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Abstract: Karyological instability during pollen mother cells formation in Aloe vera (Aloaceae). In order
to clarify possible cytogenetic anomalies that reduce pollen fertility, premeiotic mitosis was studied in Aloe
vera plants from a naturalized population in the northeast of Venezuela (10°34’15” N and 64°12°08” W).
Karyological configurations were evaluated during the stage of cell proliferation leading to the formation of
pollen mother cells (PMCs). The sampling was carried out in March 2005, choosing inflorescences without
mechanical or biological damage from 25 plants selected at random. Flower buds (FB) 2 to 6 mm in length were
collected from 7:00 AM through 6:00 PM, their perianths removed, and fixed in Carnoy | (3:1 ethanol/glacial
acetic acid) for 24 h and stored in ethanol (70 % v/v) until observation. Light microscope observations were done
on temporary preparations obtained by overflowing anther content suspended in acetic orcein (1.5 % w/v) for
5 min and softly squashing with the cover slip. A total of 9 411 cells were analyzed. Upper mitotic activity was
observed in FB from 3.8 + 0.09 mm long, collected at 11:00 AM through 1:00 PM; 17% of PMCs showed one to
eight sister chromatid bridges from anaphase to telophase; 13%, one to seven micronucleus of variable diameter
(0.9 to 4.8 um); 8.1% were united by thin chromatin filaments, and 0.1% lacked a nucleus. Other evaluated
cells (61.8%) had apparently normal mitotic configurations, without considerable morphometric variations. The
evident irregular proliferation of a PMCs fraction (39.2%) suggests that environmental stress conditions (day
temperatures ranging 32.7 to 39.8°C, high solar radiation and low humidity) induce chromosome instability and
physiologic changes that affect the normal development during premeiotic mitosis. As a consequence, loss or
addition of chromosome fragments can occur in association with deficiencies and gene duplications. Rev. Biol.
Trop. 55 (3-4): 805-813. Epub 2007 December, 28.
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Aloe vera (L.) Burm.f. (=A. barbadensis
Mill.), una planta con multiples propiedades
medicinales (Davis 1997), fue introducida en
América en el siglo XVI durante la ocupacion
espafiola. En la actualidad es extensamente
cultivada en regiones aridas y semiaridas del sur
de EE.UU., México, Venezuela, islas del Caribe
y en muchos otros paises de la zona torrida
(Hodge 1953, Rowley 1997, Newton 2004).

Las caracterizaciones botanicas realizadas
en poblaciones naturales del Viejo Mundo
(Noroccidente de Africa, Mediterraneo y
peninsula de Arabia), en general describen a

la especie A. vera como una hierba perenne,
acaule, con hojas suculentas, glaucas, angosto-
lanceoladas, de 50 a 80 cm de longitud y bor-
des espinuliformes; flores amarillas, liliformes,
agrupadas en racimos individuales o compues-
tos; frutos en forma de capsulas dehiscentes,
oblongas y triangulares, con semillas elipsoi-
dales y aplanadas (Jacobsen 1955, Reynolds
1950, 1966, Carter 1994). En \enezuela, la
mayoria de estos rasgos morfologicos son
también observados en plantas de A. vera natu-
ralizadas o cultivadas con fines ornamentales y
terapéuticos (Schnee 1984, Hoyos 1985). Sin
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embargo, la produccion de frutos y semillas es
extremadamente escasa (Imery 2000).

En las regiones costeras del estado Sucre
(Venezuela) no se observan frutos, ain después
de la floracién de miles de plantas que han
sido visitadas frecuentemente por numerosos
vectores, tales como colibries, abejas, avispas
y mariposas (Imery 2002). Para tratar de dilu-
cidar este fendmeno, se han realizado estudios
citogenéticos (Imery y Cequea 2002, Albornoz
e Imery 2003) y de biologia reproductiva
(Imery 2001, Velasquez e Imery 2004, 2005),
revelandose la existencia de anormalidades
cromosdmicas, dicogamia y autoincompatibili-
dad que, en definitiva, limitan la reproduccion
sexual en estas plantas. Los resultados prelimi-
nares del analisis microsporogénico sugieren la
necesidad de examinar el proceso de prolifera-
cion celular que antecede a la meiosis, a fin de
precisar la existencia de otras anormalidades
carioldgicas que contribuyan a reducir la ferti-
lidad del polen. En este sentido, el objetivo del
presente trabajo fue reconocer marcadores cito-
ldgicos que evidencien posibles deficiencias
y/o duplicaciones génicas durante la formacion
de células madres del polen, en una poblacion
de plantas de A. vera en la peninsula de Araya.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y muestreo de campo:
El muestreo se llevo a cabo en  marzo de 2005
en una poblacion naturalizada de aproximada-
mente 4 ha, ubicada en el valle de Manicuare
(10°34’15” N y 64°12°08” 0O), peninsula de
Araya-Venezuela. Se seleccionaron 25 plantas al
azar, tomando en cuenta la presencia de inflores-
cencias bien desarrolladas y libres de patdgenos,
plagas o dafios mecanicos. Se recolectaron boto-
nes florales a diferentes horas del dia (7:00 a.m.
- 6:00 p.m.) y diferentes estados de desarrollo
(2 - 6 mm de longitud). Se elimino rapidamente
el perianto para facilitar la penetracion de los
reactivos y se depositaron en viales con solucion
fresca de fijador Carnoy 1 (3:1 etanol/acido acé-
tico glacial) por 24 h y luego fueron almacena-
dos en etanol (70 % v/v) hasta su uso.

