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RESUMEN

El poder seleccionar eficientemente las plantas hibridas producidas a partir de fusiéon de protoplastos es
fundamental. Se han logrado muchos avances en el tema en las Gltimas décadas. Entre los métodos utilizados
para la identificacién de hibridos somaticos se encuentran la seleccion por caracteristicas morfolégicas (tipo
de crecimiento, tipo de hoja, tallo, flor o fruto, color de la flor o tipo de inflorescencia), la selecciébn mediante
micromanipulacion (o manual), la citometria de flujo, la complementacién, el conteo de cromosomas, la
deteccién por isoenzimas y la utilizacion de marcadores moleculares, tales como el polimorfismo mediante
amplificacion al azar o RAPD, la hibridacién genémica in situ (GISH), las secuencias repetitivas simples
(SSR) o microsatélites, las secuencias intergénicas repetitivas simples (ISSR), los polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) y los polimorfismos en la longitud de los fragmentos
amplificados (AFLP). También, el analisis isoenzimético ha sido uno de los métodos de seleccién mas
utilizados por muchos afos. Aunque las técnicas moleculares basadas en el ADN se han convertido en
métodos confiables para la deteccién de hibridos somaticos, la citometria de flujo ofrece la alternativa mas
rapida y sensible para la seleccién de las células hibridas. No obstante, los equipos necesarios para su
aplicacion son de un precio muy elevado. La aplicacion de mas de un método de deteccidon temprana de
hibridos soméaticos permite aumentar la eficiencia en su seleccion. En esta resefia bibliografica se describen
los métodos mas utilizados para la deteccion de hibridos somaticos y se hace un listado exaustivo, con
ejemplos de su utilizacion a partir de 1974.
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ABSTRACT

Efficient selection of hybrid plants produced by protoplast fusion is very important. Several advances have
been made on the subject in recent decades. The methods used for the identification of somatic hybrids
include selection by morphological characteristics (growth, leaf, stem, flower or fruit type, flower color or type
of inflorescence), micromanipulation (or manual selection), flow cytometry, complementation, chromosome
counting, isozyme detection and the use of molecular markers, such as random amplification of polymorphic
DNA (RAPD), genomic in situ hybridization (GISH), simple sequence repeats or microsatellites (SSR), the
inter-simple sequence repeats (ISSR), restriction fragment length polymorphisms (RFLP) and amplified
fragment length polymorphisms (AFLP). Isozyme analysis was a very common selection method for many
years. Although, molecular techniques based on DNA have become reliable methods to detect somatic hybrids.
Flow cytometry offers a more rapid and sensitive method for the selection of hybrid cells. However, the equipment
needed for its implementation is very expensive. Use of more than one method for early detection of somatic
hybrids increases the selection efficiency. This review describes the methods used for detection of somatic
hybrids and presents a list of examples on their use from 1974 on.
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INTRODUCCION

La hibridacién de plantas por medio de la fusién de
protoplastos es una herramienta con gran potencial para
la generacion de nuevas combinaciones genéticas entre
especies sexualmente incompatibles (Cocking, 1979;
Lietal., 2004; Liu et al., 2005; Geerts et al., 2008).
Esta fue referida por primera vez en 1972 por Carlson
y colaboradores (Pauls, 2005). Los hibridos
somaticos son producto de la fusiéon quimica o
eléctrica de protoplastos (Bengocheay Dodds, 1987).
Durante esta se da la coexistencia inicial de dos
nucleos y de los citoplasmas pertenecientes a las
dos células sométicas fusionadas, que genera una
etapa de heterocariosis. Si se da la fusion de los
nucleos durante la mitosis, entonces la produccién
de células hibridas esta completa. Los productos de
una fusién simétrica (ambos genomas se fusionan)
presentan caracteristicas complementarias entre los
padres o donadores (Sakomoto y Taguchi, 1991; Kirti
etal., 1992ab).

Debido a la presencia de dos nucleos en una misma
célula, ocurre un cierto grado de inestabilidad que puede
causar la pérdida total o parcial de uno de los genomas.
Las plantas regeneradas en este tipo de eventos suelen
parecerse mas a uno de los donantes (Binding et al.,
1988; Fahleson et al., 1988ab; Wijbrandi et al., 1990a;
Lindsay et al., 1995; Navratilova, 2004). Muchas veces,
cuando ocurre pérdida de un cromosoma, también otros
se pierden con gran rapidez. Cuando se eliminan todos
los cromosomas de uno de los donantes, se forman
cibridos (mezcla de los citoplasmas de ambos
donadores pero con solo el nicleo de uno de los dos
parentales). También se pueden formar cibridos cuando
ocurre division de células heterocariontes que no han
intercambiado su contenido nuclear, o bien inactivando
el genoma nuclear de uno de los donantes con rayos X
o rayos ganma, produciendo asi colonias que exhiben
las caracteristicas nucleares de uno de los protoplastos
parentales pero con organelas de ambos (Blackhall et
al., 1994; Navratilova, 2004).

Un aspecto critico para el uso efectivo de la hibridacion
somatica es la seleccion de los fusionantes (Blackhall
etal., 1994). La tasa de fusion en un evento tipico es
muy baja. Aproximadamente 1-2% de fusionantes
pueden ser obtenidos durante el proceso de fusion de
protoplastos, los cuales, al colocarse en condiciones
de seleccion apropiadas, pueden ser identificados y
seleccionados (Cocking, 1979; Lindsay et al., 1995).

Se han publicado numerosos trabajos relacionados con
la identificacién y caracterizacion de hibridos somaticos
provenientes de fusiones intraespecificas,
interespecificas e intergenéricas, particularmente en
las familias Solanaceae, Umbelliferae, Fabaceae,
Poaceae, Rutaceae, Leguminoseae y Brassicaceae
(Grosser y Gmitter, 1990; Wolters et al., 1994; Waara
y Glimelius, 1995; Guo et al., 2004); sin embargo, no
hay una revision de literatura reciente especifica sobre
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el tema de seleccion e identificacién de hibridos
somaticos. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo
fue presentar, en forma resumida, una recopilacion de
los principales métodos de seleccion e identificacion
de hibridos somaticos publicados en la literatura
cientifica, relacionandolos con los casos particulares
en que fueron utilizados.

METODOS PARA LA SELECCION DE HIBRIDOS
SOMATICOS

La caracterizacion de hibridos somaticos se ha
realizado mediante indicadores morfolégicos,
seleccion manual, complementacién, conteo de
cromosomas y pruebas bioquimicas o moleculares
(Blackhall et al., 1994).

Seleccién morfolégica

La seleccién morfologica se basa en la deteccion de
variaciones fenotipicas en el hibrido somatico al
compararlo con los progenitores (Lindsay et al., 1995;
Cheng et al., 2004). Algunas caracteristicas, como el
tipo de crecimiento (tallo erecto, tallo rastrero o
semirastrero) y color de la flor, han sido utilizadas para
este fin (Mendis et al., 1991). Por otro lado, en la fusion
de tomate (Lycopersicon spp.) y papa (Solanum
tuberosum L.), Lindsay et al. (1995) evaluaron
caracteristicas tales como la forma, el tamafio y los
tipos de tricomas, asi como la pigmentacion de hojas,
tallos y flores. lwamoto et al. (2007), por su parte,
evaluaron caracteristicas, como: altura, diametro del
tallo, tipo de hoja, color de la flor, tipo de inflorescencia
y peso seco de la raiz, en fusionantes de Solanum.
Fenotipicamente, dichas plantas presentaron un
desarrollo intermedio al de los parentales. El tipo de
hoja ha permitido, también, la identificacién de
hibridos somaticos en citricos (Grosser et al.,
1992ab; Tusa et al., 1992). Ademas, fusionantes de
Lotus corniculatus con L. tenuis fueron
caracterizados mediante su patron de crecimiento,
tipo de hoja y color de flor (Aziz et al., 1990).

La identificacion morfoldgica, sin involucrar otro tipo de
marcador, tiene el problema de que es necesario cultivar
la mayor cantidad de plantas posible, junto con los
parentales, durante un periodo de tiempo considerable,
hasta que las caracteristicas se manifiesten, para
luego realizar la seleccion al comparar los fenotipos.
La seleccién en etapas tempranas de desarrollo, por
medio de metodologias que no requieran la
regeneracion de gran cantidad plantas que luego
seran desechadas, evita, en gran medida, esta
problematica (Hammatt et al., 1990).

