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RESUMEN

El cultivo in vitro de tejidos vegetales puede producir variación somaclonal, fenómeno que consiste en modi-
ficaciones genéticas en las células y tejidos cultivados. Esto puede limitar la aplicación de dicha técnica para la micro-
popagación masiva, especialmente si la variación provoca un cambio fenotípico de importancia agronómica. En este
trabajo se optimizó una metodología basada en la comparación de perfiles de marcadores moleculares AFLP (del
inglés “Amplified Fragment Length Polymorphism”), para la detección de la variación somaclonal en vitroplantas de
caña de azúcar. Para la optimización de la técnica de AFLP en caña de azúcar, se utilizaron plantas de seis genotipos
propagados convencionalmente y dos tipos de muestras: hojas tiernas y meristemas. La variación somaclonal fue eva-
luada en líneas de vitroplantas de los mismos genotipos al final del cultivo in vitro, luego de seis meses de micropro-
pagación. Con las 19 combinaciones de cebadores utilizadas, se diferenciaron los perfiles moleculares de los seis
genotipos. En los plantines micropropagados se detectaron perfiles diferenciales en las variedades LCP85-384 y
TUCCP77-42 con 3 de las 19 combinaciones de cebadores utilizadas. Este resultado muestra la validez de la técnica
para detectar variantes somaclonales, y deja en evidencia la diferencia de susceptibilidad de los genotipos al cultivo
in vitro. Esto permitió ajustar la metodología de micropropagación para cada genotipo multiplicado y asegurar la pure-
za genética de cada vitroplanta. 
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ABSTRACT
Evaluation of somaclonal variation in in vitro produced sugarcane plants through molecular markers 

In vitro culture of plant tissue can produce somaclonal variation, which consists of genetic modifications in
cultured cells and tissues. This may constrain the use of this technique in massive micropopagation, especially if
such change causes an agronomically relevant phenotypical modification. In this work, a methodology based on the
comparison of AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) molecular marker profiles was developed for detecting
somaclonal variation in in vitro propagated sugarcane plants. To optimize AFLP technique application to sugarcane
plants, six conventionally propagated genotypes and two types of samples (tender leaves and meristems) were used.
Somaclonal variation was determined in micropropagated lines of these genotypes after six months of micropropagation.
Molecular profile differentiation of the selected genotypes was achieved with 19 primer combinations. Differential profiles
were detected in LCP85-384 and TUCCP77-42 micropropagated lines with 3 of the 19 primer combinations. This result
demonstrated that the technique can be used to detect somaclonal variants and that there are different susceptibility
levels to in vitro culture among genotypes. Therefore, micropropagation methodology was adjusted to each multiplied
genotype so as to ensure genetic purity of in vitro propagated plants.

Key words: micropropagation, Saccharum spp., AFLP.
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INTRODUCCIÓN

La industria azucarera es la actividad agroindustrial

más antigua en la Argentina. Su producción se concentra en

el noroeste del país y la provincia de Tucumán es la princi-

pal productora. Esta actividad tiene una significativa influen-

cia en la vida socio-económica de la provincia, motivo por el

cual, la Estación Experimental Agroindustrial Obispo

Colombres (EEAOC) lleva a cabo una intensa actividad de

investigación y desarrollo tecnológico desde el año 1909. 

Resultado de esta actividad fue la puesta en mar-

cha del Proyecto Vitroplantas de Caña de Azúcar en el año

2001, con la finalidad de garantizar la sanidad y la pureza

genética de la caña semilla. Este proyecto produce apro-

ximadamente 55.000 plantines anuales mediante el

empleo de la técnica de micropropagación in vitro, en

combinación con el tratamiento de hidro-termoterapia y la

conformación de un banco de plantas madres (o donado-

ras de explantos) de alta sanidad. De esta manera, se

logra una rápida y eficiente multiplicación masiva de varie-

dades comerciales y clones promisorios de caña de azú-

car, aportados por el Programa de Mejoramiento Genético

de la Caña de Azúcar (PMGCA) (Noguera et al., 2003),

con el objetivo de reemplazar en un futuro cercano, la tota-

lidad de los cañaverales tucumanos con plantas de eleva-

da productividad. 

