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RESUMEN

El estudio se llevo a cabo en cinco especies de Aloe; A. saponaria, A. zebrina, A.
ammophila, A. littoralis y A. jacksonii. EI comportamiento de los cromosomas
meioticos se reveld a través de la preparacion de laminas mediante la tincion con
orceina acética 1,5% m/V y la viabilidad de los granos de polen se determind,
cualitativamente, observando la elongacion de los tubos polinicos en una mezcla
homogénea de agua de grifo, agar-agar (4 g.I™") y sacarosa (0,06 mol. I'™"). Durante el
estudio microsporogénico se observaron todas las fases meidticas, incluyendo las
subfases de la profase I. Algunos eventos de importancia registrados en todas las
especies fueron: migracion precoz de los cromosomas en metafase | y rezagados en
anafase I, fragmentos acéntricos y los puentes dicéntricos. Otras anormalidades
aparecieron de forma particular, como fue el caso de los micronucleos observados de
forma constante en la profase | de los meiocitos de A. ammophila y la presencia de
cromosomas univalentes en diversas fases meioticas de A. jacksonii. EI mayor valor
de viabilidad de los granos de polen se registro en A. zebrina (66,3 %) y el menor en
A. ammophila (43,1 %), esto debido probablemente al elevado nimero de anomalias
cromosOmicas reportadas durante la microsporogénesis de estass especies. Los
porcentajes de viabilidad en A saponaria y A. littoralis fueron de 48,5 y 55,8 %,
respectivamente. Las aberraciones cromosomicas reportadas pueden ser debidas a
factores ambientales como temperatura y humedad, mutaciones estructurales como
delecciones, traslocaciones e inversiones y a mutaciones puntuales que involucran la
expresion de genes controladores de los diferentes pasos de la meiosis.
Independientemente del origen o causa de la anormalidad, quedd evidenciado que
todas tienen un efecto negativo sobre la formacion normal de gametos, ya que la
viabilidad de los granos de polen fue menor en aquellas especies que presentaron el
mayor nimero de anormalidades cromosémicas.

Palabras claves: Meiosis, Microsporogenesis, Aloe, Anormalidades cromosomicas,
Viabilidad de los granos de polen

Vi



INTRODUCCION

La meiosis ha sido objeto de numerosas investigaciones cientificas en diversos
organismos (Cnudde y Gerats, 2005). Este proceso permite combinar genomas
individuales para producir un aumento en la diversidad genética, resultando una
estrategia reproductiva exitosa en la evolucién de los organismos debido a la
capacidad de combinar genomas individuales, produciendo asi un aumento en la

diversidad genética (Rice y Chippindale, 2001).

La meiosis se describe a menudo como un caso especial de division celular
porque difiere de la mitosis en diversos aspectos. Existen al menos cuatro diferencias
notorias relacionadas con el apareamiento y la recombinacién de cromosomas
homologos paternales y maternales, la unién de los cinetocoros hermanos a los
microtubulos, la cohesion de las croméatidas hermanas con el centromero, la cual se
mantiene hasta la segunda division y, por ultimo, la ausencia de la replicacion de los
cromosomas después de la primera division meidtica (Zickler y Kleckner, 1998).
Especificamente, la meiosis, consiste de una sola fase de replicacion de ADN,
seguida en profase I, por el apareamiento y sinapsis de cromosomas homélogos para

formar bivalentes (S&nchez-Moran y cols., 2004).

El apareamiento de los cromosomas se hace evidente por la asociacion entre
homologos durante la profase meidtica, que se divide en varios estadios, segun el
grado de sinapsis y condensacién (Nonomura y cols., 2004). Posteriormente, la
recombinacion ocurre entre cromatidas no hermanas en cada bivalente. Los
cromosomas homologos se condensan tomando una posicion ecuatorial (metafase 1)
antes de sufrir una divisién reduccional durante la anafase | (Sanchez-Moran y cols.,

2004). La segunda divisién meiotica es ecuacional y separa las croméatidas hermanas



de cada cromosoma, dando lugar a los gametos haploides necesarios para la

reproduccion sexual (Caryl y cols., 2003).

La meiosis consiste en una serie de eventos altamente coordinados, los cuales
son esenciales para la segregacion apropiada de los cromosomas (Yang y cols., 2003).
Como cualquier otro proceso bioldgico, todos los pasos secuenciales involucrados en
la meiosis son controlados por una serie de genes (Ramana, 1974; Mok y Peloquin,
1975; Mok y cols., 1976; Koduru y Rao, 1981; Falistocco y cols., 1994, citados por
Lattoo y cols., 2006). Una mutacién en cualquiera de estos genes puede causar
anomalias serias en todo el proceso, formandose finalmente, productos meidticos
genéticamente aberrantes, con un impacto adverso en la fertilidad y eficiencia

reproductora de las especies (Lattoo y cols., 2006).

Cualquier cambio en la secuencia del ADN se denomina mutacion, y éstas
pueden envolver grandes regiones de la molécula o tan s6lo un par de bases. Existen
numerosos criterios para clasificar las mutaciones, Stanfields (1995), las clasifica en
seis categorias: mutaciones de tamafio, de calidad, de origen, de magnitud del efecto
fenotipico, de direccion y de tipo celular. Otros autores solo toman en cuenta tres
categorias; tipo de célula, magnitud y mecanismo. Con respecto al tipo de célula, las
mutaciones pueden ser somaticas o germinales. Las mutaciones somaticas afectan a
las células del individuo y no se transmiten a la siguiente generacion. Por otro lado, se
encuentran las mutaciones germinales que afectan a las células productoras de
gametos. Estas mutaciones se transmiten a la siguiente generacion y tienen una mayor

importancia desde el punto de vista evolutivo (Pierce, 2006).

Strickberger (1998) menciona que las mutaciones pueden ser estructurales o
citologicamente visibles; a diferencia de las mutaciones génicas o puntuales que
generalmente son invisibles al microscopio convencional. Las anormalidades

cromosOmicas estructurales representan mutaciones citoldgicamente visibles y se



observan como cambios en la conformacioén inicial de uno o mas cromosomas, las

cuales pueden alterar su nimero, estructura y tamafio.

La meiosis, ha sido un proceso estudiado en diversas especies vegetales, en
donde se conoce como microsporogénesis, la cual ocurre durante el desarrollo de las
anteras y su finalidad radica en la formacion de microsporas dentro del
microsporangio o saco polinico (Raven, 1986). Posteriormente el nucleo de cada
microspora se divide por mitosis hasta finalmente formar el nucleo del tubo y el

nucleo generativo, indispensables para la reproduccién sexual (Saigo y Saigo, 1983).

En plantas superiores las anormalidades cariologicas pueden ser detectadas en
tejido somatico, observando el avance de la mitosis en zonas meristematicas y
analizando detalladamente las caracteristicas morfométricas de los cromosomas en
division. Por otro lado, el andlisis de las configuraciones cromosémicas durante la
meiosis permite reconocer o confirmar anormalidades genéticas poco evidentes en el
cariotipo. Los estudios de meiosis pueden dilucidar la presencia de anormalidades

genéticas que limitan la reproduccién sexual de un individuo.

La forma de apareamiento de los homologos en los estadios de profase I, y su
avance hasta la metafase I, permiten determinar alteraciones en el proceso normal de
recombinacion (Imery, 2002). EI comportamiento de los cromosomas durante los
procesos de division celular, especificamente la meiosis, ha sido evaluado en una
gran cantidad de plantas a nivel mundial, encontrandose numerosas aberraciones
cromosomicas en muchas especies de interés agricola, medicinal, ornamental, etc.
Estas anormalidades son principalmente ocasionadas por procesos enddgenos o
producidas por agentes ambientales externos, tales como compuestos quimicos,
sustancias mutagénicas, radiaciones, que promueven o aceleran la existencia de fallas
en el apareamiento, recombinacion y segregacion correcta de los cromosomas

(Puizinay cols., 2004; Sayuri y cols., 2005).



Entre las anormalidades comdnmente observadas durante la meiosis se
encuentran la segregacion anormal de los cromosomas. Pagliarini (2000), evaluando
el comportamiento meidtico de especies de plantas de importancia econdmica,
reportd entre otros eventos, irregularidades en la migracion de los cromosomas en
metafase |, observando grupos de cromosomas que migraban precozmente hacia los
flancos de la célula y, en anafase I, revelo la presencia de cromosomas rezagados que

permanecian en el huso de la célula.

Sayuri y cols. (2005), en el estudio de la microsporogénesis de variedades
tetraploides de Brachiaria nigropedata, encontraron anormalidades en la segregacion
de los cromosomas, tanto en metafase | como anafase I, sosteniendo que estas
anormalidades eran la principal causa de la aparicion de microndcleos en etapas
posteriores. Otros autores han reportado similares resultados en Hevea brasiliensis
(Pagliarini y cols., 1992) y Bougainvillea sp. (Adamowski y cols., 1996; Viccini y
Carvalho, 2002). Evidencia de asas de inversion y otras anormalidades cromosomicas
también fueron conseguidas por Ahmad y cols. (1979), evaluando inversiones
heterocigoéticas en el hibrido Glycine soja.

La presencia de puentes cromosémicos también ha sido revelada por diferentes
autores, Mendes-Bonato y cols. (2001) evaluaron la inestabilidad mei6tica en plantas
del césped Brachiaria decumbens Stapf (Gramineae) y reportaron un porcentaje de
células que mostraban puentes principalmente en la telofase I, que fueron asociados a
la presencia de cromosomas pegajosos. Por otra parte, Cequea y cols. (2003)
encontraron en Tridax procumbens puentes dicentricos atribuidos principalmente a la
ocurrencia de inversion paracéntrica heterocigética, la cual era confirmada por la

presencia de las asas de inversion en la profase I, especificamente en paquiteno.

Otra anormalidad cominmente observada en diversas especies vegetales son los



fragmentos acéntricos. Dundas y cols. (1987), en su estudio comportamiento meidtico
en dos especies de Atylosia nativas de Australia, hallaron, entre otras anormalidades,
fragmentos acéntricos, que conjuntamente con otras anomalias, elevaron
significativamente la esterilidad de estos organismos. Ausencia de citocinesis al final
de la primera o segunda division ha sido reportada por muchos autores, entre ellos,
Risso-Pascotto y cols. (2006), los cuales determinaron ausencia de citocinesis, tanto
en la primera como en la segunda division meidtica en la microsporogénesis de

Brachiaria dictyoneura.

La formacién de micronucleos y microsporas adicionales en la etapa de tétradas
se han encontrado mediante la evaluacion de la etapa final de la microsporogénesis.
Mendes-Bonato y cols. (2001), Cequea y cols. (2003), Sayuri y cols. (2005), entre
otros, determinaron la asociacién entre puentes dicéntricos, fragmentos acéntricos,
cromosomas rezagados, cromosomas en asa Yy otras anormalidades carioldgicas,
durante la meiosis y sus efectos sobre el nimero de microsporas y el porcentaje de
fertilidad de los gametos producidos a partir de la célula madre del grano de polen en

diferentes especies de plantas.