Seleccién manual

La seleccion manual (o micromanipulaciéon) de los
productos de fusion se utiliza cuando las dos
poblaciones de protoplastos parentales pueden ser
identificadas facilmente. Esto facilita la seleccién
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de los heterocariones y de los protoplastos fusionados.
Uno de los prerrequisitos para el aislamiento manual y
posterior cultivo de Gnicamente los heterocariontes es
la posibilidad de reconocerlos facilmente y de
distinguirlos de los homocariontes (fusionantes entre
protoplastos del mismo donador) (Patnaik et al.,
1982). Mendis et al. (1991) mencionan que el ejemplo
tipico de este procedimiento es la fusién entre
protoplastos de mesdfilo de hoja (de coloracién verde
por la presencia de clorofila) con protoplastos
obtenidos de suspensiones celulares cultivadas en
oscuridad (incoloros, debido a la presencia de
protoplastidios y leucoplastos).

Cuando se fusionan protoplastos que tienen
caracteristicas similares (fusion entre protoplastos de
mesofilo o entre protoplastos provenientes de
suspensiones celulares sin color, por ejemplo) resulta
de gran utilidad la tincién con fluorescencia (Patnaik et
al., 1982). Para ello, los protoplastos de uno de los
parentales son marcados con fluorescencia verde
mediante diacetato de fluoresceina (1-20 mgl?), y luego
se fusionan con los protoplastos del otro parental, el
cual produce fluorescencia roja por autofluorescencia
de la clorofila (Patnaik et al., 1982; Gilmour et al., 1987;
Mendis et al., 1991; Navratilova 2004), o bien mediante
tratamiento con isotiocianato de rodamina, rodamina
123 o escopoletina (10-20 mgl?) (Barsby et al., 1984).
La fluorescencia presentada por los fusionantes puede
persistir en las células hibridas hasta 12 dias, lo que
facilita la seleccion de las colonias de heterocariontes
e hibridos somaticos en las primeras etapas de
desarrollo (Patnaik et al., 1982; Gilmour et al., 1989).

Al estudiar la eficiencia del polietilenglicol (PEG) en la
fusion de protoplastos, Kao y colaboradores obtuvieron
fusionantes de cebada (Hordeum vulgare Lin) y soya
(Glycine max), asi como de maiz (Zea mays) y soya.
En ambos casos se logré la seleccion de los hibridos
somaticos mediante micromanipulacion de los
fusionantes entre células verdes de mesofilo y células
incoloras de suspensiones celulares (Kao y Michayluk,
1974; Kao et al., 1974). Igualmente, la presencia de
antocianinas en protoplastos de hipocétilos de
Corchorus olitorius (yute) fue utilizada para la seleccién
manual de fusionantes con protoplastos verdes de
cotiledones de Corchorus capsularis (Saha etal., 2001).

Aunque la micromanipulacion individual de los
fusionantes consume mucho tiempo y es tediosa
(Blackhall et al., 1994; Navratilova 2004), es el método
mas directo para la seleccion de los productos de
fusion. Ademas, permite la extraccion de hibridos aun
cuando su porcentaje sea muy bajo, inclusive menor
de 1% (Patnaik et al., 1982; Gilmour et al., 1989), lo
que lo convierte en un método muy confiable (Mendis
etal., 1991).

Para la correcta seleccién manual de los fusionantes
se requiere de un microscopio optico invertido con, al
menos, un micromanipulador, asi como de accesorios
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para epifluorescencia cuando se usan tintes
fluorescentes (Patnaik et al., 1982). Dichos equipos
tienen un alto costo y requieren del desarrollo de pericia
para su utilizacién, por lo que la seleccién manual, en
muchos casos, depende de su disponibilidad y de la
habilidad del personal de laboratorio. Otro inconveniente
gue puede presentar esta metodologia es que la
intensidad de la fluorescencia de los compuestos puede
variar entre células del mismo donador, lo cual puede
generar problemas durante la identificacion de algunos
heterocariontes (Ozias-Akins et al., 1986).

Citometria de flujo

La citometria de flujo se basa en la medicién de la
refraccion de la luz al pasar por un fluido (Eeckhaut et
al., 2005). Para ello, se utiliza el sistema de
fluorescencia con el marcaje de ambas poblaciones
de protoplastos parentales, descrito antes. En un
citometro de flujo, las células resultantes de un
experimento de fusién son transportadas en un flujo
liquido entre una fuente de luz y un detector de
fluorescencia. La corriente de flujo es reducida y
dispersada en gotas, permitiendo que una
computadora separe electrostaticamente las gotas
que contienen hibridos soméaticos (Harkins y
Galbraith, 1984). Este proceso es completamente
automatico y rapido, por lo que aproximadamente
12 000 protoplastos pueden ser analizados y
separados por minuto (Blackhall et al., 1994).

Ejemplos exitosos de seleccion con este método se
han obtenido en la fusion de tomate con papa (Lindsay
etal., 1995), trigo (Triticum aestivum) con maiz (Gontér
et al., 2002) y Hordeum vulgare con Datura inoxia
(Alexander et al., 1985). Esta técnica se recomienda
cuando se logra aislar y fusionar concentraciones altas
(superiores a los 5 x 107 protoplastos ml?) de
protoplastos parentales (Blackhall et al., 1994).

Sin embargo, el equipo necesario es bastante costoso
y tasas de fusion menores del 10% afectan
negativamente la efectividad de la técnica. Ademas,
las técnicas quimicas de fusién provocan a veces la
formacion de seudo-heterocariontes (protoplastos
marcados con fluorescencia a los cuales de les adhirié
en la plasmalema cloroplastos libres por la ruptura de
otros protoplastos o protoplastos de ambos tipos
adheridos uno al otro sin fusionarse) los cuales pueden
dar falsos positivos en el citdmetro de flujo. En la
electrofusién la cantidad de seudo-protoplastos es
minima, por lo cual la citometria de flujo es ampliamente
recomendada (Hammatt etal., 1990).

Otro factor a considerar es el flujo de la solucién, el
cual debe ser ajustado apropiadamente debido a que la
velocidad de paso puede afectar la eficiencia de la técnica
para detectar fusionantes. Por lo general, flujos bajos (100-
200 gotas por segundo) permiten una buena detecciony
separacion (Afonso et al., 1985; Hammatt et al., 1990).
También, los cloroplastos pueden presentar niveles
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minimos de fluorescencia roja o verde (aun cuando
estén tefiidos con colorantes fluorescentes) lo que
dificulta la seleccién automatizada utilizando el
citometro de flujo en algunos eventos de fusion.

Complementacion

La complementacion se basa en la incapacidad de los
protoplastos parentales (o donadores) de poder
regenerar plantas completas bajo ciertas condiciones
de cultivo. No obstante, y por complementariedad, los
fusionantes adquieren la capacidad de sobrevivir en las
condiciones seleccionadas y regenerar plantas
(Cocking et al., 1977; Gontér et al., 2002). Durante la
preparacion de los protoplastos se debe realizar una
seleccién minuciosa de las caracteristicas de
complementariedad a utilizar, algunas de las cuales
también pueden ser inducidas. Posterior a la fusion, y
si la complementacion se da, el desarrollo de células
hibridas da lugar al crecimiento de plantas. En algunos
casos, las especies parentales que, en teoria, no
deberian crecer en las condiciones de cultivo
restrictivas, forman colonias celulares. Estas colonias,
sin embargo, no llegan a regenerar plantas en las
condiciones restrictivas, por lo que se pueden
seleccionar facilmente. Este método de seleccion
permite la deteccion de hibridos somaticos en estadios
tempranos del desarrollo (Cocking et al., 1977).

