cre/lox. Esta estrategia requiere 
primero la obtención de plantas transgéncias 
portadoras del gen de la recombinasa (cre) y 
posteriormente la introducción del transgen 
flanqueado por sitios lox de reconocimento. 
Más recientemente se ha propuesto como es-
trategia alternativa el desarrollo de métodos de 
transformación que no usen marcadores selec-
cionables. La idea subyacente es incrementar 
la frecuencia de transformación a través del 
uso de genes que promuevan la regeneración. 

Finalmente, las plantas transgénicas actual-
mente cultivadas comercialmente, en su mayo-
ría resistentes a herbicidas y a insectos, nos 
permiten ganar experiencia y acumular el co-
nocimiento necesario para desarrollar nuevas 
y mejores generaciones de productos. A pe-
sar de estos avances en el desarrollo de esta 
tecnología, su aplicación comercial se ve limi-
tada por el elevado costo que tiene el pasaje 
por el estricto sistema de controles que regula 
su aplicación. Esto restringe notoriamente las 
especies a ser usadas en transformación y los 
caracteres a mejorar mediante la misma.
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II. CAPÍTULO 7 

Usos del silenciamiento génico 
para el análisis funcional de 
genes candidatos.

Cecilia Vazquez Rovere, Ariel Bazzini, 
Cecilia Rodríguez, Natalia Almasia y 
Sebastián Asurmendi

El progreso de las disciplinas genómicas ha 
generado una rápida acumulación de informa-
ción biológica relacionada a la estructura de 
los genomas, su organización, su composición 
en número de genes, su grado de homología 
y sus relaciones evolutivas. Esta información 
puede ser aprovechada para el análisis funcio-
nal de genes promoviendo un gran avance en 
diferentes aspectos como el fitosanitario o el 
de respuestas a estreses ambientales, entre 
otros. Para el estudio de la funcionalidad de 
genes candidatos existen diversas estrategias. 
La más antigua (no por eso menos efectiva o 
utilizada) consiste básicamente en sobre-ex-
presar un gen, es decir aumentar la expresión 
del gen de interés a niveles tan altos que su 
función o actividad puede aumentar y así ser 
medible u observable mediante técnicas mo-
leculares o simplemente fenotípicamente. Por 
ejemplo, la sobreexpresión de genes del me-
tabolismo puede producir un aumento impor-
tante en el crecimiento de una planta. La se-
gunda estrategia es antagónica a la primera y 
consiste es disminuir los niveles de expresión 
del gen en estudio. Esta reducción (total o par-

cial) puede también mostrar cambios visibles 
o medibles, los cuales permiten evidenciar la 
actividad del gen. Por ejemplo si uno reduce la 
expresión de un gen involucrado en la síntesis 
de pigmentos, dicha planta puede presentar 
una disminución en la coloración de sus hojas. 
Esta disminución dependerá del grado de re-
ducción en la expresión del gen, pudiendo pre-
sentar desde pequeñas manchas amarillentas 
o hasta la falta total de coloración foliar (Figura 
1). Este capítulo considerará únicamente esta 
segunda estrategia de reducción de la expre-
sión génica mediada por el mecanismo deno-
minado silenciamiento génico. Los métodos 
basados en el silenciamiento génico presentan 
varias ventajas respecto a otros empleados 
en el campo de la genómica funcional. Una 
de ellas es la posibilidad de silenciar varios o 
todos los miembros de una familia multigénica 
simultáneamente. Esto es altamente relevante 
cuando se realizan estudios de genómica en 
organismos poliploides, como por ejemplo en 
el caso del trigo en el cual existe una gran re-
dundancia genética (Travella y col., 2006). Otra 
de las ventajas es que permite obtener distin-
tos grados de silenciamiento del gen (débil, in-
termedio y fuerte) siendo útil para el análisis de 
fenotipos asociados a genes cuya disminución 
total resultaría letal. Finalmente, también se 
puede mencionar la capacidad de generar un 
silenciamiento eficiente a partir de secuencias 
de pequeño tamaño permitiendo el estudio de 
genes cuya secuencia completa se desconoce 
(Lu y col., 2003).   

Actualmente existen diversas metodologías 
basadas en el silenciamiento génico. Algunas 
de las mismas requieren de la generación de 

Figura 1. Foto mostrando el blanqueo del tejido de plantas en las cuales se silenció el gen PDS  en las 
especies Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana y Solanum lycopersicum res-
pectivamente de izquierda a derecha
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plantas transgénicas portadoras de una cons-
trucción capaz de silenciar al gen candidato, 
mientras que en otras el silenciamiento se des-
encadena a partir de la replicación de un virus 
que porta en su genoma un fragmento del gen 
a silenciar. Dependiendo del problema especí-
fico a resolver se deberá considerar la tecno-
logía disponible más adecuada. Es importante 
destacar que no todas las herramientas mole-
culares pueden utilizarse en todas las espe-
cies, es decir que en la elección de la metodo-
logía deberá tenerse en cuenta la especie con 
la que se esté trabajando. Una de las metas 
de la ciencia actual es masificar estas técnicas, 
es decir que independientemente del organis-
mo (girasol, papa, hongo, etc.) uno pueda op-
tar por una variedad de técnicas moleculares 
para solucionar el problema planteado de la 
forma más adecuada. Asimismo, es importan-
te mencionar que el silenciamiento génico es 
un mecanismo ampliamente distribuido en los 
procesos naturales de los seres vivos. Todos 
los organismos regulan la expresión de sus ge-
nes dependiendo de su información génica, del 
ambiente y del estado de desarrollo, y en los 
organismos superiores una de las formas de 
regular negativamente (disminuir) la expresión 
de sus genes es mediante el silenciamiento. 
En los últimos 15 años el estudio de este me-
canismo natural, ha permitido utilizarlo de for-
ma dirigida a fin de disminuir la expresión de 
genes endógenos a elección. 

En este capítulo se introducirán los concep-
tos básicos del mecanismo de silenciamiento 
y se desarrollarán las distintas metodologías 
más frecuentemente empleadas en la actuali-
dad para determinar la función de los genes y/o 
analizar su diversidad funcional.

1. Silenciamiento génico 
El silenciamiento génico hace referencia a 

diversos procesos que producen la reducción 
secuencia-específica de la expresión génica 
y en los cuales la molécula involucrada es el 
RNA. Las moléculas de RNA que participan 
del silenciamiento génico presentan un rango 
de tamaño de 20 a 30 bases nucleotídicas por 
lo que se las denomina “small” RNAs (sRNAs 
por su siglas en inglés) o bien “silencing” RNAs 
debido a su participación en este fenómeno 

(Baulcombe, 2004 y Ossowski y col., 2008). 
Distintas clases de sRNAs han sido descriptas  
dado que se originan por diferentes vías y que 
poseen funciones celulares diversas (ver tabla 
1). A pesar de estas diferencias, los procesos 
de silenciamiento comparten numerosas eta-
pas en común. En todos los casos al inicio se 
produce la formación de una molécula de RNA 
doble cadena (dsRNA), la cual es específica-
mente clivada por una enzima perteneciente a 
la familia de las RNasas tipo III (similar a Dicer 
– DCL por su siglas en inglés (Fire y col., 1998) 
la cual genera fragmentos de 21 a 25 nucleóti-
dos de ambas polaridades (Baulcombe y col., 
2004 y Dorokhov y col., 2007). Las dos cade-
nas de los fragmentos resultantes son luego 
separadas presumiblemente por una helicasa 
y una de las cadenas, denominada hebra guía, 
es incorporada al complejo enzimático endó-
geno RISC (por sus siglas en ingles “RNA-in-
duced silencing complex”) el cual es capaz de 
producir el silenciamiento de aquellos genes 
que presenten homología con la secuencia de 
dicha cadena incorporada. Dentro de este me-
canismo general pueden existir variaciones a 
nivel de la formación del dsRNA, de la clase de 
DCL involucrada en el clivaje del RNA y de las 
moléculas efectoras que reclutan a los sRNAs 
para luego ejercer su acción. Dicha acción pue-
de ser la modificación del nivel de metilación 
de las secuencias regulatorias del gen blanco, 
la degradación del RNA mensajero (mRNA) o 
bien la reducción específica de su traducción. 
En consecuencia, el silenciamiento génico es 
un mecanismo regulatorio que puede actuar 
en distintos niveles: transcripcional (denomi-
nado silenciamiento transcripcional, TGS), 
post-transcripcional (silenciamiento post-trans-
cripcional, PTGS) y traduccional (Chapman y 
Carrington, 2007).

A continuación se explicarán brevemente los 
mecanismos de silenciamiento  mencionados:

1.1 Silenciamiento transcripcional 
En el silenciamiento transcripcional, su ac-

ción está dirigida hacia las secuencias regu-
latorias y como consecuencia el gen río abajo 
de dicha región deja de transcribirse. En este 
proceso los sRNAs dirigen modificaciones en 
el DNA o en las proteínas asociadas a él,  por 
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ejemplo produciendo  la metilación de los re-
siduos de citosina de DNA y la consecuente 
modificación de la cromatina. Sin embargo la 
metilación per-sé no es suficiente en todos los 
casos para el establecimiento del silenciamien-
to. A modo de ejemplo puede citarse la exis-
tencia de mutantes de los genes sil1 y mom1, 
para los cuales se ha reportado la pérdida del 
TGS a pesar de que las secuencias se encuen-
tran metiladas (Furner y col., 1998 y Amedeo 

y col., 2000). Vaucheret y sus colaboradores 
propusieron al silenciamiento transcripcional 
como un sistema de control de la expresión 
génica de transposones y accidentalmente de 
transgenes con características similares a ellos 
(2001). 

1.2 Silenciamiento post-transcripcional
El silenciamiento génico post-transcripcional 

(PTGS) es un mecanismo inducible y especí-

Tabla 1. Clases de sRNAs y su función.* se han mantenidos las siglas en inglés. RdRP: sigla en Inglés 
para RNA polimerasa – RNA dependiente. Tabla adaptada de Carrington y col., 2007.
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fico en el cual la molécula blanco es el RNA 
mensajero. Se ha propuesto que el PTGS evo-
lucionó como un sistema de defensa antiviral 
en plantas dado que restringe la acumulación 
o la diseminación de los virus dentro de las 
mismas (Vance y Vaucheret 2001; Dunoyer y 
col., 2004). Como se mencionara previamente 
el PTGS se desencadena contra una molécula 
de RNA mediado por la homología de secuen-
cia del sRNA, pudiendo reconocer tanto un 
RNA del propio individuo como el de un orga-
nismo patógeno, por ejemplo un virus. Cuan-
do se produce el reconocimiento del RNA viral 
durante la infección se produce la degradación 
del mismo  que con lleva al fracaso de la in-
fección. Este mecanismo es también respon-
sable del fenómeno de co-supresión de genes 
endógenos, del silenciamiento de los transge-

nes y recientemente también se lo ha ligado a 
procesos de regulación de genes endógenos. 
Si bien se describió por primera vez en plan-
tas, ha sido reportado en hongos (donde se 
denomina “quelling”), y en sistemas animales 
como nematodos, insectos o mamíferos (don-
de se lo denomina interferencia mediada por 
RNA o RNAi). En plantas el PTGS es desen-
cadenado eficientemente por intermediarios de 
dsRNA que pueden tener su origen en: trans-
genes nucleares cuyos transcriptos forman na-
turalmente estructuras tipo horquilla o “hairpin” 
(hpRNAi), genes que se expresan en altos ni-
veles, transcriptos aberrantes que pueden ser 
reconocidas como dsRNA o estructuras de 
dsRNA que se generen durante la replicación 
de un virus. Cualquiera sea su origen, una vez 
formadas las estructuras de dsRNA, las mis-

Figura 2. Esquema del silenciamiento génico inducido 
por virus, por sobre expresión de transgén o expresión 
de secuencias duplicadas invertidas. Se detalla como el 
RNA es procesado en siRNA de 21-25 pb (Figura adap-
tada de Voinnet 2001)

mas son reconocidas por una enzima 
RNasa DCL y procesadas dando lugar 
a siRNAs de 21 a 25 pb. Estos siRNAs 
se asocian al complejo RISC, el cual 
es capaz de degradar específicamente 
todo aquel RNA que comparta homolo-
gía con la secuencia que desencadenó 
el proceso y también pueden ser utiliza-
dos como templado por las polimerasas 
celulares dependientes de RNA (RdRps) 
para sintetizar la segunda hebra del gen 
a silenciar amplificando de esta forma la 
señal de silenciamiento (Figura 2). 

1.2.1 Amplificación y movimiento del 
PTGS 

Una de las características del meca-
nismo de silenciamiento en plantas es 
la capacidad de ser sistémico, es decir 
de poder propagar a toda la planta la 
reducción del gen el cual resultara ini-
cialmente disminuido en un único tejido. 
Por ello se ha propuesto la existencia 
de una señal de silenciamiento capaz 
de moverse a través del organismo pro-
pagando el mismo. Estas vías de movi-
miento de la señal se clasifican según 
la distancia que alcancen. Así, en la vía 
de movimiento de corta distancia los 
siRNAs generados en una célula son 
capaces de migrar directamente a célu-
las adyacentes a través de los plasmo-
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desmos (conexiones directas entre células) y 
establecer en estas últimas el silenciamiento. 
Una vez que en la célula adyacente es degra-
dado el mRNA homólogo al siRNA, se generan 
nuevos siRNAs, amplificando así la señal que 
se trasladará por toda la planta. Se ha reporta-
do asimismo que esta amplificación se genera 
a partir de la síntesis de dsRNA mediada por 
una RNA polimerasa RNA dependiente  RdRp 
(Baulcombe, 2004). En la vía de movimiento 
de larga distancia la señal se traslada a través 
del floema permitiendo el movimiento a partes 
muy distantes del lugar de origen. Esto fue de-
mostrado mediante experimentos que emplean 
injertos en los que plantas silenciadas para un 
dado transgen son  capaces de producir el si-
lenciamiento de ese transgen en plantas no si-
lenciadas. Si bien aún no se conoce cuál es la 
señal de silenciamiento de larga distancia, es 

son codificados por genes endógenos, por lo 
tanto difieren en su biogénesis. Los miRNAs 
son genes endógenos completos, con la úni-
ca particularidad de que no codifican para nin-
guna proteína, sino que su RNA mensajero es 
procesado generando una pequeña molécula 
de 21 pb aproximadamente. Los miRNAs han 
sido descriptos sólo en organismos eucarion-
tes, desde plantas a humanos (Bartel 2004). 
Resumidamente, los miRNAs se originan a 
partir de transcriptos que se pliegan sobre 
sí mismos dando lugar a una estructura pre-
cursora de RNA doble cadena (denominadas 
pre-miRNAs), las cuales son procesados de 
manera que se produce una única cadena de 
miRNA de pequeño tamaño (21-22 nt) mien-
tras que la cadena complementaria, denomina-
da miRNA*, es degradada. En la Figura 3A se 
muestran ejemplos de estructuras secundarias 
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muy probable que sea distinta de la 
señal que migra de célula en célula 
debido a que los dos procesos pue-
den ser separados farmacológica o 
genéticamente (Dunoyer y Voinnet 
2008). 