Anormalidades como las antes descritas, también han sido sefialadas en
organismos pertenecientes a la familia Aloaceae, afectando su reproduccién sexual.
En este sentido, Brandham (1970) observo puentes dicéntricos y fragmentos
acentricos, sosteniendo que estas anormalidades ocurrian en mas de 186 plantas de
167 taxa de la tribu Aloineae. Imery y Cequea (2002) evaluaron la microsporogénesis
en Aloe vera, encontrando también desplazamiento precoz de cromosomas pequefios,
uno 0 mas puentes dicéntricos en meiosis | y I y microsporas adicionales en la etapa

de las tétradas.

La familia Aloaceae comprende mas de 700 especies, incluidas principalmente

en los géneros Aloe, Gasteria, Haworthia y Astrobala. Son nativas de Africa, Arabia,



Madagascar y una isla ubicada en el Océano indico llamada Socotra, donde existen
como poblaciones tipicas de regiones aridas y semiaridas (Van-Wyk y Smith, 1996).
Debido a su importancia ornamental y uso medicinal, muchas de estas plantas han
sido introducidas y cultivadas extensivamente en diferentes paises de todo el mundo

(Sajeva y Costanzo, 1994 citados por Imery y Cequea, 2002).

El género Aloe L. estd compuesto principalmente de hierbas perennes, arbustos
0 pequefios arboles, solitarios 0 agrupados, que presentan raices gruesas, hojas
distribuidas en espiral formando rosetas u ocasionalmente opuestas en plantas
jévenes, carnosas y generalmente suculentas; lamina lineal, lanceolada o triangular,
base envainada; é&pice usualmente tipo espinoso; margen con dientes u
ocasionalmente con finos pelos; superficie glabra, lisa 0 rugosa, algunas veces con
una o ambas superficies espinosas, uniformemente coloreada de verde o presentando
manchas blancas. Inflorescencias simples o ramificadas; peddnculo grueso y erguido.
Fruto tipo capsula, subglobular, generalmente dehiscente hacia el apice (Carter,
1994). Algunas las especies pertenecientes a este genero no presentan frutos ni
semillas y su reproduccion se lleva a cabo exclusivamente mediante propagacion

vegetativa a través de hijuelos (Imery, 2001).

El presente trabajo surge por la necesidad de analizar la microsporogénesis en
cinco especies de Aloe: A. jacksonii Reyn., A. ammophila Reyn., A. littoralis Bak., A.
saponaria Haw. y A. zebrina Bak., a fin de dilucidar posibles eventos durante la
formacion de los gametos masculinos, que representen informacion valiosa para la
posterior aplicacion en la transferencia de caracteristicas de interés agronomico hacia
la especie comercial Aloe vera a través de un programa de mejoramiento genético por

la hibridacién interespecifica.



METODOLOGIA

Material vegetal

El estudio se realizo en diez plantas adultas de cada especie, las cuales forman
parte de la coleccion in vivo de plantas suculentas (UDO-Biologia), ubicado a
10°26°32°" N y 64°09°14°" O, en un bosque muy seco tropical de la ciudad de

Cumana. Estas especies se indican a continuacion:

Aloe saponaria, A. zebrina, A. ammophila, A. littoralis y A. jacksonii

Para analizar las configuraciones meidticas durante el proceso de formacion del
grano de polen, se colectaron botones florales a diferentes horas y estadios de
madurez, se fijaron en etanol/acido acético glacial (3:1) por 24 h y se almacenaron en
etanol 70 % V/V a 4°C hasta su evaluacion.

Hora meiotica

Se colectaron al menos 10 botones florales de cada una de las especies por cada
intervalo de tiempo estudiado, desde las 6 am hasta las 6 pm. Para realizar el conteo
de las celulas, se examinaron las laminas preparadas siguiendo la metodologia
explicada anteriormente, y se contabilizaron en ellas los distintos estadios meioticos
en cada intervalo de tiempo examinado. En nimero méximo establecido de cada fase
de la microsporogénesis por intervalo de tiempo a contabilizar, fue de 100 células en
cada una de las especies de interés. Finalmente para cada una de las especies se
consider6 como hora meidtica, aquel periodo del dia que presenté el mayor niumero

de fases meidticas que comprenden el proceso de la microsporogénesis.



Tamafo y color de los botones florales con respecto a la microsporogénesis

Se observaron las caracteristicas relacionadas con el color y el tamafio de los
botones florales recolectados para cada especie. Una vez realizado el estudio de las
configuraciones meidticas, se relacionaron dichas caracteristicas con el desarrollo del

proceso de la microsporogénesis en cada una de las especies de interés.

Preparacion de laminas

Las ldminas se prepararon mediante aplastamiento individual de anteras. Las
muestras previamente fijadas, fueron colocadas en una capsula de Petri con agua
destilada durante 15 minutos. De cada boton floral se extrajo una antera, la cual fue
fragmentada con un corte transversal para desbordar y colorear su contenido durante
un periodo de 4 minutos, mediante la suspension, sobre portaobjetos previamente
identificados, en una gota de orceina acética 1,5% m/V. Seguidamente, se elimind el
tejido somatico de la antera y se le colocd, minuciosamente, el cubreobjeto. Las
evaluaciones citoldgicas se realizaron en preparaciones temporales de, al menos, un

botdn floral proveniente de cada planta, hora de colecta y estado de madurez.

Viabilidad del grano de polen

Para determinar la viabilidad de los granos de polen se colectaron al menos 20
flores, provenientes de 10 plantas, proximas a la antesis (6:00-7:00 a.m.). Una vez en
laboratorio, se espero por la dehiscencia de las anteras. Seguidamente los granos de
polen de las anteras recién abiertas se dispersaron sobre portaobjetos a los cuales
previamente se les agregd 5 gotas de una mezcla homogénea de agua de grifo, agar-
agar (4 g.1") y sacarosa (0,06 mol. I'Y) (Sunderland y Roberts, 1977). Esta preparacion
se monitoreo a traves de un microcopio éptico. Se contabilizaron 5 000 granos de

polen por cada especie. Se consideré un grano de polen como viable cuando su eje



polar resultaba menor o igual a la longitud del tubo polinico emitido (Kalinganire y
cols., 2000).

Microscopia y fotografia

Todas las observaciones y tomas fotomicrograficas se realizardn en un
microscopio OPTIMA, equipado con una camara de video digital Moticam 350. Las
imagenes fueron analizadas en computadora con los programas Photoimpact™ SE y
SigmaScan Pro 5, y posteriormente impresas en papel con calidad fotografica Epson
S0O41141.



RESULTADOS

Hora meidtica

El numero de células durante la microsporogénesis de Aloe saponaria, observadas a
diferentes horas diurnas se muestran en la fig. 1. El conteo de las células en las respectivas
fases de division a las horas predeterminadas en el estudio, permitié establecer la hora
meidtica para esta especie en un rango que abarca desde las 10:30 hasta las 12:30 horas, ya
que en este lapso de tiempo se observaron, como lo indica la figura, el mayor numero y
diversidad de fases meioticas. La profase | desciende a medida que avanza el dia, mientras la
etapa de las tétradas posee un comportamiento inverso, observandose su mayor numero de

apariciones a las 18 horas.
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Figura 1. Numero de células durante la microsporogénesis de Aloe saponaria, observadas a
diferentes horas diurnas.
El nimero de células durante la microsporogénesis de A. ammophila observadas a

diferentes horas diurnas fue determinado (fig. 2). Se muestra que exceptuando la profase | y la
etapa de las tétradas, las demas fases que comprenden ambas divisiones nucleares solo fueron
observadas a partir de las 10 horas y se pudieron contabilizar hasta las 14 horas ya que, como

muestra la figura, no se registraron fases a partir de este momento. Por otra parte, la figura
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deja ver que solo estadios de profase | y tétradas se mantuvieron presentes durante todas las
horas evaluadas. La hora meiotica establecida para la especie abarca un rango que va desde

las 11 horas hasta las 13 horas.
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Figura 2. Numero de células durante la microsporogénesis de Aloe ammophila, observadas a
diferentes horas diurnas.

En A. littoralis, el numero de ceélulas contabilizadas durante la microsporogenesis
reportados en la figura 3, revelan que en esta especie el proceso de division nuclear se
extiende a lo largo de las horas diurnas. Se puede observar que desde las 7 hasta las 17 horas
se observaron en su totalidad las fases que comprenden el proceso de division, ademas se
conservéd la misma tendencia de presentar el mayor nimero de meiocitos en las horas del
mediodia y un descenso de celulas en profase | y el aumento en la etapa de tétradas a medida
que transcurre el dia. El rango de horas que comprende la mayor tasa de division meiética se

encuentra entre las 10 y las 12 horas.
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Figura 3. Numero de células durante la microsporogénesis de Aloe littoralis, observadas a
diferentes horas diurnas.

La hora meidtica establecida para A. saponaria, A. ammophila y A. littoralis, se
encuentra entre las 10 y 14 horas del dia segun lo muestran las figuras 1-2 y 3,
respectivamente. Durante este lapso de tiempo se contabilizé el mayor nimero de células en
division meidtica en las especies mencionadas. Conjuntamente se observo en estas tres
especies un aumento en el nimero de meiocitos a medida que transcurria la mafiana y un
descenso de los mismos en el transcurso de la tarde. Debido a este similar comportamiento
observado en las especies estudiadas, no se realizd el muestreo para determinar la hora
meidtica en A. zebrina y A. jacksonii, ya que se presume que la hora meidtica para estas
especies, también se encuentre dentro del periodo del dia que abarca desde las 10 hasta las 14

horas.

Morfometria de los botones florales con respecto al desarrollo de la microsporogénesis

El tamafio de los botones florales en donde se observé la mayor frecuencia de células en
division meidtica fue variable en las distintas especies de Aloe estudiadas, siendo los botones
de A. jacksonii los méas pequefios (3,01 £ 0,32 mm) y los de A. saponaria los botones méas

grandes (6,10 = 0,96 mm). El tamafio de los botones florales en el resto de las especies
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estudiadas fueron 3,60 = 0,48 mm para A. ammophila, 3,04 + 0,41 mm en A. littoralis y 3,90
+ 0,75 mm para A. zebrina. Aquellos botones analizados cuyos tamafios fue inferior a los
antes establecidos, mostraron células que se encontraban en la fase de transicion entre la
mitosis de las celulas madres de los granos de polen y la microsporogénesis. Los botones

colectados que presentaron un mayor tamafio a los establecidos, generalmente contenian

micr

Configuracion de células observadas Numero Porcentaje (%)  ospo

Células en metafase | normal 153 24.0 ras

Anafase/Telofase | normal 320 50,2 libre
Anafase/Telofase | con un fragmento acéntrico 54 8,5

Anafase/Telofase | con un puente dicéntrico 50 7,8 S

Anafase/Telofase I con un puente dicéntrico mas desp
29 4,6

ués

de la

ruptu

ra de

la

capa

de

calosa que ocurre normalmente en la fase final de la citocinesis.

