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Resumen

La embriogénesis somatica (ES) es un método alter-
nativo de propagacion in vitro que contribuye con la
oferta de plantas de calidad, sin embargo, durante su
desarrollo pueden ocurrir cambios genéticos, que son
necesarios detectar, antes de su trasplante a campo.
La caracterizacion molecular utilizando marcadores
tipo microsatélites (SSR) representa una técnica va-
lida para detectar dichos cambios genéticos en las
plantas micropropagadas. Con este fin, se evalud la
estabilidad genética en el cultivar PER-183, seleccio-
nado por su alta tasa de propagacion in vitro, utilizan-
do 15 marcadores SSR. Para el analisis del ADN se
tomaron muestras de hojas provenientes de 13 plan-
tas madre establecidas en condiciones de umbraculo

provenientes del cultivo de estacas y 11 de plantas
propagadas por embriogénesis somatica. El analisis
de conglomerados a través del método UPGMA, indi-
ca que la estructura de agrupamiento observado en el
dendrograma representa aproximadamente el 79,9%
de la informaciéon de la matriz de distancias genéticas
original, permitiendo la separacion de las muestras en
tres grupos diferentes, asi como la obtencién de 151
bandas, de los cuales tres SSR no mostraron polimor-
fismos entre la planta madre y las propagadas in vitro.
Las bandas polimoérficas las produjeron los loci Y63,
Y69 y Y171. Los marcadores microsatélites, fueron
eficientes al permitir identificar el grado de similitud
entre las plantas madres y las obtenidas por ES, por
lo que estos marcadores pueden ser recomendados
para evaluar la estabilidad genética de las plantas ob-
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tenidas.
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Abstract

Somatic embryogenesis (SE) is an alternative method
of in vitro propagation that contributes to the supply
of quality plants. However, genetic changes can occur
during its development, which must be detected befo-
re transplanting to the field. Molecular characterization
using microsatellite (SSR) markers is a valid technique
for detecting such genetic changes in micropropagated
plants. To this end, the genetic stability of the PER-183
cultivar, selected for its high rate of in vitro propagation,
was evaluated using 15 SSR markers. For DNA analy-
sis, leaf samples were taken from 13 mother plants es-
tablished in shade house conditions from cuttings and
11 from plants propagated by somatic embryogenesis.
Cluster analysis using the UPGMA method indicates
that the grouping structure observed in the dendro-
gram represents approximately 79.9% of the informa-
tion in the original genetic distance matrix, allowing the
samples to be separated into three different groups
and 151 bands to be obtained, of which three SSRs
showed no polymorphisms between the mother plant
and those propagated in vitro. The polymorphic bands
were produced by loci Y63, Y69, and Y171. The micro-
satellite markers were efficient in identifying the degree
of similarity between the mother plants and those ob-
tained by ES, so these markers can be recommended.

Keywords: Somatic embryogenesis; molecular mar-
kers; biotechnology; microsatellites; Manihot esculenta
Crantz.

Introduccion

En Venezuela la yuca es un cultivo tradicional, que,

junto con el frijol, maiz y el platano, conforman la dieta
de nuestra poblacion rural (Guzman, 2004) y ha sido
considerado un cultivo marginal, tradicionalmente de-
sarrollado por los agricultores de menores recursos
economicos (Montaldo, 1996).

Uno de los principales problemas que enfrentan los
productores de yuca de nuestro pais es la carencia de
“semilla” y la baja calidad del material de siembra dis-
ponible (Romay et al., 2006; Romero y Flores, 2020),
debido principalmente a la susceptibilidad del cultivo al
ataque por enfermedades virales y bacterianas, efecto
de factores abidticos y bajas tasas de multiplicacion
por estacas. Los programas de mejoramiento genéti-
co tradicionales del cultivo, aunque han dado buenos
resultados en la seleccidon de cultivares, no han sido
efectivos en la oferta de un material sano adaptado a
las diferentes condiciones agroclimaticas productoras
de yuca del pais, y mucho menos a la industrializacion
del cultivo, como ocurre en paises vecinos como Bra-
sil donde la cadena agro-industrial de la yuca muestra
que, al menos para la produccion de almidén, ha cre-
cido pasando de unas 400000 t en 2000 a 676700 t
en 2023 (Centro de Estudios Avangados em Economia
Aplicada [CEPEA], 2023).

La Biotecnologia puede contribuir a la oferta de una
“semilla” con la calidad requerida por nuestros agri-
cultores, haciendo uso de las técnicas de cultivo de
tejidos, como es en este caso la embriogénesis so-
matica. Sin embargo, es importante destacar, que la
uniformidad genética es uno de los prerrequisitos de la
micropropagacién de especies vegetales.