La dispersión del silenciamiento 
tiene una gran importancia princi-
palmente en la defensa frente a vi-
rus, ya que a partir del sitio inicial 
de infección, donde se indujo el si-
lenciamiento, se produce una señal 
que genera la defensa antiviral en 
los tejidos adyacentes que de re-
sultar previa a la llegada del virus 
limitará la propagación del mismo al 
resto de la planta. 

1.3 Regulación génica por mi-
croRNAs

Como hemos mencionado, el 
silenciamiento es un mecanismo 
natural por el cual se regula la ex-
presión de genes. En particular, los 
microRNAs (miRNAs) son un tipo 
específico de moléculas de RNA 
de bajo peso molecular (21 pb) que 
controlan la acumulación de mRNA 
endógenos al regular finamente la 
expresión de diferentes genes. A di-
ferencia de los siRNAs los miRNAs 

Figura 3. A) Se representan las típicas estructuras de rulo 
o ¨stem-loop¨ de los miRNAs. miR164 de Arabidopsis y sus 
homólogos de Oryza y Populus. El segmento correspondien-
te al miRNA maduro se muestra en color rojo (adaptado de 
Jones-Rhoades y col. 2006). B) Esquema del pre-miR164a 
de Arabidopsis y el pre-miR-GFP sintético. En rojo se en-
cuentra el miR164 maduro y en verde la porción reemplaza-
da para generar el miR artificial miR-GFP maduro. Se mues-
tra la energía libre (∆G) y la entalpía (∆U) del ensamblado.
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de los miRNAs. Una vez que el transcripto del 
miRNA es procesado y el miRNA maduro re-
sultante es incorporado al complejo RISC, el 
cual al dirigirse contra el mRNA blanco reprime 
su expresión génica ya sea mediante degra-
dación específica o inhibición de la traducción. 
En las plantas el proceso de degradación es el 
más común, mientras que en el reino animal la 
inhibición de la traducción es el proceso más 
frecuente. (Hutvagner y Zamore, 2002; Doench 
y col. 2003; Zeng y col. 2003). Estas pequeñas 
moléculas son extraordinariamente importan-
tes en la regulación o modulación de los pro-
cesos celulares, un solo miRNA puede regular 
la expresión muchos genes por lo tanto incidir 
en la regulación de múltiples procesos ya que 
muchos de los genes blancos son factores de 
trascripción, porejemplo la alteración de la ex-
presión de un único miRNA en plantas puede 
cambiar totalmente el fenotipo de la misma.   

2. Métodos que emplean el mecanismo de 
silenciamiento para disminuir la expresión 
génica en plantas

Varios métodos han sido desarrollados para 
disminuir la expresión de un gen en estudio 

basados en el mecanismo de silenciamiento 
génico. Entre los mismos se encuentra el uso 
de moléculas antisentido, de moléculas con 
estructura de horquilla (hpRNAi), de miRNAS 
artificialmente diseñados y el silenciamiento 
génico inducido por virus (ver Tabla 2). 

A continuación se exponen algunos de los 
métodos más usados en la actualidad para lo-
grar establecer el silenciamiento génico. Cada 
uno de estos métodos presenta ventajas y 
desventajas que determinan que sean más o 
menos aptos para el estudio particular del gen 
asilenciar y en la especie que se desea em-
plear, con lo que resulta de suma importancia 
evaluarlas antes de elegir la metodología. Es-
tas metodologías pueden a su vez agruparse 
en dos categorías principales de acuerdo a que 
involucren la producción de plantas transgéni-
cas o no. Siendo ésta una metodología un tan-
to lenta y laboriosa. 

2.1 Metodologías para el análisis de ge-
nes candidatos que implican transgénesis.

La transformación estable con construccio-
nes capaces de inducir el silenciamiento de un 
gen candidato es quizá la aproximación más 
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Construcción
empleada Antisentido HpRNAi

miRNAs
artificiales

VIGS

Tabla 2: Métodos basados en el mecanismo de silenciamiento génico, para disminuir la expresión de un gen.
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simple y antigua del uso de silenciamiento gé-
nico para el análisis funcional de genes. Si bien 
estos métodos tienen la desventaja de requerir 
la producción de plantas transgénicas, la ob-
tención de las mismas permite que el silen-
ciamiento sea estable siendo incluso posible 
identificar líneas transformantes con diferentes 
niveles de expresión del gen en estudio. Más 
aún, el uso de promotores específicos y/o indu-
cibles permiten el estudio de genes cuya dismi-
nución total sería letal en etapas tempranas del 
desarrollo vegetal.

2.1.1 Silenciamiento mediante moléculas 
con estructura de horquilla

Un desarrollo reciente y efectivo para desen-
cadenar silenciamiento génico en plantas es el 
uso de largos precursores que formen estruc-
turas de horquilla, es decir moléculas de do-
ble cadena  de RNA (dsRNA). Para ello se han 
diseñado y utilizado construcciones genéticas 
con secuencias repetidas e invertidas del gen 
a silenciar y que al ser transcriptas dan lugar a 

largos fragmentos de dsRNA que son eficientes 
precursores de siRNAs y en consecuencia del 
silenciamiento génico (Chuang y Meyerowitz, 
2000, Wesley y col., 2001). La utilización de 
esta estrategia requiere un estudio minucioso 
de la variabilidad de secuencia del gen que se 
quiere silenciar, por ejemplo si éste forma parte 
de una familia génica se debe considerar si de-
sea disminuir la expresión de sólo un miembro 
de la misma o, por el contrario, silenciar a to-
dos los miembros de la familia. Es decir que  es 
muy importante la elección de la secuencia que 
se va a utilizar en la construcción ya que ésta 
debe ser muy conservada, de un tamaño no 
menor a 100 pb y no debe presentar homología 
con secuencias de genes que no se desean si-
lenciar. Una vez elegida la secuencia, ésta se 
coloca en sentido y en antisentido de manera 
que la dsRNA se forme fácilmente (Ver tabla 
2). Mediante trabajos sistemáticos en los que 
se estudian las características de las distintas 
construcciones capaces de desencadenar el 
silenciamiento se ha demostrado que aquellas 
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construcciones que llevan repe-
ticiones invertidas de un frag-
mento del gen candidato, sepa-
radas  a su vez por un  pequeño 
intrón, son las más eficiente (ver 
Tabla 3) (Wesley y col., 2001). 
Esta estrategia ha sido amplia-
mente probada en distintas es-
pecies de plantas tanto dicotile-
dóneas como monocotiledóneas 
y a tal punto que actualmente 
existen plásmidos genéricos dis-
ponibles para la generación de 
diversas plantas transgénicas 
(http://www.pi.csiro.au/rnai/).

 
2.1.2 Silenciamiento mediante 

miRNA artificial.
Un miRNA sintético o artifi-

cial es un pre-miRNA al cual se 
le  permutaron las 21-22 pb del 
miRNA maduro y del miRNA* 
por otras del gen de interés pero 
manteniendo las características 
estructurales lo más parecidas 
posibles al original. En estas 
construcciones es muy impor-

Tabla 3. Evaluación de la eficacia de las estructuras disparado-
ras del silenciamiento génico. Adaptado de Wesley y col., 2001
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tante realizar un estudio de la energía libre y 
de la entalpía del pre-miRNA sintético ya que 
determinarán la estructura y en consecuencia 
el reconocimiento de la maquinaria del proce-
samiento. De esta manera el miRNA sintéti-
co es capaz de reconocer y controlar al gen 
blanco que se desea silenciar. Utilizando esta 
estrategia se han reportado el control de trans-
genes (Parizotto y col. 2004), de genes endó-
genos que originalmente no eran blancos de 
miRNAs (Schwab y col. 2006) e incluso se ha 
logrado conferir resistencia a virus (Niu y col. 
2006) (Ver capítulo sobre obtención de plantas 
resistentes a virus). En particular nuestro gru-
po de trabajo ha diseñado un vector de miRNA 
artificial basado en la estructura del miR164a 
de Arabidopsis thaliana (Figura 3B) logrando 
controlar la expresión del gen reportero GFP 
en Nicotiana benthamiana (Fig 4).

Si bien esta estrategia requiere de construc-
ciones genéticas más complejas, posee una 

gran ventaja frente al silenciamiento clásico ya 
que minimiza los riesgos de reducción de la ex-
presión de genes no deseados al emplear so-
lamente 21 pb. Asimismo, si se desea silenciar 
un gen único dentro de una familia de varios 
genes muy similares la utilización de miRNAs 
artificiales es más adecuada que la técnica de 
silenciamiento por horquilla ya que es más fácil 
hallar 21 pb específicas que grandes porciones 
(mayores a 100 pb) de secuencias únicas. Para 
alcanzar mayores niveles de silenciamiento 
con esta técnica se puede recurrir a tándems 
de miRNAs artificiales de diferentes porciones 
de la secuencia blanco del gen a silenciar, aun-
que esto aumenta la complejidad de las cons-
trucciones genéticas necesarias. Para finalizar, 
la utilización de miRNA artificiales en plantas 
cultivadas es compatible con su uso a bajas 
temperatura (menor a 15C), mientras que el 
PTGS por horquilla podría resultar inhibido a 
estas temperaturas.

Figura 4. (A) y (B) Hoja de N. benthamiana agroinfiltrada con distintas combinaciones de GFP o dsGFP, 
Hc-Pro, P19 y miR-GFP (micro artificial) observada bajo luz UV. (C) “Northern blot” de RNA total extraído 
de las zonas infiltradas utilizando una sonda que reconoce al mRNA de GFP. (D) Detección del miR-GFP 
en gel de poliacrilamida de material extraído de las zonas infiltradas. P= vector vacío.
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2.2 Determinación de la actividad de vec-
tores aptos para el silenciamiento de forma 
transitoria vía agroinfiltración

Dado que obtener plantas transgénicas es 
una labor dificultosa y de larga duración, se 
pueden realizar aproximaciones útiles previas 
al desarrollo de las mismas. Así, para analizar 
la eficacia de una horquilla de silenciamien-
to o el correcto procesamiento de un miRNA 
artificial se puede realizar un test de silencia-
miento local utilizando Agrobacterium tume-
faciens. Esta técnica consiste en realizar co-
agronfiltraciones generalmente de hojas de 
N. benthamiana con diferentes agrobacterias 
transformadas; una conteniendo un plásmido 
expresando el gen blanco y otra conteniendo el 
plásmido silenciador a evaluar, es decir la mis-
ma secuencia blanco (o parte de la misma) re-
petida e invertida o el miRNA artificial. Una vez 
transcurrido el tiempo necesario para el esta-
blecimiento del silenciamiento se analizan, por 
ejemplo mediante la técnica de “Northern blot”, 
los indicadores del silenciamiento en la zona 
agroinfiltrada. Dichos indicadores son en pri-
mer lugar una reducción en el nivel de acumu-
lación esperado del gen blanco y en segundo 
lugar la aparición de sRNAs homólogos al gen 
blanco. En la Figura 4B se muestra un típico en-
sayo de inducción de PTGS mediante agroinfil-
traciones de hojas de N. benthamiana utilizan-
do como gen blanco el reportero GFP y como 
plásmidos silenciadores una construcción con 
estructura de horquilla que posee la secuen-
cia de GFP en sentido y antisentido separada 
por un intrón (dsGFP) o bien una construcción 
que expresa el miRNA artificial que posee 22 
pb de la secuencia de GFP (miR-GFP). Para 
mayor información acerca de la realización de 
experimentos de silenciamiento empleando la 
técnica de agroinfiltración se puede consultar 
el trabajo de  Bazzini y col. (2007). http://www.
scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-
34582007000200002&lng=es&nrm=iso>. ISSN 
0717-3458

2.3 Metodología para el análisis de genes 
candidatos que no requiere transgénesis: 
silenciamiento génico inducido por virus 
(VIGS). 

El término VIGS (silenciamiento génico indu-

cido por virus, por su sigla en inglés) se aplica 
a la técnica que emplea virus recombinantes a 
fin de disminuir la expresión génica de un gen 
endógeno. La construcción de vectores virales 
que portan en su genoma insertos derivados 
de secuencias génicas vegetales permite silen-
ciar específicamente la secuencia endógena 
homóloga al inserto introducido en el vector vi-
ral. VIGS es una metodología que no requiere 
de transgénesis por lo tanto es rápida y ver-
sátil, siendo ideal para estudios a gran esca-
la. En los últimos años ha ido adquiriendo una 
gran relevancia debido a la necesidad de ana-
lizar la abundante información surgida de los 
proyectos genómicos. Sin embargo, su mayor 
desventaja radica en que el nivel de silencia-
miento es variable y que depende mucho de la 
especie a utilizar. 

Brevemente, la metodología de VIGS con-
siste en el clonado del gen candidato en un 
vector viral, la incorporación de este último en 
Agrobacterium y finalmente en la inoculación 
de plantas con el cultivo bacteriano para lo cual 
existen diversos métodos Uno de los métodos 
mayormente empleados es la agroinfiltración 
que consiste en inyectar mediante una jeringa 
sin aguja la solución de Agrobacterium en la 
cara abaxial de la hojas de una planta. Otro de 
los métodos es el  denominado “agrodrench” 
que consiste en regar la planta a la altura 
del tallo con la solución deseada (Ryu y col., 
2004). Tras la agroinoculación de las plantas 
los vectores virales son incorporados a las cé-
lulas vegetales donde forman nuevos genomas 
virales causando la infección sistémica de la 
planta. En cada una de  las células infectadas 
se produce la replicación viral induciendo el 
silenciamiento del gen candidato (Ruiz y col., 
1998; Liu y col., 2002). Existen varios vectores 
virales desarrollados para VIGS (que se resu-
men en la tabla 4), sin embargo el sistema de 
VIGS basado en el virus TRV es una de los 
más utilizados en la actualidad ya que presenta 
ciertas ventajas frente a otros vectores virales. 
Este virus ocasiona un nivel menor de sínto-
mas en las plantas, puede infectar meristemas 
y tiene un amplio rango de hospedantes. TRV 
es un virus de RNA de polaridad positiva con 
un genoma bipartito. Uno de esos RNAs ge-
nomicas fue modificado de modo de eliminar 
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las proteínas no esenciales e incorporar un si-
tio múltiple de clonado en donde se puede in-
troducir el fragmento del gen candidato que se 
desea silenciar, dejando las regiones no tradu-
cibles y la región codificante de la proteína de 
la cápside intactas. Posteriormente este vec-
tor fue mejorado por el grupo del Dr. Dinesh 
Kumar mediante la incorporación del promotor 
35S duplicado el cual incrementa la transcrip-
ción, del terminador de la nopalina sintetasa y 
de la secuencia de una ribozima que permite  
simular el final 3´ del genoma viral de forma 
más adecuada (Liu y col., 2002).