Cabe resaltar que los botones florales en donde se observaron fases meioticas, se
encontraban cubiertos completamente por las bracteas. Estos botones, protegidos por bracteas,
en su totalidad presentaron un color opaco o blanquecino tanto del perianto, como de las
anteras en las cinco especies de Aloe analizadas. Los botones que a diferencia de las
caracteristicas de color antes mencionadas, mostraban una pigmentacién amarilla oscura,

contenian solo fases postmeioticas propias de la microgametogénesis.

Tabla 1. Proporciones de células analizadas en la meiosis | de Aloe saponaria.
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fragmento acéntrico

Anafase/Telofase 1 con doble fragmento 9 1,4 Conf
acentrico
Anafase/Telofase | con dos o més puentes igur
dicéntricos 7 11 L
Anafase/Telofase | con dos o mas puentes aclo
dicéntricos mas un fragmento acéntrico 1 1,7 n de
Anafase/Telofase | con dos o mas fragmentos ]
acentricos mas un puente dicéntrico 5 0.8 célul
Numero total de células observadas 638 100 as

meioticas

Las configuraciones meioticas de las especies de Aloe analizadas fueron reveladas
mediante la tincion de los meiocitos con el uso de oreceina acética. A través de la practica de
este metodo citologico, se logro observar configuraciones aparentemente normales, como

otros arreglos aberrantes en ambas divisiones meidticas (tablas 1-10).

Las proporciones de células analizadas en la meiosis | de A. saponaria son reportadas
en la tabla 1. Se muestra el numero de células aparentemente normales y su respectivo
porcentaje, y de la misma manera se reportan las aberraciones cromosoémicas observadas
durante el analisis de las laminas. En esta tabla se deja ver que el porcentaje de células
normales en anafase y telofase esta ligeramente por encima del 50 % y casi un 21 % esta
representado por configuraciones con alguna anormalidad, siendo la presencia de fragmentos
acéntricos la anormalidad con mayor porcentaje. Otras configuraciones meioticas son

descritas.

En la segunda division nuclear de A. saponaria, se resalta el elevado porcentaje (65,7
%) de células normales durante la division (Tabla 2). El analisis en la etapa de citocinesis
mostré un elevado numero de tétradas normales, representado un 9,0 % del total de los
meiocitos analizados y apenas un 0,8 % de tétradas aberrantes. La tabla muestra que, a
diferencia de la primera division meiotica, la anormalidad més frecuente estuvo representada

por la presencia de los puentes dicéntricos.

Configuracion de células observadas NUmero Porcentaje (%)

Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il normal 784 65,7
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Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con un

fragmento acéntrico 114 8.4

Profase/Metafase/Anafase/Telofase 1l con un

puente dicéntrico 100 9,6

Profase/Metafase/Anafase/Telofase 1l con un

puente dicéntrico mas fragmento acéntrico 42 3.5

Profase/Metafase/Anafase/Telofase 11 con doble

fragmento acéntrico 14 1.2

Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con dos o

mas puentes dicéntricos 16 1,3

Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con dos

puentes dicéntricos més un fragmento acéntrico 2 0.2

Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con dos

fragmentos acéntricos y un puente dicéntrico 4 0.3

Tétradas normales/Tétradas aberrantes 108/9 9/0,8
Numero total de células observadas 1193 100

Tabla 2. Proporciones de células analizadas en la meiosis 1l de Aloe saponaria.

Las configuraciones de células en la primera division nuclear en A. zebrina (Tabla 3),
muestran que la sumatoria de las celulas en metafase | y las células en anafase o telofase
normal, suman un 96,0 % del total analizado, dejando prever una primera divisién meiética
bastante regular. La anormalidad con mayor porcentaje estuvo representada por la aparicion
de puentes dicéntricos, principalmente en sanafase I, los cuales fueron observados en 17

oportunidades, representando el 2,6 % del total de las células analizadas.

Tabla 3. Proporciones de células analizadas en la meiosis | de Aloe zebrina.

Configuracion de células observadas NUmero Porcentaje (%)
Células en metafase | normal 295 45,0
Anafase/Telofase | normal 334 51,0
Anafase/Telofase | con un fragmento acéntrico 5 0,8
Anafase/Telofase | con un puente dicéntrico 17 2,6

Anafase/Telofase | con un puente dicéntrico mas

fragmento acéntrico 1 01

Anafase/Telofase | con doble fragmento acéntrico 2 0,3

Anafase/Telofase | con dos o mas fragmentos

acentricos mas un puente dicéntrico 01
Numero total de células observadas 655 100

Las diferentes configuraciones observadas en la segunda division meidtica de A. zebrina
se indican en la tabla 4. Se puede resaltar la presencia de puentes cromatidicos como la mayor

anormalidad cromosomica, seguidos de la presencia de los fragmentos acéntricos, los cuales
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representaron el 4,9 y 1,4 % del total de las células analizadas. Ademas de las anormalidades
contabilizadas, se puede apreciar un alto porcentaje de células aparentemente normales (84 %)
en las fases meioticas durante la segunda division nuclear. Por otro lado, se observa que todas
las tétradas contabilizadas fueron aparentemente normales, representando un 9,6 % del total
de las células contabilizadas. Otras configuraciones andmalas como puente dicéntrico mas
fragmento acéntrico, doble puente dicéntrico y doble fragmento acéntrico fueron visualizadas.

Tabla 4. Proporciones de células analizadas en la meiosis Il de Aloe zebrina.

Configuracion de celulas observadas Numero Porcentaje

(%)

Profase/Metafase/Anafase/Telofase 11 normal 866 83,6

Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con un

fragmento acéntrico 15 14

Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con un

puente dicéntrico 51 49

Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con un 3 03

puente dicéntrico mas fragmento acéntrico
Profase/Metafase/Anafase/Telofase 11 con doble

fragmento acéntrico 1 0.1

Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con dos o

mas puentes dicéntricos 1 0,1

Tétradas normales 99 9,6
Numero total de células observadas 1036 100

Las configuraciones meidticas observadas en A. ammophila, muestran que el porcentaje
de células normales fue apenas de un 30,2 % (Tabla 5), representando el menor porcentaje en
la primera division meidtica de las especies estudiadas. Las principales anomalias
citoldgicamente visibles fueron los puentes dicéntricos y los fragmentos acéntricos, aunque
otras configuraciones aberrantes fueron registradas, como doble fragmento acéntrico y doble
puente dicéntrico. El porcentaje de células en metafase I, donde las anormalidades no pueden
registrarse con certeza debido al alto grado de condensacion y al gran vinculo fisico o
acercamiento entre los cromosomas, fue de 50,4 % de un total de 387 celulas contabilizadas,
obteniéndose mas de un 80 % de meiocitos aparentemente normal entre metafase | hasta

telofase I.
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Tabla 5. Proporciones de células analizadas en la meiosis | de Aloe ammophila.

Configuracion de células observadas NUmero Porcentaje (%)
Células en metafase | normal 195 50,4
Anafase/Telofase | normal 117 30,2
Anafase/Telofase | con un fragmento acéntrico 34 8,8
Anafase/Telofase | con un puente dicéntrico 36 9,3

Anafase/Telofase | con un puente dicéntrico mas

fragmento acéntrico 1 0.3

Anafase/Telofase | con doble fragmento 1 03

acéntrico ’

Anafase/Telofase | con dos o mas puentes

dicéntricos 2 0,6

Anafase/Telofase | con dos o méas fragmentos

acentricos mas un puente dicéntrico 1 0.3
Numero total de células observadas 387 100

Las configuraciones meioticas de A. ammophila de la segunda division se muestran en
la tabla 6. El porcentaje de células en metafase | aparentemente normal alcanza un 63,0 %,
mientras que siguen siendo los puentes dicéntricos, junto a los fragmentos acéntricos, las
anormalidades que aportan mayor porcentaje. Se registraron ademas otras células en division
con varias aberraciones como la presencia simultanea de puente dicéntrico méas fragmento
acentrico en 4 meiocitos, y 6 células meidticas con doble puente. Por otro lado, se puede
mencionar que las tétradas aberrantes alcanzan en esta especie 6,6 % de todas las células
analizadas, lo que estad correspondiendo al numero de anormalidades observadas en fases
anteriores, ya que muy probablemente las anormalidades que se observan en anafase y

telofase, repercuten al final de la citocinesis, conllevando a la formacion de tétradas.
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Tabla 6. Proporciones de células analizadas en la meiosis Il de Aloe ammophila.

Configuracion de células observadas NUmero Porcentaje
(%)
Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il normal 421 63.0
Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con un
fragmento acéntrico 35 52
Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con un
puente dicéntrico o7 8,5
Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con un
puente dicéntrico mas fragmento acéntrico 4 0,6
Profase/Metafase/Anafase/Telofase 11 con doble
fragmento acéntrico 2 03
Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con dos o
mas puentes dicéntricos 6 0,9
Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con dos
puentes dicéntricos mas un fragmento acéntrico 1 0,15
Tétradas normales/Tétradas aberrantes 122/21 18,2/3,1
Numero total de células observadas 669 100

Las configuraciones de las células durante la microsporogénesis de A. littoralis se
reportan en las tablas 7 y 8, primera y segunda divisién nuclear, respectivamente. Con
respecto a la tabla 7 se puede notar un alto porcentaje de células en metafase, en anafase y
telofase normal, dejando ver una primera division bastante regular. Se puede notar la ausencia
de otras configuraciones anormales presentes en la microsporogénesis de especies estudiadas
anteriormente, como por ejemplo la presencia de anafase o telofase con doble puente
dicéntrico. Los fragmentos acéntricos representaron la mayor anormalidad, ademas tres
configuraciones anormales en bajo porcentaje fueron registradas. En cuanto a la tabla 8 se
pude resaltar un aumento en los porcentajes de puentes dicéntricos y fragmentos acéntricos

con respecto a la primera division nuclear. Otras dos configuraciones anormales fueron

reportadas.
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Tabla 7. Proporciones de células analizadas en la meiosis | de Aloe littoralis.

Configuracion de células observadas NUmero Porcentaje (%)
Células en metafase | normal 181 39,7
Anafase/Telofase | normal 231 50,7

Configuracion de células observadas Numero Porcentaje (%)
Anafase/Telofase | con un fragmento acéntrico 34 7,4
Anafase/Telofase | con un puente dicéntrico 8 1,7
Anafase/Telofase | con un puente dicéntrico mas
fragmento acéntrico 1 0,2
Anafase/Telofase | con doble fragmento 1 0.2
acentrico '

Numero total de células observadas 456 100

Tabla 8. Proporciones de células analizadas en la meiosis Il de Aloe littoralis.

