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La hibridación somática en
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La obtención de nuevos patrones y variedades, o la mejora de los que ya existen, es uno de
los objetivos principales del programa de mejora genética de cítricos que llevamos a cabo en
el IVIA. La hibridación sexual entre parentales seleccionadoses la técnica de mejora gené-
tica que tradicionalmente se ha utilizado para conseguir estos objetivos. Pero los resulta-
dos obtenidos con esta técnica no han sido siempre los deseados, principalmente debido a
algunos de los factores relacionados con la biología reproductiva de los cítricos, ya explica-
dos en otro artículo de esta revista (NAVARRO, 2005). El caso de la obtención del citrange
Carrizo es un ejemplo ilustrativo de los problemas con que se ha encontrado la mejora tra-
dicional a la hora de alcanzar estos objetivos. Este genotipo se obtuvo tras la hibridación se-
Xual de una especie cercana a los cítricos (Poncirus trifoliata L. Raf.) con polen de naranjo
dulce (Citrus sinensis L. Osb.) con la intención de transferir la resistencia al frío presente
en Poncirus al naranjo. El híbrido obtenido tras ese cruzamiento es el que hoy conocemos
comocitrange Carrizo. Aunque se tuvo la fortuna de obtener un híbrido con buenas propie-
dades como portainjerto, el resultado final de este cruzamiento estuvo muy alejado del ob-
jetivo inicial, que era mejorar el naranjo dulce.

La hibridación somática es una de las aproxima-

ciones de la biotecnología vegetal que en la ac-
tualidad permite mejorar genéticamente los cítri-

cos. Esta técnica se basa, al igual que la hibrida-

ción sexual, en la unión de dos células y la consi-

guiente regeneración de una nueva planta híbrida

con propiedades distintas a las de los parentales.

La principal diferencia entre la hibridación somáti-

ca y la hibridación sexual es que en esta ultima se

unen dos células sexuales, una masculina y una fe-

menina, mientras que en la hibridación somática se

unen dos células no sexuales dela planta (Figuras

4y5). Las células no sexuales de una planta se de-

nominan somáticas. Además, en la hibridación se-
xual entre dos parentales diploides hay una re-

combinación de los genomas de ambos parentales
para producir un híbrido diploide (Figura 4), mien-

tras que en la hibridación somática hay una adición

de los genomas de ambos parentales para produ-

cir un híbrido tetraploide (Figura 5).

Uno delos principios de la biología que ha per-
mitido desarrollar la hibridación somática esla to-
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Figura 1. Aislamiento de protoplastos. a) Hoja cortada transversalmente al nervio central; b) Callo nu-
celar sobre la placa de aislamiento; e) protoplastos aislados del mesófilo de la hoja; d) protoplastos
aislados el callo nucelar
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Figura 2. Fusión de proloplastos. a) protoplastos aglulinados por acción del polietilenglicol; b) proto-
plastos alineados por acción de la corriente eléctrica alterna: e) protoplastos fusionados por el méto-
do eléctrico (helerocarionte)
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Pico 1: Diploide
Pico 2: Tetraploide

Figura 3. Regeneración y caracterización de hibridos somáticos. a) primera división del helerocarion-
te: k) formación de embriones somáticos en el callo híbrido: c) inicio de la germinación de embriones
somáticos; d) hibrido somático. e) análisis de pinidía de las plantas regeneradas por citometría de
flujo; el pico 1 corresponde a un control diplaide y el 2 a un híbrido somático tetrapioide, N) análisis ge-
nético de híbridos somáticos mediante microsatéliles; las carreras correspondientes 2 los tres hibridos
somáticos (HS) muestran la combinación de bandas de los des parentales (P1 y P2), lo que demues-
Ira su carácter hibrido

tipotencia, que es un fenómeno que ocurre en la

mayoría de las plantas y consiste en la capacidad

que posee cualquier célula vegetal para regenerar

una planta completa. Con algunos tipos de células

y plantas se ha conseguido regenerar plantas ente-

ras a partir de una sola célula mediante métodos de

cultivo in vitro y en consecuencia demostrar la to-

tipotencia, mientras en otros casos aún no se han

desarrollado los métodos adecuados para conse-
quirlo. Este fenómeno no sólo se explota en técni-