Así, la base del silenciamiento inducido por 
virus puede explicarse fundamentalmente me-
diante el mecanismo de PTGS. Estudios reali-
zados en N. benthamiana empleando un trans-
gén de la proteína reportera GFP muestran que 
el mecanismo de VIGS puede ser separado en 

dos etapas, una de iniciación y otra de mante-
nimiento. La primera sería absolutamente de-
pendiente de la presencia del virus, siendo los 
genes blancos silenciados sólo si la planta es 
infectada por el virus. Mientras que la segunda 
etapa sería independiente del mismo. (Ruiz y 
col., 1998, Jones y col., 1999).

Consideraciones finales
A lo largo de este capítulo se describieron 

algunas de las metodologías empleadas fre-
cuentemente para estudios de genética rever-
sa basados en el silenciamiento génico. Como 
se mencionó al inicio del capítulo el empleo de 
estas metodologías presenta ciertas ventajas 
respecto a otras, sin embargo una de las con-
sideraciones que hay que tener en cuenta al 
usar los métodos basado en silenciamiento gé-
nico es la especificidad del mismo con el fin de 

Tobacco

Mosaic

Virus

Tobamovirus Nicotiana

tabacum

Nicotiana

benthamiana,

Nicotiana

tabacum

PDS, PSY Kumagai et
al (1995)

Tobacco

Rattle

virus

Tobravirus Amplio rango

de hospedantes

N. benthamiana,

Arabidopsis,

Tomate, especies

de Solanum,

pimiento

Varios

genes

PDS, PSY,

GFP, EDS,

RAR,

NPR1

Liu et al
(2002b)

Ratcliff et
al (2001)

Potato

Virus X

Potexvirus Solanum

tuberosum

Brassicca

Campestris

N. bentahmiana,

Solanum

tuberosum

PDS, GFP Ruiz et al
(1998)

Barley

stripe

mosaic

virus

Hordeivirus Trigo, cebada,

maíz

Trigo, cebada PDS Holzberg et
al (2002)
Scofield et
la ( 2005)

Tomato

goleen

mosaic

virus

Begomovirus Lycopersicum

sculetum

N. benthamiana Su(Sulfur

gene)

Virus Género Hospedantes

naturales

importantes

Probado en Genes

silenciados

Referencias

Peele et al
(2001)

Tabla 4: Vectores virales para su uso en VIGS .Tabla adaptada de  Godge y col., 2008.
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evitar que se altere la expresión de otros ge-
nes no deseados. Estudios realizados en Ara-
bidopsis thaliana indican que al emplear como 
inserto la región completa de un gen se alteran 
aproximadamente la expresión de 4 genes no 
deseados (Ping Xu y col., 2006). En el último 
tiempo han surgido varios trabajos en donde 
se proponen distintos modos de controlar y/o 
disminuir estos efectos no deseados, entre 
ellos se encuentran el uso de programas bio-
informáticos que permiten analizar cuál es la 
mejor región a emplear de modo de obtener un 
silenciamiento lo más específico posible (Qiu y 
col., 2006 y Ping Xu y col., 2006). Sin embargo 
estas herramientas sólo son útiles cuando el 
genoma del organismo ha sido completamen-
te secuenciado o bien si al menos se dispone 
de gran parte de su secuencia. Por otro lado 
también se ha desarrollado una estrategia ex-
perimental para validar la información obtenida 
la cual emplea genes sintéticos que codifican 
para el gen candidato, pero que no resultan 
blanco de la acción de siRNAs, de este modo si 
el gen silenciado es el responsable del fenotipo 
observado, la expresión de los mismos permi-
tiría la recuperación el fenotipo salvaje (Kumar 
y col., 2006).   

Brevemente, no hay una técnica mejor que 
otra para reducir la expresión génica, sino que 
cada una posee sus ventajas y desventajas y 
queda a merced del investigador elegir la/las 
más correcta/s para su sistema, considerando 
principalmente los tiempos, el costo, la especie 
a utilizar, las condiciones del ambiente y el gra-
do de reducción del silenciamiento con el que 
uno desea trabajar. 

Un mensaje final para involucrarse y leer mas 
sobre este tema, es que si bien el silenciamien-
to es un mecanismo de regulación negativa de 
la expresión génicas, se ha tornado uno de los 
temas más importantes de las últimas décadas 
en biología molecular, a tal punto que los des-
cubrimientos iniciales de este mecanismo les 
permitieron a los  científicos Dr Andrew Z. FIRE 
y Dr Craig C. Mello obtener el Premio Nobel 
de Fisiología o Medicina en el año 2006. Ac-
tualmente se están desarrollando numerosos 
estudios en los cuales mediante silenciamien-
to génico  se logra obtener plantas inmunes a 
infecciones virales o bacterianas, disminuir la 

alergenicidad de vegetales comestibles y estu-
diar la función de los genes.  

 

Bibliografía:

Amedeo, P., Habu Y, Afsar K, Mittelsten Scheid O, 
Paszkowski J. 2000. Disruption Of The Plant 
Gene Mom Releases Transcriptional Silencing Of 
Methylated Genes. Nature, 405 (6783): P. 203-6.

Bartel D.P. 2004. MicroRNAs: Genomics, biogen-
esis, mechanism and function. Cell: 116:281–297.

Baulcombe, D.C. 2004. RNA Silencing In Plants. 
Nature, 431 (7006): P. 356-63.

Bazzini, A.A., Mongelli, V.C., Hopp, H.E., Del Vas, 
M. And Asurmendi, S. 2007. A Practical Approach 
To The Understanding And Teaching Of Rna Si-
lencing In Plants. Electronic 	 Journal Of Bio-
technology, 10 (2): 178-190. eISSN: 0717-3458.

Chapman E. J., Carrington J. C.  2007. Specializa-
tion And Evolution Of Endogenous Small Rna 
Pathways Nat Rev Genet. Nov;8 (11):884-96

Chuang, C.F. And Meyerowitz, E. M. 2000. Specific 
and heritable genetic interference by double-
stranded RNA in Arabidopsis thaliana. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 97, 4985-4990.

Doench J.G., Petersen, C.P., And Sharp, P.A. 
2003. siRNAs can function as miRNAs. Genes & 
Dev.17: 438–442.

Dorokhov Iu, L. 2007. Gene Silencing In Plants. Mol 
Biol (Mosk), 41(4): P. 579-92.

Dunoyer P., Lecellier C.H., Parizotto E.A., Himber 
C., Voinnet O. 2004. Probing the microRNA and 
small interfering RNA pathways with virus-en-
coded suppressors of RNA silencing. Plant Cell 
16:1235–1250.

Dunoyer, P. And O. Voinnet.  2008. Mixing And 
Matching: The Essence Of Plant  Systemic Si-
lencing? Trends Genet, 24(4): P. 151-4.

Fire, A., Xu, S., Montgomery, M. K., Kostas, S. A., 
Driver, S. E. And Mello, C. C. 1998. "Potent And 
Specific Genetic Interference By Double-Strand-
ed Rna In Caenorhabditis Elegans." Nature,Vol. 
391, No. 6669, P. 806-11. 

Furner, I.J., M.A. Sheikh, And C.E. Collett. 1998. 
Gene Silencing And Homology-Dependent Gene 	
Silencing In Arabidopsis: Genetic Modifiers And 
Dna Methylation. Genetics, 149(2): P. 	651-62.

Godge MR, Purkayastha A, Dasgupta I, Kumar 
PP. 2008. Virus-induced gene silencing for func-
tional analysis of selected genes. Plant Cell Rep. 
27(2):209-19.

Jones, L. Hamilton A.J, Voinet O, Thomas C.L, 
Maule, A.J Y Baulcombe D.C 1999. Rna-Dna 
Interactions And Dna Methylation In Post-Tran-



270 Biotecnología y Mejoramiento Vegetal II

scriptional Gene Silencing. Plant Cell, 11(12): P. 
2291-301.

Jones-Rhoades, M.W., Bartel, D.P., Bartel, B. 2006. 
MicroRNAs and their regulatory roles in plants. 
Annu. Rev. Plant Biol. 57:19–53.

Hutvagner G. And Zamore, P.D. 2002. A microRNA 
in a multiple-turnover RNAi enzyme 	 complex. 
Science 297: 2056–2060.

Kumar, D., C. Gustafsson, D. F. Klessig. 2006. Vali-
dation of RNAi Silencing Specificity Using Syn-
thetic Genes: Salicylic Acid-binding Protein 2 is 
required for Innate Immunity in Plants. The Plant 
Journal 45(5): 863-868

Liu, Y., M. Schiff, Y S.P. Dinesh-Kumar. 2002. Vi-
rus-Induced Gene Silencing In Tomato. Plant J, 
31(6): P. 777-86.

Lu R., Martin- Hernandez A.M, Peart J.R., Malcuit 
I. Y Baulcombe D.C. 2003. Virus-Induced Gene 
Silencing In Plants. Methods, 30(4): P. 296-303

Niu, Q. W., Lin, S. S., Reyes, J. L., Chen, K. C., 
Wu, H. W., Yeh, S. D. And Chua, N. H. 2006. 
"Expression Of Artificial Micrornas In Transgenic 
Arabidopsis thaliana Confers Virus 	 R e s i s t -
ance." Nat Biotechnol, Nov, Vol. 24, No. 11, P. 
1420-8. 

Ossowski, S., R. Schwab, And D. Weigel. 2008. 
Gene Silencing In Plants Using Artificial Micro-
RNAs And Other Small Rnas. Plant J, 53(4): P. 
674-90.

Parizotto, E. A., Dunoyer, P., Rahm, N., Himber, C. 
And Voinnet, O. 2004. In Vivo Investigation Of 
The Transcription, Processing, Endonucleolytic 
Activity, And Functional Relevance Of The Spatial 
Distribution Of A Plant Mirna. Genes Dev, Sep 15, 
Vol. 18, No. 18, P. 2237-42. 

Ping Xu, Yuanji Zhang, Li Kang, Marilyn J. Rooss-
inck, And Kirankumar S. Mysore. 2006. Compu-
tational Estimation And Experimental Verification 
Of Off-Target Silencing During Posttranscrip-
tional Gene Silencing In Plants. Plant Physiol. 
Oct;142(2):429-40. 

Peng Qiu, Z. Jane Wang , K. J. Ray Liu , Zhang-Zhi 
Hu And Cathy H. Wu. 2006. Dependence network 
modeling for biomarker identification. Bioinfor-
matics  23(2):198-206

Ruiz, M.T., O. Voinnet, And D.C. Baulcombe. 1998. 
Initiation And Maintenance Of Virus-Induced 
Gene Silencing. Plant Cell, 10(6): P. 937-46.

Ryu, C.M., Anad A., Kang L., Mysore K.S. 2004. 
Agrodrench: A Novel And Effective Agroinocula-
tion Method For Virus-Induced Gene Silencing In 
Roots And Diverse Solanaceous Species. Plant 
J, 40(2): P. 322-31. 

Travella S., Klimm T. E., And Keller, B. 2006. RNA 
Interference-Based Gene Silencing As An Effi-

cient Tool For Functional Genomics In Hexaploid 
Bread Wheat. Plant Physiology 142:6-20 (2006)

Vance V., Vaucheret H. 2001. RNA silencing in 
plants: Defense and counterdefense. Science 
292:2277–2280.

Vaucheret, H. And M. Fagard. 2001. Transcriptional 
Gene Silencing In Plants: Targets, Inducers And 
Regulators.Trends Genet. Jan;17(1):29-35

Voinnet, O. 2001. RNA silencing as a plant immune 
system against viruses. Trends Genet 17, 449–
459.

Wesley, S. V., Helliwell, C. A., Smith, N. A., Wang, 
M. B., Rouse, D. T., Liu, Q., Gooding, P. S., Singh, 
S. P., Abbott, D., Stoutjesdijk, P. A., Robinson, S. 
P., Gleave, A. P., Green, A. G. And Waterhouse, 
P. M. 2001. Construct Design For Efficient, Ef-
fective And High - Throughput Gene Silencing In 
Plants." Plant J, Vol. 27, No. 6, P. 581-90.

Zeng, Y., Yi, R., And Cullen, B.R. 2003. MicroRNAs 
and small interfering RNAs can inhibit mRNA 
expression by similar mechanisms. Proc. Natl. 
Acad. Sci. 100: 9779–9784. 



271Biotecnología y Mejoramiento Vegetal II

II. CAPÍTULO 8

Análisis de Experimentos 
Biológicos

Sofía Olmos; Miguel Di Renzo; 
Mercedes Ibañez; Nélida Winzer

1 La variación biológica
La variabilidad genética es un hecho uni-

versal en las poblaciones reproductivas y una 
condición preliminar necesaria para el cambio 
evolutivo y para la respuesta al mejoramien-
to genético mediante selección o hibridación. 
Por otra parte son conocidos los peligros que 
implica la uniformidad y la falta de diversidad 
en las especies cultivadas y en los animales 
domésticos, como consecuencia de la erosión 
genética.

La variación que presentan los individuos de 
una población puede ser discontinua o conti-
nua. Los caracteres cualitativos de variación 
discontinua, como los marcadores molecula-
res, permiten clasificar a los individuos sin am-
bigüedades, ya que estos caracteres están re-
gidos por uno o por pocos genes y el ambiente 
no tiene efecto en su manifestación fenotípica. 
En cambio, los caracteres cuantitativos, re-
presentados por la mayoría de los caracteres 
de interés agronómico, presentan variación 
continua y los fenotipos, que están determina-
dos por poligenes y por efectos ambientales, 
son difíciles de clasificar en categorías discre-
tas. Para su análisis deben emplearse métodos 
biométricos, que no miden el efecto de genes 
individuales o de segmentos cromosómicos 
específicos, sino de todo el genoma.

Durante los últimos años ha surgido un 
consenso entre los mejoradores y genetistas 
moleculares sobre la conveniencia del uso de 
marcadores moleculares para asistir a la selec-
ción de caracteres cuantitativos (MAS, Marker 
Assisted Selection). La biotecnología ha co-
laborado mediante la construcción de mapas 
genéticos saturados, esto es, con innumera-
bles marcadores moleculares a lo largo de los 
cromosomas, que permiten ubicar regiones de 
actividad cuantitativa (QTLs, Quantitative Trait 
Loci). De esta manera un carácter de variación 

continua puede ser manejado como si se tra-
tara de un carácter de herencia mendeliana 
mediante la introgresión de un fragmento de 
cromosoma conteniendo un QTL por retrocru-
zamientos sucesivos en las variedades comer-
ciales. Los QTLs representan un nuevo siste-
ma de enfocar el estudio básico y el manejo 
práctico de los sistemas poligénicos y de la 
genética cuantitativa.