Una de las consecuencias del proceso de cultivo in
vitro es la presencia de variacion somaclonal en los
individuos regenerados, originado por diferentes fac-
tores relacionados con el genotipo de la especie e
interaccion fisicoquimica del sistema de cultivo. La
variacion somaclonal generalmente es espontanea,
y los cambios pueden ser heredables o no. Las he-
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redables pueden incluir alteraciones genéticas como
mutaciones puntuales, deleciones o reordenamientos
cromosémicos, mientras que las no heredables o epi-
genéticas afectan la expresion génica sin modificar la
secuencia del ADN, como ocurre con la metilacion o
la modificacion de histonas (Patifio Torres, 2010). Una
de las estrategias utilizadas para identificar las varian-
tes somaclonales son los marcadores moleculares y
su deteccion temprana puede contribuir con la calidad
y seguridad de las plantas propagadas (Ramirez-Mos-
queda et al., 2024). Estudios sobre la fidelidad e identi-
dad genética de plantas propagadas in vitro utilizando
marcadores basados en el ADN se han realizado en
plantas como platano (Rout et al., 2009), yuca (Oso-
rio et al., 2012), agave (Chavez Ortiz, 2020); pasturas
(Carrodeguas-Gonzalez y Zuhiga-Orozco 2021).

Existen diversas técnicas moleculares para evaluar la
uniformidad y variabilidad genética en cultivos in vitro.
Los RFLP y RAPD fueron ampliamente utilizados en
etapas iniciales, aunque presentan limitaciones de re-
producibilidad. En contraste, los AFLP y SSR se han
consolidado como los métodos mas confiables y repro-
ducibles, capaces de detectar variaciones somaclona-
les incluso en regiones repetitivas o no codificantes.
Los SSR, en particular, destacan por su abundancia
en el genoma, caracter codominante y alto nivel de
polimorfismo, lo que permite identificar heterocigotos
y homocigotos con gran precision (Whankaew et al.,
2012; Tiwari et al., 2013). Estudios recientes en agave
y especies tropicales confirman esta tendencia, em-
pleando AFLP y SSR junto con la caracterizacion de
genes como SERK, lo que refuerza su papel central
en el monitoreo de la fidelidad genética en programas
de micropropagacién (Paredes-Ulloa et al., 2023; Re-
yes-Diaz & Arzate-Fernandez, 2024).

Los marcadores moleculares tipo microsatélites han
permitido detectar diferencias genéticas o similitud en
diferentes especies propagadas in vitro, tales como:
oca (Oxalis tuberosa) (Ferro Mauricio, 2021); coco

(Cocos nucifera L.) (Bandupriya et al., 2017). En yuca,
Raemakers et al., (1993) describen como la micro-
propagacion de yuca permite conservar genotipos élite
libres de enfermedades, pero puede generar variacio-
nes genéticas. Por eso, se recomienda el uso de mar-
cadores SSR (microsatélites) para verificar la fidelidad
genética de las plantas propagadas in vitro y detectar
posibles mutaciones somaclonales.

En yuca la propagacion in vitro por embriogénesis so-
matica es dependiente del genotipo (Yelli et al., 2023),
en tal sentido, se evalud el potencial de propagacion
por ES de los clones: PER-183, cubana y Criolla, obte-
niéndose mayores tasas de multiplicacion en PER-183
(Albarran et al., 2018), siendo asi seleccionado para la
evaluacion de estabilidad genética por SSR. El PER-
183 es un hibrido seleccionado en los valles interandi-
nos de Colombia por su alto rendimiento agronémico,
adaptacion agroecoldégica, buena textura y sabor (Ro-
sero Alpala et al., 2023) y también por su tolerancia a
la enfermedad viral “Cuero de sapo” (Alvarez, 2015),
enfermedad que ingreso en el pais desde el ano 2001
segun reportes de Chaparro-Martinez et al. (2001).

Materiales y Métodos

Se utilizaron plantas madre de campo y propagadas
in vitro por embriogénesis somatica del clon PER-183.
Para la caracterizacion molecular se utilizaron 15 mar-
cadores moleculares tipo microsatélites segun Chava-
rriaga et al. (1998) y Mba et al. (2001) seleccionados
por su alto polimorfismo en yuca (Cuadro 1).