Configuracion de células observadas NUmero Porcentaje (%)
Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il normal 408 58,5
Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con un
fragmento acéntrico 104 14,9
Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con un
puente dicéntrico & 10,7
Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con un
puente dicéntrico mas fragmento acéntrico 1 01
Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con dos o
mas puentes dicéntricos 1 0,1
Tétradas normales/Tétradas aberrantes 102/7 14,6/1

Numero total de células observadas 698 100

Las proporciones de las células analizadas en la primera division nuclear en A.

jacksonii, se muestran en la tabla 9. En ella se puede observar que casi un 40 % de las

configuraciones presento alguna anormalidad y poco mas de un 60 % resultaron ser células

aparentemente normales en las distintas fases que comprende el proceso de division. Deja ver

ademés que las anormalidades con mayor frecuencia fueron los puentes cromatidicos y los

fragmentos cromosomicos.

Tabla 9. Proporciones de células analizadas en la meiosis | de Aloe jacksonii
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Células en metafase |

Anafase/Telofase | normal

Anafase/Telofase | con un fragmento acéntrico
Anafase/Telofase | con un puente dicéntrico
Anafase/Telofase | con un puente dicéntrico mas
fragmento acéntrico

Anafase/Telofase | con doble fragmento
acéntrico

Anafase/Telofase | con dos o mas puentes
dicéntricos

Numero total de células observadas

48

92
37
35

227

21,1
40,5
154
16,3

4,0

0,9

1,8

100

on
resp
ecto
al
anal
isis
de

la segunda division meidtica durante la microsporogénesis en A. jacksonii, se puede

mencionar que solo el 28 % de las células totales representaron configuraciones

aparentemente normales (Tabla 10). En la tabla ademas se observa que casi un 10 % del total

de células contabilizadas fueron tétradas aberrantes. Configuraciones meioticas severas como

la presencia de doble puente cromatidico, doble fragmento acéntrico o la presencia simultanea

de estas Ultimas anormalidades mencionadas, son observadas al menos diez veces cada una,

representando casi un 15 % del total analizado. Finalmente se puede apreciar que al igual en

la meiosis Il, los puentes cromosémicos y los fragmentos acéntricos, representaron las

anormalidades cromosdmicas observadas con mayor frecuencia durante la segunda division

nuclear en la microsporogénesis de A. jacksonii.
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Tabla 10. Proporciones de células analizadas en la meiosis Il de Aloe jacksonii.

Configuracion de células observadas NUmero Porcentaje

(%)

Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il normal 151 28

Profase/Metafase/Anafase/Telofase 1l  con un

fragmento acéntrico 8 144

Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con un

puente dicéntrico 96 17,8

Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con un 2% A8

puente dicéntrico mas fragmento acéntrico
Profase/Metafase/Anafase/Telofase 11 con doble

fragmento acéntrico 12 2,2

Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con dos o

mas puentes dicéntricos 14 2,6

Profase/Metafase/Anafase/Telofase 1l con dos

puentes dicéntricos mas un fragmento acéntrico 11 2

Profase/Metafase/Anafase/Telofase Il con dos

fragmentos acentricos y un puente dicéntrico 14 2,6

Tétradas normales/Tétradas aberrantes 85/53 15,7/9,8
Numero total de células observadas 540 100

Estadios de profase I y el resto de las fases meioticas que comprenden la

MiCcrosporogeénesis

A pesar de que los estadios de la profase | fueron identificados para todas las especies,
la caracterizacion y la apreciacion de eventos citoldgicos de gran importancia que pudieran
explicar o representar la causa de posteriores anormalidades en la microsporogénesis, como la
forma de apareamiento de los cromosomas homologos o la presencia de bucles o asas en
paquiteno, no pudieron ser visualizados debido al alto grado de aglutinamiento de la
cromatina en dichos estadios. Sin embargo, las demas fases de la division fueron identificadas
y presentadas en las figuras 4-13. La meiosis aparentemente normal de las especies estudiadas
se muestra de forma ascendente desde la metafase | hasta la etapa final de la diacinesis
(figuras 4-8). Otras configuraciones andmalas fueron observadas durante el estudio de la
microsporogenesis de las especies estudiadas (figuras 9-13). Entre las anormalidades
observadas se encuentran los fragmentos acéntricos, de tamafo variable (tabla 12), puentes
cromosomicos, migracion irregular de los cromosomas y la presencia de cromosomas

univalentes en Aloe jacksonii (figura 19).
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Figura 4. Microsporogénesis aparentemente normal en Aloe saponaria. A) Metafase |. B)
Anafase I. C) Telofase I. D) Profase Il. E) Metafase Il. F) Anafase Il. G) Telofase Il. H)
TEtrada.
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Figura 5. Microsporogénesis aparentemente normal en Aloe zebrina. A) Metafase I. B)
Anafase I. C) Telofase I. D) Profase Il. E) Metafase Il. F) Anafase Il. G) Telofase
Il. H) Tétrada.
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Figura 6. Microsporogénesis aparentemente normal en Aloe ammophila. A) Metafase I. B)
Anafase I. C) Telofase I. D) Profase Il. E) Metafase I1. F) Anafase Il. G) Telofase Il. H)
Tétrada.
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Figura 7. Microsporogénesis aparentemente normal en Aloe littoralis. A) Metafase I. B)
Anafase I. C) Telofase I. D) Profase Il. E) Metafase Il. F) Anafase Il. G) Telofase Il. 8)
Tétrada.
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Figura 8. Micr@8porogénesis aparentemente normal e __
Anafase I. C) Telofase I. D) Profase Il. E) Metafase II.
Tetrada.

A) Metafase I. B)
Il. G) Telofase II. 8)
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Figura 9. Anormalidades cromosdmicas observadas en la microsporogénesis de células
madres de granos de polen en Aloe saponaria. A) Migracién precoz de cromosomas en
metafase |. B) Puente més fragmento acentrico. C) Fragmento en telofase 1. D) Anafase |
mostrando puente mas fragmento. E) Telofase | con puente mas fragmento. F) Doble

fragmento acéntrico. G) Profase Il con doble puente mas fragmento. H) Péntada.
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G H

Figura 13. Anormalidades cromosdmicas observadas en la microsporogénesis de células
madres de granos de polen en Aloe jacksonii. A) Anafase | con puente cromosémico. B)
fragmento acéntrico en profase Il. C) Profase Il mostrando puente cromatidico mas fragmento
acéntrico. D) Puente dicéntrico méas fragmento acéntrico en metafase Il. E) Doble puente
cromosOdmico en anafase 1. F) Doble puente cromosémico mas fragmento acéntrico en
telofase Il. G) fragmento cromosomico en telofase Il. H) Péntada.
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Viabilidad de los granos de polen

La viabilidad de los granos de polen en el medio de agar y sacarosa se determino

mediante el registro de la elongacion del tubo polinico en las distintas especies de Aloe

estudiadas (figura 14).

s de Aloe estudiadas en cultivos de agar y sacarosa.
rano aparentemente viable, mientras el asterisco (*)
. saponaria. B) A. zebrina. C) A. ammophila. D) A.
littoralis.

Los diferentes porcentajes de viabilidad de los granos de polen se muestran en la tabla
11. La especie con mayor viabilidad de los granos de polen fue A. zebrina con 66,3 % de
viabilidad. Contrario a esto, A. ammophila presentd el menor porcentaje de viabilidad (43,1
%), probablemente asociado al niumero de anomalias cromosémicas reportadas durante su
microsporogénesis (Tablas 5 y 6). La tabla informa también el porcentaje de viabilidad en A
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saponaria y A. littoralis, los cuales fueron de 48,5 y 55,8 %, respectivamente.

El porcentaje de viabilidad en A. jacksonii no pudo ser determinado, debido a una
floracion muy temporal de esta especie, o que imposibilitd obtener las muestras para realizar
dicho analisis, pero de acuerdo al numero de anomalias reportadas en la meiosis, es muy

probable que dicho porcentaje sea muy bajo.

Tabla 11. Porcentaje de viabilidad de los granos de polen de las especies de Aloe estudiadas.

Especie Granos Flores Porcentaje de
contabilizados (n)  analizadas viabilidad (%)
Aloe saponaria 5000 22 48,5
Aloe zebrina 5000 26 66,3
Aloe ammophila 5000 31 43,1
Aloe littoralis 5000 20 55,8

Otros evr\nfrl\o An ralaviancia Anlin 'FlJeron ranictradne An _nctn r\o’hlrliO, se encuentran

relacionados c¢ - de Ic 1 el analisis de la
microsporogent :. 2 (Tal rmar el origen, o
descartar la oc \ lidad r. Otro evento de
importancia est 1cia d fueron registrados
Unicamente en ophilé_ se presentan los

cromosomas univalentes visualizados en la microsporogénesis de A. jacksonii (figura 17).
Esta anormalidad sélo fue registrada en esta especie y muy probablemente representa un

factor que contribuya a la infertilidad a estos organismos.

Tabla 12. Variacion del tamafio de los fragmentos cromosdmicos observados durante la
microsporogenesis de las especies analizadas.

Especies Promedio del tamafio de los
fragmentos cromosomicos
Aloe saponaria 6,5+ 2,6 um
Aloe zebrina 7,9£3,6 um
Aloe ammophila 99+18um
Aloe littoralis 7,319 um
Aloe jacksonii 13,3+ 5,9 um
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Figura 15. Meiocitos en profase | mostrando distintos nimeros de micronucleos. A)
Leptoteno con siete micronucleos. B) Diploteno con cinco micronucleos. C y D) Leptoteno
con tres micronucleos.
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Figura 16. Meiocitos de Aloe jacksonii mostrando distintos nimeros de cromosomas
univalentes. A) Cromosoma univalente en metafase I. B) Cromosoma univalente en metafase
I1. C) Dos cromosomas univalentes en metafase I. D) Cromosoma univalente en anafase I1.
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DISCUSION

Durante el andlisis de la microsporogénesis en las especies estudiadas se pudo observar
las diferentes configuraciones cromosomicas, aparentemente normales, relacionadas con el
proceso de division nuclear, asi como otros eventos irregulares asociados a fallas en alguno de
los pasos que lo constituyen. Aunque no fue cuantificado, un suceso que se mantuvo
conservado en todas las especies analizadas fue la segregacion irregular de los cromosomas en
metafase | (figuras 9A, 10A, 12A). Las metafases en la primera division de las especies
estudiadas generalmente presentaron un alto grado de aglutinamiento de la cromatina y escasa
resolucion al microscopio, lo que impidio la observacion certera de eventos anormales en
dicho estadio, razon por la cual las metafases | registradas en este estudio, no fueron
separadas en normales y anormales, sin embargo la migracion fue observada en estas
especies, y es un hecho que puede tener un impacto negativo en la fase final de la

microsporogenesis.

La segregacion exacta de los cromosomas durante la primera division mei6tica requiere
que los cromosomas homologos se apareen y recombinen correctamente para de esta manera
formar los bivalentes. Alguna falla para experimentar el apareamiento y recombinacion tendra
como resultado la segregacién inexacta en anafase (Franklin y Cande, 1999). Diversos autores
han reportado fallas asociadas a la segregacion cromosomica durante la evaluacién de la
microsporogenesis en diversas especies vegetales. Con respecto al genero Aloe, la segregacion
anormal de cromosomas, entre otras fallas, fue evidenciada por el desplazamiento precoz de
cromosomas pequefios en metafase | durante el estudio meidtico en A. vera (Imery y Cequea,
2002). De igual forma, la presencia de uno 0 més cromosomas rezagados durante anafase I,
fue observada en la microsporogénesis de Agave tequilana (Ruvalcaba-Ruiz y Rodriguez-

Garay, 2002) y Vriesea y Aechmea (Palma-Silva y cols., 2004).