2 Experimento científico
La ciencia, que tiene como objetivo la expli-

cación y la predicción de los hechos, cuenta 
con el método científico como un procedi-
miento que contempla un proceso en flujo 
desde los hechos observados hasta la pro-
posición de hipótesis explicatorias. Un re-
quisito fundamental en toda ciencia fáctica es la 
contrastación de las hipótesis planteadas, 
poniendo a prueba las mismas mediante una 
confrontación con la experiencia. El diseño ex-
perimental crea artificialmente las condiciones 
para la contrastación de la hipótesis y brinda la 
metodología estadística correspondiente para 
el análisis de los datos.

El experimento científico, que como queda 
dicho es un ensayo destinado a probar la vali-
dez de una hipótesis, se basa en la reproduc-
ción de ciertos fenómenos bajo condiciones 
controladas con el objeto de medir el efecto 
que produce la modificación de uno o varios 
factores en estudio (tratamientos) sobre la va-
riable dependiente.

El ensayo, cuidadosamente diseñado, debe-
rá ser lo más simple posible, evitando los erro-
res tendenciosos y sistemáticos (bias=sesgo) 
de manera tal que los datos recabados pro-
vean conclusiones con un amplio rango de va-
lidez. Por otra parte, para magnificar el efecto 
de los tratamientos y disminuir el error experi-
mental, se procura minimizar el efecto de otros 
factores no controlados que ejercen influencia 
en las observaciones. Esto se logra utilizando 
materiales y condiciones experimentales lo 
más homogéneas posibles. De esta manera, 
las variaciones observadas se deberán casi 
exclusivamente a los tratamientos. 

Para conocer el efecto de los factores con-
trolados y el de los factores no controlados 
(error experimental) sobre el material experi-
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mental es necesario formular claramente una 
hipótesis, utilizar un diseño experimental apro-
piado y analizar e interpretar los resultados ob-
tenidos.

Por ejemplo, la aplicación de distintos tra-
tamientos (ej.: distintas dosis de fertilizante = 
causa), producen variaciones sobre una carac-
terística de interés (ej. rendimiento = efecto):

relación causal
causa:	           ⇒        efecto:
tratamientos	              cambios en la variable de interés

Esto puede graficarse de esta manera:

(NPK), no habría un orden entre los tratamien-
tos (discreto nominal). Cuando se estudian dos 
(o más) factores simultáneamente, los distin-
tos tratamientos resultan de la combinación de 
cada nivel de un factor con cada nivel del otro 
factor. Por ejemplo, si se estudia el efecto de 
fertilizante y competencia, cada tratamiento re-
sulta de la combinación de una dosis de fertili-
zante y una densidad de siembra determinada.

- Variable independiente: es la causa que 
afecta los resultados del experimento y está 
representada por los distintos niveles del fac-
tor cuyo efecto se quiere medir (tratamientos) 
o que se quiere controlar (bloques).

- Variable dependiente: variable respues-
ta o simplemente «variable» es el carácter de 
interés (datos u observaciones) cuya variación 
permite cuantificar el efecto de la variable inde-
pendiente. Ejemplos de variables dependien-
tes: a) rendimiento (kg/ha) y diámetro de colo-
nia (mm): cuantitativas continuas, b) tiempo a 
panojamiento (días), tamaño de camada, nú-
mero de colonias (número): cuantitativas dis-
cretas, c) marcadores moleculares (presencia/
ausencia): cualitativa binaria, d) grado de res-
puesta a un estrés o a un patógeno (tolerante, 
intermedio, susceptible): cualitativa ordinal.

- Unidad experimental: es un individuo o 
grupo de individuos, objetos, porción de mate-
rial o terreno (parcela) al que se le asigna un 
tratamiento experimental y sobre la cual se ob-
serva una respuesta.

- Repetición: es el número de unidades ex-
perimentales a las que se les asigna el mismo 
tratamiento.

3 Hipótesis Estadística
Como se indicara previamente, el experi-

mento científico es un ensayo destinado a pro-
bar la validez de una hipótesis. Las hipótesis 
estadísticas plantean supuestos referentes a 
algún parámetro poblacional. Por lo general se 
utiliza la hipótesis nula (Ho), que se refiere 
a la igualdad entre los parámetros probados. 
Frente a la Ho se plantea una hipótesis alter-
nativa (Ha).

Para determinar si un tratamiento tuvo algún 
efecto, se considera a la Ho como la ausen-
cia de efectos, lo que equivale probar la igual-
dad entre las medias de los tratamientos. La 

Terminología
- Factor: Es la causa cuyo efecto se quiere 

medir (ej. fertilizante, insecticida, medio de cul-
tivo, genotipo, ambiente)

- Nivel: Es cada una de las categorías o al-
ternativas del factor en estudio (ej. dosis de un 
fertilizante, dosis de insecticida, sales y  pH de 
los medios de cultivo, variedades, diferentes 
años y localidades).

- Tratamiento: Es cada nivel del factor en 
estudio. Si se estudia el factor fertilizante, cada 
dosis (o nivel) es un tratamiento distinto. Si se 
prueba el efecto de concentraciones crecientes 
de un fertilizante los tratamientos tendrían un 
orden natural (discreto ordinal); pero si se prue-
ban distintas combinaciones de fertilizantes 

y

tratamientos
(dosis fertilizantes)

Y = f (x)
rendimiento = f (dosis fertilizante)

x

variable
(rendimiento)
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Ha plantea que al menos una de las medias 
difiere significativamente del resto o sea que 
al menos uno de los niveles del factor probado 
tiene efecto sobre la variable de interés. Las hi-
pótesis estadísticas también prueban otras ca-
racterísticas poblacionales, como por ejemplo 
la igualdad entre varianzas o entre coeficientes 
de regresión.

El ensayo y las pruebas de significancia per-
miten calcular probabilidades bajo el supuesto 
de que la hipótesis nula sea cierta. Si la pro-
babilidad calculada es igual o mayor que un 
nivel de significancia preestablecido (de 0,05 
por ejemplo) la Ho no se rechaza y se infiere 
que no hay diferencias significativas entre las 
medias de los tratamientos. Se concluye que 
los tratamientos no tienen efecto significativo 
en la variabilidad del carácter estudiado y las 
diferencias observadas no son mayores que 
las que se producirían por azar. En cambio si 
la probabilidad calculada es pequeña (P≤0,05) 
se rechaza la Ho y se infiere, de acuerdo con la 
Ha, que hay diferencias significativas entre los 
tratamientos. Si P≤0,01 se dice que las diferen-
cias son altamente significativas.

son equivalentes, t2 = F. La prueba F, que es 
un cociente de varianzas, es una generaliza-
ción de la prueba t, especialmente útil cuando 
se comparan más de dos tratamientos. En el 
análisis de la varianza (ANOVA), por ejemplo, 
se utiliza la prueba F para verificar la igualdad 
de medias.

Prueba F
Una prueba F consiste en un cociente entre 

dos varianzas:

F = s2
entre / s2

dentro

Para realizar la prueba F resulta necesario 
descomponer la varianza total (s2

total) en dos 
componentes: s2 entre  y   s

2 dentro.

El análisis de la varianza es un procedimien-
to aritmético que permite la descomposición 
de la varianza total en varianzas parciales. El 
cociente entre las varianzas permite obtener 
un valor de F calculado (Fc) el cual se com-
para con un F de tabla (Ft) para un determina-
do nivel de significación (por ejemplo α=0.05) 
y los grados de libertad de los tratamientos y 
del error. Los programas estadísticos estiman 
directamente el P, la probabilidad de obtener 
un valor de F mayor que Fc si Ho fuera cierta.

Los supuestos básicos en que se funda-
menta el ANOVA son errores independientes, 
normalmente distribuidos, aditividad de efectos 
y varianzas homogéneas para todos los trata-
mientos. Cuando no se cumplen se ve afecta-
do el nivel de significación, la sensibilidad de 
la prueba de F y la discrepancia real de la Ho.

Varianza total
Se puede considerar a la variación total 

como la resultante de dos fuentes de variación: 
una fuente de variación debida a las diferen-
cias entre grupos o tratamientos, señaladas 
por los promedios de éstos y otra debida a la 
diferencia dentro de los tratamientos (entre re-
peticiones), que se calcula en base a las dife-
rencias entre las observaciones o repeticiones 
de cada tratamiento.

Varianza entre tratamientos
Para aislar la variación entre los grupos ne-

El nivel de significancia, generalmente de-
signado por α, representa hasta qué punto, en 
términos de probabilidad, estamos dispuestos 
a aceptar un error de tipo I, es decir, rechazar 
una Ho que sea verdadera. Esto conlleva a que 
aceptemos una Ho como verdadera con una 
probabilidad 1-α. Si se fija α=0.05 estamos dis-
puestos a aceptar el error tipo I aproximada-
mente una de cada 20 veces.

4 Análisis univariado
Los análisis univariados emplean una varia-

ble dependiente, mientras que los análisis mul-
tivariados comparan muestras sobre la base 
de varias variables que están relacionadas.

La significancia estadística de una diferencia 
entre dos medias puede verificarse mediante 
una prueba t o mediante una prueba F. Ambas 

Ho falsa

correcto
error tipo II

Rechazo Ho
No rechazo Ho

Ho verdadera

error tipo I
correcto
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cesitamos suprimir la variación dentro de los 
tratamientos (entre repeticiones). Podemos 
obtener este resultado haciendo a todos los 
individuos de un mismo grupo iguales entre sí 
e iguales a la media del grupo. Mediante esta 
operación, la variación entre los grupos no se 
modifica mientras que toda la variación dentro 
del grupo queda anulada.

Varianza dentro de tratamientos
Para obtener la varianza dentro de los gru-

pos debemos tener en cuenta solamente la va-
riación entre las observaciones de un mismo 
tratamiento (entre repeticiones). La variación 
dentro de un tratamiento se debe a las desvia-
ciones que presentan los valores individuales 
en ese grupo en relación con la media de ese 
grupo.

5 Análisis multivariado
El análisis multivariado brinda los métodos 

estadísticos para el análisis conjunto de va-
rias variables que pueden estar interrelacio-
nadas. Esta rama de la estadística comprende 
procedimientos y técnicas para la síntesis, la 
presentación y el análisis multidimensional de 
variables, tanto cualitativas como cuantitativas, 
obtenidas a partir de un número de individuos, 
OTU (Operational Taxonomic Unit), objetos 
o tratamientos.

Debido a que las variables se consideran en 
forma simultánea estas técnicas permiten rea-
lizar interpretaciones más complejas a las que 
surgen mediante la utilización de métodos uni-
variados. El análisis multivariado colabora en 
la comprensión más adecuada y completa de 
las ciencias biológicas, por tal motivo en este 
capítulo se brindará un panorama simplificado 
y algunos comentarios sobre las técnicas más 
usuales con la finalidad de poder discernir y 
elegir la metodología más apropiada para ana-
lizar la información que se disponga.

Hay algunas razones que justifican el análi-
sis conjunto de diferentes variables en lugar de 
analizar cada variable separadamente por mé-
todos univariados. Por ejemplo, cuando se tra-
ta de probar hipótesis mediante procedimien-
tos de inferencia estadística. En este caso, la 
aplicación del análisis univariado a cada una 
de las variables aumenta el error Tipo I mien-

tras que la aplicación del análisis multivariado 
preserva el valor de α y aumenta en muchos 
casos la potencia del test. El análisis multiva-
riado utiliza las relaciones (correlaciones) entre 
las variables o entre los objetos que el método 
univariado directamente no considera. El aná-
lisis multivariado aprovecha estas relaciones 
para buscar en los datos patrones o estructu-
ras enriqueciendo así la descripción de los mis-
mos. En el capítulo siguiente se desarrollarán 
en más detalle algunas metodologías multiva-
riadas, seleccionándose aquellas que se utili-
zan con mucha frecuencia y que no requieren 
demasiados conocimientos previos.

Análisis exploratorio y confirmatorio
Con los datos provenientes de observacio-

nes realizadas sobre un hecho en particular es 
necesario, en primer lugar, realizar un análisis 
exploratorio. Posteriormente, mediante las 
inferencias realizadas a partir de este análisis 
y con la información que se pueda disponer 
acerca de los mecanismos que originan el pro-
ceso biológico, es posible desarrollar un aná-
lisis confirmatorio y así plantear un modelo 
descriptivo de causalidad el que, a su vez, es 
confirmado mediante una prueba de bondad 
de ajuste.

En otras palabras, toda investigación llevada 
a cabo especialmente en áreas nuevas, donde 
existen pocos antecedentes, comienza con una 
exploración de los datos con el objeto de re-
conocer cualquier estructura o patrón no alea-
torio que requiera una explicación. En una se-
gunda etapa, es posible que surja la necesidad 
de formular la pregunta, lo cual es a menudo 
más interesante que buscar la respuesta sub-
siguiente, ya que el objetivo primordial es, en 
primer lugar, generar hipótesis interesantes que 
promuevan estudios más avanzados. En este 
caso, los métodos que están diseñados para 
responder a preguntas específicas no serían 
necesarios. En cambio resultarían apropiados 
aquellos métodos que puedan detectar un pa-
trón de comportamiento no previsto en los da-
tos y que, además, abran un amplio campo de 
posibles explicaciones del proceso. Estas técni-
cas generalmente se caracterizan por el énfasis 
puesto en la utilización de representaciones vi-
suales y gráficas y por la carencia de modelos 
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estocásticos, donde la significación estadística 
de los resultados pierde importancia.

La aplicación de los análisis confirmatorios 
se vuelve mas apropiada cuando el investiga-
dor tiene en mente hipótesis bien definidas. Es 
aquí donde las pruebas de significación esta-
dística son necesarias. Sin embargo, no existe 
una división muy estricta entre técnicas explo-
ratorias y confirmatorias. Por ello sería impor-
tante que el investigador tenga una perspectiva 
flexible y pragmática para analizar sus datos y 
una experiencia suficiente que le permita ele-
gir la herramienta analítica adecuada. El error 
más grave que se podría realizar en este sen-
tido sería arribar a conclusiones que expliquen 
causas a partir de datos exploratorios y des-
criptivos sin haber realizado ningún tipo de di-
seño experimental para probarlos. Se plantea 
como causa probable de esta tendencia gene-
ralizada el mal uso semántico entre las termi-
nologías estadísticas y las biológicas. El uso 
estadístico de términos como “efectos” o “va-
riable independiente” no implica causalidad.

Síntesis de métodos: objetivos y limita-
ciones

Los análisis multivariados más comúnmente 
adoptados, en orden decreciente, son: análi-
sis de componentes principales (ACP), análi-
sis de funciones discriminantes (AD), análisis 
de agrupamientos (conglomerados o clusters), 
regresión múltiple (RM), análisis multivariado 
de la varianza (MANOVA), análisis de corres-
pondencia (AC), análisis de coordenadas prin-
cipales (ACOOP), análisis factorial (AF), corre-
lación canónica (CC), modelos logarítmicos li-
neales (LOGL), escalamiento multidimensional 
(EMD) y la regresión logística múltiple (RL).

