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Andlisis del cariotipo del hibrido natural Aloe x spinosissima y de
sus parentales Aloe arborescens y Aloe humilis, mediante
bandeo cromosémico C, CMA y DAPI

Karyotype analysis of natural hybrid Aloe x spinosissima and its parent
Aloe arborescens and Aloe humilis, by C, CMA and DAPI chromosome banding

Sénchez Garcia Ysbelia'® & Raymtindez Maria-B®

Resumen

Se estudia el cariotipo de tres especies de Aloe con bandeo cromosémico C-Giemsa, CMA (Cromomicina
A3) y DAPI (4’-6-diamino-2.fenildol), con la finalidad de realizar aportes en su cariomorfometria, ubicacion,
tamafio de bandas, y discutir evidencias citogenéticas sobre el origen hibrido reportado en 4. x spinossisima.
Las entidades estudiadas presentan un 2n = 2x = 14 con dos pares de NORs (regiones organizadoras del
nucléolo) con satélites asociados y heterocromatina constitutiva CMA + DAPI- (zonas ricas en G-C). La
cantidad de heterocromatina, expresada en % de la longitud total del cariotipo (LTC), varia entre las especies:
1,92% en A. arborescens, 1,69% en A. humilis y 1,41% en A. x spinossisima. Se observan bandas en los
brazos largos de L2 y L4 de A. arborescens, en L3 y L4 de A. humilis y en A. X spinosissima en el par L4 yen
uno de los complementos de Lz y uno de L3. A. x spinossisima presenta valores de la LTC haploide y cantidad
de heterocromatina constitutiva, intermedios entre las especies sefialadas como progenitoras. Estos resultados
y la notoria heteromorfia entre los diferentes pares cromosdmicos, refuerzan la hipotesis del origen de 4. x
spinosissima, como especie hibrida proveniente del cruce natural de A. arborescens x A. humilis.

Palabras clave: A. arborescens, A. humilis, A. spinosissima, especies simpatricas, heteromorfia cromosémica,
hibrido natural.

Abstract

The karyotype of three species of Aloe was studied with C-Giemsa, CMA (Chromomycin A}) and DAPI
(4’—6-diamino-2.fenildol) chromosome banding in order to make contributions in their cariomorfometria,
location, size studied bands, and discuss cytogenetic evidence of hybrid origin reported in 4. X spinossisima.
The entities studied have a 2n =2x = 14 with two pairs of NORs (nucleolar organizer regions) with associated
satellites and constitutive heterochromatin CMA + DAPI- (G-C rich regions). The amount of heterochromatin,
expressed in % of the total length of the karyotype (LTC), varies between species: 1.92% by A. arborescens,
1.69% in A. humilis and 1.41% in A. x spinossisima. The bands are observed in the long arms of L2 and L4
of A. arborescens, in L3 and L4 of A. humilis and A. x spinosissima in the pair L4 and one of the supplements
L2 and L3 one. 4. x spinossisima presents values of LTC haploid and amount of constitutive heterochromatin
intermediate between species designated as progenitor. These results and the notorious heteromorphy between
different chromosome pairs, supports the hypothesis of the origin of 4. x spinosissima, as a hybrid species
from the natural crossing of A. arborescens x A. humilis.

Key words: A. arborescens, A. humilis, A. spinosissima, sympatric species, chromosomal heteromorphy,
natural hybrid.
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Introduccion

El género Aloe L., circunscrito en la familia
Asphodelaceae Juss. (APG IV 2016), esta
conformado por 11 secciones (Jacobsen 1954) y 558
especies aceptadas (The Plant List 2013), formadas
por hierbas en roseta con tallos conspicuos o
inconspicuos, hojas suculentas, flores tubulares,
conun x =7. Debido a que muchas de sus especies
[cf. Aloe vera (L.) Burm.f., Aloe arborescens
Mill., A. ferox Mill.] presentan propiedades
medicinales, cosmetologicas, ornamentales y en
muchos casos magico-religiosas (Holland 1978),
son explotadas ampliamente a nivel mundial y por
tanto la mayoria, incluyendo las especies de esta
investigacion, se encuentran en el apéndice II del
Comercio Internacional de Especies Amenazadas
de Flora y Fauna Silvestres (CITES 2015), excepto
A. X sponisissima.