En los protocolos publicados se ha utilizado
complementacion de medios de cultivo (Power et al.,
1976; Smith et al., 1976; Sakomoto y Taguchi 1991,
Gontér et al., 2002), asi como el uso de mutantes
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bioquimicos con autotrofia o auxotrofia hormonal,
resistencia a antibiéticos o a toxinas, o con la capacidad
de metabolizar aminoacidos analogos (Power et al.,
1976; Maliga et al., 1977; Glimelius et al., 1978;
Menczel et al., 1978; Potrykus et al., 1984; Aziz et al.,
1990; Mendis et al., 1991). En la figura 1 se presenta
un esquema que ejemplifica el proceso de seleccion
mediante complementacion.

Polgar et al. (1999) lograron identificar fusionantes de
Solanum tuberosum con Solanum brevidens mediante
la resistencia a Erwinia carotovora var. carotovora
presente en los protoplastos de la primera especie y la
incapacidad de S. brevidens de desarrollar colonias
multicelulares en el medio de cultivo con extracto de la
bacteria. En fusionantes de Solanum bulbocastanum
con S. tuberosum, Helgeson et al. (1998) utilizaron la
resistencia a Phytophthora infestans presente en S.
bulbocastanum para la selecciéon de hibridos
sométicos. La seleccion de hibridos somaticos
mediante sensibilidad de los padres a aminoacidos
analogos, como S(2-aminoetil)-L-cisteina (AEC) y DL-
5-metiltriptéfano (5MT), fue informada por primera vez
por White y Vasil (1979). Tabaeizadeh et al. (1986)
utilizaron AEC en protoplastos de Pennisetum
americanum para la complementacion con
protoplastos de cafia de azlcar (Saccharum spp.
hibrido) inactivados mediante iodoacetato. También
la resistencia al acido acetidin-2-carboxilico, junto
con tratamientos con acetato de yodo, han mostrado
ser Utiles para la seleccion de hibridos somaticos
de zanahoria (Daucus carota) mediante
complementacion (Cella et al., 1983).

Seleccién de caracteristicas
de complementacion

Fusién de protoplastos

Cultivo en condiciones de
incompatibilidad

Complementacion de
protoplastos donadores

Regeneracion de plantas hibridas

Fuente: Modificado de Cocking et al. (1977)

Colonias de
microcallos

Callos sin
regeneracion

Colonias sin
crecimiento

Colonias sin
crecimiento V¥V _

“Heterocariont “Heterocariont
(A + B)

e
(R + )\

Figura 1. Proceso de seleccion de hibridos somaticos mediante complementacién (=% Crecimiento de colonias;

—#® Sindesarrollo; + Fusién).
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La utilizacion de mutantes albinos también ha sido
exitosa para la seleccion de fusionantes identificados
por su capacidad para producir clorofila en presencia
de luz (Cocking et al., 1977; Menczel et al., 1978;
Gilmour et al., 1989). El primer ejemplo de
complementacién mediante el uso de protoplastos
albinos fue informado por Giles (1972). El proceso
se basa en la regeneracién de hibridos somaticos
de color verde a partir de donantes albinos y donantes
(con clorofila) incapaces de desarrollarse en el medio
de cultivo usado (Mendis et al., 1991; Gontér et al.,
2002).

Uno de los principales problemas para el uso de la
complementacion de protoplastos para la seleccion
de hibridos es la falta de mutantes que permita la
seleccion (Patnaik et al., 1982). Ademas, la
aplicacion de aminoacidos analogos en
concentraciones relativamente altas puede ocasionar
problemas en la regeneracién de los hibridos
somaticos, y reducir su desarrollo (Ozias-Akins et
al., 1986).

Conteo de cromosomas

El nimero de cromosomas de los hibridos somaticos
simétricos debe ser el resultado de la suma del
ndmero cromosémico de los donadores (Kao, 1977;
Evans, 1983; Li et al., 2004). Sin embargo, como se
menciond anteriormente, con frecuencia se forman
hibridos asimétricos durante la division celular, ya
que el genoma de alguno de los donantes puede ser
eliminado parcial o totalmente (Smith et al., 1976;
McGrath et al., 1996; Gontér et al., 2002; Li et al.,
2004; lIwamoto et al., 2007).

Hibridos somaticos obtenidos mediante fusion entre
zanahoriay cebada fueron caracterizados mediante
conteo de cromosomas por Dudits et al. (1977). En
hibridos de arroz (Oryza sativa L.) con zanahoria, se
observé que gran parte del genoma de arroz fue
eliminado (Sala et al., 1985). Igualmente, hibridos
somaticos entre varias especies de Medicago
presentaron conteos superiores a los de los
donadores; no obstante, ninguno de los casos mostréd
la sumatoria de los cromosomas de los parentales,
lo cual indica que ocurrié pérdida de algunos
cromosomas (Mendis et al., 1991).

Una desventaja del uso del conteo de cromosomas es
gue, con mucha frecuencia, se utilizan puntas de raices
en crecimiento activo para hacer las evaluaciones. Por
ello, hay que esperar a que los regenerantes lleguen a
esa etapa para realizar la seleccion, con la consiguiente
pérdida en tiempo y de recursos invertidos en plantas
que luego deben ser desechadas.

Isoenzimas

La deteccién de hibridos somaticos por patrones de
isoenzimas ha sido, quiz4, una de las pruebas mas
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utilizadas para la caracterizacion de fusionantes,
debido a que en los productos de fusion simétrica y
complementaria deberian estar presentes las
isoenzimas de ambos donantes, lo cual se puede
evidenciar en un gel de almidén o poliacrilamida si
tienen diferente movilidad electroforética (O"Conelly
Hanson, 1985). Las isoenzimas heterodiméricas
tienden a ser mas utilizadas en la caracterizacion
de fusionantes debido a que pueden representar mas
de unaregion del genoma (Ozias-Akins et al., 1986).

El andlisis isoenzimatico de shiquimato
deshidrogenasas, isocitrato deshidrogenasas y
fosfoglucomutasas permitié la identificacion de
hibridos somaticos en solanaceas (lwamoto et al.,
2007). En citricos, la deteccion isoenzimatica se ha
realizado mediante peroxidasas, fosfoglucomutasas
(Grosser et al., 1992a), fosfoglucosa isomerasas
(Grosser et al., 1992b; Louzada et al., 1992) y
fosfoglucano deshidrogenasas (Tusa et al., 1992).

Li et al. (2004) lograron seleccionar hibridos
somaticos de Triticum aestivum con Psathyrostachys
juncea (Fisch.) Nevski mediante analisis
isoenziméatico de peroxidasas. Mientras que Gilmour
etal. (1987) utilizaron la identificacion isoenzimatica
de esterasas y leucin-aminopeptidasas para la
seleccién de células hibridas entre especies de
Medicago. En hibridos somaticos de lotus (Lotus
corniculatus + L. tenuis), la caracterizacion
isoenzimatica se realiz6 mediante esterasas,
peroxidasas, fosfoglucomutasas, fosfatasas acidas,
malato deshidrogenasas, alcohol deshidrogenasas
y la actividad de leucin-aminopeptidasas (Aziz et al.,
1990).

Para hibridos entre papa y tomate se evaluaron diez
isoenzimas diferentes, de las cuales glucosa-fosfato
isomerasas, fosfoglucomutasas y esterasas
mostraron polimorfismo en las bandas provenientes
de los parentales (Lindsay et al., 1995). Sin
embargo, en Pennisetum americanum + Panicum
maximun, solo las isoenzimas de alcohol
deshidrogenasa, aminopeptidasa, shiquimato
deshidrogenasa y fosfoglucano deshidrogenasa
permitieron la identificacion de hibridos somaticos
(Ozias-Akins et al., 1986).

Menczel et al. (1978) informaron que en Nicotiana
knightiana + N. sylvestris, isoenzimas de esterasa
y alcohol deshidrogenasa permitieron la
caracterizacion de hibridos somaticos. Por su parte,
para el hibrido obtenido entre cafia de azlcar y
Pennisetum americanum, la fosfoglucano
deshidrogenasa presenté las bandas provenientes
de ambos padres (Tabaeizadeh et al., 1986).
También, fusionantes de Nicotiana tabacum + N.
glutinosa fueron identificados con isoenzimas de
peroxidasa, leucin-aminopeptidasa, glutamato-
oxaloacetato transaminasa y ribulosa bifosfato
carboxilasa (Horn et al., 1983).
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En yute (Corchorus capsularis + Corchorus olitorius),
el uso de peroxidasas facilitd la identificacion de
fusionantes (Saha et al., 2001). Igualmente, hibridos
somaticos de Triticum aestivum con Agropyron
elongatum presentaron bandas de esterasas y
peroxidasas provenientes de ambos parentales
(Cheng et al., 2004).