Un aspecto a tener en cuenta acerca de la multipli-

cación masiva de plantas mediante cultivo de tejidos, es

que en ocasiones, puede inducir la aparición de eventos

mutacionales como consecuencia de las nuevas condicio-

nes ambientales, que imponen un estrés a las células

sometidas a cultivo in vitro (Phillips et al., 1994). Tales

cambios fueron descriptos por primera vez por Larkin y

Scowcroft en 1981, siendo denominados como variación

somaclonal. Si bien las causas de este fenómeno aún no

están bien establecidas y, probablemente, sean muchos

los mecanismos involucrados en la aparición de estas

mutaciones (Vázquez, 2001), se ha determinado que la

variación somaclonal está asociada a cambios en el

número y la estructura de los cromosomas (traslocacio-

nes, deleciones, duplicaciones), mutaciones puntuales,

variaciones en la expresión de genes como resultado de

los cambios estructurales en los cromosomas, activación

de elementos transponibles, pérdida de cromatina, ampli-

ficación del ADN, o cambios en el ADN de organelas

(Larkin et al., 1984; Bordallo et al., 2004). Estas variacio-

nes se transmiten a las plantas regeneradas y a su proge-

nie y afectan caracteres morfológicos, bioquímicos, de

herencia simple o cuantitativa (Larkin y Scowcroft, 1981).

En algunas oportunidades, tales cambios pueden tener

aplicaciones útiles en el mejoramiento varietal, ya que son

considerados como fuente de variación. Sin embargo,

estos cambios constituyen uno de los principales inconve-

nientes en la micropropagación masiva de genotipos, en la

que se debe garantizar la pureza genética (Soniya et al.,
2001), lo que implica que el material micropropagado debe

responder en un 100% al tipo genético de la variedad que

se está multiplicando (Ahmed et al., 2002).

Es fundamental entonces, desarrollar métodos que

permitan la detección de los cambios genéticos ocasiona-

dos por el cultivo in vitro. En ese sentido, los marcadores

moleculares pueden ser usados para caracterizar la varia-

ción somaclonal con mayor precisión que con los análisis

fenotípicos y cariológicos (Cloutier y Landry, 1994). Así por

ejemplo, los marcadores moleculares tales como RAPD

(del inglés “Random Amplified Polymorphism DNA”) o

AFLP (del inglés “Amplified Fragment Length

Polymorphism”), han sido utilizados con ese fin (Isabel et
al., 1993), aunque estos últimos presentan mayor reprodu-

cibilidad y permiten detectar mayor cantidad de polimorfis-

mos con respecto a los RAPD. 

En la técnica de AFLP, los fragmentos de ADN son

amplificados empleando cebadores específicos que hibri-

dan con adaptadores previamente ligados, sin depender

del conocimiento previo de secuencias concretas, y se

generan perfiles moleculares que definen inequívocamen-

te a cada genotipo. De esta forma, la comparación de los

perfiles de ADN de aquellas plantas que hayan sufrido

algún tipo de alteración con el perfil de cada genotipo de

partida, permite detectar variaciones genéticas de manera

precoz antes de que pueda evidenciarse alguna manifes-

tación fenotípica, como por ejemplo, un cambio morfológi-

co o el incremento en la susceptibilidad a enfermedades.

El objetivo de este trabajo fue optimizar una metodo-

logía molecular mediante marcadores AFLP, para evaluar la

variación somaclonal en los plantines micropropagados de

caña de azúcar del Proyecto Vitroplantas de la EEAOC. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal
Para la optimización de la técnica de AFLP y caracte-

rización de los perfiles moleculares de los genotipos utiliza-

dos en este trabajo, se recolectaron muestras de hojas y

meristemas de cada uno de los siguientes genotipos (varie-

dades o clones) de caña de azúcar, propagados en forma

convencional: RA87-3, TUCCP77-42, LCP85-384, TUC97-7,

TUC97-8 y TUC95-37, pertenecientes a la colección de ger-

moplasma de caña de azúcar de la EEAOC, en la localidad

de Las Talitas (Tucumán). Todos los genotipos utilizados en

este estudio y sus progenitores se presentan en la Tabla 1.