Fallas en cuanto al vinculo fisico de los componentes necesarios para que ocurra la
migracion de los cromosomas pueden generar un desplazamiento anormal de los mismos.
Algunos cromosomas que no se unen al huso acromatico producen la segregacion anormal en
anafase (Vargas y cols., 2008). En este sentido, Seijo (2000) sostiene que cromosomas que

guedan rezagados en la primera division, puedan deberse a fallas en la unién de los
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cinetocoros a las fibras del huso, presentando un comportamiento independiente al resto de

los cromosomas que integran los ndcleos.

Segun Mendes-Bonato y cols. (2006), el huso esta representado por una superestructura
compleja de proteinas, la cual se ensambla a partir de microtubulos dinamicos y microtabulos
motores que finalmente generan la fuerza que le permiten al huso llevar a cabo el
desplazamiento de los cromosomas hacia los flancos de las células. Durante una meiosis
normal, el huso genera las fuerzas para mantener y segregar a los cromosomas homdélogos
hacia las células hijas (Franklin y Cande, 1999). Por esta importante funcion del huso
acromatico durante el proceso de division nuclear, alguna falla relacionada a su ensamblaje o
funcionamiento traerd como consecuencia anomalias en la segregacion cromosémica que

posteriormente pueden tener un impacto negativo sobre el producto final de la division.

Otras causas que se han mencionado para la explicacion de la presencia de fallas
cromosomicas durante procesos de division nuclear, son las condiciones ambientales. Un
estudio citogenético realizado en Soya, reveld discrepancia en el porcentaje de anormalidades
meidticas, incluyendo la mala segregacién cromosomica, entre plantas que crecieron en
diferentes condiciones ambientales (Palmer y cols., 2000). Los autores sefialan que las
especies analizadas crecieron en dos ambientes contrastantes y que las altas temperaturas
presentes en lowa (EE.UU.) parecieron aumentar la frecuencia de aberraciones meioticas, con

respecto a aquellas que crecieron en una localidad de China.

El efecto de factores climéticos, como la temperatura, sobre los procesos de division
nuclear ha sido demostrado en diversos grupos de plantas. En gimnospermas, un estudio sobre
Abies sibirica o abeto siberiano, una confiera que habita en clima frio y en suelos himedos en
montafas o rios, revel6 que las fluctuaciones de la temperatura en los distintos meses del afio
probablemente generaron, entre otras aberraciones, incorrecta division cromosémica. En
plantas evaluadas durante la época seca del verano se registraron mayor numero de anomalias;
mientras que se observo un descenso de las mismas para las temporadas frescas de primavera

donde se registra un declive en los grados centigrados del lugar (Bazhina y cols., 2008).

Imery (2007) sefiala en el estudio sobre inestabilidad carioldgica durante la formacién
de células madres de granos de polen en Aloe vera, que las condiciones de estrés ambiental

presentes en la zona de estudio como; elevadas temperaturas, radiacion solar y escasez de
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humedad, caracteristicas de los bosques xerofilos de la peninsula de Araya, estado Sucre,
promovieron cambios fisiol6gicos importantes que generaron la inestabilidad cromosémica de
la especie en estudio. El autor sefiala que estas condiciones ambientales pudieron promover el
aumento en la concentracion de algunas sustancias propias de la planta y alteraron la division

normal de las células madres de los granos de polen en dicha especie.

Un estudio meiotico realizado en diferentes temporadas de distintos afios en hibridos
interespecifico del género Brachiaria, mostro variacion con respecto a la frecuencia de
anormalidades durante la division nuclear. Las condiciones en las zonas de estudio en cada
muestreo presentaban variaciones en la temperatura, humedad y horas de exposicion al sol.
Las condiciones climaticas especificas durante la coleccion de las muestras podrian explicar
las distintas frecuencias de anormalidades observadas ya que dichas circunstancias pudieran
estar afectando el funcionamiento de algunos genes que controlan la meiosis (Fuzinatto y
cols., 2008).

En el caso particular de este trabajo, las especies estudiadas forman parte de un banco
de germoplasma que se encuentra ubicado en un bosque seco del sureste de la ciudad de
Cumana, caracterizado por altas temperaturas, escasez de agua y elevada radiacion solar, lo

que potencialmente pudo estar afectando, entre otros procesos la segregacion cromosomica.

Una fuente que también es citada para explicar la migracion anormal de los
cromosomas esta referida al cariotipo de las especies. Plantas con cariotipos asimétricos con
uno o mas pares de cromosomas grandes, eventualmente pueden generar apareamientos
desiguales de cromosomas grandes y pequefios, propiciando la migracion precoz de estos
ultimos, aun sin completar la disolucion de los quiasmas en aquellos de mayor tamafio (Imery,
2000).

Las especies analizadas en este trabajo, al igual que la mayoria de las especies
pertenecientes a la familia Aloaceae, presentan un cariotipo 2n=2x=14, caracterizado por una
distribucion bimodal con cuatro pares de cromosomas grandes y tres pequefios (Brandham,
1990). Esta caracteristica de las especies estudiadas puede, en parte, incidir en la segregacion
de los cromosomas en ambas divisiones meidticas, provocando la migracion precoz de los

cromosomas pequerios y el estado rezagado en los de mayor tamafio.
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El origen de fallas en la segregacién cromosomica puede ser diverso y su efecto puede
alterar la fertilidad de los gametos ya que, probablemente, se formen gametos desbalanceados
en cuanto al contenido de ADN en sus nucleos, presentado células hijas con material
cromosOmico extra, y otras que por el contrario, tendrdn deficiencias de zonas génicas

necesarias para el desarrollo del embrion (Techio y cols., 2006).

Otra anormalidad comunmente observada en estudios meidticos, son los puentes
cromatidicos. Fueron descritos desde los primeros estudios realizados en Trillium hagae,
Paris verticillata y Secale cereale (Imery y Cequea, 2002). Estos se describen a menudo
como una conexion entre los grupos de cromosomas ubicados en diferentes polos de la célula.
Se observan generalmente en anafase y telofase. Esta aberracion se reporto en todas las
especies analizadas en este trabajo y junto con la presencia de fragmentos acéntricos, fueron

las anomalias mas frecuentes en ambas divisiones meiéticas para las cinco especies de Aloe.

Para tratar de explicar la aparicion de dichos puentes durante la meiosis masculina, es
necesario estudiar diferentes causas que pudieran estar origindndolos. Muchos autores han
presentado algun grado de divergencia al momento de determinar la causa que esta generando
esta anormalidad. Principalmente la ocurrencia de cromosomas pegajosos y mutaciones
cromosomicas estructurales, han sido planteadas; sin embargo, otros investigadores se han

orientado hacia distintos eventos para tratar de explicar la presencia de dichos puentes.

La pegajosidad en los cromosomas es caracterizada por un intenso aglutinamiento de
cromatina durante alguna fase del ciclo celular. El grado de pegajosidad es muy variado,
desde moderado hasta severo, manifestandose, para los diferentes casos, eventos citologicos
particulares. Entre los eventos que pueden ocurrir se encuentran; aglutinamiento de los
cromosomas Y la formacion de puentes cromosomicos. En las especies de Aloe analizadas, un
alto grado de aglutinamiento fue observado en los estadios de la profase I, causado
probablemente por la pegajosidad en los cromosomas, 1o que impidio la visualizacion certera
de los apareamientos entre homologos en diacinesis. En cuanto a la formacion de puentes
cromosomicos, un estudio meiotico en Brachiaria decumbens, mostro una alta frecuencia de
cromosomas pegajosos, principalmente en ambas anafases meidticas, conllevando a la
formacion de puentes cromosomicos cuando dicha pegajosidad involucraba unos pocos

cromosomas (Mendes-Bonato y cols., 2001).
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En otro estudio meidtico en algunas especies de Avena realizado en Iran, los
cromosomas pegajosos fueron observados desde las etapas tempranas de profase | hasta las
etapas finales de la meiosis en muchas de las especies estudiadas, siendo esta condicién la
principal causa de la presencia de puentes cromatidicos en anafase 1 y Il asi como en telofase |
y Il (Sheidai y cols., 2003). El origen de esta anormalidad en la cromatina de diferentes
especies de plantas, la cual conlleva a la formacion de puentes, es principalmente atribuido a
factores genéticos y ambientales (Nirmala y Rao, 1996). Sin embargo, otros investigadores
sugieren que una interaccion geneética-ambiental es el verdadero motivo que explica la
presencia de cromosomas pegajosos en diferentes plantas (Baptista-Giacomelli y cols., 2000).
Por otra parte, no solo los factores genéticos y ambientales, temperatura principalmente, o la
interaccion entre ellos pueden causar un aglutinamiento de la cromatina para provocar
pegajosidad en los cromosomas, otros agentes también han sido reportados como posibles

causantes de esta aberracion.

Estudios en cultivares de maiz ubicados en los suelos de las sabanas brasileras, donde la
saturacion de aluminio es naturalmente alta, reportaron una elevada frecuencia de
cromosomas pegajosos en los microsporocitos, sugiriendo el autor que ese exceso de aluminio
en el suelo afecto la naturaleza de la cromatina, ocasionando pegajosidad en los cromosomas

(Caetano-Pereira y Pagliarini, 1995).

Los efectos de elementos quimicos, principalmente metales pesados, sobre el material
genético han sido determinados en algunos estudios meidticos. Un estudio comparativo del
potencial genotoxico de cadmio y mercurio en mitosis y meiosis de especies del genero
Glycine, reportd diferentes anomalias en ambas divisiones nucleares. Particularmente en el
analisis meiotico realizado en la Soya, fue precisamente la pegajosidad en los cromosomas la
anormalidad prominente inducida por ambos metales, la cual se observo, principalmente, en

la metafase y anafase de ambas divisiones nucleares (Kumar y Rai, 2006).

Otro estudio que pone de manifiesto el efecto de compuestos quimicos sobre la division
meidtica fue el realizado por Rezanejad (2007), en donde se determind el efecto de la
contaminacion del aire sobre la microsporogénesis, ademas de otros procesos bioldgicos, en
Spartium junceum. Esta investigacion asocio la presencia de didxido de nitrogeno, dioxido de
carbono y dioxido de azufre en las anteras, con las diferentes aberraciones encontradas tanto

en los meiocitos como en la estructura del tapete y de la exina o superficie externa de los
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granos de polen. Particularmente en la meiosis se reportaron un conjunto de anormalidades

gue, en su mayoria, conllevaron a la formacion de tétradas aberrantes.