Observaciones de laboratorio: Las obser-
vaciones se realizaron con un microscopio
Bausch & Lomb PBV-4B a partir de laminas
temporales preparadas mediante el fraccio-
namiento transversal de anteras suspendidas
en una o dos gotas de orceina acética (1.5 %
p/v), desbordamiento y tincién de su contenido
durante 5 minutos y, finalmente, colocacion del
cubreobjeto y aplastamiento muy suave para
uniformizar la profundidad de observacion y
eliminar el exceso de colorante. Al menos
cinco botones florales en division mitética
fueron analizados en cada inflorescencia. Las
fotomicrografias se tomaron con camara digital
Sony DSC-P52 acoplada al microscopio y las
imagenes fueron analizadas en computadora
con el programa SigmaScan Pro 5.

Conservacion de los especimenes: Una
vez finalizadas las evaluaciones carioldgicas,
se trasladaron las 25 plantas estudiadas hasta el
banco de germoplasma de especies suculentas
UDO-Biologia, Cumana-Venezuela (10°26°32”
Ny 64°09°14” O), se registraron con los cédi-
gos 129/2005-0001 al 0025 y actualmente se
mantienen in vivo bajo las condiciones ambien-
tales de un bosque muy seco tropical.

RESULTADOS

El estudio morfométrico de las muestras
permitié distinguir el tamafio y pigmentacion
de las estructuras florales en cada una de las
etapas de formacion del polen en A. vera.
Durante la division celular premei6tica, el
boton floral estd cubierto completamente por
la bractea, presenta un perianto de 3.8 £ 0.09
mm de longitud y color amarillo claro, atra-
vesado longitudinalmente por lineas verdes,
mas acentuadas hacia el apice. Las anteras
son atn muy palidas, sin depdsitos de polenkit
y con eje polar de 0.9 £ 0.03 mm. La mayor
actividad mitdtica se registrd en botones flo-
rales colectados entre 11:00 a.m. y 1:00 p.m.
A medida que se incrementa el tamafio de los
componentes florales, se observan las diferen-
tes fases meidticas, en botones mas oscuros y
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de 4.6 £ 0.12 mm de longitud. El inicio de la
meiosis fue tomado como indicador de la fina-
lizacion del proceso de proliferacion celular,
actuando como limite superior en los estados
de desarrollo evaluados.

Luego de analizar un total de 9 411 células
premeidticas, se determind la existencia de uno
a ocho puentes entre cromatidas hermanas en
anafase y telofase (Fig. 1), unién de CMPs a
través de filamentos de cromatina (Fig. 2A),
CMPs con micronucleos entre 0.9 a 4.8 um de
didmetro (Fig. 2B-E), y CMPs sin nucleo (Fig.
2F). El resto de las células observadas presen-
taron configuraciones mitéticas aparentemen-
te normales y sin variaciones morfométricas
considerables. Todas estas configuraciones
carioldgicas y sus respectivas frecuencias de
observacion se resumen en el Cuadro 1.

DISCUSION

Las primeras referencias de anormali-
dades mitéticas, similares a las observadas
en el presente trabajo, fueron descritas por
Gates (1911) como fendmenos de citomixis
en Oenothera gigas y mas tarde en Gossypium

hirsutum (Jacob 1941, Brown 1947, Sarvella
1958), Pisum sativum (Gottschalk 1970),
Allium cepa (Bowes 1973) y Helicanthes elas-
tica (Soman y Bhavanandan 1993). En la
mayoria de estas especies, al igual que en A.
vera, se registraron puentes cromosoémicos
y fragmentos mit6ticos claramente visibles
entre anafase/telofase y en los microsporocitos
primarios, los cuales son indicadores de irregu-
laridades asociadas a deficiencias y duplicacio-
nes génicas que afectan el desarrollo normal de
la microsporogénesis y, finalmente, reducen la
fertilidad del polen.