Para el análisis de la ocurrencia de variación soma-

clonal en plantines obtenidos por micropropagación a partir

de cultivo de meristemas, se tomaron muestras de hojas de

plantines de diferentes líneas micropropagadas de las mis-

mas variedades y clones descritos anteriormente, corres-

pondientes a la campaña 2005 del Proyecto Vitroplantas de

la EEAOC: RA87-3, líneas 29 y 30; TUCCP77-42, líneas 93
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y 95; LCP85-384, líneas 109, 113 y 117; TUC95-37, líneas

46, 48, 49, 51, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 151, 156 y 162;

TUC97-8, líneas 168 y 176 y TUC97-7, líneas 6, 14 y 219. Se

tomaron al azar dos plantines de cada línea, al final del ciclo

de multiplicación. Las plantas de una línea se originan a par-

tir de un mismo meristema individual, y el proceso de multi-

plicación in vitro involucra seis ciclos de multiplicación o repi-

ques de aproximadamente un mes de duración cada uno

(Noguera et al., 2003). 

Extracción de ácidos nucleicos
La extracción de ácidos nucleicos totales se realizó

de acuerdo al protocolo propuesto por Aljanabi et al. (1999),

a partir de 200 mg de material de hojas jóvenes y meriste-

mas apicales, molido con nitrógeno líquido. La calidad de los

ácidos nucleicos extraídos fue monitoreada mediante elec-

troforesis en geles de agarosa al 0,7% (p/v), teñidos con bro-

muro de etidio y visualizados con luz ultravioleta (UV). La

cuantificación de los ácidos nucleicos extraídos se realizó

mediante determinación de la densidad óptica (DO) en

espectrofotómetro a 260 nm. 

AFLP
La estabilidad genética de las plantas de caña de

azúcar, obtenidas por cultivo in vitro y propagadas conven-

cionalmente, fue examinada utilizando la técnica de AFLP. 

Las secuencias de los adaptadores y los cebadores

de preamplificación (ALPHA DNA) fueron idénticas a las

publicadas en el procedimiento estándar de AFLP e incluyen

la secuencia núcleo del adaptador, seguida de la secuencia

de reconocimiento de la enzima de restricción (Vos et al.,
1995). Los cebadores de la preamplificación tienen una sola

base selectiva, (Eco-A y Mse-c) y los de amplificación, dos

bases selectivas adicionales (Tabla 2).

El ARN se eliminó por tratamiento con RNAsa A pan-

creática (Promega). El ADN genómico (250 ng) fue digerido

con MseI (Promega), una enzima de restricción de corte fre-

cuente, que reconoce un sitio de cuatro pares de bases

(T/TAA), combinada con la enzima EcoRI, que reconoce

sitios de seis pares de bases (G/AATTC). La digestión se

llevó a cabo a 37ºC durante 4 h. Los fragmentos de restric-

ción fueron ligados a los adaptadores a 20ºC durante 2 h

(Vos et al., 1995).

Los productos de ligación fueron diluidos 10 veces en

agua destilada estéril y empleados como molde en la reac-

ción de preamplificación, utilizando los cebadores Eco-A y

Mse-C. Los productos de preamplificación fueron diluidos 30

veces en agua destilada estéril y utilizados como molde para

las reacciones de amplificación. Las 19 combinaciones de

cebadores empleadas en la reacción de amplificación se pre-

sentan en la Tabla 3. Los parámetros del programa de ampli-

ficación de la reacción fueron los descriptos por Vos et al.
(1995) y las reacciones se realizaron en un equipo PTC-100:

Peltier Termal Cycler (MJ Research).

Los productos de la amplificación fueron analizados

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 6%

(p/v) en condiciones desnaturalizantes, y visualizados por

tinción con nitrato de plata.

Detección de variación somaclonal en caña de azúcar

Tabla 1. Genotipos evaluados de caña de azúcar y sus pro-
genitores.

Tabla 2. Adaptadores y cebadores de AFLP utilizados en este
estudio.

*Secuencia núcleo de los cebadores con una base selectiva.

Tabla 3. Combinaciones de cebadores utilizadas para la eva-
luación de la variación somaclonal.
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Análisis estadístico
Los datos obtenidos fueron transformados en matri-

ces binarias de 0 y 1 (ausencia y presencia del marcador

molecular, respectivamente). Tanto los marcadores poli-

mórficos como los monomórficos fueron considerados en el

análisis.