Como se menciono anteriormente el origen de las anormalidades meioticas pueden ser
diversos. En el caso de las especies de Aloe estudiadas en este trabajo, no se descarta la
posibilidad de que el exceso de algun elemento quimico en el suelo del area de estudio o
inclusive contaminantes transportados por el aire, pudieran estar alterando la naturaleza de la
cromatina, generando asi cromosomas pegajosos que a su vez originen los puentes
cromatidicos. Sin embargo, no solo los factores antes descritos pueden actuar como fuente
potencial de puentes cromatidicos en la microsporogénesis de las especies analizadas, sino,
como se dijo antes, mutaciones de tipo estructurales pudieron de igual manera ser

responsables de esta anormalidad.

Otra causa que pude explicar la presencia de puentes cromosémicos son mutaciones en
el gen que cumple la funcion homologa del gen SKP1 en levaduras. En Arabidopsis thaliana,
probablemente una mutacion en el gen ASK1 similar al SKP1, dificulté remover o degradar
algunas proteinas requeridas para la asociacion entre homdlogos en profase | (Consiglio y
cols., 2003). En las especies de Aloe analizadas, pudieron estar ocurriendo mutaciones en
genes con similar funcién al SKP1, que favorecieron a la formacion de figuras las citoldgicas

conocidas como puentes cromatidicos 0 cromosémicos.

Los puentes cromatidicos en las especies del genero Aloe, son anormalidades que han
sido descritas en diversas investigaciones. En un estudio realizado por Brandham (1971), se
analizaron mas de cien especies del genero Aloe, reportandose en muchas de ellas, la
presencia de puentes cromatidicos, vinculados a fragmentos cromosomicos, los cuales el autor
catalogd con diferentes nombres, basandose en la forma citologica descrita por dichos
fragmentos. En este estudio el autor no realizé un andlisis detallado del comportamiento de
los cromosomas meioticos, ya que este formaria parte de futuras publicaciones. El estudio
estuvo basado principalmente en la importancia taxondmica de la formacion de puentes tipo
“E” en la anafase | meidtica de las especies estudiadas. Sin embargo, en un estudio previo, el
autor concluy6 que la ocurrencia de este tipo de puentes, especialmente en alta frecuencia,
proporcionaba una fuerte evidencia de que las plantas que presentaban dicho rasgo citoldgico

tenian un origen hibrido reciente.
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Otro estudio en plantas de Aloe macrocarpa fue realizado por Akinyele (2007), en
donde reporta una mutacion estructural, especificamente la ocurrencia de una deleccién en un
segmento en uno de los cromosomas grandes, lo que conllevo a la reduccion del porcentaje de
germinacion del polen, fallas en las flores para formar frutos y aborto de los frutos antes de
alcanzar la etapa de maduracion, quedando evidenciado el efecto negativo de las

anormalidades cromosomicas sobre la reproduccidn sexual de estas plantas.

Imery y Cequea (2002) en el estudio de la microsporogénesis de A. vera, igualmente
observaron puentes dicéntricos vinculando los diferentes grupos de cromosomas que
posteriormente formaran los nucleos de las microsporas. Los autores sefialan que la presencia
de varias anormalidades cromosomicas han sido reportadas en diversas especies vegetales,
generalmente en especies con cariotipos muy asimétricos. En este trabajo los autores no
descartan la posible ocurrencia de mutaciones estructurales, pero a cambio de delecciones,
como las reportadas en Aloe macrocarpa, se plantea la ocurrencia de una inversion
paracéntrica heterocigética que explica la presencia de las anormalidades meidticas
reportadas, entre ellas los puentes cromosomicos. Sostienen que el apareamiento que se da
entre el cromosoma que presenta la inversion y su homoélogo, implica la formacion de un
bucle o asa de inversion, dentro de la cual deben ocurrir recombinaciones que generan los
puentes dicéntricos (hilos finos de cromatina vinculado a dos centrémeros) y fragmentos
acentricos (segmentos cromosomicos desvinculados totalmente a centrémeros) observados en

meiosis I.

De existir una inversion paracentrica heterocigdtica, recombinaciones simples entre dos
cromatidas o dobles entre tres cromatidas dentro del asa de inversion, asi como
recombinaciones de manera simultanea dentro y fuera del asa, involucrando dos o cuatro
cromatidas, producen puentes dicéntricos y fragmentos acéntricos que reducen en un 50% la
fertilidad del gameto. Igualmente, las recombinaciones dobles entre cuatro crométidas dentro
del asa de inversion generan puentes dicéntricos dobles y dos fragmentos acéntricos que

provocan la completa esterilidad de los gametos (Imery y Cequea, 2002).

La principal evidencia de que ha ocurrido una inversion paracéntrica heterocigdtica es la
presencia del bucle de inversion en paquiteno. Esta figura citoldgica fue observada en un
estudio sobre la microsporogénesis en Tridax procumbens. En este trabajo se observaron

anormalidades como puentes dicéntricos y fragmentos acéntricos en anafase | y Il, puentes
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dicéntricos en metafase Il y de cinco a siete microsporas en la etapa de las tétradas, indicando
gue estas plantas fueron heterocigéticas para una inversion paracéntrica que pudo involucrar
uno o mas cromosomas homologos. Todas estas aberraciones, muy probablemente, fueron las
responsables de la reduccion en el porcentaje de la fertilidad para estas plantas, debido a la
formacion de gametos genéticamente anormales al final de la microgametogénesis (Cequea y
cols., 2003).

En Agave tequilana también se ha citado la presencia de inversiones paracéntricas para
explicar las anormalidades cromosdmicas observadas durante la division meidtica. Células
con fragmentos acéntricos vinculados o no al puente y células que solo presentaban
fragmentos fueron visualizadas. Los autores ademas sugieren que otro tipo de aberraciones
cromosomicas estructurales, como delecciones y duplicaciones, pudieron estar ocurriendo,
las cuales se reflejaron en la baja viabilidad del polen de las plantas analizadas (Ruvalcava-
Ruiz y Rodriguez-Garay, 20002).

Alstroemeria andina se analizd desde el punto de vista citogenético para intentar
determinar posibles anormalidades meiéticas durante la formacion de las tétradas,
reportdndose una alta frecuencia de puentes cromatidicos en anafase I, lo que de igual manera
fue atribuido a inversiones paracéntricas hetecigoticas. Otras anormalidades como
micronucleos presentes en las microsporas fueron observadas, implicando niveles
significativos de gametos desbalanceados en cuanto al material genético. Esto a su vez se
asocia con la baja tincion del polen que estuvo cerca del 30 %, por lo que se sugiere una
disminucion significativa de la fertilidad de los gametos. Finalmente los autores sefialan que
algunos factores ambientales afectaron drasticamente la estructura de los cromosomas y los
mecanismos de control genético de la meiosis. Sugieren que la division celular fue perturbada
por la contaminacién natural de la tierra, probablemente por su proximidad a un lecho
mineral, ya que las plantas estudiadas fueron muestreadas de una poblacion ubicada en una
region montafiosa donde se llevan a cabo proyectos de exploracién minera en la republica
Argentina (Sanso y Wulff, 2007).

Estudios meidticos llevados a cabo en plantas cuya poblacion natural se ubican en
regiones cercanas a industrias o con alta actividad automotriz han arrojado, entre sus
resultados, los efectos negativos que la contaminacion del aire o suelo pueden causar sobre el

ADN de las especies vegetales que se desarrollan con estas caracteristicas. De alli que
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estudios citogenéticos realizados en células en divisién nuclear sirvan como indicadores o
puedan corroborar cierto grado de contaminacion en determinada area. Cabe destacar que las
plantas de Aloe estudiadas en este trabajo se conservan en una region donde el trafico
automotriz es muy reducido y ademas se encuentra apartada de la zona industrial, por lo que
los niveles de contaminacion de son muy bajos. No obstante, el bosque seco donde se
encuentra ubicado este banco de germoplasma, ha presentado un notable aumento en la
actividad de la construccion, de donde pueden provenir pequefias particulas minerales como
silicatos de calcio y aluminatos de calcio, contenidas en el cemento, que eventualmente
pueden ser aerotransportadas hasta el jardin con las especies estudiadas, entrar en contacto
con ellas, y junto con otros factores, contribuir para causar alteraciones en el material genético

que deriven en anormalidades cromosomicas.

Con relacion a los fragmentos acéntricos, estos fueron observados, al igual que los
puentes cromatidicos, en todas las especies evaluadas e inclusive representd la mayor
anormalidad en la microsporogénesis de Aloe saponaria, A. ammophila y A. littoralis. Como
se mencioné antes, los fragmentos acéntricos pueden resultar de un tipo de recombinacion
dentro del asa de inversion en paquiteno (Imery, 2001; Cequea y cols., 2003). Cabe destacar
gue la ocurrencia de inversiones paracéntricas va a generar fragmentos acéntricos del mismo
tamafo. Sin embargo los fragmentos observados en este trabajo presentan tamafios diferentes
con promedios de 6,5 £2,6 um, 7,9 £3,6 um, 9,9 £1,8 um y 7,3 £1,9 um para A. saponaria,
A. zebrina, A. ammophila y A. littoralis, respectivamente (Tabla 12). Por esta razén, se puede
proponer que a pesar de que cabe la posibilidad de la ocurrencia de inversiones, también no se
descarta la ocurrencia de diversos eventos que eventualmente produjeron este tipo de
aberracion. Segun Imery y Cequea (2002), la frecuente observacion de puentes dicéntricos y
fragmentos acéntricos de tamafio variable, sugiere, ademas de la posible ocurrencia de
inversiones, la existencia de otras aberraciones cromosomicas que involucren rupturas

espontaneas y fallas de recombinacion entre cromatidas y cromosomas homologos.

Seijo (2001) observo fragmentos acéntricos durante la evaluacion citogenética de la
microsporogenesis de Lathyrus annuus. Sostiene que los fragmentos que se observan en la
primera division podrian haberse originado por dos motivos, como consecuencia de un
entrecruzamiento en un “Loop” o asa de apareamiento durante el paquiteno en el caso de que
el individuo sea heterocigoto para una inversion paracéntrica, o por intercambios de tipo “U”

por mala resolucion de los quiasmas. Sin embargo como consecuencia de estos fendmenos
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también se originaria un puente dicéntrico, que no fue observado. Es posible suponer que el
fragmento se formara por falla en la reparacion de los “nicks”, o roturas espontaneas en los
cromosomas, que se producen en paquiteno al momento de la recombinacién. Es probable que
estas rupturas espontaneas ocurrieran en las especies de Aloe analizadas y que la misma falla
reportada para Lathyrus annuus, fue la causa de fragmentos acéntricos de diferentes tamafios
y en namero variable presentes en estas especies de Aloe, ademas de explicar la presencia de

aquellos meiocitos en donde se observaron fragmentos acéntricos sin puentes cromatidicos.