Estudios en paises de clima templado han
relacionado las irregularidades premeidticas con
fluctuaciones en las condiciones ambientales,
considerando que la frecuencia de accidentes
cariologicos en algunas especies vegetales es
promovida por el incremento de las tempe-
raturas diurnas durante los cambios de esta-
cion. Esta correlacion ha sido reconocida en
Hemerocallis spp (Narain 1979), Urochloa pani-
coides (Basavaiah y Murthy 1987), Jasminum
spp (George y Geethamma 1988), Capsicum
annuum (Lakshmi et al. 1989) y Helicanthes
elastica (Soman y Bhavanandan 1993), pero aln
no habia sido referida en A. vera.

CUADRO 1
Frecuencia de células normales y anormales observadas durante la division celular premeiética en Aloe vera

TABLE 1
Frequency of normal and abnormal cells observed during premeiotic cell division in Aloe vera

Descripcion

Anafase/telofase aparentemente normales

Anafase con seis a ocho puentes entre cromatidas hermanas

Telofase con un puente dicéntrico

Telofase con dos puentes dicéntricos

Células madres del polen (CMPs) aparentemente normales
CMPs unidas por puentes delgados de cromatina

CMPs con un micronucleo

CMPs con dos 6 mas microndcleos

CMPs sin contenido nuclear

Total de células observadas

Nimero %*
3102 33.0
438 4.6
933 9.9
210 2.2
2763 29.4
759 8.1
585 6.2
612 6.5
9 0.1
9411 100.0

1: %=100*numero de células en cada caso/total de células observadas.
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Fig. 1. Anormalidades mitdticas durante la proliferacion celular premei6tica en Aloe vera. Crométidas hermanas formando
puentes en anafase (A-C), persistencia de puentes en anafase tardia (D) y telofases (E-F). Barra = 10 pm.

Fig. 1. Mitotic abnormalities during premeiotic cell proliferation in Aloe vera. Sister chromatids bridges in anaphase (A-C),
persistent bridges in late anaphase (D), and telophase (E-F). Bar = 10 um.
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Fig. 2. Anormalidades citolégicas en células madres del polen (CMPs) de Aloe vera. (A) Puente entre dos CMPs; (B-E)
CMPs con uno a siete microntcleos; (F) CMP carente de contenido cromatinico. Barra = 10 pum.

Fig. 2. Cytological abnormalities in pollen mother cells (PMCs) of Aloe vera. (A) Bridge between two PMCs; (B-E) PMCs
with one to seven micronuclei; (F) PMC without chromatin content. Bar = 10 pm.
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Algunos autores atribuyen el origen de las
anormalidades premei6ticas a dafios mecanicos
0 heridas cercanas a la yema floral (Sarvella
1958), errores de fijacion y manipulacion de las
muestras (Takats 1959, Kamra 1960), ataque de
patégenos (Morisset 1978), contaminacion con
productos quimicos de uso agricola (Bobak y
Herich 1978) y mutaciones puntuales en los
genes que regulan los mecanismos de sinapsis,
entrecruzamiento y separacion de cromatidas
(Omara 1976). En el caso particular de A. vera,
la seleccion sistemética de botones florales en
condiciones Optimas de desarrollo y la aplica-
cién de un protocolo estandar de preparacion
(Imery 2002, Cequea et al. 2003), reducen los
errores experimentales y respaldan la posibi-
lidad de que las anormalidades premeioticas
observadas tengan un origen genético o resulten
de una considerable sensibilidad ambiental.

En mamiferos, la exposicion prolongada
a agentes genotoxicos induce la formacion de
micronucleos similares a los observados en esta
investigacion. Los efectos mutagénicos de algu-
nas antraquinonas de A. vera, entre ellas aloina,
antranol, acido aloético, barboleina y emodina,
han sido demostrados en varios experimentos
con animales en laboratorio (Mori et al. 1985,
1986, Murakami et al. 1987, Mdiller et al. 1996,
1997, 1998). Estas antraquinonas incrementan
su concentracion en el acibar de plantas de A.
vera sometidas a altas temperaturas, sobreex-
posicién a la radiacion solar y déficit hidrico
(Yépez et al. 1993, Diaz 2001). En base a estos
argumentos, es posible que el estrés ambiental
imperante en la zona de estudio (temperaturas
diurnas entre 32.7 y 39.8 °C, elevada radiacion
solar y escasez de humedad) promueva la
acumulacion de altos niveles de antraquinonas
genotdxicas que ocasionan la inestabilidad
cromosomica durante la formacion de CMPs.
Los dafios cromosémicos provocados por estas
sustancias enddgenas deben estar asociados
a la observacion de “cromosomas pegajosos”
(Del Campo y Coletto 1998) referidos en otras
especies de Aloe, que expresan también altos
niveles de antraquinonas (Brandham 1971,
Riley y Majumdar 1979).