La extraccion de ADN se realizd segun el protocolo
propuesto por Chavarriaga et al. (1998) y Mba et al.
(2001) en muestras de hojas jovenes. Para el analisis
del ADN se tomaron muestras de hojas provenientes
de 13 plantas madre establecidas en condiciones de
umbraculo provenientes del cultivo de estacas y 11
de plantas propagadas por embriogénesis somatica.
El ADN se cuantific6 en un NANODROP-1000 Es-
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Cuadro 1

Secuencia de los primers SSR utilizados para la caracterizacién molecular del clon PER-183.

Primer Forward primer Reverse primer
SSRY21 CCTGCCACAATATTGAAATGG CAACAATTGGACTAAGCAGCA
SSRY59 GCAATGCAGTGAACCATCTTT CGTTTGTCCTTTCTGATGTTC
SSRY69 CGATCTCAGTCGATACCCAAG CACTCCGTTGCAGGCATTA
SSRY181 GGAATTCTTTGCTTATGATGCC TTCCTTTACAATTCTGGACGC
SSRY103 TGAGAAGGAAACTGCTTGCAC CAGCAAGACCATCACCAGTTT
SSRY63 TCAGAATCATCTACCTTGGCA AAGACAATCATTTTGTGCTCCA
SSRY38 GGCTGTTCGTGATCCTTATTAAC GTAGTTGAGAAAACTTTGCATGAG
SSRY47 GGAGCACCTTTTGCTGAGTT TCATAAAGCTCGTGATTTCCA
SSRY10 CGTTTGTCCTTTCTGATGTTCT TGCAATGCAGTGAACCATCT
SSRY171 ACTGTGCCAAAATAGCCAAATAGT TCATGAGTGTGGGATGTTTTTATG
SSRY19 TGTAAGGCATTCCAAGAATTATCA TCTCCTGTGAAAAGTGCATGA
SSRY100 ATCCTTGCCTGACATTTTGC TTCGCAGAGTCCAATTGTTG
SSRY183 TGCTGTGATTAAGGAACCAACTT TTAACTTTTTCCAGTTCTACCCA
SSRY64 CGACAAGTCGTATATGTAGTATTCACG GCAGAGGTGGCTAACGAGAC

pectrophotometer Thermo Scientific y se diluy6é a una
concentracion aproximada de 25 ng.uL"'. La mezcla
de reaccion fue de 15 yL compuesta por: Buffer 5X,
MgClI2 25 mM, Taq polimerasa 1U, DNTP 200 uM, 0.1
BSA mg.mL"", agua destilada estéril. Para las reaccio-
nes de PCR se utilizé6 un termociclador marca TECH-
NE TC512. Las condiciones de amplificacion fueron:
1) 94°C por 1 min, 2) 94°C por 30 s, 3) 55°C por 1 min,
4) 72°C por 2 min, 5) Desde el paso 2, se repiti6 29 ve-
ces, 6) 72°C por 5 min, 7) 4°C durante tiempo indeter-
minado. La longitud de los productos de amplificacion
se estimd por comparacion con un marcador de peso
molecular de 25 pb (PROMEGA®).

Los productos de PCR se separaron mediante electro-
foresis en geles de agarosa al 1,5% mezclando en par-
tes iguales agarosa con agarosa para pequefios frag-
mentos MetaPhor™. Los productos de amplificacion
se visualizaron con el equipo ChemiDoc-It™, software
Quantity One®. Los patrones de bandas obtenidos
fueron codificados como cero y uno para fragmentos
ausentes y presentes, respectivamente. Luego, se

construiyd una matriz binaria que permitio realizar el
analisis estadistico mediante el uso del software IN-
FOSTAT v.1/profesional. Se determiné el contenido
de informacion polimorfica para evaluar la capacidad
discriminatoria de cada marcador del SSR en detectar
locus polimorficos.

Para el analisis se empled el método de agrupamiento
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arith-
metic Mean), utilizando la matriz de similitud para ge-
nerar el dendrograma de genotipos. El coeficiente de
Jaccard se calculé mediante la férmula (Rohlf y Sokal,
1981).

Resultados y Discusién

El analisis molecular permitié obtener un total de 151
bandas, de los cuales Y181, Y64 y Y100 no mostraron
polimorfismos entre la planta madre y las propagadas
por embriogénesis somatica (figura 1). Las bandas
polimérficas las produjeron los loci Y63, Y69 y Y171
(figura 2).
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Figura 1

Perfiles electroforéticos en geles de agarosa empleando los iniciadores SSR Y181 (A) y Y64 (B) en vitroplantas
de yuca regeneradas por embriogénesis somatica y la planta madre.