Aloe x spinosissima Jahand. esta conformada
por plantas de hasta 1 m de altura, originarias de
Sur Africa, con categoria taxondémica no resuelta
(The Plant List 2013), con tallos inconspicuos,
hojas que se estrechan hacia los extremos, en
espiral, formando rosetas, haz concavo y envés
convexo; laminas con dientes de hasta 8mm en
el margen; inflorescencias no ramificadas, flores
de color naranja a rojizo (Jacobsen 1954). Su
porte es semejante al de A. arborescens, con porte
robusto como se ha reportado en otros hibridos que
comparten a esta especie como parental (Lee et
al. 2016). Esta especie - 4. x spinosissima Jahand.
- junto a A. arborescens Mill. y A. humilis (L.)
Mill. son especies simpatricas en el Sur de Africa.
Considerando su comportamiento poblacional,
se reporta a Aloe x spinosissima como un hibrido
natural surgido de la simpatria entre 4. humilis X
A. arborescens (Riley & Majumdar 1979).

No se han publicado evidencias morfologicas
o citogenéticas que refuercen la hipdtesis sobre
el origen hibrido de esta especie y pese a que
hay publicaciones sobre el cariotipo en las tres
especies (c¢f- Resende 1937; Snoad 1951; Sharma
& Mallick 1965; Vij et al. 1980; Brandham 1971;
Imery & Caldera 2002), no hay reportes sobre
la cariomorfometria de Aloe x spinosissima, ni
de bandeo cromosomico en ninguna de las tres
entidades. Siendo en Aloe pocos los reportes de
bandeo cromosdmico de fluorescencia (Shamimul
& Khanam 2005; Sanchez 2009; Baran &
Yamamoto 2012), bandeo C (Sanchez 2009; Imery
2007) y bandeo argéntico (Matos 1998; Imery
2007; Sanchez et al. 2007; Sanchez 2009).
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Los estudios citogenéticos como nimero
cromosoémico, tamafio de los cromosomas,
figuras meioticas, posicion del centromero
y diferentes tipos de bandeo, pueden aportar
datos significativos a la hora de hacer estudios
sistematicos. Poggio et al. (1999) han sefialado
que los sistematicos estan familiarizados con el
hecho que los cromosomas son parte de un sistema
dindmico que esta moldeando el proceso de la
evolucion. Asi la citogenética ha sido empleada
con fines sistematicos y evolutivos dentro de la
gran diversidad de angiospermas: en Bromeliaceae
(Pires et al. 2000); en el grupo Cymbidioide
de las orquideas de Brasil (Pessoa & Guerra
2000); Araceae (Sultana et al. 2006), en especies
brasilefias de Xyris, Xyridaceae (Benko 2002); en
algunas especies de Alismataceae de Brasil (Costa
& Forni-Martins 2003); en Leguminosas (Seijo
& Fernandez 2003; Biondo et al. 2005; Fahmy
2006), Leucocoryne, Amaryllidaceae (Souza
2015), entre otros; asi como para llevar a cabo
la identificacion de procesos de hibridizacion en
Lilium (Lim et al. 2001); en algunas especies ¢
hibridos interespecificos de Pennisetum, Poaceae
(Techio et al. 2002), entre otros.

La uniformidad mantenido en el cariotipo
de Aloe en cuanto a nimero cromosomico,
tipo de cromosomas y bimodalidad (Brandham
1971) podrian complicar la identificacion de
cromosomas homedlogos en especies hibridos,
por tanto el uso del bandeo cromosémico podria
aportar informacidn critica importante para su
identificacion.

El objetivo del presente trabajo consistio
en estudiar los cromosomas de A. X spinosissima,
A. arborescens y A. humilis a partir de bandeo
cromosomico (C, CMA y DAPI), con la finalidad
de realizar comparaciones en cuanto a su
cariomorfometria, ubicacion y tamafio de bandas
C, CMA y DAPI; discutir evidencias sobre el
origen hibrido de 4. x spinossisima y sus posibles
progenitores, ademas de aportar datos a futuros
estudios biosistematicos y de fitomejoramiento.