El análisis estadístico de los perfiles de ADN, al igual

que el cálculo de las distancias genéticas y la construcción

de un fenograma de similitud, se realizaron con el programa

informático NTSYS (Rohlf, 1993), y como parámetro de esti-

mación se utilizó el coeficiente de Dice (Dice, 1945). El coe-

ficiente de Dice se calcula como D=2C/(A+B), donde A es el

número de bandas únicas del primer genotipo, B es el núme-

ro de bandas únicas del segundo genotipo y C es el número

de bandas comunes compartidas por los genotipos A y B.

Diagnóstico molecular de enfermedades sistémicas de
caña de azúcar

Antes de realizar el análisis de variación somaclonal,

cada una de las muestras fue sometida al diagnóstico mole-

cular de las principales enfermedades sistémicas de la caña

de azúcar: el mosaico de la caña de azúcar, causado por los

virus SCMV (del inglés Sugarcane mosaic virus) y SrMV (del

inglés Sorghum mosaic virus); el raquitismo de la caña soca

o RSD (del inglés “ratoon stunting disease”) y la escaldadu-

ra de la hoja o LS (del inglés “leaf scald”), causadas por las

bacterias Leifsonia xyli sp. xyli y Xanthomonas albilineans,

respectivamente. Para cada una de las enfermedades se uti-

lizaron protocolos optimizados en el Laboratorio de

Biotecnología de la EEAOC. Para la detección del virus del

mosaico de la caña de azúcar se empleó el protocolo de RT-

PCR (del inglés “Reverse Transcription-Polymerase Chain

Reaction”) descrito por Alegria et al. (2003), utilizando el par

de cebadores SCMV F4/R3. La detección del virus del

mosaico del sorgo se realizó utilizando el protocolo de RT-

PCR, propuesto por Yang y Mirkov (1997), con los cebado-

res SrMV F3/R3. Ambos pares de cebadores amplifican un

fragmento del gen de la proteína de la cápside viral de apro-

ximadamente 900 pares de bases (pb) para SCMV y 870 pb

para SrMV. El ADN contaminante presente en las muestras

fue eliminado por tratamiento con DNAsa. La primera hebra

de ADNc fue sintetizada empleando la enzima transcriptasa

reversa Maloney-murine leukemia virus (M-MLV, Promega)

según las indicaciones del proveedor, utilizando los cebado-

res reversa como cebador iniciador. La reacción de PCR (20

µl de volumen final) consistió en 7,5 µl de ADNc, 250 ng de

cada cebador, tampón 1 X (Promega), 1,5 mM MgCl2

(Promega), 100 µM dNTPs (Amersham), 0,6 unidades de

Taq DNA polymerase (Promega) y agua tratada con DEPC

(Dietil-pirocarbonato, USB) para llevar a volumen final. Los

programas de amplificación utilizados fueron los siguientes:

para la detección de SCMV, un ciclo de 94ºC (quince minu-

tos); 35 ciclos a 94°C (un minuto), 60°C (1 minuto) y 72°C (un

minuto) y un ciclo final a 72°C durante cinco minutos. Para el

SrMV: un ciclo a 94°C (quince minutos); 35 ciclos a 94ºC (un

minuto), 52ºC (un minuto) y 72ºC (dos minutos) y un ciclo

final a 2ºC durante siete minutos. Las reacciones se realiza-

ron en un equipo PTC-100: Peltier Termal Cycler (MJ

Research).

Para la detección del raquitismo de la caña soca se

utilizó el protocolo descrito por Pan et al. (1998), utilizando los

cebadores Cxx1/Cxx2, que amplifican un fragmento de 438

pb. Cada reacción consistió en 1,5 U de Taq polimerasa; tam-

pón 1; 2 mM MgCl2; 150 µM de dNTPs; 0,4 µM de cada ceba-

dor; 2 µl de muestra y agua bidestilada estéril para completar

un volumen final de 20 µl. Programa de amplificación: un ciclo

a 95°C (cinco minutos); 40 ciclos a 95°C (1 s), 57°C (10 s),

72ºC (30 s) y una extensión final a 72°C (cinco minutos).

En el caso de la escaldadura de la hoja, se utilizó el

protocolo de Pan et al. (1999) y los cebadores PGBL1/

PGBL2, los cuales amplifican un fragmento de 288 pb. La

mezcla de reacción fue la misma que para el diagnóstico de

raquitismo. Se utilizó el siguiente programa de amplificación:

95°C (cinco minutos), 30 ciclos a 95°C (1 s), 57°C (10 s),

72ºC (30 s) y 72°C (cinco minutos).