En la Tabla 1 se mencionan los objetivos ge-
nerales de los métodos de análisis multivariado 
más utilizados. Los procedimientos numera-
dos del 1 al 7 utilizan combinaciones linea-
les de las variables, estos métodos son más 
eficientes con variables continuas, mientras 
que aquellos métodos numerados del 8 al 11, 
comprenden métodos no lineales y son más 
apropiados cuando se cuenta con variables 
cualitativas y el método 12 es adecuado para 
variables cuantitativas, cualitativas o la mezcla 
de ambas.

Los métodos lineales son apropiados cuan-
do se quiere interpretar combinaciones óptimas 
de variables (por ejemplo, componentes princi-
pales en el análisis de componentes principa-
les, factores en el análisis factorial, funciones 
discriminantes en el análisis discriminante). 
Quienes aplican métodos lineales usualmente 
asumen que los valores de las variables incre-
mentan o decrecen regularmente y que entre 
ellas no hay interacciones. Estas relaciones no 
lineales en el análisis multivariado de la varian-
za aparecen en los términos de las interaccio-
nes y pueden revelar efectos no lineales impor-
tantes en el análisis de datos experimentales.

Para examinar con mayor eficiencia datos bi-
narios (presencia/ausencia) y datos en rangos, 
se pueden usar otros modelos, donde las va-
riables se relacionan mediante funciones no 
lineales. Cuando se utilizan combinaciones de 
variables hay que considerar que el coeficiente 
que afecta a una variable representa la contri-
bución de esta variable a la combinación lineal 
y que este valor depende de las otras variables 
incluidas en el análisis. No se considera correc-
to el empleo de estos coeficientes individuales 
para la interpretación de dichas contribuciones.

Antes de aplicar cualquier técnica de análisis 
resulta imprescindible realizar un examen ini-
cial de los datos. El examen inicial, básicamen-
te, consiste en la evaluación de datos faltantes 
y la representación gráfica de los datos, lo que 
permite la identificación de «outliers» (datos 
fuera del rango o fuera de tipo), tendencias 
y/o agrupamientos preliminares e hipotetizar 
posibles modelos para su análisis. Además, 
cuando el análisis multivariado a emplear así 
lo requiera, se debe verificar si se cumplen los 
supuestos básicos de normalidad multivariada, 
homogeneidad en la estructura de variación y 
covariación, independencia de errores y linea-
lidad.

Por otro lado, y al igual que en el análisis uni-
variado, hay que tener cuidado con el uso del 
nivel de significancia (α) que se adopte, de las 
subsiguientes inferencias estadísticas y de las 
conclusiones a que se arriba luego del análisis. 
Las conclusiones confirmatorias solamente se 
justifican si los estudios estuvieron basados en 
un muestro apropiado. Esto significa que la in-
ferencia está justificada en relación a la forma 
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Tabla 1. Objetivos y limitaciones de los 12 tipos de análisis multivariados más comúnmente utilizados.
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en que los datos fueron tomados y en que el ex-
perimento fue realizado, más que en la técnica 
de análisis en sí misma.

Las inferencias sólo están justificadas cuan-
do los datos son tomados de una muestra gran-
de y bien definida. Cuando esto no ocurre los 
valores de probabilidad tal vez directamente no 
se deberían informar y las conclusiones a las 
que se arriba sólo deberían limitarse a los da-
tos utilizados y a las condiciones en las que se 
desarrolló el experimento. De la misma manera 
resulta poco aconsejable elaborar generaliza-
ciones demasiado amplias cuando los estudios 
se realizan sobre casos particulares o específi-
cos que no son representativos.

A menudo sucede que el investigador prefie-
re o necesita interpretar las variables en forma 
separada cuando maneja un grupo de varia-
bles correlacionadas. En estos casos sería más 
apropiado utilizar métodos univariados, con el 
complemento de pruebas de Bonferroni ajusta-
das. Sin embargo, cuando sea posible, la consi-
deración conjunta de las variables, mediante la 

aplicación del análisis multivariado, puede brin-
dar conclusiones más fuertes que las logradas a 
través de un grupo de comparaciones simples. 
Si se tiene cuidado durante el proceso de inter-
pretación de resultados, las combinaciones de 
variables (componentes, factores, etc.) podrían 
ser de significativa importancia para estudiar un 
proceso. El uso racional de la estadística mul-
tivariada, el ajuste de un modelo y el conoci-
miento biológico pueden ayudar al investigador 
a diseñar con criterio un experimento crucial y a 
llegar a conclusiones consistentes.

Como dijimos anteriormente, el análisis mul-
tivariado aprovecha las relaciones entre las va-
riables para buscar patrones o estructuras en 
los datos. En este sentido, podría encontrarse 
un origen de patrones cuando se realizan medi-
ciones sobre grupos de objetos similares. Pue-
den existir casos donde no se conoce a priori 
si los grupos están ya formados, cuantos son, 
o cuales objetos pertenecen a cada grupo, es 
allí donde habría que ver que tipo de análisis es 
más apropiado.
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En general, en esta etapa se podrían usar 
métodos como los de ordenamiento de obje-
tos (donde se logra la reducción de dimensio-
nes entre las variables o entre objetos a una o 
pocas dimensiones). Otra posibilidad es hacer 
análisis de agrupamientos donde los objetos 
se clasifican en categorías jerárquicas sobre la 
base de matrices de similitud entre los mismos. 
En el primer caso, los objetos son represen-
tados en un espacio gráfico en los cuales los 
ejes constituyen gradientes de combinaciones 
de variables. El método de análisis de com-
ponentes principales, que es un ejemplo de 
análisis por ordenamiento, utiliza para tal fin las 
estructuras de los autovectores (también lla-
mados eigens ó raíces latentes) de la matriz de 
correlación o bien de una matriz de varianza-
covarianza entre las variables originales.

El análisis de componentes principales y 
el análisis factorial tienen como objetivo en-
contrar una estructura más simple reduciendo 
la dimensionalidad de las variables sin perder 
información. Para simplificar el análisis de los 
datos se reduce el número de variables a un 
pequeño número de índices o factores. Algu-
nas diferencias entre estas dos técnicas son 
que las componentes principales están defini-
das como una combinación lineal de las varia-
bles originales y no están basadas en un mo-
delo estadístico particular y por lo tanto no se 
requiere el cumplimiento de supuestos previos. 
En el análisis factorial las variables están ex-
presadas como una combinación de factores, 
está basado en un modelo especial y requie-
re el cumplimiento de distintos supuestos. Por 
otra parte mediante el análisis de componentes 
principales se busca explicar una gran parte de 
la varianza total, mientras que con el análisis 
factorial se enfatiza el estudio en las relacio-
nes entre las variables explicadas con las co-
varianzas o correlaciones. El análisis factorial 
resulta apropiado cuando el objetivo consiste 
en encontrar un grupo de variables similares, 
altamente correlacionadas, y postular que esas 
similitudes provienen del hecho de que éstas 
son variables “latentes o factores” que actúan 
en forma particular sobre el proceso estudiado.

El análisis de componentes principales es 
muy utilizado para el análisis de ensayos mul-
tiambientales comparativos de rendimiento, 

donde a partir de la interacción genotipo-am-
biente y QTL-ambiente se pueden identificar 
adaptaciones específicas, estabilidad, ideo-
tipos y subregiones o mega-ambientes. Los 
gráficos biplot acompañan los resultados del 
análisis de componentes principales, y a través 
de estos se grafican de manera simultánea la 
variabilidad de las observaciones y de las va-
riables.

El investigador interesado en definir grupos 
homogéneos de objetos o de variables, ba-
sados en la similitud o diferencias, y estudiar 
la estructura natural de las observaciones o 
de las variables puede aplicar el análisis de 
agrupamientos. Este análisis ha sido tradicio-
nalmente utilizado para propósitos explorato-
rios. Dado que no es una técnica de inferen-
cia estadística, para que los grupos exhiban la 
mayor homogeneidad interna y la mayor dife-
renciación entre grupos sólo se requiere que la 
muestra sea representativa y que las variables 
no sean multicolineales. En este análisis, se 
deben incluir aquellas variables que contribu-
yan a caracterizar los objetos y que se encuen-
tren relacionadas con los objetivos del análisis. 
Se recomienda que un análisis de agrupamien-
tos sea posteriormente complementado con un 
análisis de funciones discriminantes sobre 
los grupos previamente identificados.

El escalamiento multidimensional, involu-
cra una serie de técnicas que ayudan al analis-
ta a identificar dimensiones subyacentes en la 
evaluación de objetos. Es especialmente utili-
zado en ciencias del comportamiento, ya que 
permite identificar dimensiones no conocidas 
que afectan el comportamiento. Se basa en 
evaluaciones comparativas de objetos cuando 
las bases de comparación son desconocidas o 
indefinibles. Se transforma el comportamiento 
de quienes perciben los objetos en distancias, 
las que finalmente se representan en un espa-
cio multidimensional. Si bien mediante el aná-
lisis de agrupamientos los objetos se agru-
pan de acuerdo a sus características, con el 
escalamiento multidimensional no se enfoca el 
interés en los objetos en sí sino más bien, en 
como estos son percibidos. Esta técnica mide 
la correlación o covarianza de los estímulos 
derivados de las características de los objetos 
a ser evaluados. Así, las representaciones grá-
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ficas enfatizan las relaciones entre los estímu-
los que se estudian.

El análisis de correspondencia es un pro-
cedimiento de ordenación apropiado para datos 
de tablas de contingencia (frecuencias). Las ob-
servaciones multivariadas se grafican en planos 
(biplot) para identificar las asociaciones de ma-
yor peso entre las modalidades de varias varia-
bles cualitativas.

El análisis de funciones discriminante se 
utiliza cuando los objetos o individuos se re-
únen en dos o más grupos, definidos a priori, 
frecuentemente se plantea el problema de cómo 
describir las diferencias entre grupos sobre la 
base de un conjunto de variables. El propósi-
to básico del análisis de funciones discriminan-
tes es estimar la relación que existe entre una 
variable dependiente cualitativa (machos vs 
hembras o genotipos resistentes vs genotipos 
susceptibles) y entre un grupo de variables in-
dependientes cuantitativas con distribución nor-
mal. Lo mismo que en el caso de análisis de 
componentes principales y análisis factorial, el 
análisis de funciones discriminantes se basa 
en la posibilidad de encontrar una combinación 
lineal de las variables originales. Como carac-
terística, el análisis de funciones discriminantes 
permite identificar aquellos grupos ya formados 
a los cuales pueden ser asignados nuevos obje-
tos en estudio (individuos, genotipos). Posibilita 
además la identificación de cual o cuales de las 
variables independientes contribuye más a la di-
ferenciación entre grupos.

El análisis multivariado de la varianza es un 
procedimiento de inferencia estadística usado 
para evaluar la significancia de la diferencia en-
tre los grupos, que se hallan delimitados sobre 
la base de las distintas variables independientes 
discretas o tratamientos. Es una extensión del 
ANOVA, sólo que las diferencias se establecen 
teniendo en cuenta varias variables dependien-
tes cuantitativas de distribución normal. Por ello 
este análisis es particularmente útil cuando los 
datos provienen de diseños experimentales. 
También puede ser considerado como una ex-
tensión del análisis de funciones discriminantes, 
aunque en éste la única variable dependiente es 
categórica y las variables independientes son 
cuantitativas, mientras que el análisis multiva-
riado de la varianza involucra un grupo de varia-

bles dependientes cuantitativas y las variables 
independientes son cualitativas.

Las correlaciones canónicas reducen las 
dimensiones de dos grupos de variables pro-
venientes de un mismo conjunto de objetos o 
individuos de manera que se puedan estudiar 
las relaciones conjuntas entre los grupos. Es 
similar al análisis de funciones discriminantes 
sólo que en las correlaciones canónicas las va-
riables (no los objetos o individuos) son dividi-
das en grupos por lo que el interés se centra 
sobre las relaciones entre los grupos de varia-
bles. Por ejemplo, las correlaciones canónicas 
se pueden utilizar cuando interesa conocer la 
relación existente entre los patrones de marca-
dores moleculares, que representan diferentes 
genotipos, y algunas características ambienta-
les donde viven los individuos muestreados.

La regresión múltiple se considera el mé-
todo apropiado cuando se presume que los 
valores de una variable continua dependen de 
los valores que tomen las otras variables. Esta 
técnica, que explora todo tipo de relaciones 
dependientes, tiene como objetivo predecir los 
cambios en una variable dependiente cuanti-
tativa en respuesta a los cambios en las dis-
tintas variables independientes o predictoras. 
Los modelos de regresión múltiple constitu-
yen la base para la estimación de parámetros 
en genética cuantitativa. Son ejemplos de su 
aplicación la descomposición del valor geno-
típico en el efecto medio de cada alelo y las 
interacciones debidas a dominancia y epista-
sis, el cálculo de la estabilidad de los genotipos 
mediante la descomposición de la interacción 
genotipo ambiente, el parecido entre parientes, 
la ubicación y la utilización de QTL mediante 
marcadores moleculares.

La ecuación de regresión es una combina-
ción lineal de las variables independientes que 
mejor predicen la variable dependiente. La se-
lección de las variables con mayor poder de 
predicción se realiza mediante aproximaciones 
secuenciales, llamadas estimaciones “step-
wise” (pasos inteligentes). Mediante los coefi-
cientes de regresión estandarizados es posible 
determinar la importancia relativa de cada va-
riable predictora. Las variables independiente 
y dependiente deben ser cuantitativas si bien, 
mediante transformaciones previas, es posible 
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incluir variables independientes no métricas.
La aplicación del análisis regresión logísti-

ca permite predecir una variable dependiente 
binaria (0,1) empleando tanto variables cate-
góricas como cuantitativas. Es importante te-
ner en cuenta que para asignar causalidad en 
forma justificada es necesario disponer de una 
cantidad adecuada de datos biológicos experi-
mentales.

Si se cumplen los supuestos básicos, en es-
pecial la normalidad de las variables, no hay 
mayores diferencias entre la regresión logística 
y el análisis de funciones discriminantes, sólo 
que en el caso que sea posible formar más de 
dos grupos, este último resulta el más apropia-
do. Los modelos logarítmicos lineales com-
prenden a otros análisis que permiten mostrar 
las relaciones que existen entre variables ca-
tegóricas.

6 Estudio de la interacción QTL-ambiente 
con ANOVA y ACP

La selección asistida por marcadores es 
una inmediata aplicación de la biotecnología 
que puede ser usada por los mejoradores para 
localizar un gen específico o un segmento de 
cromosoma que regula el fenotipo estudiado y 
que está presente en un individuo o en la po-
blación de interés.