Materiales y Métodos

El material vegetal de Aloe examinado se
obtuvo de “Mesa Gardens” (4. humilis, MG3540),
“Le Jardin Nature” Francia (4. X spinosissima) 'y de
viveros comerciales de Venezuela (A. arborescens).
La identificacion de cada especie fue corroborada
empleando las principales descripciones y claves
publicadas para el género (Jacobsen 1954;
Reynolds 1966; Smith & Newton 2001). El estudio
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se realizo empleando cinco individuos de cada una de
las especies seleccionadas. Las plantas se cultivaron
bajo condiciones de invernadero en el Departamento
de Biologia de la Universidad de Oriente, Cumana,
Venezuela y en el Laboratorio de Biosistematica y
Citogenética Vegetal del IBE-UCV. El estudio cuenta
con el permiso certificado de CITES niimero 1479.

Se colectaron apices radicales provenientes de
plantas adultas, que fueron pretratados con colchicina
(0,05%) por 2,5 h y posteriormente fijados en 3:1,
etanol:acido acético glacial por 48 h a 4°C (Sanchez
et al. 2007). Las preparaciones cromosdmicas se
realizaron por aplastamiento previa maceracion con
solucion enzimatica (Schwarzacher et al. 1980).
Se aplico la tincion triple con los fluorocromos
cromomicina A,, distamicina A 'y 4’-6-diamidino-
2-fenilindol (CMA/DA/DAPI), segiin Schweizer
(1980), con las modificaciones necesarias. A los
preparados seleccionados se les agregd una gota
del antibiotico Cromomicina A, (0,5 mg/ml. 3),
se incubd en una camara humeda a temperatura
ambiente por 90 min en la oscuridad. Las laminas
fueron lavadas con abundante agua destilada hasta
eliminar el cubreobjeto y el exceso de colorante.
Seguidamente, se agregd una gota del antibiotico
Distamicina (0,1 mg/ml) y se incubd por 60 min.
Nuevamente, se realizaron lavados con H,Od y se
agrego6 una gota de diamidino-fenil-indol (2 pg/
ml) con incubacion por 45 min. El montaje de las
preparaciones se realizo con un medio de glicerol y
tampon Mcllvaine’s. Las laminas se colocaron en
la estufa a 37°C durante 4 dias. Posteriomente, se
guardaron a 4°C hasta su estudio. En el bandeo C
se realiz6 una combinacion entre los protocolos de
Schwarzacher et al. (1980) y Moscone et al. (1993).
Los preparados se incubaron en 4cido acético al 45%

Tabla 1 — Caracteres cariotipicos de tres especies de Aloe.

Table 1 — Karyotypic characters of three species of 4loe.

por min a 60°C. La reaccién se detuvo con H,0d a
temperatura ambiente, se sumergieron las laminas
en Ba(OH), saturado por 10 min. Los preparados se
incubaron en SSC 2X a 60°C por 90 min, se elimino
el exceso con agua destilada y se colocd una gota de
DAPI (2 pg/ml) a los preparados de A. arborescens,
se incubo por 60 min y se realizé el montaje en un
medio de glicerol y tampén Mcllvaine’s. En el caso
de A. x spinosissima y A. humilis se agregd una gota
de Giemsa (2%) preparada con buffer fosfato (pH
6,8), se incubd por 24 h en una camara humeda a
37°C. Se empled Entellan como medio de montaje
para las laminas de C-Giemsa.

Los cromosomas se observaron y fotografiaron
empleando un microscopio de epifluorescencia
Leica DMLB equipado con una camara digital
Leica DC 250 y el analizador de imagenes Leica
IM 1000. Se efectuaron mediciones cromosdmicas
en quince (15) placas metafasicas de cada especie
estudiada. Para la descripcion y ordenamiento de los
cromosomas se empled la nomenclatura de Levan
et al. (1964) y Brandham (1971). Se calcularon los
indices de asimetria de Stebbins (1971), Romero
Zarco (1986) y Paszko (20006).