8 9 10 11 12 13

Nota. Se observa la uniformidad de las bandas entre la planta madre (1) y las propagadas in vitro (2-13) con los
dos iniciadores utilizados. M: Marcador de peso molecular.

Figura 2

Perfiles electroforéticos en geles de agarosa empleando los iniciadores SSR Y63 (A) y Y171 (B) en vitroplantas
de yuca regeneradas por embriogénesis somatica y la planta madre.

Nota. Se observa el polimorfismo existente entre las plantas 9 a la 13, lo mismo ocurre con Y171 entre las plan-
tas 5 ala 13. M: Marcador de peso molecular.

El analisis de conglomerados a través del método de distancias genéticas original, sugiriendo una buena
UPGMA, indica que la estructura de agrupamiento ob- representacion de las relaciones y correspondencia
servado en el dendrograma (figura 3) representa apro- entre el modelo propuesto y los datos analizados. El
ximadamente el 79,9% de la informacién de la matriz coeficiente de correlacién cofenética (CCC) es una
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Figura 3

Dendrograma SSR obtenido del anélisis de agrupamiento UPGMA basado en el indice de similitud Jaccard para

los 12 genotipos estudiados del clon PER-183.
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medida de fidelidad del agrupamiento, por lo que el
valor obtenido indica que el dendrograma (arbol ge-
nético) representa de forma adecuada y confiable las
distancias genéticas originales calculadas entre las
muestras.

El analisis de agrupamiento arrojé 3 grupos (figura 3),
el primero conformado por las plantas 1, 2, 3,4, 5y

10, el segundo grupo por 6, 7, 8 y 9. Un tercer grupo
formado por los individuos 11 y 12. Se escogi6 0,27
como el nivel de similitud o distancia para definir los
grupos o cluster.

La variabilidad observada durante la embriogénesis
somatica de yuca puede atribuirse a cambios genéti-
cos y epigenéticos inducidos por el cultivo in vitro. Es-
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tudios recientes confirman que, aunque la frecuencia
de polimorfismos es generalmente baja, se han detec-
tado modificaciones en la metilacion del ADN vy ligeros
cambios gendmicos en regenerantes obtenidos por
embriogénesis somatica indirecta (Yelli et al., 2023;
Majumder et al., 2025). Estos hallazgos indican que
la propagacion clonal mantiene una alta estabilidad
genética, pero requiere el uso de marcadores molecu-
lares y epigenéticos para garantizar la fidelidad clonal
y aprovechar la variacion somaclonal como fuente de
diversidad en programas de mejoramiento.

Aunque se ha considerado que las especies propaga-
das asexualmente son clones genéticamente idénti-
cos, Osorio et al. (2012) demostraron que existe varia-
bilidad genética localizada en regiones no codificantes
o repetitivas, generalmente sin impacto fenotipico. In-
vestigaciones recientes en agave confirman este fe-
némeno, y muestran que la embriogénesis somatica
puede inducir variaciones somaclonales detectables
mediante marcadores AFLP y SSR, ademas de la ca-
racterizacion de genes como SERK, lo que subraya
la importancia de monitorear la fidelidad genética en
programas de micropropagacion (Paredes-Ulloa et al.,
2023; Reyes-Diaz & Arzate-Fernandez, 2024).

Hay factores externos, propios del cultivo in vitro, que
pueden inducir acumulacién de variaciones genéticas
y epigenéticas, que se manifiestan en el fenotipo. Al-
gunos factores externos son: (1) método de cultivo in
vitro y patrén de desarrollo, (2) edad del cultivo y sub-
cultivos, y (3) algunos componentes del medio de cul-
tivo (Sanchez- Chang y Jiménez, 2009). En este caso,
el uso de 2,4-D y Picloram pudo inducir cierta variacion
somaclonal, lo cual coincide con lo descrito por Gar-
cia et al. (2019), donde concentraciones elevadas de
2,4-D y Picloram generaron mutaciones y cambios epi-
genéticos en especies como Glycine max, Carica pa-
paya y Bactris gasipaes demostrados mediante mar-
cadores moleculares. Nuestros resultados mostraron
una variabilidad baja, confirmada por el coeficiente de

similitud de Jaccard; lo que indica que, aunque existe
riesgo de variacion, la propagacion masiva por embrio-
génesis somatica sigue siendo un proceso confiable
en nuestro sistema.