En algunas poblaciones de mapeo (poblacio-
nes segregantes con desequilibrio de ligamien-
to entre los marcadores genéticos y los QTLs) 
tales como las RIL (líneas endocriadas recom-
binantes) y en especial las DH (doblehaploides) 
es posible multiplicar genotipos prácticamente 
sin variabilidad genética y probarlos en ensa-
yos multiambientales. Los ensayos multiam-
bientales en general brindan la posibilidad de 
explorar las interacciones genotipo-ambiente 
(GE) y QTL-ambiente (QE). Si bien el efecto de 
algunos QTLs explica una alta proporción de la 
varianza fenotípica estimada en los diferentes 
ambientes, el efecto de otros QTLs es detecta-
do de manera poco consistente debido a la aso-
ciación con ambientes específicos, generando 
una fuerte interacción QTL-ambiente.

Se ha encontrado que en el maíz tropical las 
temperaturas de los diferentes sitios afectan la 
expresión de distintos QTLs, adaptación espe-
cífica debida, al menos en parte, al efecto de 

la selección artificial y a la sustitución alélica 
ocurrida en diferentes loci. El análisis de los 
patrones de interacción QTL-ambiente, permite 
visualizar los efectos principales de los QTLs 
(Q) dentro y a través de los ambientes o mega-
ambientes, e identificar aquellos que aumentan 
la efectividad de la selección y la retrocruza 
asistida por marcadores. Frecuentemente, los 
modelos que se aplican para estudiar la inte-
racción QTL-ambiente son los mismos o simila-
res a los utilizados para estudios de interacción 
genotipo-ambiente, tales como el modelo AMMI 
(Additive Main Effects and Multiplicative Interac-
tion) o el modelo SREG (Sites Regression). El 
análisis SREG combina la técnica del ANOVA y 
del ACP en un sólo modelo. El ANOVA permite 
estudiar el efecto principal de ambiente, mien-
tras que la interacción genotipo-ambiente más 
el efecto principal de genotipo (G) es tratado de 
forma multivariada mediante el ACP.

De manera análoga con el método GGE bi-
plot (evaluación simultánea del G + GE), se 
describe el QQE biplot (Q + QE) que reduce 
la dimensionalidad de la información obtenida 
sobre múltiples QTLs en múltiples ambien-
tes. En este método se representan los pa-
trones de interacción QTL-ambiente a partir 
de una tabla de dos vías (QTLs y ambientes) 
y por lo tanto es posible visualizar los efectos 
de los QTLs dentro y a través de ambientes 
o mega-ambientes. Esta tabla se descompone 
en componentes principales y los dos prime-
ros componentes principales se grafican para 
QTLs y ambientes en la forma de un biplot. El 
resultado del QQE biplot contiene información 
sobre los efectos principales de los QTLs o 
efecto aditivo, resumido como el efecto medio 
a través de ambientes e información sobre la 
interacción QTL-ambiente relacionada con la 
estabilidad de los QTLs. El primer análisis de 
los QQE biplot consiste en determinar si exis-
ten diferentes mega-ambientes. Si es así, se 
podrán generar múltiples QQE biplots y los pa-
trones de interacción se investigarán en cada 
mega-ambiente.

Para interpretar la metodología del QQE bi-
plot se utilizó una tabla QTL-ambiente (Yan y 
Tinker, 2005), con ocho QTL (Q1 a Q8) y ocho 
ambientes (E1 a E8) (Tabla 2). El biplot fue rea-
lizado con el programa Infogen (Balzarini y Di 
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Tabla 2. Efectos aditivos de ocho QTLs (Q1 a Q8) 
en ocho ambientes (E1 a E8).
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Figura 1. QQE biplot obtenido con los efectos aditi-
vos de la Tabla 2.

Rienzo, 2004) en base al efecto aditivo de los 
QTLs.

El efecto principal de Q, de E, y de la QE ex-
plicaron 40, 3 y 57% de la variación total, res-
pectivamente. El biplot de las CP1 y CP2 expli-
caron el 79% de la variación total (Figura 1). El 
QQE biplot permite visualizar distintos temas 
relacionados con la evaluación y utilización de 
los QTL.

QTLs mayores vs menores: La distan-
cia de los QTLs al origen permite visualizar la 
magnitud de sus efectos. Así, Q2, Q6, Q7, Q5 y 

Q4 pueden ser considerados QTLs con efectos 
mayores. Los restantes no son necesariamen-
te menores porque sus efectos podrían apare-
cer en la CP3 o CP4.

Similitud entre QTLs: La distancia y el án-
gulo entre dos QTLs es un indicador de la si-
militud en sus respuestas a los ambientes. Así 
por ejemplo, Q6 es muy diferente de Q2, Q4 y 
Q7. Los QTLs con patrones similares pueden 
ser tratados de la misma forma en la selección 
asistida por marcadores.
Similitud entre ambientes y clasificación 

de mega-ambientes: La distancia y el ángu-
lo entre dos ambientes miden la similitud en la 
expresión de los QTLs. En la Figura 1 se ob-
servan dos grupos de ambientes, E1 a E4 vs 
E5 a E8. Los ambientes dentro de cada grupo 
son similares (ángulos pequeños) pero los dos 
grupos son independientes (ángulo recto). Por 
lo tanto, se identifican dos mega-ambientes. 
Esto implica, que la selección de genotipos en 
un mega-ambiente es independiente del otro, y 
que las estrategias de selección requeridas en 
cada mega-ambiente deben ser distintas.

Efecto principal y estabilidad de los QTL a 
través de ambientes: El punto que representa 
el ambiente promedio (AP) se obtiene con la 
media de los coeficientes CP1 y CP2 a través 
de los ambientes. La línea que pasa a través 
del ambiente promedio y el origen del biplot es 
llamada eje x del ambiente promedio y las pro-
yecciones sobre este eje cuantifican el efecto 
de los QTLs. Así, los efectos principales de los 
QTLs a través de ambientes son: Q4 > Q1 > … 
> Q7 > Q5. La línea perpendicular al AP que 
pasa por el origen se llama eje y del ambien-
te promedio. Las mayores proyecciones de los 
QTLs sobre el eje y indican poca estabilidad 
de los mismos. Así Q2, Q7 y Q6 son poco es-
tables y Q1, Q3, Q4 y Q5 son relativamente 
estables a través de los ambientes. Para una 
mejor interpretación de Q8 que toma valores 
intermedios, se podría realizar un gráfico com-
plementario con las CP3 vs CP4.

Uso de los QTLs en la selección asistida 
por marcadores en diferentes mega-am-
bientes: El biplot QQE también indica la mejor 
combinación de los alelos de los QTLs para la 
máxima expresión de los caracteres en cada 
mega-ambiente. Por ejemplo, la Figura 1 su-
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giere que para la máxima expresión del carác-
ter en el mega-ambiente que contiene de E1 
a E4 deben ser seleccionados los alelos Q1 y 
Q4 del parental 1, ya que presentan los valo-
res más altos y positivos. Los mega-ambientes 
pueden ser examinados en biplots separados 
para una mejor interpretación.

Utilidades del biplot QQE: Los caracte-
res cuantitativos y aquellos regidos por pocos 
genes están sujetos a interacciones QE. Las 
plantas portadoras de genes para resistencia a 
enfermedades o para enanismo son ejemplos 
clásicos de genotipos adaptados para respon-
der a ambientes específicos, por ejemplo la 
presencia de patógenos o altas tasas de ferti-
lizante. Por lo tanto, es necesario entender los 
patrones de los QTL-ambiente antes de usar 
los QTL en la selección asistida por marcado-
res.
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II. CAPÍTULO 9

Métodos multivariados para 
estimar variabilidad genética

Nélida Winzer, Miguel Di Renzo, Sofía Olmos, 
Mercedes Ibañez.

1 Introducción
La información procesada a partir de las téc-

nicas que se desarrollan en este libro puede 
ser de diversos tipos y puede tratarse por otro 
lado, del análisis de una sola variable o de va-
rias variables evaluadas en cada individuo o 
muestra.

Los análisis estadísticos a utilizar dependen 
de estos dos aspectos, tipo de datos y núme-
ro de variables, y, además, de qué objetivo se 
haya planteado el investigador.

Si se trata de una sola variable se podrán 
aplicar las técnicas aprendidas en un curso 
básico de estadística (comparación de dos 
medias, Análisis de la Varianza, Análisis de 
Regresión, pruebas chi-cuadrado, etc.), o bien 
alguna de sus generalizaciones.

En este capítulo se desarrollarán en más de-
talle algunas metodologías multivariadas. Se 
han seleccionado aquellas que se utilizan con 
mucha frecuencia y que no requieren demasia-
dos conocimientos previos.

Los datos multivariados se ordenan en una 
matriz. A efectos de unificar el lenguaje se con-
siderará que cada fila de la matriz representará 
un individuo, una muestra, una especie; en de-
finitiva, una OTU (Operational Taxonomic Unit). 
Las columnas representarán los caracteres o 
variables que se observan en cada OTU.

2 Tipo de datos
Datos Doble Estado: Son los también llama-

dos datos binarios o dicotómicos. Estos datos 
se presentan cuando el carácter puede tomar 
sólo dos estados posibles. Habitualmente se 
codifican como "0" ó "1".

Hay que reconocer dos tipos de situaciones 
donde pueden aparecer datos binarios.

a) Datos de presencia o ausencia. Sólo se 
registra la presencia ó ausencia del carácter. 

Ejemplo: Presencia o no de una banda en 

una corrida electroforética de isoenzimas o 
marcadores moleculares.

b) Datos doble estado excluyentes. El carác-
ter tiene sólo dos estados posibles y la asigna-
ción del "0" ó el "1" es indistinta.

Ejemplos: Carácter: Sexo. Codificación:
Hembra = 0, Macho = 1, ó
Hembra = 1, Macho = 0
Tipo de Fruto: dehiscente ó indehiscente.
Clasificación de hojas: paripinadas ó impa-

ripinadas.

La distinción entre uno u otro tipo de dato bi-
nario es importante al momento de seleccionar 
la medida de asociación.

Datos Multiestado Cualitativos: El carácter 
puede tomar un conjunto finito de estados.

Ejemplos: Margen de la hoja: aserrado, lobu-
lado, entero.

Color de la flor: blanca, roja o rosada.
Disposición de folíolos en el raquis: alternos, 

subopuestos, opuestos.
Identificación de los nucleótidos presentes 

en una determinada secuencia de ADN: A, C, 
T, G.

Identificación de los aminoácidos esenciales 
presentes en una proteína: Gly, Ala, Ser, Thr, 
Cys, Val, Ile, Leu, Pro, Phe, Tyr, Met, Trp, Asn, 
Gln, His, Asp, Glu, Lys, Arg.

Clases de embriones somáticos: globular, 
acorazonado, torpedo, cotiledonar.

Datos Multiestado Cuantitativos Discretos: 
Están asociados a valores de conteo. 

Ejemplos: Número de hileras por espiga, nú-
mero de macollos por planta, número de inflo-
rescencias.

Datos Multiestado Cuantitativos Continuos: 
Representan propiedades que se pueden ex-
presar en una escala continua.

Ejemplos: Biomasa de plantas, peso de se-
millas, longitud de partes verdes, concentra-
ción de proteína del grano, frecuencia relativa 
de un alelo.

3 Medidas de asociación y distancia
Un objetivo frecuente suele ser la descrip-

ción del grado de parecido que hay entre las 
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OTUs. Para ello será necesario medir ese gra-
do de similitud.

Se describirán a continuación algunas de las 
medidas que aparecen con mayor frecuencia 
en la literatura.

Hay dos tipos de medidas: los índices de aso-
ciación y las distancias. Los primeros miden el 
grado de similitud: cuanto más parecidas sean 
dos muestras mayor será su asociación. Las 
segundas miden el grado de disimilitud: cuanto 
más parecidas son dos muestras menor será 
su distancia.

Para datos binarios es usual trabajar con 
medidas de asociación. Entonces, para carac-
terizar a dos OTUs existen cuatro valores a 
considerar:

a = Nº de caracteres donde ambas OTUs co-
inciden en el "1";

b = Nº de caracteres donde la primera OTU 
tiene un "1" y la otra un "0";

c = Nº de caracteres donde la primera OTU 
tiene un "0" y la otra un "1";

d = Nº de caracteres donde ambas OTUs co-
inciden en el "0"

.
La suma de estos cuatro valores dará el total 

de caracteres medidos.

Si los datos son de presencia/ausencia, un 
criterio válido es considerar que dos OTUs son 
más parecidas cuantos más "unos" compartan. 
La coincidencia de "ceros" no aporta a la simi-
litud porque puede estar generado por falta de 
información (la no amplificación de un fragmen-
to RAPD puede ser debida a la carencia del 
sitio de hibridación del cebador por ausencia 
completa de la secuencia complementaria  o 
como consecuencia de una mutación de punto 
en dicho sitio o bien, a una falla en la amplifica-
ción por ejemplo).

Dos de los índices que comparten este crite-
rio son Jaccard y Dice.

JACCARD		         

Es la proporción de caracteres presentes 
que comparten, respecto al total de caracteres 
presentes en las dos OTUs.

Dice 

      
Es la proporción de caracteres copresentes 

respecto al promedio de los caracteres presen-
tes en cada OTU.

Se puede probar que Jaccard siempre dará 
un valor de asociación menor que Dice, salvo 
cuando toman el valor 0 ó 1, caso en que siem-
pre coinciden. Más aún, ambos están relacio-
nados mediante la ecuación J = D/(2-D) ó D = 
2J/(1+J). Esta relación tiene como consecuen-
cia, entre otras, que en un Análisis de Agrupa-
mientos, cuando se usa ligamiento Simple o 
Completo, den los mismos grupos sólo que con 
distintos valores de asociación.

Ejemplo: Como resultado de la aplicación de 
la técnica RAPD sobre seis muestras se regis-
tró la información de la Tabla 1 sobre la pre-
sencia o ausencia de ocho bandas generadas 
por un cebador.

Este es un proceso típico en el análisis de la 
información a partir de bandas. Primero se co-
difica la información, se construye la matriz de 
datos y, en este caso, se calcularon las matri-
ces de asociación de Jaccard y Dice a efectos 
de observar las características mencionadas 
más arriba.

Entre las muestras A y C no se observaron 
bandas en común, por lo tanto a = 0 y tanto 
Jaccard como Dice dan 0.

Por otro lado, A y E comparten la presencia 
de las mismas bandas: a = 5, b = 0, c = 0. Tanto 
Jaccard como Dice dan 1.

Entre B y E: a = 3, b = 1, c = 2. Por lo tan-
to, de las 6 bandas presentes en una u otra 
muestra comparten 3. Así Jaccard vale 0.5. El 
total de bandas de B es 4 y el total de bandas 
detectadas en E es 5. El promedio de estos to-
tales da 4.5 por lo que la asociación de Dice da 
(3/4.5) = 2/3 = 0.667.