Resultados

Los resultados obtenidos en cuanto a la
formula cariotipica, longitud total del complemento,
pares de cromosomas con NORs, cantidad de
heterocromatina, maximo numero de bandas por
complemento haploide, indice radial, indices de
asimetria y centroméricos; se detallan en las Tablas
1 y 2. Las ilustraciones referentes a los nucleos
interfasicos y metafases somaticas se encuentran
referidas como Figuras 1 y 2. Los idiogramas de
cada una de las especies estudiadas se presentan en

Indices de asimetria

Especie Férmula P;;fs XLTCH Bandeo Cal:itldad
iotipi 9 Romero-Zarco
cariotipica (n)  \ope (Wm) (@A) C(%%) ot (94) Pazsko Stebbins —— 0
Al A2

A. arborescens 4L(st)+ 1S (m) 93,70 .

+2S(sm) L, L, (4,39) 1,30 1,92 15428 3B 0,635 0,532
A. x spinosissima 3 L (st)+ 1 L (t) L, L, 72,60

+3 S (sm) L, (4,76) 0,87 1,41 18,978 4B 0,688 0,537
A humilis 2L()+2L (1) 66,18

+3 S (sm) L. L, (2,90) 1,26 1,69 24,191 3B 0,698 0,529

* = C-DAPI en 4. arborescens se revel6 solamente en el par LA; n = cariotipo haploide; X = promedio; de = desviacion estandar.
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Tabla 2 — Detalles de los valores cariotipicos de las tres especies de 4Aloe estudiadas.
Table 2 — Details karyotype values of the three species of Aloe studied.

Longitud r (q/p) Longitud de la banda
cmml(’):gmim Absoluta (um) R(i:ut(iivea < o Tipo Absoluta (um) Efaﬁcff Tbi;)zd(le
X (de)  rTC) X (de)  prCH)
Aloe arborescens
L, 1957 (139) 20,89 3,09 (036) st
L, 20,11 (1,99) 2146 433 (051) st q-sat 092 (0,18) 095 CMA+DAPL
L, 19,19 (0,79) 2049 374 (0,65 st
L, 1735 (123) 1852 488 (051) st q-sat 087 (0,15 095 CMA+DAPL

S, 591 (043) 6,31 1,64 (0,100 m
S, 596  (0.48) 6,36 2,09 (0,34) sm
S, 5,60  (0,62) 5,98 245 (027) sm
Aloe humilis
L, 1421  (1,18) 2147 322 (033) st
L, 13,37 (0,54) 20,21 6,20 (0,87) st
L, 13,62 (0,43) 20,59 7,62 (0,64) t-sat q 0,54 (0,18) 398 CMA/DA+
L, 12,57 (0,69) 19,00 9,10 (0,77) t-sat q 0,58 (0,200 458 CMA/DA+
S, 437  (0,29) 6,61 1,88  (0,34) sm
S, 4,17  (0,27) 6,30 232 (0,28) sm
S, 3,82 (0,24) 5,78 251 (043) sm
Aloe x spinosissima
L, 15,58  (2,11) 10,92 293  (0,58) st
L, 14,72 (2,36) 10,31 3,20 (0,70) st
L, 13,84  (1,61) 9,69 457  (0,57) st q-sat 047 (0260 342 CMA/DA+
L, 1424 (1,54) 9,98 442 (091) st
L, 1424 (1,30) 9,98 510 (1,81) st q-sat 052 (0,22) 3,65 CMA/DA+
L, 15,02 (2,05) 10,52 625 (2,02) st
L, 13,87  (2,25) 9,72 6,72 (2,28) st q-sat 052 (0260 3,78 CMA/DA+
L, 15,34 (1,98) 10,74 929 (1,72) t q-sat 0,61 (0,32) 4,00 CMA/DA+
S, 4,64  (0,69) 3,25 1,96 (0,31) sm
S, 435  (0,20) 3,04 2,06 (0,33) sm
S, 476 (0,40) 3,34 249  (0,30) sm
S, 401  (0,23) 2,81 2,10 (0,25) sm
S, 427  (0,38) 2,99 249  (0,18) sm
S.. 420 (0,49 2,94 272 (0,39) sm

X = promedio; de = desviacion estandar; LTC = longitud total del complemento (haploide en A. arborescens'y A. humilis y diploide en A. X spinosissima); r = radio.
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la Figura 3 y el cariograma de A. spinosissima en la
Figura 4. No se incluyen las imagenes de bandeo
C-giemsa. Con estos datos se reporta por primera
vez la cariomorfometria de 4. X spinosissima y el
bandeo cromosémico de fluorescencia CMA-DAPI
y bandeo C en las tres especies.