cas tan recientes como la hibridación somática o la

crioconservación de germoplasma, sino que es la

base de otras tan antiguas como la propagación ve-

getativa por estaquillado de muchas especies ve-

getales. En esta técnica de propagación se toma un

fragmento de una planta (estaquilla) y en unas con-

diciones determinadas se consigue regenerar raí-
ces en el extremo basal de la estaquilla, y por tan-
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to obtener una planta entera, sin la participación de

las células sexuales de la misma. En este caso la
totipotencia se manifiesta en el hecho de que célu-

las programadas para ser parte del tallo de la plan-

ta, al dividirse dan lugar a otro tipo de células, que

se organizan formado un órgano distinto como son

las raíces. Este fenómeno biológico que ha permi-

tido este modo de propagación esté tan extendi-

do.

En la hibridación somática se aíslan en el la-

boratorio dos células no sexuales de una planta, se
fusionan, y en unas condiciones de cultivo deter-

minadas se dividen y regeneran los tejidos y Órga-

nos de una nuevaplanta, gracias al fenómenode la

totipotencia. Esta nueva planta se aclimata después

a las condiciones de cultivo del invernadero y fi-

nalmente se cultiva en campo para su evaluación

agronómica.
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Las células empleadas habitualmente en la hi-

bridación somática decítricos son de dos tipos. Por
un lado se aíslan células de hoja, y por otro lado

células procedentescallo originado por cultivo /n

vitro de la nucela que se encuentra en las semillas

de los frutos inmaduros de los cítricos (DURÁN-VI-

LA y Col. 2005) y que por tanto se denominan célu-

las de callo nucelar. La obtención de las células de

hojas es sencilla, pues disponemosde plantas en

los invernaderos que nos proporcionanel tipo de

hoja adecuado para aislarlas. La obtención de ca-

llos nucelares requiere un proceso mucho más la-
borioso, que dura al menos un año de cultivo 17 vi-

tro y requiere muchos recursos para su conser-
vación por métodos convencionales (DUuRÁN-VILA

y col. 2005). La disponibilidad del Banco de Ger-

moplasma de Callos Crioconservados facilita enor-

memente el trabajo de fusión de protoplastos. Co-

mo se comenta en ese mismo artículo, conocemos

las condiciones de cultivo para que las células de

callo nucelar regeneren plantas de cítricos com-

pletas, es decir, conocemos las condiciones para

que estas células expresen su totipotencia. En el

caso de las células procedentes de hojas de cítri-

cos desconocemos estas condiciones de cultivo,

por lo que no somos capaces de regenerar plan-

tas completas a partir de células de hoja (en otros

sistemas vegetales donde también se emplea la hi-

bridación somática para la mejora, como tabaco,

melón, tomate o arroz, si se ha descubierto la for-

ma de que las células de hoja expresen su totipo-

tencia y regeneren plantas completas). Aunque en

principio esto pueda parecer una desventaja, lo cier-

to es que en el campo de la hibridación somática

de cítricos resulta ser una ventaja, pues cuando

en el laboratorio unimos células de hoja y de ca-

llo nucelar, son estas últimas las que confieren a

las células híbridas la capacidad para dividirse y re-

generar plantas, mientras que las células de hoja

que no se fusionen con otras de callo no pueden

dividirse. Así, tras la hibridación somática única-

mente se podrán obtener plantas híbridas o proce-

dentes de las células de callo que no se han uni-

do a ninguna célula de hoja, pero no de las células

de hoja.