Las roturas espontaneas pudieran estar explicando ademas la presencia de otra
anormalidad que se observd Gnicamente en A. ammophila. La presencia de micronucleos en
esta especie se observo en los primeros estadios de la profase I, principalmente entre
leptoteno y diploteno (figura 14); sin embargo, existen otras razones que pueden explicar la
presencia de dichos micronicleos. Esta anormalidad fue identificada en un estudio de
inestabilidad carioldgica durante la formacién de células madres del polen en A. vera (Imery,
2007), y se atribuyo principalmente a un aumento en la concentracion de antraquinonas
genotoxicas causado por el estrés ambiental preponderante en la zona de estudio
(temperaturas diurnas entre 32,7 y 39,8 °C, elevada radiacion solar y escasez de humedad). Es
probable que un caso similar se produzca en la division mitotica que antecede a la
microsporogenesis de A. ammophila, generando asi los micronucleos observados en profase I.
Eventualmente estas células madres de granos de polen pueden recibir las sefializaciones
celulares para entrar al siguiente paso de la microgametogénesis, heredando meiocitos con
microndcleos en los primeros estadios de la profase I, como fue observado frecuentemente en

A. ammophila.

Otros investigadores han determinado micronucleos en fases méas avanzadas de la
microsporogenesis, asi es el caso de micronucleos observados en ambas telofases meioticas
(Mendes-Bonato y cols., 2001; Utsunomiya y cols., 2005; Ricci y cols., 2007; Fuzinatto y
cols., 2008). Las plantas de A. ammophila presentaron los micronucleos solo en la profase I,
por lo que probablemente estos pudieron reordenarse con el resto de los cromosomas y seguir
el mismo ciclo de condensacion y segregacién de los nlcleos mayores. Otro evento que pudo
ocurrir para no visualizar los micronicleos en etapas posteriores de la meiosis, es que
simplemente fueron solapados por los cromosomas que conforman los ndcleos mayores,

impidiendo asi la observacion de los micronucleos.
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Un evento que fue particularmente observado durante la microsporogénesis de A.
jacksonii, fue la presencia de cromosomas univalentes en diversas fases de dicho proceso.
Koduro y Rao (1981) sugieren que la presencia de cromosomas univalentes observados en la
profase I, se debe a la presencia de mutaciones en genes sinapticos, que dificultan el proceso
de sinapsis e impiden el apareamiento de los cromosomas homologos. En relacion a esto,
algunos mutantes sinapticos en Arabidopsis thaliana (Asyl), generan defectos en la sinapsis
de los cromosomas homdlogos (Ross y cols., 1997; Caryl y cols., 2000). El gen Asyl codifica
una proteina homologa a la HOPL1 en levaduras, la cual es esencial para el ensamblaje del
complejo sinaptonémico y la sinapsis normal entre los cromosomas. Por otra parte, una
mutacién del gen dmcl en A. thaliana, muestra una pobre formacién de bivalentes durante la
meiosis masculina (Couteau, 1999). En la especie A. jacksonii, mutaciones en los genes
encargados de funciones similares a los genes descritos en A. thaliana, pudieran ser las
responsables de alguna anormalidad durante la formacion del complejo sinaptonémico y de la
formacion de bivalentes, que expliquen la presencia de cromosomas univalentes. En Aloe
jacksonii los univalentes no fueron observados en los estadios de profase I, como sefialan
Koduro y Rao (1981), debido al alto grado de aglutinamiento de los cromosomas, pero se
dejaron ver en fases posteriores (Figura 19). En cuanto al comportamiento general de estos
cromosomas, Techio y cols. (2006), sostienen que el comportamiento implica la segregacion
anormal, migracion precoz en metafase y rezagados en anafase, y posteriormente causa la

formacion de gametos aneuploides.

En A. jacksonii la migracion irregular quedo evidenciada, ya que estos se lograron
observar migrando precozmente en metafase | y rezagados o desorientados tanto en metafase

Il como en anafase I (fig. 19).

Una condicion en las plantas que también propicia la formacion de cromosomas
univalentes es el nivel de ploidia de las mismas. En un estudio meidtico realizado en el
hibrido entre el elephant grass x pearl Millet, se sefialo que el nivel de ploidia de estos
hibridos, probablemente aumenté la presencia de cromosomas univalentes observados durante
la microsporogénesis, los cuales mostraron su comportamiento tipico; migracién irregular que
conllevo a la formacién de gametos desbalanceados genéticamente y redujo la fertilidad del
polen de estos organismos (Sree, 1972). A. jacksonii es una especie de naturaleza tetraploide
(Riley y Majumdar, 1979), probablemente esta condicion propicié la presencia de los

univalentes. Sin embargo, mas recientemente otras posibles causas se han citado para explicar
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la presencia de dichos cromosomas. Ricci y cols. (2007), realizaron un estudio de la
microsporogenesis del maiz, en donde observaron la presencia de cromosomas univalentes
entre diploteno y diacinesis como resultado de la ausencia de quiasmas en los cromosomas
homologos. En relacion a esto Piffer y cols. (2007), en un estudio citogenético en maiz,
sefialaron que existi0 una correlacion negativa entre el aumento del ndmero de los

cromosomas univalentes con la frecuencia de quiasmas de los cromosomas homdlogos.

Por otro lado, Ricci y cols. (2007) converge con Sree (1972) y Techio y cols., (2006), en
cuanto al comportamiento de los cromosomas univalentes durante los procesos de division
nuclear, y afiaden que ademas se pueden formar microcitos y poliadas en las microsporas,
durante la etapa de las tétradas, que finalmente reducen el porcentaje de viabilidad de los
gametos masculinos. En los andlisis realizados a A. jacksonii, se puede establecer la relacion
entre el nimero de cromosomas univalentes, con la cantidad elevada de pentadas registradas
al final de la citocinesis. Probablemente el destino de dichos cromosomas fue la formacion de
microsporas adicionales con un contenido genomico incompleto, que explica el probable

desbalance genético del resto de las microsporas, generando asi fallas de fertilidad.

Otra anormalidad que fue observada durante las microsporogénesis de las especies de
Aloe, excepto en A. zebrina, fueron las microsporas adicionales en la fase de las tétradas
(figuras 10 y 12, H). Como las demés anormalidades, la ocurrencia de poliadas también puede
ser explicada por diferentes causas. Anteriormente se mencion0 la presencia de cromosomas
univalentes como una posible causa de poliadas; sin embargo, otras causas pudieran estar
generando dicha aberracion. La mala orientacion del huso acromatico en ambas divisiones
meiodticas en la microsporogenesis de un hibrido interespecifico de Brachiarira, provoco que
los cromosomas en metafase Il y anafases Il quedaran dispersos en el plano ecuatorial del
meiocito, formandose microsporas adicionales al final de la meiosis, produciendo asi, células
aberrantes en vez de las tétradas normales (Mendes-Bonato y cols., 2004). De acuerdo con
Brown y Lemmon (1992), la posicion de los cromosomas en la placa ecuatorial en metafase,
determina el plano de citocinesis y el nimero de células que se formaran. Una dispersion de
los cromosomas por mala orientacion del huso en metafase traerd& como resultado la
formacion de poliadas con diferentes numeros y tamafios de microsporas, fraccionamiento del

genoma en pequefas partes y finalmente causara la esterilidad del polen.

En Brachiaria nigropedata, se han reportado diferentes nimeros de microsporas
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adicionales, atribuidas al comportamiento de los microntcleos observados en fases meidticas
previas. Cuando solo estaban conformados por cromosomas univalentes, estos se mantenian
como micronucleos dentro de la microspora, pero cuando estaban conformados por un grupo
de cromosomas fueron asilados como microsporas adicionales de diferentes tamafios
generando poliadas (Utsunomiya y cols., 2005). En relacion a esto, Imery y Cequea (2002)
sefialan que los fragmentos cromosomicos presentes en forma individual o vinculados a
puentes dicéntricos durante la anafase o telofase conforman, generalmente, micronucleos
adicionales que incrementan el nimero de microsporas al final de la meiosis y ocasionan

deficiencias génicas.

Otras hipotesis son manejadas para tratar de explicar la presencia de microsporas
adicionales en la fase final de la microsporogénesis. Los cromosomas rezagados fueron
citados en un estudio citogenético en Vine cacti, para explicar la presencia de esta
anormalidad en las tétradas. En dicho estudio la presencia de cromosomas rezagados fue una
caracteristica comdn en anafase I. Es posible que algunos de estos cromosomas,
posteriormente en la division, conforman nucleos independientes y, en consecuencia, las

poliadas (Tel-zur y cols., 2005).

Algunas mutaciones en genes especificos han sido descritas para tratar de explicar la
presencia de poliadas. En condiciones normales se forman cuatro microsporas, lo cual
caracteriza el estado de tétradas. Las poliadas también se pueden originar por la mutacion de
algunos genes. La accion de un gene similar al Dv (divergent), descrito en maiz (Clark, 1940),
genera que los husos en anafase I no convergen hacia los polos y los cromosomas se dispersan
a lo largo del meiocito; cada cromosoma o conjunto de cromosomas induce a citocinesis
adicional, formando poliadas (Caetano, 2003), o por divisiones adicionales de las microsporas
en la postmeiosis, sin la replicacion del ADN, antes de su liberacion de la pared de calosa.
Mecanismo semejante se ha descrito en maiz, causado por el gene Po (polymitotic) que
provoca mitosis supernumerarias durante la formacion de polen. La meiosis puede ocurrir con
normalidad, pero las microsporas sufren minimo cuatro divisiones sin replicacion (Caetano y
Pagliarini, 1997).

En las especies de Aloe, no se aparta que la mala orientacion del huso acromatico, la
presencia de microndcleos, la migracion precoz de cromosomas o0 algunas mutaciones

citoldgicamente no visibles en el nicleo, puedan originar las microsporas adicionales en la
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etapa final de la microsporogénesis. Sin embargo, la alta frecuencia de fragmentos acéntricos
registrados en las fases previas de ambas cariocinesis de las microsporas, hace pensar que
probablemente estos fragmentos acéntricos se mantuvieron aislados en los meiocitos hasta el
final de la division, para finalmente producir una microspora de menor tamafio y

genéticamente desbalanceada.

Otro parametro determinado en las especies de Aloe analizadas en este estudio fue la
viabilidad de los granos de polen mediante su dispersion en medios de germinacion
constituidos por una solucion de agar y sacarosa. Muchos trabajos han utilizado otros métodos
para determinar el porcentaje de viabilidad de los granos de polen. Uno de los mas usados es
la tincidn de los granos con colorantes como acetocarmin, fuscina, azul de anilina, lactofenol,
entre otros. Este método tiene la desventaja que en la mayoria de las veces tifien citoplasmas
vivos y muertos, realizdndose una sobreestimacién de la fertilidad del polen (Gonzalez y
cols., 2002; Imery y Cardenas, 2006). En un estudio sobre la viabilidad del polen en Prunus
armeniaca, el porcentaje de viabilidad obtenida con el uso de acetocarmin fue, en todas las
plantas tratadas, proxima al 100%, apartandose considerablemente de los resultados que se
obtuvieron con el método de germinacién y crecimiento del tubo polinico (Andres y cols.,
1999). Es por esta razén que a pesar de lo rapido y practico que resultan los métodos de
tincion para el estudio de viabilidad del polen, se ha escogido para este trabajo el método de
germinacion y elongacion del tubo polinico, para tratar de obtener un porcentaje de viabilidad

mas certero.