Los productos de amplificación fueron separados en

geles de agarosa al 1,5% (p/v), teñidos con bromuro de eti-

dio y visualizados en un transiluminador con luz UV.

RESULTADOS

Previamente al análisis por AFLP, las muestras fue-

ron evaluadas para determinar su sanidad, y solo se toma-

ron aquellas que resultaron negativas para todas las enfer-

medades evaluadas, minimizando así la posibilidad de que

bandas diferenciales puedan deberse a la amplificación de

los genomas de patógenos presentes. Cabe destacar que

dentro del Proyecto Vitroplantas, las líneas que resultan

positivas para las enfermedades evaluadas son elimina-

das, como procedimiento de rutina.

Para la optimización de la técnica de AFLP aplicada

en nuestro estudio, se utilizaron seis genotipos de caña de

azúcar, propagados en forma convencional. La calidad del

ADN usado en esta serie de reacciones de AFLP fue apro-

piada, observándose un patrón general de bandas amplifi-

cadas semejante entre genotipos. Con respecto al análisis

comparativo de las amplificaciones de las muestras de

meristemas y de hojas tiernas, los resultados muestran

que en ambos casos se obtuvieron productos idénticos de

amplificación, indicando la factibilidad de uso de ambos

tipos de tejidos (datos no mostrados). La posibilidad de uti-

lizar hojas en lugar del meristema apical facilita el análisis,

dado que el meristema se oxida con gran facilidad, lo cual

influye en la calidad de los ácidos nucleicos. Por otro lado,

en el caso de las vitroplantas, el meristema representa un

tejido insuficiente para hacer el análisis.

Las 19 combinaciones de cebadores utilizadas para

las reacciones de AFLP, amplificaron en el 100% de los

individuos evaluados (Figura 1) y permitieron obtener los

perfiles moleculares de los seis genotipos de caña de azú-

car propagados convencionalmente y utilizados como con-

troles en la evaluación de las vitroplantas. En general, en
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una reacción de AFLP se logra la amplificación de 50 a 100

fragmentos (Bassan et al., 1991), aunque en este trabajo

solo se consideraron aquellos marcadores de mayor inten-

sidad, los cuales dieron como resultado alrededor de 38

bandas por cada reacción de AFLP. En total se obtuvieron

723 marcadores moleculares, de los cuales 27% resulta-

ron polimórficos. Todas las combinaciones de cebadores

utilizadas permitieron detectar diferencias en los patrones

de amplificación y estimar las distancias genéticas entre

estos seis genotipos, lo que confirmó la utilidad de la téc-

nica para alcanzar el objetivo planteado.

En el análisis de las líneas micropropagadas, solo

dos de los genotipos en estudio presentaron perfiles dife-

renciales con respecto al perfil del genotipo original (con-

trol). En la variedad LCP85-384, se observó un solo pro-

ducto diferencial detectado con la combinación 2 de ceba-

dores, ausente en el control convencional y presente en las

tres líneas evaluadas. La otra variedad en la cual se obser-

varon productos de amplificación diferenciales fue

TUCCP77-42. En este caso se visualizaron dos bandas,

caracteres o productos de amplificación diferenciales,

ausentes en sus controles convencionales (Figura 2), con

las combinaciones de cebadores 4 y 15 y en las dos

líneas analizadas (93 y 95). Estos perfiles variables no fue-

ron diferentes entre sí, indicando que las modificaciones

en el genoma ocurrirían en sitios “calientes” de mutación. 

Si bien la presencia de tres bandas diferenciales

representa un polimorfismo muy bajo, este resultado

muestra la sensibilidad de la técnica para la detección de

variantes somaclonales. El porcentaje de diversidad indu-

cida (polimorfismo) resultó muy bajo para ambos genoti-

pos, de 0,36% en la variedad TUCCP77-42 y de 0,17% en

LCP85-384, en comparación a lo descrito por otros labora-

torios. Por ejemplo, para un sistema de micropropagación

similar al utilizado en nuestro laboratorio, Zucchi et al.
(2002) detectaron un polimorfismo de hasta 15% con mar-

cadores moleculares de menor sensibilidad, como RAPD,

por lo que quizás estas variaciones se correspondan con

una mayor sensibilidad de los genotipos al cultivo in vitro. 