Marcadores moleculares de acido
desoxirribonucleico (ADN)

A partir de inicios de la década de 1990, las técnicas
moleculares basadas en ADN (tales como los
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion o RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), los polimorfismos en la longitud de
los fragmentos amplificados o AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), la amplificacion
aleatoria del ADN polimérfico o RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA), las secuencias
repetitivas simples SSR (Simple Sequence Repeat)
or Microsatellite) o microsatélites y la hibridacion
genomica in situ o GISH (Genomic in situ
Hybridization) se han convertido en métodos rapidos
para la deteccion de hibridos somaticos (Baird et
al., 1992; Xu et al., 1993; Li et al., 2004).

Los AFLPs han sido utilizados con resultados
satisfactorios en varias especies. Por ejemplo, los
RFLPs, obtenidos mediante las enzimas de
restriccion Xbal y EcoRlI, confirmaron la presencia
de secuencias homaélogas provenientes de los dos
parentales (Pennisetum americanum y Panicum
maximum) en el ADN del hibrido soméatico (Ozias-
Akins et al., 1986). De igual manera, RFLPs,
utilizando las enzimas de restriccion BamHl, Dral,
EcoRlI, EcoRV, Hindlll'y Xbal, fueron utilizados para
la seleccion de fusionantes de Solanum acaule +
Solanum tuberosum (Yamada et al., 1998).

En Nicotiana glauca + N. langsdorfii, se utilizaron
las enzimas de restriccion Accl, Aval, BamHI, EcoRl,
Hindlll, Hpall, Kpnl, Sall, Smal, de cafia de azlcar +
Pennisetum americanum Sau961, Xbal y Xhol para
la deteccién de hibridos somaticos (Uchimiya et al.,
1983) y la enzima de restriccion Xbal mostré ser
una herramienta importante en la seleccion, mediante
RFLPs, de hibridos con ADN ribosomal (Tabaeizadeh
et al., 1986). Otros autores, como Saul y Potrykus
(1984) han realizado andlisis mediante RFLPs con
la enzima de restriccion Hindlll que permitieron la
deteccion de hibridos somaticos entre Hyoscyamus
muticus y Nicotiana tabacum. Igualmente, en
Brassica juncea y Moricandia arvensis (Kirti et al.,
1992a) y Trachystoma ballii con Brassica juncea (Kirti
etal., 1992b).

En hibridos de Solanum tuberosum + S. brevidens,
analisis mediante RFLPs (con las enzimas de
restriccion EcoRlI, EcoRV, BamHI, Dral y Hindlll) de
la progenie obtenida permitieron la deteccion de
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hibridos somaticos (Pehu et al., 1989, Fehér et al.,
1992, Williams et al., 1993). De igual manera, en
fusionantes de Diospyros glandulosa con D. kaki,
Tamura et al. (1998) emplearon la enzima de
restriccion Styl para la deteccién y caracterizacién
de hibridos somaticos. También en menta, se
emplearon las enzimas Apal y Stel para la deteccién
de hibridos soméaticos mediante RFLP (Krasnyanski
etal., 1998).

Por su parte, AFLPs también han sido utilizados para
la deteccion de hibridos soméaticos en tomate
(Thieme et al., 2008), Allium ampeloprasum con A.
cepa (Buiteveld et al., 1998), Cucumis melo con C.
anguria var. longipes (Dabauza et al., 1998), Oryza
sativa con Daucus carota (Kisaka et al., 1994) y
Daucus carota con Nicotiana tabacum (Kisaka y
Kameya, 1994).

Los analisis mediante RAPDs han sido importantes
para la evaluacion de fusionantes intra e
interespecificos en papa (Polgar et al., 1999). RAPDs
también han permitido la identificacion de hibridos
somaticos en trigo + maiz (Gontér et al., 2002). Esta
técnica ha sido utilizada, adicionalmente, para la
evaluacion de fusionantes entre Solanum tuberosum
y S. brevidens (Baird et al., 1992; Xu et al., 1993;
Rokka et al., 1994), asi como sus progenies
obtenidas de retrocrusas (McGrath et al., 1994,
1996). RAPDs y RFLPs (con las enzimas de
restriccion Hindlll y BamHI) permitieron la seleccion
de hibridos somaticos en productos de fusion de trigo
con Agropyron elongatum (Cheng et al., 2004).

Por otro lado, los SSR han sido utilizados para la
deteccion de hibridos sométicos de Triticum aestivum
+ Psathyrostachys juncea (Fisch.) Nevski (Li et al.,
2004). Los microsatélites son de tipo codominante
lo que, a diferencia de los RAPDs y los RFLPs,
permite la identificacién simultanea de ambos alelos
de los donadores en el hibrido somatico (Johnson,
1998).

Las técnicas moleculares anteriores no permiten la
identificacion de cromosomas completos, por lo que
GISH, una técnica muy utilizada para este fin, puede
proporcionar informacion valiosa a este nivel (Dong
etal., 1999; lwamoto et al., 2007). Pruebas mediante
RAPDs y GISH permitieron la deteccién de hibridos
somaticos entre Solanum integrifolium y S.
sanitwongsei (lwamoto et al., 2007) y entre Triticum
aestivum y Psathyrostachys juncea (Li et al., 2004).
Por su parte, Dong et al. (1999) demostraron que la
combinacion de andlisis de RFLPs y GISH facilita la
deteccion y caracterizacion de los cromosomas
contenidos en el genoma de hibridos somaticos de
papa en relacién con los genomas parentales.

Latabla 1 muestra una lista de hibridos somaticos,
siméticos y asimétricos, identificados mediante
diferentes métodos de seleccion.
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Tabla 1. Hibridos somaticos simétricos o asimétricos identificados mediante diferentes métodos de seleccion.

Hibrido som ético

Método de seleccion

Referencia

Agropyron elongatum + Triticum

aestivum

Cariotipo
Molecular (GISH, AFLP y SSR de cloroplastos)
Andlisis de glutenina

Cuiet al. (2009)

Allium ampeloprasum + Allium cepa

Morfologia (crecimiento, tipo y color de hoja)
Complementacion (normal + iodoacetamida)
Citometria de flujo

Conteo de cromosomas (32 + 16)
Isoenzimas (glutamato oxaloacetato

transaminasas, shiquimato deshidrogenasas)

Molecular (GISH, AFLP)

Buiteveld et al. (1998)

Arabidopsis thaliana + Brassica

campestris

Manual (clorofila + incoloro)
Conteo de cromosomas (20 + 36)

Hoffmanny Adachi
(1981)

Arabidopsis thaliana + Brassica
napus

Morfologia (tipo de hoja, tallo)
Complementacion (luz UV orayos X + iodo
acetato)

Molecular (RFLP)

Yamagishi et al. (2002)

Arabidopsis thaliana + Bupleurum

scorzonerifolium

Conteo de cro mosomas
Isoenzimas (esterasas)
Molecular (RAPD y SSR)

Wang et al. (2008)

Arabidopsis thaliana + Raphanus

sativus

Morfologia de hojay flor
Conteo de cromosomas
Molecular (RAPD)

Yamagishiy Glimelius
(2003)

Armoracia rusticana + Brassica

oleracea var. botrytis

Manual (clorofila + incoloro)

Navrétilova etal. (1997)

Beta vulgaris + Beta vulgaris

Complementacion (luz UV +rayos v)

Hall et al. (1992)

Brassica juncea + Morican dia

arvensis

Morfologia (crecimiento, tipo de hoja, flor)
Conteo de cromosomas (36 + 28)
Molecular (RAPD, RFLP)

Kirti et al. (1992a)

Brassica napus + Eruca sativa

Morfologia (crecimiento, tipo de flor)
Manual (carboxifluoresceina + clorofila)

Isoenzimas (leucin-aminop eptidasas, fosfoglucosa

isomerasas, 6-fosfogluconato deshidrogenasas)
Citometria de flujo
Molecular (RFLP)

Fahleson et al. (1988a)

Brassica napus + Isatis indigotica

Conteo de cromosomas
Molecular (AFLP, GISH)

Du etal. (2009)

Brassica napus + Orychophragmus

violaceus

Morfologia de hoja
Molecular (GISH)

Zhao etal. (2008)
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Tabla 1. Hibridos somaticos simétricos o asimétricos identificados mediante diferentes métodos de seleccién.