Las especies estudiadas presentan un niimero
cromosomico diploide de 2n = 14 conformado por
cuatro pares cromosomas grandes (L-L,) y tres
pares de cromosomas pequefios (S,-S,). La formula
del cariotipo varia entre las especies, al igual que la
longitud total del complemento haploide (Tabla 1).
A. humilis presenta el cariotipo de menor longitud
(66,18 pm; de 2,90), A. arborescens exhibe el
de mayor longitud (93,70 um; de 4,39) y 4. X
spinosissima presenta un tamafo intermedio de
72,60 um (de 4,76).

Las tres entidades estudiadas presentan
dos pares de NORs subterminales; uno en el par
L, y el otro varia entre las especies: en el par L,
en A. arborescens, en L, en A. humilis, y en dos
juegos cromosomicos en A. X sipnosissima (en un
complemento de L, y en uno de L,).

Los patrones de bandeo de fluorescencia
obtenidos por combinacion triple (CMA/DA/
DAPI) y doble (CMA/DAPI) son generalmente
patrones reversos de DA/DAPI o DAPI/AMD. La
cantidad de heterocromatina constitutiva revelada
con bandas CMA+, ricas o con moderada cantidad
de G-C (expresada en porcentaje de la longitud
cariotipica), ademas de escasa varia poco entre
las especies estudiadas (1,41-1,92) y se encuentra
asociada a las NORs y a las bandas C (Tabs. 1; 2
y Figs. 1; 3).

En relacion al indice asimetria (Al) de
Pazsko (2006), A. humilis exhibe un cariotipo
marcadamente asimétrico (Al = 24,191),
coincidente con el A, de Romero-Zarco; mientras
que A. arborescens presenta el cariotipo menos
asimétrico (15,428) y 4. X spinosissima un valor
intermedio de 18,978 (Fig. 3)

En las metafases evaluadas de A. humilis,
las bandas heterocromaticas fluorescentes se
muestran unicamente como CMA+/DAPI-,
ubicadas en los satélites y en los brazos largos en
las zonas adyacentes a la constriccion secundaria

Figura 1 — Metafases somaticas, con tincion doble CMA/DAPI —a,b. A. humilis; d,e. A. arborescens; c,f. A. X spinosissima.

Las flechas indican bandas CMA+ (a,d,c) y las lineas blancas muestran zonas DAPI- (b,e,f). Barra = 10 um.
Figure 1 — Somatic metaphases, with double staining CMA/DAPI — a,b. 4. humilis; d,e. A. arborescens; c,f. A. X spinosissima. Arrows
indicate bands CMA+ (a,d,c) and white lines show areas DAPI- (b,e,f). Bar = 10 um.
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(Fig. 1a,b). El nimero de cromocentros tefiidos
con fluorocromos coincide perfectamente con el
numero de bandas observadas en los cromosomas
metafasicos (Figs. 1a; 2a).

Se observan bandas C-Giemsa en las
zonas subteloméricas de los pares L, y L,,
coincidente con las bandas CMA+/DAPI-
reveladas (Fig. 1a). Con respecto a la cantidad de
heterocromatina cuantificada, ésta es de 1,26%,
siendo un porcentaje bastante cercano al 1,69% de
heterocromatina constitutiva rica en G-C revelada
con bandeo de fluorescencia (Tab. 1).

A. arborescens presenta mayor cantidad
de heterocromatina constitutiva, con respecto
a las otras especies estudiadas (1,92%), rica en
G-C y localizada sobre los satélites de los brazos
largos de los cromosomas L, y L,, observandose
en algunos casos en la zona del satélite, un gran
“gap” con tincion DAPI (Fig. le). En algunas
metafases se revela una banda DAPI+ como dos
puntos en el centromero de un cromosoma S y
una banda CMA+ en el brazo corto de uno de los
cromosomas pequeios. Las bandas C reveladas
son ricas en G-C y pobres en A-T (Fig. 1d,e). El
namero de cromocentros C-DAPI determinados en
los ntcleos interfasicos corresponde a la cantidad
de bandas observadas en las placas metafasicas.