Estudios recientes sobre la estabilidad genética de
plantas regeneradas por embriogénesis somatica en
yuca han confirmado que los clones obtenidos presen-
tan una alta fidelidad genética, con variaciones soma-
clonales detectadas a muy baja frecuencia mediante
marcadores moleculares como AFLP y SSR. Estas
variaciones, cuando ocurren, suelen estar asociadas
a cambios epigenéticos inducidos por condiciones de
cultivo, y tienden a desaparecer una vez que las plan-
tas retornan a un desarrollo fisiolégico normal (Ochoa
et al., 2012). De manera similar, en cafa de azucar y
otros cultivos propagados in vitro se ha reportado la
presencia de variabilidad genética, aunque en niveles
bajos, lo que confirma que la embriogénesis somatica
sigue siendo un método confiable para la propagacion
masiva y la conservacion de germoplasma (Majumder
et al., 2025).

La inestabilidad genética en cultivos de tejidos in vitro
suele estar asociada a respuestas de estrés y pérdida
del control celular, manifestandose principalmente en
procesos de metilacion del ADN y mutaciones. El uso
de auxinas sintéticas como 2,4-D y Picloram ha sido
vinculado con alteraciones en los niveles de citosina
metilada y con la aparicion de variacion somaclonal,
fendmeno confirmado en estudios recientes que des-
tacan el papel de los reguladores de crecimiento y las
condiciones de cultivo en la generacion de cambios
genéticos y epigenéticos (Zavattieri et al., 2010; Lin-
acero & Ballesteros, 2024).

En tal sentido, la aceleracion de la division celular en
la formacion de callos embriogénicos friables y poste-
riores subcultivos en yuca influye en un aumento de la
variacion somaclonal (Ma et al., 2015). Plantas con ta-
sas de metilacion disminuidas pueden desencadenar
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anormalidades fenotipicas como enanismo, alteracio-
nes en hojas, fertilidad reducida y cambios en la flora-
cion (Finnegan et al., 2000). La regulacion epigenética
juega un papel clave en la formacién del callo embrio-
génico, afectando la expresién genética mediante mo-
dificaciones en la metilacion del ADN y en las histo-
nas, fendmeno confirmado en estudios recientes que
muestran como la exposicion a auxinas sintéticas y el
tiempo de cultivo pueden inducir cambios epigenéticos
en yuca y otros cultivos (Cardone, Olmos & Echeni-
que, 2023; Ochoa et al., 2012; Linacero & Ballesteros,
2024).

Osorio et al. (2012) evaluaron plantas generadas por
embriogénesis somatica en diferentes estados de de-
sarrollo usando marcadores ISTR, AFLP y SSR, en-
contrando polimorfismo con ISTR y AFLP, pero no con
SSR. Estos resultados mostraron que los perfiles ge-
néticos cambian durante el desarrollo y que la varia-
bilidad se introduce en todos los estados del proceso,
aunque puede revertirse cuando las plantas son lle-
vadas al campo. Investigaciones recientes en Agave
tequilana y otras especies, confirman este fendémeno,
sefalando que la embriogénesis somatica puede ge-
nerar variacion somaclonal detectable mediante AFLP,
pero que la integridad genética se mantiene en gran
medida, incluso tras crioconservacion, lo que refuerza
la confiabilidad del proceso para propagacion masiva
(Delgado-Aceves y Portillo, 2025).

La micropropagacion mediante embriogénesis somati-
ca representa una alternativa altamente eficiente para
la produccién de plantas de yuca. Es fundamental eva-
luar en campo las plantas obtenidas in vitro, con el fin
de identificar posibles variaciones morfolégicas o de
rendimiento. Esta técnica permite generar un gran nu-
mero de plantas sanas en un periodo aproximado de
seis meses, lo que ofrece a los productores una ven-
taja significativa frente a la propagacién tradicional por
estacas. A diferencia del método convencional, don-
de la disponibilidad de material es limitada y el riesgo

de contaminacion y transmisién de enfermedades es
elevado, la embriogénesis somatica asegura mayor
uniformidad, rapidez y calidad en la produccion, contri-
buyendo al fortalecimiento y sostenibilidad del cultivo.

Conclusiones

El uso de marcadores moleculares SSR ofrece una
alternativa de evaluacion de la estabilidad y diversi-
dad genética en cultivares de yuca. De esta manera,
se demostré en el clon PER-183 una alta uniformidad
genética con un coeficiente de correlacion cofenética
de 0,799.

La variabilidad genética observada puede atribuirse a
variacion epigenética producto del proceso de propa-
gacion in vitro, entre otros factores.

Por las razones mencionadas anteriormente, el uso de
esta técnica puede ser recomendado como alternativa
para el andlisis de uniformidad y variabilidad genética
en plantas propagadas in vitro.
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