La unidn entre cromatidas hermanas duran-
te mitosis, e inclusive el mantenimiento de tales
puentes después de la citocinesis, puede expli-
car la presencia de microndcleos de tamafio y
nimero variable en el interior de los micros-
porocitos primarios, como consecuencia de la
ruptura de dichos puentes a diferentes niveles
de longitud (Jackson 1985). En este sentido,
la correspondencia entre el nimero maximo
de puentes y microntcleos observados en esta
investigacion y el ndmero de cromosomas
somaticos (2n = 2x = 8L + 6S), que integran
el cariotipo bimodal de A. vera segin Sapre
(1978), Imery y Caldera (2002), Albornoz
e Imery (2003), entre otros, sugiere que las
fusiones e intercambios atipicos entre cromati-
das hermanas deben ocurrir exclusivamente en
cromosomas grandes.

Los rompimientos espontaneos y errores
de apareamiento entre homologos son irre-
gularidades que han sido observadas en la
meiosis de especies vegetales como Trillium
hagae (Matsuura 1950), Paris verticillata
(Haga 1953), Secale cereale (Rees y Thompson
1955), Tradescantia sp y Paeonia broowni
(Lewis y John 1966). En A. vera, también
se han descrito anormalidades cromosomi-
cas durante la microsporogénesis, atribuidas
principalmente a los entrecruzamientos ati-
picos a nivel de cromatidas o subcromatidas,
que generan puentes dicéntricos tipo V o U,
visibles en anafase | (Brandham 1970, Sapre
1975, Imery y Cequea 2002). Los resultados
de la presente investigacion indican que tales
fraccionamientos y errores de apareamiento
también pueden suceder durante el proceso de
proliferacion celular que precede a la meiosis,
y en consecuencia, contribuyen a la reduccion
de la fertilidad de los granos de polen debido a
desbalances génicos provocados por la adicion
0 pérdida de fragmentos cromosomicos.

Desde el punto de vista evolutivo, las
anormalidades premei6ticas son ain tema de
debates e interpretaciones divergentes. Son
consideradas como mecanismos celulares que
dan origen a aneuploidias (Sarvella 1958),
cromosomas B y microsporocitos hipoploides
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o0 hiperploides (Soman y Bhavanandan 1993).
Sin embargo, Gottschalk (1970) sefiala que
este tipo de irregularidades carioldgicas son
inofensivas y podrian ser eliminadas en proce-
sos de division posteriores 0 desecharse debido
a una reduccion de la viabilidad y habilidad
competitiva del gameto portador o por algun
efecto deletéreo a nivel pre o postcigdtico. En
todo caso, este tipo de accidentes citoldgicos
representa una fuente de variacion importante
que debe ser considerada en estudios biosiste-
maticos o para su aprovechamiento potencial
en programas de mejoramiento genético.
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RESUMEN

Con el objetivo de esclarecer la posible existencia
de anomalias citogenéticas que aminoren la fertilidad del
polen de Aloe vera, se analiz6 la etapa de proliferacion
celular que lleva a la formacion de células madres del polen
(CMPs). Se recolectaron botones florales (BF) en 25 plan-
tas de una poblacion ubicada a 10°34°15™ N, 64°12°08” W,
los cuales fueron fijados en Carnoy | por 24 h y almacena-
dos en etanol (70 % v/v). Las observaciones se realizaron
en preparaciones temporales obtenidas por la tincion del
contenido de las anteras suspendidas en orceina acética (1.5
% plv) por 5 minutos. De las 9 411 células analizadas, 17
% mostraron 1-8 puentes entre cromatidas hermanas, 13 %
1-7 micronucleos de 0.9-4.8 um, 8.1 % estaban unidas por
puentes y 0.1 % no contenian cromatina. El resto de las
células (61.8 %) present6 configuraciones aparentemente
normales y sin variaciones morfométricas. La proliferacion
irregular de una fraccion de CMPs (39.2 %) sugiere que
las condiciones ambientales de la zona arida donde se rea-
lizaron los muestreos inducen inestabilidad cromosémica y
cambios fisiologicos que afectan el normal desarrollo de la
mitosis premeidtica, generando pérdida o adicion de frag-
mentos, asociados a deficiencias y duplicaciones génicas.

Palabras claves: Aloe vera, mitosis premei6ticas, anorma-
lidades cromosdémicas, microntcleos, puentes cromosémi-
cos dicéntricos.
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