A. x spinosissima exhibe un cariotipo de
ocho cromosomas grandes (seis subtelocéntricos
y dos telocéntricos) y seis cromosomas pequeiios
submetacéntricos. La presencia de un par
telocéntrico es compartido con uno de sus
posibles parentales, 4. humilis, caracter poco
frecuente en el género Aloe (Fig. 3). La especie
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presenta constricciones secundarias en uno de los
complementosde L,y L,,yenelparL,, con 1,41%
de heterocromatina constitutiva rica en G-C (Tab.
1) revelada por la presencia de bandas CMA+/
DAPI- (Fig. lc,f), coincidentes con la presencia
de bandas C-giemsa. El nimero de cromocentros
CMA+ es de cuatro.

Discusion

En A. humilis, Sharma & Mallick (1965)
reportan un rango del tamafio del complemento
haploide entre 4,1-14,8 um, Vij et al. (1980)
reportan la existencia de dos tipos citologicos de
la especie, 2n = 14 y 2n = 21, con una longitud
del complemento haploide entre 3,04—11,10
pm para el primer citotipo; valores cercanos a
los reportados en la tabla 2 (3,82—-14,21 pm).
Posteriormente, Brandham (1971) realiza el
recuento cromosdmico esporofitico con tincion
convencional y reporta 2n = 14, sin sefalar
mayores cambios o diferencias en el cariotipo.

En A. arborescens, su cariotipo fue publicado
por primera vez por Taylor (1925), quién reporta n
=7 (cuatro cromosomas grandes y tres pequefios)
con constriccion secundaria y satélite en un
cromosoma grande. A partir de la observacion de
la metafase publicada por este autor y de acuerdo
al tamafio del brazo corto de los cromosomas
grandes, se estima que el cromosoma que exhibe
la constriccion secundaria es el L,. Posteriormente,
Snoad (1951) confirma el nivel de ploidia y el
nimero cromosdémico n = 7.

Sharma & Mallick (1965) trabajaron con dos
variedades - A. arborescens var. natalensis Berger

Figura 2 — Nucleos interfasicos con doble tincion CMA/DAPI — a. humilis; b. A. arborescens; c. A. X spinosissima. Los
cromocentros CMA+ estan sefialados con flechas blancas. Barra =10 um.

Figure 2 — Interphase nuclei with double staining CMA/DAPI —a. A. humilis; b. A. arborescens; c. A. X spinosissima. The CMA+ chromocenters
are marked with white arrows. Bar = 10 um.
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y A. arborescens var. milleri Berger - reconocidas
como sinonimos de 4. arborescens (The Plant
List 2013). Reportan los siguientes cariotipos:
2n = 14 = 4,5-17,4 um con variaciones de 2n
=13 en A. arborescens var. milleri y 2n = 14 =
4,6-20 pm en A. arborescens var. natalensis. Los
datos publicados por estos autores coinciden con
los obtenidos en la presente investigacion en el
nimero cromosdmico, presencia de constriccion
secundaria en el brazo largo de L y rangos de
tamafios cromosémicos (5,60-19,57 um) (Tab.
2; Fig. 3).

Imery & Caldera (2002) sefialan un
cariotipo conformado por un cromosoma
grande sm, tres subtelocéntricos y tres pequefios
submetacéntricos, cariotipo 3B y satélites en
los pares L, y L,, caracteres coincidentes con
lo indicado en el presente trabajo (Tabs. 2; 3 y
Fig. 3). Asimismo, es importante resaltar que las
bandas C-DAPI detectadas en los brazos largos
L, coinciden con las bandas CMA+/DAPI-y con
la zona 45S del ADNr (Fig. 1d,e; Adams et al.
2000; Lee et al. 2016).