Continuacion...

Hibrido somatico

Método de seleccion

Referencia

Brassica napus + Raphanus sativus

Morfologia de hojay flor
Molecular (SSR, GISH)

Wang et al. (2006)

Brassica napus + Sinapis arvensis

Morfologia de hojas y flores
Citometria de flujo
Molecular (RAPD)

Hu et al. (2002)

Brassica oleracea var. capitata +

Armoracia rusticana

Morfologia (tipo y color de hoja)
Conteo de cromosomas (18 +32)
Molecular (GISH)

Navrétinova et al. (1997)

Brassica oleracea var. capitata +

Brassica oleracea var. italica

Morfologia

Citometria de flujo

Molecular (cebadores que detecten secuencia
mitocondrial especifica)

Complementacion (resistencia a frio)

Sigarevay Earle (1997)

Brassica oleracea var. italica +

Brassica napus

Manual (incoloros + clorofila)

Conteo de cromosomas (18 +38)

Kao et al. (1992)

Brassica oleracea var. italica +

Brassica rapa ssp. pekinensis

Morfologia
Citometria de flujo
Molecular (RAPD)

Complementacion (normal + resistencia a Erwinia)

Ren et al. (200 0)
Liu etal. (2007)

Brassica oleracea + Camelina sativa

Morfologia (crecimiento, tipo y color de hoja)
Complementacion (normal + iodo acetato)
Citometria de flujo

Isoenzimas (isocitrato d eshidrogenasas,
aminotransferasas)

Molecular (RAPD)

Hansen (1998)

Brassicarapa + Isatis indigotica

Morfologia (hoja, flor)
Conteo de cromosomas
Molecular (AFLP y GISH)

Tu et al. (2008)

Capsella bursa-pastoris + Brassica

oleracea

Morfologia (tipo y color de hoja)

Complementacion (resistencia a frio + iodoacetato)

Isoenzimas (fosfoglucosaisomerasas, malato
deshidrogenasas, alcohol deshidrogenasas,
aspartato amino transferasas, isocitrato
deshidrogenasas)

Molecular (RAPD)

Sigarevay Earle (1999)

Cichorium intybus + Cichorium
endivia

Conteo de cromosomas
Molecular (SSR)

Cappelle et al. (2007)
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Tabla 1. Hibridos somaticos simétricos o asimétricos identificados mediante diferentes métodos de seleccién.

Continuacion...

Hibrido somatico

Método de seleccion

Referencia

Citrus aurantium + Citrus jambhiri

Morfologia (tipo de hoja)

Conteo de cromosomas (36 + 36)

Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas,
fosfoglucosa isomerasas)

Louzada et al. (1992)

Citrus aurantium + Citrus

volkameriana

Morfologia (tipo de hoja)
Conteo de cromosomas (36 + 36)
Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas,

fosfoglucosa isomerasas)

Louzada et al. (1992)

Citrus jambhiri+ Citrus limon

Morfologia (tipo de hoja)

Conteo de cromosomas (36 + 36)

Isoenzimas (fosfoglucomutasas, fosfoglucosa
isomerasas, fosfogluconato deshidrogenasas)

Tusa et al. (1992)

Citrus microcarpa + Citrus aurantium

Isoenzimas (fosfoglucomutasas, fosfoglucosa
isomerasas, isocitrato deshidrogenasas)
Molecular (RFLP)

Grosser et al. (1996)

Citrus paradisi+ (Citrus reticulata x
Citrus sinensis)

Morfologia (tipo de hoja)

Conteo de cromosomas (36 + 36)

Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas,
fosfogluco isomerasas)

Grosser et al. (1992b)

Citrus reticulata + Citrus aurantium

Morfologia (tipo de hoja)

Conteo de cromosomas (36 + 36)

Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas,
fosfoglucosa isomerasas, isocitrato
deshidrogenasas)

Molecular (RFLP)

Louzada et al. (1992)
Grosser et al. (1996)

Citrus reticulata + Citrus jambhiri

Morfologia (tipo de hoja)

Conteo de cromosomas (36 + 36)

Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas,
fosfoglucosa isomerasas)

Louzada et al. (1992)

Citrus reticulata + Citrus limonia

Morfologia (tipo de hoja)
Conteo de cromosomas (36 + 36)
Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas,

fosfoglucosa isomerasas)

Louzada et al. (1992)

Citrus reticulata + (Citrus paradisi x

Poncirus trifoliata)

Morfologia (tipo de hoja)
Conteo de cromosomas (36 + 36)
Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas,

fosfogluco isomerasas)

Grosser et al. (1992b)

Citrus reticulata + Citrus

volkameriana

Morfologia (tipo de hoja)

Conteo de cromosomas (36 + 36)

Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas,
fosfoglucosa isomerasas)

Louzada et al. (1992)
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Tabla 1. Hibridos somaticos simétricos o asimétricos identificados mediante diferentes métodos de seleccién.

Continuacion...

Hibrido somatico

Método de seleccion

Referencia

Citrus reticulata + Poncirus trifoliata

Morfologia (tipo de hoja)
Conteo de cromosomas (36 + 36)

Grosser et al. (1992b)

Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas,

fosfogluco isomerasas)

Citrus reticulata x (Citr us reticulata x

C. paradisi) + C. sinesis

Morfologia (tipo de hoja)

Conteo de cromosomas (36 + 36)

Grosser et al. (1992a)

Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas)

Citrus sinensis + (Citrus paradisi x

Poncirus trifoliata)

Morfologia (tipo de hoja)

Conteo de cromosomas (36 + 36)

Louzada et al. (1992)

Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas,

fosfoglucosa isomerasas)

Citrus sinensis + Citrus limon

Morfologia (tipo de hoja)
Conteo de cromosomas (36 + 36)

Isoenzimas (fosfoglucomutasas, fosfoglucosa

isomerasas, fosfogluconato deshidrogenasas,

isocitrato deshidrogenasas)
Molecular (RFLP)

Tusa et al. (1992)
Grosser et al. (1996)

Citrus sinensis + Citrus limonia

Morfologia (tipo de hoja)
Conteo de cromosomas (36 + 36)

Louzada et al. (1992)

Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas,

fosfoglucosa isomerasas)

Citrus sinensis + Citrus reticulata

Morfologia (tipo de hoja)

Conteo de cromosomas (36 + 36)

Grosser et al. (1992a)

Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas)

Citrus sinensis + Severinia buxifolia

Morfologia (tipo de hoja)

Conteo de cromosomas (36 + 36)

Grosser et al. (1992b)

Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas,

fosfoglucosa isomerasas)

Citrus sinensis + Citrus jambbhiri

Morfologia (tipo de hoja)
Conteo de cromosomas (36 + 36)

Grosser et al. (1992b)

Isoenzimas (p eroxidasas, fosfoglucomutasas,

fosfoglucosa isomerasas)

Corchorus capsularis + Corchorus

olitorius

Manual (clorofila + antocianinas)
Isoenzimas (p eroxidasas)

Molecular (RFLP)

Saha et al. (2001)

Cucumis melo + Cucumis anguria

Manual (albino + clorofila)
Molecular (AFLP)

Dabauza et al. (1998)

Datura innoxia + Datura discolor

Complementacion (albino + rayos X)

Conteo de cromosomas (24 + 24)

Schieder (197 8)
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Tabla 1. Hibridos somaticos simétricos o asimétricos identificados mediante diferentes métodos de seleccién.

Continuacion...