A pesar que en algunos trabajos el porcentaje de viabilidad en los granos de polen
probablemente ha sido sobreestimado mediante el uso de algin método de tincion, en otros la
utilizacion de dichos metodos han otorgado resultados satisfactorios, tal es el caso de un
estudio realizado con la finalidad de determinar la viabilidad del grano de una linea de girasol
cultivado, en el girasol silvestre Helianthus annuus, y en su descendencia hibrida, en el cual
se realizd la tincion con el colorante Buffalo Black NBR, segun la técnica de Jackson (1988).
En este trabajo los autores confirmaron la viabilidad de los granos de polen en los hibridos de
forma cualitativa por medio de la germinacion del polen asi como por la capacidad de estos
mismos hibridos de generar poblaciones F;, (Villareal y cols., 2006). Es por esto que a pesar
de la seleccion en este trabajo del método de germinacion de los granos polen para determinar
la viabilidad de estos mismos, los métodos de tincion del polen mediante el uso de colorantes

no deben ser descartados.
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Los porcentajes de viabilidad de los granos de polen que se aprecian en la tabla N° 9, se
encuentran directamente relacionados con las anormalidades de la microsporogénesis.
Diversos estudios han asociado las aberraciones durante la microsporogénesis con el
porcentaje final de viabilidad de los granos de polen (Ruvalcaba-Ruiz y Rodrigue-Garay,
2002; Akinyele, 2007).

Un estudio sobre el comportamiento de los cromosomas meidticos en varias especies
del género Laucena, mostrd diferentes porcentajes de viabilidad del grano de polen. El
promedio de la viabilidad en la mayoria de las variedades estudiadas fue muy alto, por encima
del 90 %. Sin embargo, un hibrido entre los 26 genotipos estudiados presentd un porcentaje
de viabilidad menor al 50 %. Estos porcentajes de viabilidad fueron relacionados con los
eventos suscitados durante la microsporogénesis, ya que las plantas que presentaron una
meiosis regular fueron las que mayor porcentaje de viabilidad arrojaron; mientras que las
plantas del hibrido cuyo porcentaje de viabilidad de los granos de polen fue menor, presentd
una meiosis irregular con alta frecuencia de anormalidades como univalentes, multivalentes,

cromosomas pegajosos y puentes cromatidicos (Boff y Schifino, 2002).

Otros estudios han citado una especie de asincronia en la divisibn meiotica que
finalmente provoca disminucién en la viabilidad polinica. Se ha observado que en algunas
especies de dicotiledoneas los dos nucleos resultantes de la primera division meidtica entran
asincronicamente en la segunda (Gonzalez y cols., 2001), lo cual podria resultar en esterilidad
masculina. Esta misma anormalidad es reportada por Mendes-Bonato y cols. (2002), quienes
la han relacionado con la orientacion del huso, cromosomas rezagados y puentes anafasicos

que afectan la conformacion de las tétradas.

Imery y Cequea (2002), estudiando la microsporogénesis de Aloe vera, hallaron baja
viabilidad del polen (39,3 + 10,54%), relacionandola con las observaciones citoldgicas
anormales como quiasmas persistentes entre homaélogos grandes, desplazamiento precoz de
cromosomas pequefios, presencia de puentes dicéntricos con o sin fragmentos acéntricos en la
meiosis I, asi como también la observacion de puentes y fragmentos, ademas de microsporas
adicionales, en la meiosis Il. Por el contrario, en un estudio realizado en Paspalum maritimun,
el comportamiento muy regular de los cromosomas y la alta frecuencia de tétradas normales

conllevd a un alto porcentaje de tincion de los granos de polen (Adamowski y cols., 1999).
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Por otra parte, factores climatoldgicos han sido utilizados para explicar descenso en la
viabilidad del polen de algunas en especies. Las condiciones ambientales adversas pueden
causar la no funcionalidad polinica (Tanner y cols., 1990; Fernandez-Mufioz y cols., 1995) lo
que esta en dependencia del genotipo. Las fluctuaciones de temperatura inhiben la floracién,
la produccion de polen y su viabilidad, limitando la produccién de semillas (Bamberg, 1995).

Un estudio reveld en hibridos interespecificos de arroz, que las variaciones en la
temperatura afectaban negativamente el porcentaje de viabilidad. A medida que la
temperatura descendia y se acercaba a los 20 °C, el porcentaje del polen descendio para todas
las variedades analizadas. Los autores sefialan que durante la iniciacion de la meiosis en las
células madres de los granos de polen, las plantas de arroz son muy sensibles a las bajas
temperaturas, las cuales pueden alterar la correcta division nuclear y generar disminucién de
fertilidad en el polen (Yang y cols., 2004). Un estudio citogenético realizado en especies de
forraje y legumbres a diferentes altitudes en los alpes italianos, revelé que las plantas
ubicadas a 2000 m de altitud presentaron el mayor numero de anormalidades cromosémicas,
las cuales se reflejaron en la baja viabilidad de los granos de polen de las pocas flores que
Ilegaron a formarse en esas condiciones (Mariani y cols., 2000).

Cabe resaltar que no solo las anormalidades propias de las microsporogénesis van a
reducir el porcentaje de fertilidad de los granos de polen, ya que cabe la posibilidad de que
una especie que presente una meiosis regular muestre un bajo porcentaje de viabilidad de sus
granos de polen. Anormalidades postmeioticas también van a tener un efecto negativo sobre
la fertilidad del polen. En una investigacion realizada en los hibridos de Leymus mollis x
Triticum aestivum se observaron, luego de la meiosis Il, algunas microsporas con forma
irregular, citomixis, primera division mitética simétrica y cromosomas o cromatidas dispersas
aleatoriamente en el citoplasma de las microsporas. Todas estas aberraciones tuvieron un
impacto negativo sobre la viabilidad de los granos de polen en estos organismos (Xing-Feng,
2005).

El bajo porcentaje de viabilidad de los granos de polen en las especies de Aloe
estudiadas, especialmente Aloe saponaria 'y A. ammophila, podria estar relacionado con la alta
frecuencia de anormalidades reportadas en ellas. Estas especies presentan los menores

porcentajes de viabilidad y las frecuencias mas altas de anormalidades durante la

51



microsporogenesis. Es posible que estas especies sean mas sensibles a las altas temperaturas
presentes en la zona de muestreo, lo que pudo ser la causa de un mayor dafio al material
genético, lo que impidio la observacion de las configuraciones meioticas normales, las cuales
finalmente propiciaron la disminucion de la fertilidad de los granos de polen. No obstante, no
se descarta que cualquier otro factor, de los antes expuestos, que conlleve a la presencia de
anormalidades cromosomicas afecte directamente la viabilidad del polen en estas especies.

A. zebrina y A. littoralis, por su parte mostraron los mayores porcentajes de viabilidad,
los cuales se relacionan con las bajas frecuencias de anormalidades presentes durante la
microsporogenesis de cada una de ellas. La no ocurrencia de mutaciones puntuales o
estructurales que conlleven a la formacion de gametos genéticamente desbalanceados, una
resistencia mayor a las condiciones ambientales adversas y una correcta segregacion
cromosOmica avalada por el correcto ensamblaje y funcionamiento del huso acromatico
probablemente fueron las causas que le permiten a estas especies mostrar los porcentajes de

viabilidad mas elevados.

A pesar de las anormalidades presentes durante la microsporogénesis de las especies
estudiadas, se puede observar que la sumatoria del porcentaje de células en metafase | mas el
porcentaje de celulas aparentemente normales en la primera division y el porcentaje de las
células aparentemente normales en la meiosis 11, es mayor al 70 %, exceptuando la meiosis Il
en Aloe ammophila, por lo que a pesar de generar la formacion de gametos aberrantes,
necesariamente estuvo que estar ocurriendo, paralelamente, otros eventos no asociados a la
microsporogenesis que contribuyan a la disminucion de la viabilidad de los granos de polen y
de la reproduccion sexual observada en estas especies. Probablemente sea necesario estudiar
los procesos de division mitdtica posteriores a la microsporogénesis o evaluar la
megasporogénesis en estas especies, para asi tratar de determinar otras causas que sumen
fuerzas para disminuir la reproduccion sexual de las especies. Ademas no se descarta algun
tipo de incompatibilidad gametofitica o esporofitica, como la propuesta por Imery (2001) para
Aloe vera, que de igual forma impida la reproduccion sexual de estas especies del género
Aloe.

Los estudios citogenéticos han sido realizados desde principios del siglo XX con
diversas finalidades; el conocimiento de los procesos de division celular en diversos

organismos animales y vegetales, aporte al conocimiento sobre enfermedades genéticas, han
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servido para la caracterizacién genética de germoplasmas, ayudando a la solucion de
problemas taxonomicos, en estudios evolutivos y desde hace mucho tiempo han sido
utilizados en programas de mejoramiento genético en vegetales. En este trabajo se han
fusionado algunas de las aplicaciones de la citogenética, ya que gener6 un aporte al
conocimiento de la microsporogénesis de las especies de Aloe estudiadas, se describieron los
eventos andmalos que en ellas se presentaron, registrandose diferencias en algunos eventos
citoldgicos durante la formacion de los gametos masculinos en estas plantas, que de algun
modo permiten caracterizar geneticamente estas especies, ademas de ofrecer informacion
valiosa para la seleccién de posibles padres que traten de asegurar el éxito de las hibridaciones
e incrementar la eficiencia del mejoramiento vegetal, cumpliendo asi con uno de los analisis

obligatorios antes de emprender algun programa de cruzamiento intra o interespecifico.
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CONCLUSIONES

La hora meidtica para las especies analizadas estuvo comprendida entre las 10 y 14
horas del dia, mientras que el tamafio de los botones florales con células en divisién meidtica,

igualmente en todas las especies, fue de los 2,6 mm hasta los 7 mm.

La migracion irregular de los cromosomas conjuntamente con los fragmentos acéntricos
y los puentes cromatidicos, representaron las anormalidades observadas con mayor frecuencia

en las especies de Aloe estudiadas.

Aloe zebrina presentd la microsporogénesis mas regular de las especies sometidas a
estudio, al contrario de Aloe ammophila en la cual se registrd6 el mayor numero de

anormalidades cromosomicas.
El porcentaje de viabilidad de los granos de polen se vio reducido en més de un 50 % en

Aloe saponaria y Aloe ammophila, mientras que para A. zebrina y A. littoralis se redujo en un

30 % y 40 %, respectivamente.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios complementarios como la megasporogénesis o proceso de formacion
de las megasporas, asi como las divisiones sucesivas hasta la formacion del gametofito
femenino en estos vegetales que puedan generar conocimiento para explicar la escasa
reproduccion sexual observada en las especies analizadas, estudiar los procesos de division
mitotica que sufre el nlcleo de la microspora durante la formacién de los granos de polen que
contribuyan a encontrar otras causas que estén generando la disminucion de la viabilidad de

los granos de polen.
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