Antes de fusionar las células somáticas es ne-

cesario eliminar su pared celular. Este es un pro-

ceso sencillo que se lleva a cabo en el laboratorio

en condiciones estériles. Para ello se emplean en-

zimas(celulasas, hemicelulasas, pectinasas) capa-

ces de degradar la pared celular, aislando células

“desnudas” que se denominan protoplastos. La Fi-

gura 1 muestra los dos tejidos de partida, la hoja

(a) y el callo nucelar (b) y los dos tipos de proto-



plastos, que se obtienen a partir de ellos (c)y (d).
Comase aprecia en las imágenes existen diferen-

cias morfológicas entre protoplastos de hoja y de

callo, pues los primeros mantienen el color verde

del tejido original.
Una vez se dispone de los dos tipos de pro-

toplastos se procede a su fusión, que también se
lleva a cabo en el laboratorio en condiciones esté-

riles. Existen tres métodos diferentes para fusionar

los protoplastos de cítricos. Uno químico, que em-

plea un producto llamado polietilenglicol, el cual

es capaz de poner en contacto las membranas de

los protoplastos y lusionarlas. Otro eléctrico, que
emplea corriente alterna para poner en contacto los

dos tipos de células y después corriente continua

para fusionar las membranas. Y un tercero que se
denomina electro-químico, desarrollado en nues-
tro laboratorio, que emplea primeroel polietilen-

glicol para poner en contacto las células y después
la corriente continua para fusionarlas, La Figura 2

muestra células agrupadas por acción delpolieti-
lenglico! (a), protoplastos alineados tras aplicarles
el campo de corriente alterna en la fusión eléctrica

(b) y protoplastos fusionados tras emplear el mé-

todo eléctrico (c). En esta ultima imagen se puede

observar que la nueva célula posee los cloroplas-
tos verdes procedentes de la hoja y los gránulos
blancos del protoplasto de callo nucelar, Estas cé-

lulas se denominan heterocariontes o protoplastos

híbridos.

Una vez obtenidos los heterocariontes se pro-
cede a su cultivo en condiciones que permiten la

regeneración dela pared celular, la división y la for-

mación de callo que produce pequeños embriones

somáticos (no sexuales) y a partir de ellos brotes

que se injertan en el laboratorio y dan lugar a plan-
tas completas que se transplantan a suelo y se acli-

matan a las condiciones de invernadero. La Figu-

ra 3 muestra los distintos pasos del proceso dere-
generación, desde las primeras divisiones del he-

terocarionte (a), la obtención de callo híbrido y em-
briones somáticos (b), la germinación de los em-

briones (C) hasta la obtención de la nueva planta,
el híbrido somático (d). Antes de transterir estas
nuevas plantas a los campos experimentales para

su evaluación agronómica se debe confirmar que
las plantas obtenidas son híbridos de los dos pa-
rentales empleados originalmente. Para ello se de-

termina el numero de cromosomas de la planta me-
diante la técnica de citometría de flujo (e) y también

se hace un estudio genético para confirmar si el hí-

brido posee información genética de los dos pa-
rentales (f). El ultimo paso de la hibridación somá-

tica de cítricoses la selección, esto es, la evalua-
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Figura 4. Hibridación sexual.
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Figura 5, Hibridación somática simétrica

ción en campo de los híbridos obtenidos. Sin du-

da este es la etapa mas larga de todo el proceso, al
igual que ocurre en la selección de los híbridos se-
xuales.

La metodología descrita hasta este momento,

independientemente del método de fusión emple-

ado, permite la obtención de un tipo particular de

híbridos somáticos de cítricos, los híbridos so-
máticos simétricos (Figura 5). Se les denomina si-

métricos porque contienen toda la información ge-
nética nuclear de cada uno de los dos parentales
utilizados para el aislamiento de protoplastos, es
decir, son híbridos que resultan de sumar los dos
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genomas completos. Los híbridos somáticos si-
métricos tienen puesla particularidad de expresar
las características de los dos parentales en una Úni-

ca planta.