Hibrido somatico

Método de seleccion

Referencia

Datura innoxia + Datura innoxia

Complementacion (albino + rayos X)

Schieder (1977)

Datura innoxia + Datura stramonium

Complementacion (albino + rayos X)
Conteo de cromosomas (24 + 24)

Schieder (197 8)

Daucus carota + Daucus capillifolius

Complementacion (albino + medio d e cultivo)
Morfologia (tipo de hoja)
Conteo de cromosomas (36 + 36)

Isoenzimas (peroxidasas)

Dudits et al. (1977)

Daucus carota + Daucus carota

Complementacion (iodoacetato + A2CA)

Cella etal. (1983)

Daucus carota + Nicotiana tabacum

Complementacion (rayos X + resistencia a
kanamicina-estrep tomicina)

Conteo de cromosomas (24 + 32)

Presencia del gen que codifica para la neomicina
fosfotransferasa

Molecular (AFLP)

Kisaka y Kameya (1994)

Daucus carota + Panax

quinquefolius

Isoenzimas (peroxidasas)
Molecular (RAPD, GISH)

Han et al. (2009)

Dendranthema x grandiflorum +
Artemisia sieversiana

Conteo de cromosomas
Hibridacion Sourthermn

Morfologia (hojas y flores)

Furuta et al. (2004)

Diospyros glandulosa + Diospyros
kaki

Citometria de flujo
Conteo de cromosomas (30 + 90)
Moleculares (RFLP, RAPD)

Tamura et al. (1998)

Eruca sativa + Brassica napus

Citometria de flujo
Conteo de cromosomas

Fahleson et al. (19 88b)

Festuca arundinacea + Triticum

aestivum

Conteo de cromosomas
Isoenzimas (peroxidasas)
Molecular (RAPD, RFLP, GISH)

Cai et al. (2007)

Glycine max + Hordeum vulgare

Manual (clorofila + incoloros)
Morfologia (crecimiento, tipo de hoja)

Kaoy Michayluk (1974)

Gossypium hirsutum + Gossypium

davidsonii

Conteo de cromosomas
Molecular (RAPD y SSR)

Sun et al. (2006)

Helianthus annuus + Helianthus

maximiliano

Isoenzimas (malato deshidrogenasas, fosfatasas
acidas, fosfohexosa isomerasas, 6-fosfogluconato
deshidrogenasas, fosfoglucomutasas y
aconitasas)

Molecular (RAPD)

Taski-Ajdukovic etal.
(2006)

Hordeumvulgare + Datura inoxia

Citometria de flujo (normal + diacetato de

fluoresceina)

Alexander et al. (1985)
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Tabla 1. Hibridos somaticos simétricos o asimétricos identificados mediante diferentes métodos de seleccién.

Continuacion...

Hibrido somatico

Método de seleccion

Referencia

Hordeum vulgare + Daucus carota

Manual (incoloros + clorofila)
Morfologia (crecimiento, tipoy color de hoja, flor)

Conteo de cromosomas (18 +14)

Molecular (RFLP)

Kisaka et al. (1997)

Hordeum vulgare + Glycine max

Manual (clorofila + incoloros)

Morfologia (crecimiento, tipo de hoja)

Kao et al. (1974)

Hyoscyamus muticus + Nicotiana
tabacum

Molecular (RFLP)

Saul y Potrykus (1984)

Ipomoea cairica + I[pomoea batatas

Conteo de cromosomas
Isoenzimas (peroxidasa)
Molecular (RAPD)

Guo et al. (2006)

Iris ensata + Iris germanica

Complementacion (albino + iodoacetato)

Molecular (RAPD)

Shimizu et al. (1999)

Lotus corniculatus + Lolium perenne

Molecular (amplificacién con hebra desplazada)

Raikar et al. (2007)

Lotus corniculatus + Lotus

conimbricensis

Morfologia (tipo de inflorescencia, color de flor)
Complementacion (iodoacetato + normal)
Isoenzimas (esterasas, fosfoglucomu tasas)

Conteo de cromosomas (24 +12)

Wright et al. (1987)

Lotus corniculatus + Lotus tenuis

Morfologia (crecimiento, tipo de hoja, color de flor)

Complementacion (iodoacetato + resistencia a

kanamicina)

Isoenzimas (esterasas, peroxidasas,
fosfoglucomutasas, fosfatasas acidas, malato

deshidrogenasas, alcohol deshidrogenasas, leucin-

aminopeptidasas)

Conteo de cromosomas (24 +12)

Aziz etal. (1990)

Lupinus angustifolius + Lupinus

subcarnosus

Molecular (secuencias especificas para Lupinus)

Sonntag et al. (2009)

Ly copersicon esculentum +
Ly copersicon pennelli

Morfologia (tipo de hoja, flor)
Complementacién (rayos y + normal)

Isoenzimas (fosfoglucosa isomerasas)

Molecular (RFLP)

O’ Connell y Hanson
(1985)

Ly copersicon esculentum +

Ly copersicon peruvianum

Morfologia (tipo de hoja, flor)
Complementacién (normal + rayos y)
Conteo de cromosomas (24 +24)
Isoenzimas (fosfatasas éacidas, glutamato

oxaloacetato transaminasas)

Resistencia a kanamicina

Analisis Sourthern beot

Wijbrandi et al. (1990ab)
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Tabla 1. Hibridos somaticos simétricos o asimétricos identificados mediante diferentes métodos de seleccién.

Continuacion...

Hibrido somatico

Método de seleccion

Referencia

Lycopersicon esculentum + Solanum
acaule

Morfologia
Conteo de cromosomas

Complementacion (iodo acetamida + rayos X y)

Melchers et al. (1992)

Lycopersicon esculentum + Solanum
lycopersicoides

Conteo de cromosomas
Morfologia de hoja y flor

Isoenzimas (cinco)

Handley etal. (1986)

Lycopersicon esculentum + Solanum
muricatum

Morfologia (crecimiento, tipo de hoja, flor, fruto)
Complementacion (incompatbilidad con el medio +

normal)
Conteo de cromosomas (24 + 24)

Sakomotoy Taguchi
(1991)

Lycopersicon esculentum + Solanum

tuberosum

Morfologia
Conteo de cromosomas
Andlisis de ADN mitocondrial

Melchers et al. (1992)

Ly copersicon esculentum +
(Solanum tuberosum x Solanum

nigrum)

Morfologia (tipo de hoja, colory forma de la flor)

Conteo de cromosomas (24 + 96)

Citometria de flujo (ioduro de propidium + nor mal)
Isoenzimas (g lucosa-fosfato isomerasas,

fosfoglucomutasas, esterasas)

Lindsay et al. (1995)

(Lycopersicon esculentum x
Ly copersicon pennellii) + Solanum

melongena

Resistencia a kanamicina

Isoenzimas (fosfoglucosa isomerasas y

peroxidasas)
Conteo de cromosomas

Hibridizacién Southern beot

Liu etal. (1995)

Medicago sativa + Medicago borialis

Complementacion (albino + albino)
Isoenzimas (leucin-aminopeptidasas)

Conteo de cromosomas (32 + 16)

Gilmour et al. (1989)

Medicago sativa + Medicago falcata

Morfologia (crecimiento, color de flor)

Manu al (diacetato de fluoresceina + clorofila)

Isoenzimas (esterasas y leucin-amin ope ptidasas)

Conteo de cromosomas

Gilmour et al. (1987)
Mendis et al. (1991)

Medicago sativa + Medicago

quasifalcata

Manual (diacetato de fluoresceina + clorofila)

Isoenzimas (esterasas y leucin-amin ope ptidasas)

Conteo de cromosomas (32 + 31)

Gilmour et al. (1987)

Medicago sativa + Medicago varia

Complementacion (resistencia a fosfinotricina +

glutamin-sintetasa)

Deak etal. (1988)

Medicago truncatula + Medicago
scutellata

Conteo de cromosomas
Molecular (AFLP)

Tiany Rose (1999)

Mentha piperita + Mentha spicata

Morfologia (tipo y color de hojas)
Conteo de cromosomas (48 + 36)
Moleculares (RAPD, RFLP)

Krasnyanskietal. (1998)
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Tabla 1. Hibridos somaticos simétricos o asimétricos identificados mediante diferentes métodos de seleccién.

Continuacion...