El porcentaje de similitud entre los seis genotipos,

calculado mediante el coeficiente de Dice, resultó entre

0,92 y 0,99 (Figura 3), lo que indica que existe una diver-

sidad genética bastante escasa (no superior a 8%) entre

los clones y variedades estudiados. Esto podría deberse al

reducido número de genotipos empleados como progeni-

tores en los cruzamientos primarios. Con el objetivo de

incorporar variabilidad genética en los caracteres agronó-

micos, el PMGCA de la EEAOC incorpora constantemente

material del extranjero, principalmente de los EE.UU., el

que, luego de una etapa cuarentenaria, se incorpora en el

esquema de cruzamientos y selección. Los resultados indi-

can que existe una base genética estrecha entre ambos

programas de mejoramiento, dado que la variedad LCP85-

384 (LCP: Louisiana-Canal Point) se agrupa con genotipos

locales, y la mayoría de los mismos son producto de cru-

zamientos entre las variedades CP, LCP y US (USDA,

Houma), muy próximas genéticamente (Tabla 1). Por otro

lado, el análisis de similitud reveló que los plantines micro-

propagados con perfiles diferentes se agruparon con una

Figura 1. Perfiles moleculares AFLP de genotipos de caña de
azúcar. Electroforesis en gel de poliacrilamida de productos
de amplificación de los genotipos de caña de azúcar TUC97-
7 (A y A*), LCP85-384 (B y B*), TUC95-37 (C y C*), RA87-3 (D y
D*) y TUCCP77-42 (E y E*), utilizando la combinación de ceba-
dores Eco AGG y Mse CTA. Cada muestra se analizó con su
duplicado (*).
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similitud genética superior al 99% con los genotipos con-

troles (propagados en forma convencional).

DISCUSIÓN

En relación a las estrategias utilizadas para evaluar

la estructura genética de las plantas derivadas del cultivo in
vitro, la mayoría presenta limitaciones. Así por ejemplo, el

análisis del cariotipo no puede revelar alteraciones en los

genes o pequeños rearreglos cromosomales. Por otro lado,

los marcadores izoenzimáticos constituyen un método

apropiado para detectar cambios genéticos, pero se

Figura 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los productos de amplificación de las líneas 93 y 95 y controles conven-
cionales (C1, C2, C3) de la variedad TUCCP77-42. Las combinaciones de cebadores utilizadas son: Eco AGG y Mse CTT (1); Eco
AGG y Mse CAT (2); Eco AGG y Mse CAC (3); Eco AGG y Mse CAA (4); Eco AGG y Mse CTC (5) y Eco AGG y Mse CTA (6). La
flecha indica el producto de amplificación diferencial solo presente en las líneas micropropagadas, obtenido con la combina-
ción 4 de cebadores.
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encuentran limitados por el bajo número de bandas que se

obtienen. Además, solo permiten visualizar indirectamente

fragmentos de ADN codificantes para proteínas solubles

(Bordallo et al., 2004). 

Los marcadores moleculares basados en PCR,

tales como RAPD o AFLP, permiten detectar con una ele-

vada sensibilidad las modificaciones a nivel del ADN. Estas

técnicas posibilitan el manejo de un elevado número de

muestras, requieren cantidades mínimas de material, per-

miten monitorear todo el genoma con un número potencial-

mente ilimitado de marcadores y son independientes de la

interacción con el ambiente (Isabel et al., 1993).

En este trabajo se obtuvieron marcadores molecula-

res polimórficos AFLP que permitieron la diferenciación

entre los distintos genotipos analizados y entre líneas

micropropagadas de un mismo genotipo, lo cual confirma la

aplicabilidad de esta técnica molecular tanto para el estudio

de la estabilidad genética de materiales de caña de azúcar

multiplicados por cultivo in vitro, como para la caracteriza-

ción molecular de genotipos. Se establecieron por primera

vez, los perfiles moleculares de los seis genotipos estudia-

dos y se identificaron además, marcadores moleculares

específicos de cada genotipo, los cuales permitieron carac-

terizarlos inequívocamente.

La ocurrencia de variación somaclonal en las vitro-

plantas de caña de azúcar producidas en la EEAOC, se

determinó por comparación de los perfiles moleculares con

los de los genotipos propagados en forma convencional, de

tal modo que la presencia o ausencia de productos de

amplificación diferentes al perfil del control puede conside-

rarse como una alteración inducida por el cultivo de tejidos.