Variaciones en los protocolos descritos per-
miten obtener otros tipos de híbridos somáticos.
Se pueden obtener lo que se denomina híbridos so-
máticos citoplasmáticos (Figura 6), también lla-

mados cíbridos, si se inactiva el núcleo de los pro-

toplastos de uno de los dos parentales. Práctica-

mente toda la información genética de una planta

se encuentra en el núcleo de sus células, pero una

parte de la misma esta fuera de éste, en los orgá-
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Figura 6. Hibridación somática citoplásmica
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Figura 7. Hibridación somática asimétrica.

nulos del citoplasma (mitocondrias y cloroplastos).
La inactivación del núcleo de los protoplastos se
puederealizar empleando agentes químicos. Así, la

fusión de protoplastos intactos de un parental con

protoplastos de otro parental al que se le ha inac-

tivado el núcleo, da lugar a híbridos citoplasmáti-

cos, que poseen la característica de mantener las
mismas propiedades que el parental que no ha si-

do modificado excepto para algunos caracteres cu-

ya información se encuentra en el citoplasma, co-

mo podría ser resistencia a enfermedades, esterili-
dad masculina, eficiencia energética,... Por ultimo

3

existe también la posibilidad de generar los llama-

dos híbridos somáticos asimétricos (Figura 7). Se

trata de híbridos que mantienen toda la informa-

ción, tanto del núcleo como del citoplasma, de uno

de los parentales pero además poseen un fragmento

de la información del núcleo del otro parental. La

metodología empleada para obtener estos híbridos

asimétricos consiste en fusionar protoplastos in-

tactos de un parental con protoplastos de otro pa-
rental que previamente han sido irradiados con luz

ultravioleta o con rayos gamma. Al someter pro-
toplastos a esta irradiación se fragmenta el ADN, la
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molécula que contiene la información genética de

la célula en el núcleo,y tras la fusión de los pro-

toplastos solo una parte de la información es trans-

ferida al otro parental.

Los distintos tipos de híbridos somáticos de

cítricos obtenidos mediante estas tecnologías pue-
den ser empleados tanto para la mejora de por-
tainjertos y variedades comerciales ya existentes,

como para la generación de nuevos genotipos. Así,

los híbridos somáticos simétricos pueden emple-

arse directamente para obtener nuevos portainjer-

tos y de forma indirecta para la obtención de nue-

vas variedades comerciales de cítricos. La utiliza-

ción directa de los híbridos somáticos simétricos

como portainjertos resulta obvia ya que se generan

genolipos nuevos que expresaran caracteres de am-

bos parentales. Por ejemplo, si se fusionan células

de un patrón que tolera niveles altos de caliza en el

suelo con células de otro patrón que es tolerante

a la sequía, se podría obtener un híbrido somático

que presente esos dos caracteres. La evaluación en

campo de los híbridos regenerados determinará en

qué grado el nuevo híbrido expresa los caracteres
de interés presentes en los parentales. En cuanto a

las variedades comerciales, los nuevos híbridos,

que son tetraploides, se pueden usar como paren-
tales en el programa de obtención de nuevas va-
riedades triploides que también llevamos a cabo en

nuestro grupo (NAVARRO y Col., 2005). Por atra par-
te los híbridos citoplasmáticos, cíbridos, encuen-

tran su máxima aplicación en el campo de la me-

jora de variedades ya existentes, ya que el híbrido

que se obtiene es prácticamente igual a uno de los

parentales, sin perder ninguna de sus característi-

cas originales, pero puede adquirir alguna nueva

codificada por genes del citoplasma del otro pa-
rental. Por el tipo de información genética almace-

nada en el citoplasma, estas nuevas propiedades
pueden tener gran importancia en la mejora de va-

riedades comerciales de naranjo y mandarino ya

existentes, mas que en la de patrones. Los híbridos

asimétricos pueden ser importantes tanto a nivel de

portainjertos como de variedades comerciales. Ello

dependerá tanto del parental que se desee mejo-

rar como del fragmento de información genética que

se consiga transferir desdeel otro parental. En ge-
neral se transferirán pequeños trozos de DNA, con

lo que se puede asumir que habitualmente se lo-

grara la mejora genética de portainjertos y varieda-

des comerciales ya existentes.