Aloe humilis
st t sm

L1 L2 L3 L4 S1 S2 S3

Aloe spinosissima
sm st

L1 L2 L3

Heteromorfias

Se evidencia la uniformidad mantenida en el
cariotipo de Aloe, como se ha reportado en estudios
previos (Brandham 1971). A. arborescens y A.
humilis presentan cariotipos bimodales con ocho
cromosomas grandes y seis pequefios. Incluso
el proceso de ortoseleccion mencionado para el
género (Brandham & Johnson 1977) se refuerza
con la presencia de bandas heterocromaticas
asociadas a las zonas de organizacion del nucléolo
en los brazos largo de los cromosomas grandes de
la tres especies estudiadas (Figs. 1; 3).

Las heteromorfias observadas en esta
investigacion se limitan a 4. X spinosissima,
especie en la cual los cromosomas son claramente
heteromorfos, como se observa en las Figuras
lc y 3c. Las diferencias de mayor importancia
se registran en los brazos largos de todos los
cromosomas, siendo mas marcadas en los pares
L,-L,. Uno de los complementos de L, y uno de
L, presentan bandas CMA+/DAPI- (Figs. Ic;
3c) confirmadas con bandeo C-Giemsa (Fig.
2f). El par L,, aunque presentan una notoria

Aloe arborescens

st m sm
L1 L2 L3 L4 S1 S2 S3
b
t sm
D Sl ilelelala
L4 S1 S2 S3
C

Figura 3 — Figuras ideogramaticas de los cariotipos de las tres especies estudiadas. Se presentan los patrones de bandeo

heterocromatico con fluorocromos. Los bloques negros indican bandas CMA+/DAPI-. (m = metacéntrico; sm =

submetacéntrico; st = subtelocéntrico; t=telocéntrico; L = cromosomas grandes; S = cromosomas pequefios). Barra=20 pm.
Figure 3 — Ideograms of the karyotypes of the three species. Heterochromatic banding patterns with fluorocrhomes are presented. Black
blocks indicate bands CMA+/DAPI-. (m = metacentric; sm = submetacentric; st = subtelocentric; t = telocentric; L = large chromosomes; S

= small chromosomes. Bar =20 um.
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diferencia entre el tamafio de los cromosomas,
muestra bandas CMA+/DAPI- en ambos pares.
Estas zonas heterocromaticas ricas en G-C y
pobres en A-T, asociadas a zonas de organizacion
del nucleolo son frecuentes en el género y se
han reportado previamente en otras especies de
Aloe (Shamimul & Khanam 2005; Sanchez et
al. 2009). Estas caracteristicas heteromorficas
entre homeodlogos también se observan en los
cromosomas pequeflos aunque no porten bandas o
constricciones secundarias que pudieran funcionar
como marcadores de dichos cromosomas (Fig. 1c).

Se han reportado cambios cromosomicos
estructurales dispersos en las poblaciones de una
misma especie de 4loe, tales como movimientos
Robertsonianos, inversiones paracéntricas
y pericéntricas, translocaciones resciprocas,
deleciones, entre otros (Brandham 1969; Sapre
1978; Vij et al. 1980); observados por la formacion
de puentes tipo E, puentes dicéntricos, fragmentos
acéntricos, bucles, entre otras aberraciones meioticas
(Brandham 1969; Brandham 1977; Brandham &
Johnson 1977). Sin embargo, estas variaciones no
son comunes dentro y entre especies, por accion de la
seleccion positiva hacia la uniformidad del cariotipo
- ortoseleccion - (Brandham & Doherty 1998). Las
variaciones mantenidas en el grupo corresponden
principalmente a la presencia de heteromorfias en
constricciones secundarias no compartidas entre
homologos (Sharma & Mallick 1965; Imery &
Caldera 2002; Sanchez 2007). La presencia de
cromosomas heteromorfos y la formacion de figuras
meidticas anormales, principalmente de puentes tipo
E, han sido sefialados como delatores de procesos
recientes de hibridacion (Brandhan 1969, 1977,
Brandham & Johnson 1977).

T

Figura 4 — Cariograma de Aloe spinosissima. La tincion
se realizd con CMA. Las bandas CMA+ se observan
como puntos pequeiios en los subteldmeros de los
cromosomas. Se observan claramente las heteromorfias

entre pares homeologos. Barra= 10 um.

Figure 4 —Karyotype of Aloe spinosissima with CMA staining. The
CMA-positive bands are observed on chromosomes subtelomerics
regions like small spots. The heteromorphy between homeologous
pairs are observed. Bar = 10 pm.