Hibrido somatico

Método de seleccion

Referencia

Moricandia nitens + Brassica
oleracea var. capitata
Moricandia nitens + Brassica
oleracea var. gongylodes
Moricandia nitens + Brassica
oleracea var. italica

Morfologia (tipo de hoja, color de hojay flor)
Manual (clorofila + incoloro)

Conteo de cromosomas

Molecular (RAPD)

Yan et al. (1999)

Musa sp. cv. Gros Michel
(AAA) + Musa sp. cv. SF265 (AA)

Morfologia de hoja

Citometria de flujo

Assani et al. (2005)

Musa sp. cv. Magéa (AAB) + Musa sp.
cv. Lidi (AA)

Citometria de flujo
Molecular (RAPD)

Matsumoto et al. (2002)

Musa Silo (AAB) + Musa acuminata
(AA)

Complementacion (iodoacetamida + luz
ultravioleta)
Molecular (RAPD, ISSR)

Xiao etal. (2009)

Nicotiana glauca + Nicotiana
langsdorffii

Complementacion (medio de cultivo)
Conteo de cromosomas(24 + 18)
Molecular (RFLP)

Smith et al. (1976)
Uchimiya et al. (1983)

Nicotiana glauca + Nicotiana
tabacum

Conteo de cromosomas

Morfologia de hoja y flor

Isoenzimas (aspartato aminotransferasas y alanil
aminopeptidasas)

Evans et al. (1980)

Nicotiana knightiana + Nicotiana

sylvestris

Complementacion (albino + resistencia a
kanamicina)
Manual (albino + clordfila)

Isoenzimas (esterasas y alcohol deshidrogenasas)

Menczel etal. (1978)

Nicotiana plumbaginifolia +

Lycopersicon esculentum

Morfologia (crecimiento, tipoy color de hoja, flor)
Complementacion (normal + resistencia a
kanamicina, luz UV)

Conteo de cromosomas (20 + 24)

Isoenzimas (neomicin-fosfato tr ansferasas)
Molecular (RFLP)

Vlahova et al. (1997)

Nicotiana plumbaginifolia + Nicotiana
plumbaginifolia (mutantes
auxotréficos)

Conteo de cromosomas

Complementacion (nitrato y aminoéacidos)

Negrutiu et al. (1986)

Nicotiana rustica + Nicotiana

sylvestris

Morfologia (hojas y flores)
Isoenzimas (6-fosfogluconato d eshidrogenasas)
Patrén de enzima RUBISCO

Gleddie et al. (1983)

Nicotiana rustica + Nicotiana
tabacum

Morfologia (hoja, flor)
Isoenzimas (ester asas)
Patrén de enzima RUBISCO

Douglas etal. (1981)
Pental et al. (1984)
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Tabla 1. Hibridos somaticos simétricos o asimétricos identificados mediante diferentes métodos de seleccién.

Continuacion...

Hibrido somatico

Método de seleccion

Referencia

Nicotiana sylvestris + Nicotiana
knightiana

Complementacién (resistencia a kanamicina +

normal)

Isoenzimas (esterasas, alcohol deshidrogenasas y

6 fosfatoglucosa deshidrogenasas)

Maliga et al. (1977)

Nicotiana sylvestris + Nicotiana

sylvestris

Complementacion (AEC + 5MT)

Conteo de cromosomas (48 + 96)

White y Vasil (1979)

Nicotiana tabacum + Nicotiana alata

Manual (diacetato de fluoresceina + clorofila)

Patnaik etal. (1982)

Nicotiana tabacum + Nicotiana
glutinosa

Morfologia (tipo de hoja, flor)
Complementacién (5MT + normal)

Conteo de cromosomas (24 + 24)

Isoenzimas (p eroxidasas, leucin-aminopeptidasas,

glutamato-oxaloacetato transaminasas y ribulosa

bifosfato carboxilasas)

Horn et al. (1983)

Nicotiana tabacum + Nicotiana
remanda

Conteo de cromosomas
Isoenzimas (esterasas y peroxidasas)
Molecular (RAPD)

Sun et al. (2005)

Nicotiana tabacum + Nicotiana
tabacum

Morfologia (tipo de hoja, flor)
Molecular (RFLP)

Complementacion (deficiencia de nitrato reductasa

+ normal)

Belliard etal. (1978)
Glimelius et al. (1978)

Nicotiana tabacum + P etunia hybrida

Complementacién (nitrato reductasa deficiente—

estreptomicina resistente + normal)

Isoenzimas (p eroxidasas, leucin-aminopeptidasas)

Manual (diacetato de fluoresceina + clorofila)

Molecular (RFLP)

Patnaik etal. (1982)
Pental et al. (1986)

Nicotiana tabacum (mutantes) +

Solanum melongena

Isoenzimas (p eroxidasas)

Resistencia a antibi6ticos (estreptomicinay

kanamicina)

Toki et al. (1990)

Onobrychis viciaefolia + Medicago

sativa

Manual (isotiocianato de fluoresceina +

isotiocianato de rodamina B)

Complementacién (resistencia a hidroxiprolina +

normal)
Conteo de cromosomas (28 + 32)

Isoenzimas (nopalinsintetasas, peroxidasas,

esterasas)

Xuy Jia (1997)

Oryza sativa + Daucus carota

Complementacién (rayos X + iodoacetamina)

Conteo de cromosomas (24 + 24)
Isoenzimas (p eroxidasas)
Molecular (AFLP)

Kisaka et al. (1994)

Oryza sativa + Glycine max

Isoenzimas (esterasas, peroxidasas)

Seleccién manual (pigmentos y consistencia)

Niizeki et al. (1985)
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Tabla 1. Hibridos somaticos simétricos o asimétricos identificados mediante diferentes métodos de seleccién.
Continuacion...

Hibrido somatico Método de seleccion Referencia

Manual (incoloros + clorofila)

Morfologia (crecimiento, tipo y color de hoja)

Conteo de cromosomas (24 + 14) Kisaka et al. (1998)
Molecular (RFLP)

Oryza sativa + Hordeum vulgare

Morfologia (crecimiento, tipo y color de hoja)
. L o Complementacién (iodoacetamina + rayos v)
Oryza sativa + Zizania latifolia
Conteo de cromosomas (24 + 24) Liu et al. (1999)

Molecular (RFLP)

Passiflora edulis f. flavicarpa + Conteo de cromosomas
. . Barbosa et al. (2007)
Passiflora cincinnata Molecular (RFLP)

Complementacion (AEC + iodoacetato)

. . . Isoenzimas (alcohol deshidrogenasas,

Pennisetum americanum + Panicum . . o .
) aminopeptidasas, shiguimato deshidrog enasas y 6- _ )

maximum Ozias-Akins et al. (1986)

fosfogluconato deshidrogenasas)

Molecular (RFLP)

Complementacién (albino + medio de cultivo) Power et al. (1976)
Petunia hybrida + Petunia parodii Complementacién (resistencia a D-actinomicina) Cocking et al. (1977)
Complementacién (albino + normal) Power et al. (1979)

Morfologia (tipo de hoja, tamafioy color de la flor)
Petunia parodii + Petunia inflata Complementacién (albino + medio de cultivo) Power et al. (1979)

Conteo de cromosomas (14 +14)

. . . Manual (clorofila + incoloros)
Pisum sativum + Glycine max o . . Kao et al. (1974)
Morfologia (crecimiento, tipo de hoja)

. . . . Manual (clorofila + incoloros)
Pisum sativum + Vicia hajastana Kao et al. (1974)

Morfologia (crecimiento, tipo de hoja)

Manual (clorofila + incoloros)
) o ~_ Morfologia (tipo y color de hoja) )
Poncirus trifoliata + Fortunella hindsii Miranda et al. (1997)
Citometria de flujo

Molecular (RFLP)

Morfologia (tamafio y color de la flor)

Raphanus sativus + Brassica Manual (clorofila + incoloro)
. o o . Kameya et al. (1989)
oleracea var. capitata Complementacion (incompatibilidad con el medio +
iodoacetato)

Morfologia (hoja, flor)
Raphanus sativus + Isatis indigotica  Conteo de cromosomas Tu et al. (2008)
Molecular (AFLPy GISH)

. . Complementacion (iodoacetato + Aet-Cys) .
Saccharum officinarum + Pennisetum Tabaeizadeh et al.
. Isoenzimas (fosfogluconato deshidrogenasas)
americanum (1986)
Molecular (RFLP)
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Tabla 1. Hibridos somaticos simétricos o asimétricos identificados mediante diferentes métodos de seleccién.
Continuacion...