La hibridación somática representa una alter-

nativa a la hibridación sexual tradicional para ob-

lener nuevos genotipos o mejorar los existentes ya



que dos de los problemas principales por los que
la hibridación sexual no ha sido muy efectiva para
la mejora genética de cítricos no afectan a la hi-

bridación somática. Por una parte elimina las ba-

rreras sexuales entre genotipos sexualmente in-

compatibles y entre especies de cítricos y de gé-

neros cercanos que presentan caracteres intere-

santes para la mejora genética. Al no estar impli-

cadas las células sexuales, la hibridación somáti-

ca permite crear híbridos entre virtualmente cual-
quier combinación de parentales que se desee. Ade-

más, los híbridos somáticos contienen la suma del

genoma de ambos parentales, por lo que el nivel de

recombinación génica es muy bajo y expresan los

genes de ambos parentales y en consecuencia los

caracteres de ambos. En cambio, los híbridos se-
xuales son muy distintos a sus parentales, a causa
de la elevada heterocigosis de los cítricos.

La hibridación somática también permite abor-

dar objetivos de mejora que hasta ahora eran im-

pensables empleando la hibridación sexual. Así, la

hibridación somática permite modificar los carac-

teres genéticos que son codificados porel cito-
plasma. El citoplasma de los híbridos sexuales siem-

pre procede del parental femenino mientras que, tal
y como se ha visto anteriormente, en la hibridación

somática se pueden combinar los citoplasmas de

los dos parentales.
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Otra de las ventajas está asociada directamen-

te con la capacidad de obtener híbridos somáticos

asimétricos, que permite transferir pequeños frag-
mentos de información genética. Así, en la hibri-

dación sexual toda la información genética conte-

nida en el núcleo del parental femenino se recom-

bina con la del parental masculino, es decir, tanto

los caracteres deseables como los indeseables,
mientras que en los híbridos asimétricos se consi-

gue transferir de un parental a otro, solo un frag-

mento de dicha información, idealmente la res-
ponsable de los caracteres deseables para la me-

jora. Actualmente se está descubriendoen distin-

tas especies, entre las que se encuentran loscítri-
COS, que hay regiones del genoma dondese con-

centran genes de interés, como los que confieren

resistencia a patógenos.La trasferencia de estas re-

giones genómicas tendría obviamente gran interés

para la mejora.

A pesar de estas ventajas, no se debe llegar a
la conclusión precipitada de quela hibridación so-
mática es mejor o peor quela hibridación sexual,

0 que otras que se empleen para la mejora genéti-

ca de los cítricos. En realidad la mejor técnica en

cada caso dependerá del objetivo final que se per-

siga. La hibridación somática es una técnica rela-
tivamente nueva que ahora está empezando a pro-
ducir los primeros resultados transferibles en el ca-

a revolución citrícola

so de portainjertos, ya que se están finalizando los

larguísimos experimentos de camponecesarios pa-

ra evaluar su comportamiento, Hay que tener en

cuenta que todos los tipos de híbridos somáticos

que hemos descrito más arriba son juveniles cuan-

do se obtienen, por lo que deben superar la larga

fase de juvenilidad de los cítricos y posteriormen-

te el largo periodo de evaluación agronómica. Así

mismo hay que mencionar de nuevo uno de los
principales problemas con los que debe enfrentar-
se cualquier tipo de mejora genética decítricos, es
el desconocimiento básico sobre los genes que de-

terminan los principales caracteres agronómicos
de los cítricos. Si se dispusiera de un mayor co-
nocimiento a ese nivel, todas las técnicas de me-

jora genética, incluida la hibridación somática, se-
rían mucho más efectivas pues podrían aplicarse
de forma mucho másdirigida y efectiva de como se

hace actualmente. Como conclusión solo cabe se-
ñalar que la hibridación somática es uno de las apro-
ximaciones de la biotecnología actual que ofrece

másposibilidades en la mejora genética de los cí-

tricos. Nuestro grupo es uno de los pocos quela
aplica de forma rutinaría en sus programas de me-

jora, y hemos desarrollado y adaptado todos los

procesos necesarios para la obtención de todos los

tipos de híbridos somáticos.
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