Ysbelia SG & Maria-B R

Origen hibrido de A. x spinosissima

Lapoliploidia y la hibridacion interespecifica
son los fenomenos de mayor predominio en la
evolucion de las plantas (Friesen ef al. 1997). En el
género Aloe se atribuye a los procesos hibridacion
la principal influencia en su evolucion (Reynolds
1966). A. x spinosissima es un ejemplo de ello y
sus posibles progenitores son 4. arborescens 'y A.
humilis (Riley & Majumdar 1979; Royal Botanic
Gardens, Kew 2016), especies simpatricas en el
sur de Africa, region sefialada como sitio de origen
de la especie estudiada (Riley & Majumdar 1979).

Las especies sefialadas como posibles
parentales (Riley & Majumdar 1979), son
notoriamente diferentes en cuanto a su morfologia
y fueron separadas en dos grupos distantes (4.
humilis fue circunscrita al grupo 6 y A. arborescens
al grupo 16) debido a que 4 humilis es de porte
herbaceo con tallos inconspicuos, mientras que
A. arborescens es de porte arbustivo con mas
de 1 m de altura y tallos conspicuos (Smith &
Newton 2001). Estas especies también presentan
diferencias notorias a nivel citogenético (Tabs. 1;
2), los cromosomas de 4. arborescens son de mayor
tamafio (5,60—19,57 um) con respecto a los de 4.
humilis (3,82—14,21 um), haciendo una LTCH
distante (93,70 a 63,18). A. arborescens muestra
un cariotipo menos asimétrico (15,428) que 4.
humilis (24,191). Con respecto a la ubicacion
de las bandas, sdlo coinciden en el par L, (Fig.
4). Asimismo, estas especies se resuelven en un
clado en los arboles propuestos por Treutlein et
al. (2003) a partir de analisis cladisticos inferidos
de secuencias del ADN cloroplastico (rbcL y
matk) y la ubicacion de microsatélites en el ADN
nuclear, y en el grupo A propuesto por Lee et al.
(2016) a partir de analisis filogenéticos basados
en las secuencias nucleotidicas de psbk-psbl en
40 especies de Aloe. La coincidencia geografica
y la distancia genética son factores que influyen
en el rompimiento de barreras reproductivas entre
estas especies.

A. X spinosissima presenta caracteristicas
citogenéticas que refuerzan las hipdtesis sobre su
origen hibrido (Tabs. 1; 2 y Fig. 3), tales como: un
cariotipo diploide heteromorfo con los pares de
cromosomas grandes claramente diferentes (Figs.
3; 4), con constricciones secundarias en uno de
los complementos de L, y uno de L,, (heredados
posiblemente, L, de 4. arborescens y L, de A.
humilis), valor de longitud total del complemento
(72,60 um) e indices de asimetria (por ejemplo de
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Pazsko 18,978) intermedios entre sus dos parentales
A. arborescens (15,428) y A. humilis (24,191).

Los resultados carioldgicos y de bandeo
de fluorescencia fueron corroborados con la
aplicacion de bandeo C. Se revelo la presencia de
bandas C-Giemsa en uno de los complementos
de L,y L,, yenelparL, detectadas como zonas
ricas en G-C con bandeo de fluorescencia (Fig.
lc,f). Las diferencias entre pares cromosomicos
podrian deberse a su origen alodiploide reciente
y mantenimiento de estas caracteristicas por su
tipo de reproduccién asexual exclusiva. Lee ef al.
(2016) reporta resultados similares en un hibrido
interespecifico entre de A. arborescens X A. vera,
sefialado como heterocariotipo con herencia con un
juego cromosdmico proveniente de cada uno de sus
parentales, identificados por hibridacién gendomica
in situ (GISH) y por hibridacion fluorescente in situ
(FISH, ADNr 5S y 458).

Las heteromorfias observadas a partir
de la aplicacion de bandeo C, CMA/DAPI y
cariomorfometria; demuestran una herencia
biparental del cariotipo de 4. x spinosissima
y refuerzan la importancia que han tenido los
procesos de hibridacion en la evolucion del género.
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