Las tres bandas diferenciales, detectadas en los perfiles de

AFLP de plantines de multiplicación in vitro de las varieda-

des LCP85-384 y TUCCP77-42, indican que el cultivo in
vitro de caña de azúcar induciría cambios en la organiza-

ción genómica. Sin embargo, estas representan una tasa

de variación despreciable, si se consideran los altos por-

centajes de similitud genética entre los plantines micropro-

pagados y propagados convencionalmente. Las variacio-

nes detectadas en las líneas micropropagadas de cada

genotipo resultaron idénticas, lo que indicaría la presencia

de “puntos calientes” de variación, al igual que lo citado por

Linacero y Vázquez (1992) y Al-Zahim et al. (1999) para ajo

y centeno, respectivamente.

Evans y Sharp (1988) distinguieron cuatro variables

críticas para la variación somaclonal: el genotipo, el origen

del explanto, el período de cultivo y las condiciones del

medio de cultivo. Respecto al genotipo, es posible identifi-

Figura 3. Fenograma obtenido a partir del análisis de las 723 bandas generadas con la técnica de AFLP, utilizando el coeficiente
de Dice. Referencias: 87-3, 95-37, 85-384, 97-7, 97-8 y 77-42 corresponden a los genotipos RA87-3, TUC95-37, LCP85-384,
TUC97-7, TUC97-8 y TUCCP77-42, respectivamente. C: control, propagado en forma convencional. Los números entre parénte-
sis corresponden a cada una de las líneas micropropagadas de cada genotipo.
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car cultivares más susceptibles de experimentar variación

somaclonal, sugiriendo la intervención de componentes

genéticos. Los resultados obtenidos en este trabajo indican

que las variedades LCP85-384 y TUCCP77-42 serían más

susceptibles de sufrir modificaciones inducidas por el culti-

vo de tejidos que los otros genotipos evaluados. 

Como se mencionó con antelación, los cambios

genéticos asociados a la variación somaclonal pueden

tener aplicaciones útiles en el mejoramiento varietal, como

por ejemplo la selección de variedades más tolerantes a

suelos con un mayor contenido de sales (Khan et al., 2004).

Sin embargo, estos cambios constituyen unos de los princi-

pales inconvenientes en la micropropagación, ya que se

transmiten a las plantas regeneradas y afectan caracteres

morfológicos, bioquímicos, de herencia simple o cuantitati-

va (Larkin y Scowcroft, 1981).

Por lo expuesto anteriormente, resulta esencial con-

tar con una técnica altamente reproducible que permita

detectar estos cambios. Es por ello, que a partir de los

resultados de este trabajo, se incorporó la técnica de AFLP

para la evaluación de la estabilidad genética de las vitro-

plantas producidas en la EEAOC. El número de variedades

micropropagadas y de líneas producidas por variedad en el

marco del Proyecto Vitroplantas, ha sido variable desde su

implementación en el año 2001. Por ello, se ha evaluado un

número variable de muestras de acuerdo a la cantidad total

de plantines de cada línea. Las líneas en las que se detec-

tan variaciones son eliminadas y solo continúan aquellas

que responden en un 100% al genotipo original. Al mismo

tiempo, mediante esta evaluación se ajustaron las condicio-

nes del cultivo in vitro para cada genotipo, con el objetivo de

evitar la generación de variaciones, adecuando fundamen-

talmente el número de multiplicaciones o subcultivos, el

cual está condicionado principalmente por la tolerancia del

genotipo a la exposición de los reguladores de crecimiento.

Cabe resaltar que esta herramienta complementa a la ruti-

naria e irremplazable evaluación a campo de los caracteres

fenotípicos, la cual posibilita la detección y eliminación de

plantas fuera de tipo.

CONCLUSIONES

La técnica de marcadores moleculares AFLP permi-

tió obtener productos de amplificación en la totalidad de las

muestras, con todas las combinaciones de cebadores utili-

zadas. Los perfiles moleculares obtenidos posibilitaron

caracterizar y diferenciar a cada uno de los genotipos en

estudio, por lo que esta metodología puede ser utilizada

para evaluar la variación somaclonal que pudiera ser indu-

cida por el cultivo in vitro y, de esta manera, asegurar la

pureza genética de los plantines micropropagados

.
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