Se observa también que, salvo los 0 y los 1, 
todos los valores de Jaccard son menores que 
los de Dice.

1 0

1 a b
0 c d

OTU 1

OTU 2

12

2a a
D

(a b) (a c)2a b c
2

= =
+ + ++ +

12

a
J

a b c
=

+ +
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1 2 3 4 5 6 7 8

A 1 1 0 1 1 0 1 0

B 0 1 1 1 1 0 0 0

C 0 0 1 0 0 1 0 1

D 1 1 1 0 0 0 0 0

E 1 1 0 1 1 0 1 0

F 0 1 1 1 1 1 1 1

Bandas

A B C D E F

A 1 0.5 0 0.333 1 0.5

B 0.5 1 0.167 0.4 0.5 0.571

C 0 0.167 1 0.2 0 0.429

D 0.333 0.4 0.2 1 0.333 0.25

E 1 0.5 0 0.333 1 0.5

F 0.5 0.571 0.429 0.25 0.5 1

A B C D E F

A 1 0.667 0 0.5 1 0.667

B 0.667 1 0.286 0.571 0.667 0.727

C 0 0.286 1 0.333 0 0.6

D 0.5 0.571 0.333 1 0.5 0.4

E 1 0.667 0 0.5 1 0.667

F 0.667 0.727 0.6 0.4 0.667 1

A B C D E F

1

2

3

4

5

6

7

8

A B C D E F

1 1 0 0 1 1 0

2 1 1 0 1 1 1

3 0 1 1 1 0 1

4 1 1 0 0 1 1

5 1 1 0 0 1 1

6 0 0 1 0 0 1

7 1 0 0 0 1 1

8 0 0 1 0 0 1

Tabla 1: Matriz de datos construida en base a 8 cebadores RAPDs.

12

a d
SM

a b c d

+
=

+ + +

"unos" como "ceros", ya que la codificación que 
se les asigna es indistinta.

Un índice recomendable por su simplicidad 
es el de Simple Matching o de Concordancia 
Simple:

SIMPLE MATCHING   

Además, ambas matrices son simétricas: la 
asociación entre A y E es la misma que la que 
se da entre E y A. Por eso, basta mostrar la 
mitad de la matriz de asociación.

Esta observación será válida para todas las 
medidas que se presenten en este capítulo.

Si los datos son binarios pero de estados 
equivalentes, dos muestras deberán conside-
rarse más asociadas tanto cuando comparten 
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Simplemente es la proporción de caracteres 
que comparten las dos muestras.

Si se piensa que la matriz de datos anterior 
corresponde a ocho caracteres binarios de es-
tados equivalentes la matriz de asociación con 
el índice de Simple Matching dará:

Los puntos P* =  

y Q* = 1 2 m( q , q ,..., q )   están sobre una 

esfera de radio 1. La distancia Cuerda es, pre-
cisamente, la longitud de la cuerda que une 
esos dos puntos. 

Para el caso m = 2, se ve en el gráfico la 
distancia cuerda entre los puntos P = (0.3, 0.7) 
y Q = (0.8, 0.2). Los puntos originales son lle-
vados a la esfera (círculo) de radio 1 y luego 
se calcula la distancia habitual entre esos dos 
puntos: d = 0.5324.

imr
2

12 ij ij
i 1 j 1

1
R (p q )

r = =

= −∑ ∑

imr

12 ij ij
i 1 j 1

d 2 1 p q )
= =

 
= − 

 
∑ ∑

A B C D E F
A 1 0.625 0 0.5 1 0.5
B 1 0.375 0.625 0.625 0.625
C 1 0.5 0 0.5
D 1 0.5 0.250
E 1 0.5
F 1

Se observa que A y E comparten todos los ca-
racteres, por lo tanto tienen la máxima asocia-
ción. En cambio C y E no coinciden en ninguno, 
su asociación es 0. La asociación entre C y D y 
entre D y E es 0.5, lo que significa que coinciden 
en la mitad de los caracteres evaluados.

Además de las que se han definido has-
ta ahora existen muchas otras medidas para 
datos binarios. También se pueden definir me-
didas de distancia o asociación para distintos 
tipos de datos multiestado. Para no extender 
en demasía esta sección se presentarán algu-
nas distancias definidas específicamente para 
frecuencias alélicas.

4 Distancias Genéticas
Se pueden clasificar en dos grupos: las ba-

sadas en un modelo geométrico (Cavalli-Sfor-
za y Rogers) y las basadas en modelos bioló-
gicos (Nei).

Si se tienen dos poblaciones de las que se 
cuenta con la información sobre los loci para m 
alelos y las frecuencias correspondientes, és-
tas pueden expresarse de la siguiente manera:

Pob. 1:   p1,  p2,  ... ,  pm
Pob. 2:  q1,  q2,  ... ,  qm

Distancia Cuerda de CAVALLI-SFORZA y 
EDWARDS (1967):

m

12 i i
i 1

d 2 1 p q )
=

 
= − 

 
∑

1 2 m( p , p ,..., p )

Si se consideran simultáneamente varios 
loci la distancia Cuerda se calcula así:

Distancia de ROGERS (1972):	

En el gráfico, ésta es la distancia habitual en-
tre los puntos P y Q.

Distancia Estándar de NEI (1972):
Esta distancia tiene una base biológica. Ex-

presa la probabilidad de que dos alelos toma-
dos al azar de dos poblaciones diferentes sean 
idénticos, con respecto a la probabilidad de que 
lo sean dos alelos tomados al azar de la misma 
población. Sean, como antes, las poblaciones 
1 y 2 y las frecuencias alélicas de un locus:
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i ip q∑ se puede interpretar como la proba-
bilidad que dos alelos sean iguales si uno ha 
sido elegido al azar de la población 1 y el otro 
de la población 2.

	 es la probabilidad que dos alelos elegi-
dos al azar de la población 1 sean iguales; 

2
iq∑ es la probabilidad que dos alelos elegi-

dos al azar de la población 2 sean iguales.
Los dos últimos términos equivalen a un es-

tado de homocigosis en la población 1 y 2, res-
pectivamente.

Nei define primero la Identidad normalizada 
(varía entre 0 y 1):

En las poblaciones naturales una de las for-
mas de realizar el agrupamiento jerárquico de 
las mismas en grupos (variedades, líneas, ge-
notipos), es mediante el empleo de medidas 
de divergencia genética. Es en este campo 
donde las llamadas distancias genéticas tienen 
su mayor aplicación. Las distancias genéticas 
basadas en modelos biológicos son las más 
empleadas en estudios de genética poblacio-
nal debido a que resumen los conocimientos 
obtenidos de las fuerzas evolutivas que conlle-
van a los cambios genéticos es decir, mediante 
mutaciones y deriva genética.

La medida de distancia genética estándar de 
Nei es más confiable cuando se utilizan datos 
provenientes de muchos alelos. La distancia 
de Nei está formulada para un modelo donde 
se asume que las mutaciones ocurren en for-
ma infinita, con la misma probabilidad para to-
dos los alelos a una tasa de mutación neutral, 
y que la variabilidad genética inicial en la po-
blación está en equilibrio entre la variabilidad 
producida por mutaciones y por deriva genéti-
ca, siendo el tamaño efectivo de la población, 
en cada una, constante. Basándose en estos 
supuestos, y en que todos los loci sean equiva-
lentes entre sí, se espera que la Distancia de 
Nei se incremente linealmente con el tiempo. Si 
las frecuencias alélicas en cada población han 
sido estimadas con pocas muestras se pueden 
utilizar, en cambio, algunas modificaciones a la 
Distancia Estándar de Nei como las propuestas 
por Nei (1978) y Hillis (1984). La distancia de 
Cavalli-Sforza y Edwards, por el contrario, asu-
me que las diferencias entre las poblaciones 
no provienen de mutaciones sino que son sólo 
consecuencia de la deriva genética. Además, 
no asume que el tamaño poblacional ha per-
manecido constante en todas las poblaciones. 
Considera que el tamaño de la población cam-
bia en forma lineal pero no con el tiempo sino 
con 1/N, donde N es el tamaño efectivo de la 
población. Así, en estos casos, los conocimien-
tos básicos de genética poblacional brindarán 
las herramientas necesarias en el momento de 
la elección del método más apropiado para el 
análisis de nuestros datos.

5 Análisis de coordenadas principales
Si se tiene una matriz de distancias entre 

N muestras ¿será posible representar cada 

i

i i

mr

ij ij
i 1 j 1

12 m mr r
2 2
ij ij

i 1 j 1 i 1 j 1

p q

D ln

p q

= =

= = = =

= −
∑∑

∑∑ ∑∑

m

i i
i 1

m m
2 2
i i

i 1 i 1

p q
I

p q

=

= =

=
∑

∑ ∑

2
ip∑

y luego la Distancia Estándar: D12 = - ln I.

Si se usan varios loci se trabaja con el pro-
medio aritmético de las probabilidades defini-
das anteriormente resultando:

Ejemplo: Para la información de la Tabla 2, 
en el caso de las frecuencias de cinco alelos 
provenientes de dos loci, se tiene: I = 0.857986 
y, por lo tanto, D = 0.15317.

Tabla 2: Datos de frecuencias alélicas de dos loci 
para el cálculo de la Distancia Estándar de Nei.
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muestra mediante un punto de manera tal que 
las distancias resultantes reproduzcan las de 
la matriz?.

Veamos dos ejemplos:
(i) Si se tiene la siguiente matriz D de distan-

cias entre las muestras A, B y C:

Si se calcula la distancia euclídea entre los 
puntos en uno cualquiera de estos gráficos se 
ve que se han reproducido exactamente los va-
lores de la matriz D. Por ejemplo:

 
 =  
 
 

0 1 .447

D 1 0 .707

.447 .707 0

se podrían hacer algunos de los siguientes 
gráficos:

I

B

C

A

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

II

A

C

B

-0.5

-0.3

-0.1

0.1

0.3

0.5

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

III

B

C

A

-0.5

-0.3

-0.1

0.1

0.3

0.5

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Coordenadas de A, B y C:

I: (1.444, 0.881); (0.445, 0.94); (1.111, 1.179)
II: (0.444, -0.119); (-0.555, -0.06); (0.111, 

0.179)
III: (0.444, 0.119); (-0.555, 0.06); (0.111,-

0.179).

2 2
Ed (A,B) (1.444 0.445) (0.881 0.94) 1= − + − =

en el gráfico I.

(ii) Si se tuviera la matriz de distancias entre 
las muestras P1, P2 y P3:

#

0 0.9 0.5

D 0.9 0 0.3

0.5 0.3 0

 
 =  
 
 

Es fácil ver que es impo-
sible representar en un 
plano puntos separados 

por estas distancias porque si P1 y P2 se ubican 
como extremos de un segmento de longitud 0.9, 
no hay manera de ubicar un punto P3 que esté a 
0.5 de P1 y a 0.3 de P2.

P1------------------------------------P2

P1---------------P3?   P3?---------P2

Se van a considerar, por ahora, distancias 
como las del ejemplo (i). Esto es, distancias 
para las que se puedan encontrar puntos que 
reproduzcan esas distancias.

Otro aspecto a considerar es el número de 
coordenadas necesarias para representar 
esos puntos. Es intuitivo que si sólo hay dos 
muestras a una distancia dada se pueden gra-
ficar en una recta (dimensión =1); si hay tres 
muestras ya se vio que se pueden graficar en 
un plano (dimensión = 2); si se tuvieran cuatro 
muestras serían necesarias tres coordenadas 
(dimensión = 3); ... y si se tienen N muestras 
se necesitarán, en general, N-1 coordenadas. 
Con lo cual si se quieren graficar 40 muestras 
serán necesarias 39 coordenadas!!!

Es evidente que esto no es cómodo si el ob-
jetivo es obtener una representación gráfica de 
los puntos o muestras. Lo ideal sería obtener 
dos coordenadas pues se podrían graficar en 
un plano, o bien tres para graficar en tres di-
mensiones.

El problema, entonces, es encontrar las dos 
mejores coordenadas (ó las tres mejores) para 
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obtener esta representación. Ese es el objeti-
vo del Análisis de Coordenadas Principales 
(ACOOP): encontrar las k mejores coorde-
nadas para las muestras de manera tal que si 
se calculan las distancias euclídeas entre ellas 
reproduzcan lo mejor posible una matriz de dis-
tancias dada. Habitualmente k = 2 ó 3, a éstas 
se las llama Coordenadas Principales. Natural-
mente se perderá la información de las restan-
tes coordenadas.

Como se mostró en el ejemplo (i) hay muchas 
representaciones posibles. Ahí se han dado 
tres pero se podrían haber dado muchas más. 
Una manera de reducir las opciones es obtener 
coordenadas de manera tal que los puntos es-
tén centrados en el origen, como en II ó III.

Se explicará el método de obtención de las 
Coordenadas Principales partiendo de una ma-
triz de Asociación S. En este caso las distancias 
que se van a reproducir son las definidas por:

d2(i, j) = Sii+ Sjj- 2 Sij	              (1)

donde Sij es la asociación entre la muestra i y la 
j. Si la asociación de una muestra consigo mis-
ma es 1, es decir Sii = 1, como ocurre con la ma-
yoría de los índices, la ecuación se reduce a:

d2(i, j) = 2(1- Sij ).		  (2)

Se detallarán los pasos que se deberían rea-
lizar para hacer este análisis al simple efecto 
de poder manejar con idoneidad los programas 
estadísticos de que se dispongan. Los pasos 1) 
a 3) son responsabilidad de esos programas. 
El usuario deberá, fundamentalmente, indicar-
le qué asociación o distancia desea calcular y 
cuántas coordenadas quiere.

Paso 1) Centrar doblemente la matriz S → S0.
Paso 2) Calcular los autovalores y autovec-

tores de S0.
Paso 3) Calcular las coordenadas de los 

puntos representativos de las muestras.
Paso 4) Graficarlos.

El Paso 1 tiene como fin hacer que los pun-
tos resultantes estén centrados. Cada elemen-
to de la matriz de asociación S se centra por 
filas y por columnas:

donde  es      el promedio de la fila i de S,        es 
el promedio de la columna j y      es el promedio 
de todos los elementos de S.

En el Paso 2 se encuentran:
a) una matriz N×N donde cada columna es 

un vector de longitud uno. Son los autovectores.
b) N números ordenados en forma decre-

ciente: los autovalores.
Estos elementos son característicos de cada 

matriz S0. Por eso también se los conoce como 
vectores y valores característicos. Cada auto-
vector está asociado a un autovalor.

Si la matriz de distancias es “representable” 
como la del ejemplo (i) los autovalores serán 
positivos o ceros (el más chico es siempre cero 
para estas matrices “representables”).