Hibrido somatico

Método de seleccion

Referencia

Solanum acaule + Solanum

tuberosum

Conteo de cromosomas (48 + 48)
Molecular (RFLP)

Yamada et al. (1998)

Solanum bulbocastanum + Solanum

tuberosum

Morfologia (crecimiento, tipo y color de hoja)
Complementacion (normal + resistencia a
Phytophthora infestans)

Conteo de cromosomas (24 + 48)

Molecular (RFLP, RAPD)

Citometria de flujo

Helgeson et al. (1998)
Greplova etal. (2008)

Solanum chacoense + Solanum

phureja

Citometria de flujo
Molecular (SSR)

Johnson (1998)

Solanum integrifolium + Solanum

sanitwon gsei

Morfologia (altura, didmetro del tallo, tipo de hoja,
color de la flor, inflorescencia)

Complementacion (luz UV + iod oacetamida)
Isoenzimas (shiquimato deshidrogenasas,
isocitrato deshidrogenasas, fosfoglucomutasas)
Conteo de cromosomas (24 + 24)

Molecular (RAPD, GISH)

Iwamoto et al. (2007)

Solanum integrifolium + Solanum

violaceum

Conteo de cromosomas
Molecular (RAPD y RFLP)

Tamura et al. (2002)

Solanum melongena + Solanum

marginatum

Conteo de cromosomas
Molecular (ISSR)

Borgato et al. (2007)

Solanum melongena + Solanum

sisymbrifolium

Citometria de flujo

Morfologia (tamafio, forma y color de hojas, forma
de flores y frutos)

Conteo de cromosomas
Isoenzimas (malato deshidroge nasas e isocitrato

deshidrogenasas)
Molecular (RAPD, GISH)

Coallonnier et al. (2003)

Solanum nigrum + S olanum

tuberosum

Morfologia de hoja y flor

Citometria de flujo
Molecular (RAPD)

Szczerbakowa et al.
(2003)

Solanum pinnatisectum + Solanum

tuberosum

Citometria de flujo
Molecular (RAPD)

Greplova etal. (2008)

Solanum tub erosum + Solanum

americanum

Morfologia (tipo y densidad de tricomas)
Citometria de flujo
Conteo de cromosomas (48 + 72)

Isoenzimas (6-fosfogluconato d eshidrogenasas)

Horsman et al. (1997)
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Tabla 1. Hibridos somaticos simétricos o asimétricos identificados mediante diferentes métodos de seleccién.

Continuacion...

Hibrido somatico

Método de seleccion

Referencia

Solanum tuberosum + Solanum

brevidens

Morfo logia (crecimiento, tipo de hoja)

Fish et al. (1987)
Pehu etal. (1989)
Fehér et al. (1992)

Complementacion (resistencia a Erwinia + normal);

(rayos X + resistencia a kanamicina)
Conteo de cromosomas (48 + 24)
Molecular (RAPD, RFLP)

Williams et al. (1993)
Rokka et al. (1994)
McGrath et al. (1994,
1996)

Polgar et al. (1999)

Solanum tuberosum + Solanum

chenopodioid es

Morfologia (tipo y densidad de tricomas)

Citometria de flujo

Conteo de cromosomas (48 + 24)

Horsman et al. (1997)

Isoenzimas (6-fosfogluconato deshidrogenasas)

Solanum tuberosum + Solanum

commersonii

Morfologia (crecimiento, tipo y color de hoja)

Citometria de flujo
Conteo de cromosomas

Molecular (RAPD)

Cardiet al. (1993)
Bastia et al. (2000)

Solanum tuberosum + Solanum

etuberosum

Conteo de cromosomas (48 + 48)
Moleculares (RFLP, GISH)

Dong et al. (1999)

Solanum tuberosum + Solanum tarnii

Morfologia (crecimiento, tipo y color de hoja)

Citometria de flujo
Conteo de cromosomas (48 + 24)
Molecular (AFLP, SSR)

Thieme et al. (2008)

Solanum tuberosum + Solanum

nigrum

Morfologia (tipo y densidad de tricomas)

Citometria de flujo

Conteo de cromosomas (48 + 72)

Horsman et al. (1997)

Isoenzimas (6-fosfogluconato deshidrogenasas)

Solanum tuberosum + Solanum

tuberosum

Molecular (RAPD)

Takemori et al. (1994)

Solanum tuberosum + Solanum

villosum

Morfologia (tipo y densidad de tricomas)

Citometria de flujo

Conteo de cromosomas (48 + 48)

Horsman et al. (1997)

Isoenzimas (6-fosfogluconato deshidrogenasas)

Tanacetum vulgare + Tanacetum

cinerariifolium

Citometria de flujo
Moleculares (RAPD)

Keskitalo et al. (1999)

Thlaspi caerulescens + Brassica

napus

Complementacion (tolerancia a zinc + normal)

Molecular (AFLP)

Brewer et al. (1999)

Trachystoma ballii + Brassica juncea

Morfologia (tipo de hojay flor)
Conteo de cromosomas (16 + 36)
Molecular (RFLP)

Kirti et al. (19 92b)
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Tabla 1. Hibridos somaticos simétricos o asimétricos identificados mediante diferentes métodos de seleccién.

Continuacion...

Hibrido somatico

Método de seleccion

Referencia

Morfologia (tipo de hoja, tallo e inflorescencia)

Complementacion (normal + UV)

Triticum aestivum + Agropyron

Conteo de cromosomas (21-29 + 58-64)

elongatum

Cheng etal. (2004)

Isoenzimas (esterasas, peroxidasas)
Molecular (RAPD, RFLP)

Conteo de cromosomas

Triticum aestivum + Haynaldia villosa Isoenzimas (esterasas, shikimato deshidrogenasas) Zhouy Xia (2005)
Molecular (GISH, RFLP)

Conteo de cromosomas

Triticum aestivum + Lolium
multifiorum

Isoenzimas (esterasas y peroxidasas)

Ge etal. (2006)

Molecular (RFLP y AFLP)

Conteo de cromosomas (27 + 27)

Triticum aestivum + Psathyrostachys

Isoenzimas (peroxidasas)

juncea

Li et al. (2004)

Molecular (RAPD, GISH, SSR)

Citologia

Isoenzimas (esterasas, peroxidasas y malato

Triticum aestivum + Setaria italica

deshidrogenadas)

Xiang et al. (2004)

Molecular (RAPD, secuencia delespaciador del

ADNr 5S, GISH)

Complementacion (incomp atibilidad con el medio +

. ) albino
Triticum aestivum + Zea mays )

Gontér et al. (2002)

Citometria de flujo (bromur o de etidio + normal)

Molecular (RAPD, GISH)

Manual (clorofila + incoloros)

Vicia hajastana + Glycine max

Kao y Michayluk (1974)

Morfologia (crecimiento, tipo de hoja)

Manual (clorofila + incoloros)

Vicia hajastana + Pisum sativum

Kao y Michayluk (1974)

Morfologia (crecimiento, tipo de hoja)

Zea mays + Glycine max

Manual (clorofila + incoloros)

Kao et al. (1974)

Morfologia (crecimiento, tipo de hoja)

CONSIDERACIONES FINALES

Los programas de mejoramiento genético
convencionales se limitan al intercambio genético
entre especies sexualmente compatibles. Mediante
la fusion de protoplastos, la informacion genética
puede intercambiarse sobrepasando las barreras de
incompatibilidad naturales. Diferentes trabajos han
demostrado que los porcentajes de formacion y
regeneracién de hibridos somaticos son bajos
(Cocking 1979; Blackhall et al., 1994; Lindsay et al.,
1995). El principal reto para mejorar las técnicas de

hibridacion somatica, ademéas de aumentar la
eficiencia de fusion, es disponer de métodos de
deteccion que permitan una seleccidon y
caracterizacion rapida y eficiente de los hibridos
somaticos simétricos o asimétricos (Cocking, 1979).
Mediante mejoras en los procesos de identificacion
seréd posible incrementar la frecuencia de éxito.
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