En el Paso 3, si se desean k coordenadas, 
se toman los k primeros autovectores y se mul-
tiplican por la raíz del autovalor respectivo. El 
primer autovector da la primera coordenada de 
todas las muestras, el segundo la segunda co-
ordenada y así siguiendo hasta la k-ésima. Si 
sólo se desean dos coordenadas para graficar 
los puntos en un plano se toman los dos prime-
ros autovectores (k=2).

En la Tabla 3 se presenta un ejemplo sencillo.
El gráfico correspondiente es el Gráfico II 

que se mostró más arriba donde A es la mues-
tra 1, B la 2 y C la muestra 3.

Las distancias (2) calculadas a partir de la 
matriz de asociación S dan la matriz de Distan-
cias D. Por esa razón ambas matrices tienen la 
misma representación.

2
12 12 12d 2(1 S ) 2(1 0.5) 1 d 1= − = − = ⇒ =

2
13 13 13d 2(1 S ) 2(1 0.9) 0.2 d 0.447= − = − = ⇒ =

2
23 23 23d 2(1 S ) 2(1 0.75) 0.5 d 0.707= − = − = ⇒ =

OBSERVACIÓN 1: Como en el ejemplo sólo 
hay tres muestras los autovectores tienen tres 
componentes. Si se trabajara con una matriz 
de asociación entre 40 muestras, los autovec-

0
ij ij i jS S S S S• • ••= − − + (3)

jS•

S••

iS •
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tores tendrían 40 componentes, una por cada 
muestra.

OBSERVACIÓN 2: Para la matriz S se han 
reconstruido totalmente las distancias porque 
sólo son tres muestras. Si hubiera más (N=40, 
por ejemplo) sólo se reconstruirían totalmente 
las distancias si se usan 39 coordenadas. Si 
sólo se usan las dos primeras se reconstruye, 
en general, sólo un porcentaje de las distan-
cias. Hay dos tipos de porcentajes que se pue-
den calcular:

Porcentaje de Dispersión:

En este algoritmo se ve que lo que se está 
comparando son las asociaciones originales, 

0
ijs , con las reconstruidas, 0*

ijs , una a una. Para 
el cálculo de α2 se usa la primera fórmula por 
lo que el lector no debe traumatizarse con la 
segunda. 

1 2
1

1 N

100%
λ + λ

α = ×
λ + + λL

si sólo se usan dos coordenadas.
Este porcentaje se interpreta teniendo en 

cuenta que:

2N (λ1 + ... + λN ) =  2
ijd∑∑  ,

sumando sobre todos los pares de muestras. 
En cambio, la suma del cuadrado de las distan-
cias reconstruidas con las dos coordenadas es 
igual a 2N (λ1 + λ2). Por lo tanto, este porcenta-
je mide cuánto se reconstruye del cuadrado de 
todas las distancias.

Si se usan más de dos coordenadas se van 
sumando los autovalores correspondientes en 
el numerador.

En nuestro ejemplo: α1 = 100%

Porcentaje de Distorsión: 

2 2
1 2

2 2 2
1 N

100%
λ + λ

α = ×
λ + + λL

Este valor mide cuánto se acercan los va-
lores de la matriz de asociación reconstruida 
respecto de la matriz de asociación original S0. 
Más exactamente:

20 0* 0 0* 2
ij ij

2 2 0 20
ij

S S (s s )
1 100% 1 100%

(s )S

 −  − α = − × = − ×      

∑
∑

OBSERVACIÓN 3: Si se hubieran obtenido 
autovalores negativos la primera medida no 
es recomendable. Hasta podría darse el caso 
que α1 fuera mayor al 100%. La segunda, en 
cambio, sigue teniendo sentido. Por otro lado, 
no se podrían calcular coordenadas asociadas 
a ese autovalor porque no se puede calcular 

iλ

1 0.5 0.9

S 0.5 1 0.75

0.9 0.75 1

 
 =  
 
 

0

0.2111 0.239 0.028

S 0.239 0.3111 0.072

0.028 0.072 0.0444

− 
 = − − 
 − 

Doble 
centrado      

Autovalores de S0:       λ1 = 0.5167    λ2 = 0.05	 λ3 = 0
                                                   ↓                 ↓              ↓
	                                         v1	           v2              v3

0.6173 0.5344 0.57735

V 0.7716 0.2674 0.57735

0.1543 0.8019 0.57735

− 
 = − − 
 
 

Primeras 2 
Coordenadas:

Tabla 3. Cálculo de autovalores y autovectores para 
el gráfico de coordenadas principales.

⇒

Autovectores 
de S0: Columnas de

1 1vλ 2 2vλ

Muestra 1⇒         0.4437           -0.1195
Muestra 2⇒	 -0.5546                -0.0598 
Muestra 3⇒	   0.1109                  0.1793
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La aparición de autovalores negativos no es 
necesariamente un problema grave para la re-
presentación siempre que los autovalores ne-
gativos sean pocos y pequeños. Por ejemplo, 
si se trabaja con 50 muestras, en el Paso 2 se 
obtendrán 50 autovalores, de los cuales uno, 
seguramente, es cero. Para la representación 
en el plano se usan sólo los dos primeros. Si 
los últimos 10 son negativos no se verán afec-
tados los cálculos de las coordenadas.

Hay asociaciones y distancias que nunca 
dan autovalores negativos, entre ellos se en-
cuentran Jaccard, Ochiai, Russell y Rao, Sim-
ple Matching y la distancia euclídea.

Si en lugar de tener una matriz de asocia-
ciones se tiene una matriz de distancias el pro-
cedimiento consiste en calcular una matriz S 
cuyos elementos son:

2
ij

ij

d
s

2
= −

,		  (4)

y luego seguir los Pasos 1, 2, 3 y 4 anteriores.

OBSERVACIÓN 4: Cada autovector de S0 es 
un vector de longitud 1 en una cierta dirección. 
Pero por cada dirección podemos tener dos 
vectores: v y -v. Por ejemplo:

Por otro lado, también es lícito cambiar, por 
alguna razón, el signo de una coordenada. Por 
ejemplo, esto puede ser útil cuando se quieren 
comparar Análisis de Coordenadas Principales 
realizados con distintas asociaciones o distan-
cias sobre el mismo conjuntos de muestras.

Ejemplo:

Presentamos la caracterización de 8 cultiva-
res comerciales y 35 cultivares en experimen-
tación mediante análisis izoenzimático de se-
millas de Amaranthus. Estas accesiones perte-
necen a siete especies: A. caudatus, A. cruen-
tus, A. hypochondriacus, A. mantegazzianus, 
A. dubius, A. tricolor, y A. hybridus (Di Renzo 
et al., 2001). Del total de 43 cultivares, 31 fue-
ron polimórficos con 7 sistemas isoenzimáticos 
(Tabla 4). Se aplicó análisis de coordenadas 
principales a los datos de presencia/ausencia 
de las 23 bandas polimórficas. En la figura pue-
de observarse el nivel de diversidad genética 
dentro de este germoplasma representado por 
las coordenadas 1 y 2. Este análisis agrupó 
la mayoría de los cultivares de acuerdo a su 
clasificación taxonómica y mostró que exis-
ten relaciones entre diferentes accesiones. Se 
concluye que el análisis isoenzimático de semi-
llas fue efectivo para caracterizar los cultivares 
destinados a los programas de mejoramiento 
de Amaranthus.

2 2

0.5344 0.5344

v 0.2674 y v 0.2674

0.8019 0.8019

−   
   = − − =   
   −   

Cualquiera de estos dos vectores pueden 
usarse como segundo autovector y, más aùn, 
algunos programas pueden dar como resulta-
do el primero y otros el segundo. Como conse-
cuencia de esta selección se obtendrá el gráfi-
co II ó el III. Se ve que el único efecto de usar 
uno u otro vector es una reflexión del gráfico 
respecto del primer eje. Si se cambia el signo 
de v1 se obtendrá una reflexión respecto del 
segundo eje. Ninguno de estos cambios modi-
fica la distancia entre los puntos.

No debe causar sorpresa, entonces, que con 
un programa se obtenga un gráfico y con otro 
el mismo gráfico pero con una reflexión sobre 
uno u otro eje, o sobre los dos.

Al sólo efecto de que el lector pueda repa-
sar algunos cálculos en la Tabla 5 se dan los 
primeros diez elementos de los dos primeros 
autovectores y las dos primeras coordenadas 
principales.
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6 Análisis de agrupamientos (cluster)
Esta técnica tiene como objetivo formar gru-

pos de muestras, poblaciones, individuos u 
OTUs que sean similares entre sí y diferentes 
a los elementos de los otros grupos.

El primer problema es fijar el criterio para de-
cidir cuándo dos elementos son similares. Si se 
tuviera un mazo de cartas, ¿cómo formar gru-
pos? ¿por el valor de la carta?, ¿porque com-
parten el palo?. Según el criterio que se apli-
que los grupos que se formen serán distintos.

En la sección anterior hemos visto distintas 
maneras de definir la similitud o disimilitud en-
tre OTUs. Cada una de ellas, u otras que no 
se han presentado aquí, plantean distintos for-
mas de medir la similitud entre los elementos 
a agrupar.

Existen, además, muchos métodos para for-
mar los grupos. Uno de los más usados son 
los agrupamientos jerárquicos que pueden, a 
su vez, ser divisivos o aglomerativos. Los pri-
meros comienzan con todos los elementos en 
un solo grupo y en sucesivas divisiones se van 
formando grupos cada vez más pequeños. Los 
aglomerativos, por el contrario, empiezan con-
siderando tantos grupos como elementos se 
tienen y se van agrupando según su grado de 
parecido. Los sucesivos pasos de uno y otro 
método se pueden representar en un gráfico 
denominado dendrograma.

En esta sección se tratarán solamente los 
métodos jerárquicos aglomerativos.

Aquí se plantea un segundo problema: ¿Qué 
tipo de ligamiento se va a utilizar? Esto es, una 
vez realizado el primer agrupamiento, cómo se 
define la distancia entre ese grupo y los restan-
tes elementos?.

Supongamos que en un primer paso se han 
agrupado los elementos A y B porque son los 
que presentan la menor distancia entre sí. La 
distancia entre el nuevo grupo AB y otro ele-
mento C se puede definir según distintos cri-
terios: 

Ligamiento simple: d(AB,C) = mín {d(A, C), d(B, C)},
Ligamiento completo: d(AB,C) = máx {d(A, C), d(B, C)},

Ligamiento promedio: d({A,B},C) = 
d(A,C) d(B,C)

2

+

En el caso del ligamiento simple, la nueva 
distancia se define es la mínima distancia entre 

el elemento elemento C y cada elemento del 
grupo formado AB. En cambio, el ligamiento 
completo la nueva distancia se define tomando 
la máxima distancia entre C y cada elemento 
del nuevo grupo. Si A, B y C fueran grupos for-
mados en pasos anteriores, se usan los mis-

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

5 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1

6 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1

9 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1

10 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1

11 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1

12 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1

13 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1

14 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1

15 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0

19 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1

16 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1

20 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1

21 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0

28 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0

27 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0

1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0

2 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1

3 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0

23 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0

24 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0

25 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1

26 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1

29 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0

30 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0

31 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 0

32 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0

33 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0

18 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1

22 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1

7 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1

17 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1

34 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1

35 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1

36 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1

37 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1

38 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1

39 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1

40 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1

41 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1

42 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1

43 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1

4 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0

8 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0

Tabla 4. Matriz de datos de análisis isoenzimático 
de 8 cultivares de Amaranthus.

V1 V2 CP1 CP2

1 -0.127 0.031 -0.279 0.055

2 -0.107 0.137 -0.235 0.246

3 -0.123 0.091 -0.270 0.163

4 -0.005 0.074 -0.010 0.134

5 -0.220 0.070 -0.483 0.126

6 -0.232 0.162 -0.509 0.291

7 -0.125 -0.112 -0.273 -0.202

8 -0.125 -0.097 -0.274 -0.174

9 -0.232 0.162 -0.509 0.291

10 -0.232 0.162 -0.509 0.291

... ... ... ...

Tabla 5. Resultados de autovectores y coordena-
das principales del análisis isoenzimático de 8 culti-
vares de Amaranthus.

A u t o v a l o -
res:

4.81258	             
3.22431

α1 = 46.85	
α2 = 78.2
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Tabla 6. Diferentes clases de agrupamiento en base a la matriz de distancias.

mos algoritmos en el caso del ligamiento sim-
ple o completo. Para el ligamiento promedio 
hay que promediar todas las distancias entre 
elementos de AB y de C:

 
donde dij es la distan-

ij
i, j

AB C

d

d(AB,C)
n n

=
∑

cia entre el elemento i del grupo AB y el j de C; 
nAB y nC son los números de elementos en el 
grupo AB y C, respectivamente.

Este ligamiento promedio se conoce tam-
bién por las siglas UPGMA (Unweighted Pair 
Groups Method with Arithmetic Averages).

Consideremos el ejemplo de la Tabla 6. Pri-
mero se realizará un agrupamiento aplicando 
ligamiento simple.

En primer lugar se agrupan los elementos A 
y E porque están a menor distancia (son igua-
les). Formado ese primer grupo habría que 
calcular las nuevas distancias del grupo AE a 
los restantes elementos pero como d(A, U) = 
d(E, U) para todos los restantes elementos U 
se mantienen esas distancias.
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En el segundo paso se observa que la menor 
distancia es la de B a F; se forma ese grupo y 
se recalculan las distancias del nuevo grupo a 
los restantes. Y así hasta que se han agrupado 
todos. También se puede detener el proceso fi-
jando algún otro criterio para ello. Por ejemplo, 
cuando se ha alcanzado una distancia máxima 
fijada previamente.

A continuación se aplica el ligamiento com-
pleto. Los dos primeros agrupamientos coinci-
den en este ejemplo, por lo que sólo se mues-
tran los tres últimos pasos. Por último se ven 
los pasos cuando se aplica un ligamiento pro-
medio. Los mismos métodos se pueden aplicar 
sobre matrices de asociación cambiando los 
conceptos de "menor distancia" por el de "ma-
yor asociación".

En general, el ligamiento simple produce 
agrupamientos en cadena: a los grupos forma-
dos inicialmente se van acoplando los restan-
tes elementos. En cambio, el ligamiento com-
pleto tiende a generar muchos grupos chicos 
que se reunirán en los últimos pasos.

El análisis de Agrupamientos sólo debe to-
marse como un método exploratorio. Si ori-
ginalmente los datos forman grupos bien sepa-
rados cualquier método de agrupamiento dará, 
aproximadamente, los mismos resultados. 
Pero si las muestras forman un continuo, cada 
método y cada medida de distancia pueden 
conducir a resultados muy dispares. En este 
caso las conclusiones deben realizarse con 
cautela.

A veces es conveniente realizar un Análisis 
de Coordenadas Principales para determinar si 
existen grupos claramente definidos o no.
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