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Resumen

El reconocimiento de las propiedades medicinales y terapéuticas de las plantas de
sabila (Aloe vera L.) ha hecho que la industria aumente su interés por mejorar el
cultivo y su rendimiento, para lo cual se hace necesario conocer los progresos en los
métodos y técnicas de investigacion genética logrados hasta ahora en la especie.
Para ello, se realizd una revisién bibliografica-documental en la cual se recolectd,
clasificé y categorizé toda la informacidn referida a Aloe vera en los ultimos 15
afios. Las categorias basicas fueron avances en las investigaciones genéticas:
tradicionales y modernas. Estas categorias fueron divididas en subcategorias:
estudios cromosdmicos, cruzamientos y mutagénesis para la categoria de los
avances en las investigaciones genéticas tradicionales y clonacién de genes,
transgénesis, bandeo cromosémico, citogenética molecular y diversidad genética
por estudios moleculares para la categoria de los avances de las investigaciones
genéticas modernas. Finalmente, se discute la potencialidad de estos resultados en
futuros proyectos de investigaciones genéticas.

Palabras clave: Aloe vera; mejoramiento genético; genes; cromosomas.

Recibido / Received: 05-05-2015 ~ Aceptado / Accepted: 21-03-2016



Avances genéticos de Aloe vera
64 Molero y Viloria

Genetics investigation advances in Aloe vera (L.) Burm.f.

Abstract

Recognition of medicinal and therapeutic properties of Aloe plants (Aloe vera
L.) has made that the industry increase its interest on improving this crop and
its performance, for which it has been necessary to know about the progress on
methods and techniques for genetic investigations made so far in this species.
Approaching that goal, a bibliographic and documentary research was done, in
which was collected, classified and categorized all the related information about
this species over the last 15 years. Basic categories were advances on: traditional
and modern genetic research. These categories were divided into subcategories:
chromosome studies, crosses and mutagenesis under the category of advances on
traditional genetic research and gene cloning, transgenes, chromosome banding,
molecular cytogenetic and genetic diversity by molecular studies for the category
of advances on modern genetic research. Finally, the potential of these results in
future genetic improvement projects is discussed.

Key words: Aloe vera; breeding; genes; chromosomes.

Introduccion

Las investigaciones de la estructura genética de las especies vegetales tiene
importancia taxondmica, funcional y adaptativa, debido a que el complemento
cromosOmico forma parte de un sistema dindmico moldeado por procesos evo-
lutivos; por lo tanto los cambios en un determinado grupo de genes o cromoso-
mas y la adopcién de un cariotipo especifico no es un proceso fortuito sino que se
presenta en funcidn a la respuesta de las plantas a factores ambientales. De alli la
importancia de estos estudios en la caracterizacidn genética de las especies y para
programas y proyectos de mejoramiento genético (Poggio y Naranjo 1990).

El mejoramiento genético de plantas es una de las hazafias mas antiguas del
hombre, iniciandose con la adaptacidn bajo condiciones controladas y la seleccién
de aquellas variedades capaces de proporcionar beneficios y una mejor fuente de
alimentos. Lo anteriormente dicho marcé una de las fases mds importantes en el
progreso de la humanidad, al permitirle transitar de una vida nédmada e individua-
lista @ una sociedad organizada y cooperativista. El mejoramiento de las plantas
fue inicialmente un proceso empirico, fortuito y lento que permanecié como un
arte y no como una ciencia hasta principios del siglo XX (Cubero 2003).
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Los procesos que emplean los fitomejoradores han permitido crear un sinnu-
mero de variedades de plantas con el objeto de incrementar su produccidn, resis-
tencia a plagas y enfermedades y la adaptacién a ambientes especificos, regiones
y usos, mediante la seleccidn de variedades o el cruce entre ellas.

Las principales vias a través de las cuales se han originado y adaptado las es-
pecies cultivadas son las combinaciones de genes por medio de las hibridacio-
nes y mutaciones, ocurridas de forma natural o artificial. Algunas de las nuevas
variantes originadas tuvieron ventajas pero otras no; de tal manera que las mas
pobremente adaptadas al ambiente fueron eliminadas y solo se conservaron es-
tirpes con caracteristicas genéticas diferentes que garantizaran mejor produc-
cion (Camarena et al. 2014).

Sin embargo, obtener plantas mejoradas por estos medios convencionales
resulta dificil por el tiempo requerido y por el trabajo laborioso, sin garantia de
resultados positivos. Por esta razdn, el hombre ha recurrido a la invencién y aplica-
cién de técnicas menos fortuitas que le permitan obtener resultados en un menor
tiempo y de forma mas segura a través de métodos biotecnolégicos para producir
variantes mas utiles. Hoy, el mundo se encuentra en la era de la Biotecnologia
Vegetal y de la Ingenierfa Genética, donde se emplean técnicas como el cultivo in
vitro, seleccién celular, variacién somaclonal, mutaciones inducidas, transgénesis,
entre otras (Camarena et al. 2014).

De acuerdo a esto, los principales objetivos de estudio de la genética clasica se
basan en la determinacién de las caracteristicas del cariotipo y la identificacién cro-
mosdmica mediante técnicas de tincidon convencionales y bandeo cromosdmico.
También, se evalda el tamafio del genoma y se analiza el comportamiento meidti-
co de los cromosomas en razas, especies, hibridos y poliploides.

Por su lado, las técnicas de genética molecular o moderna, combinan infor-
macién citoldgica cldsica con informacién molecular de las secuencias de ADN y
permiten realizar estudios de mapeo y de distribucidn fisica de secuencias de los
acidos nucleicos, analizar relaciones evolutivas entre especies y estudiar la orga-
nizaciéon del genoma y la arquitectura de estas moléculas portadoras de la infor-
macidn genética. Los resultados que se obtienen mediante la aplicacién de estas
técnicas facilitan estudios de sistemadtica, filogenia, biodiversidad, evolucién, me-
joramiento y biotecnologia (Poggio et al. 2010).

Cubero (2003) indica que en el campo de las investigaciones genéticas exis-
ten varios métodos clasificados en dos areas: tradicional y moderno. Dentro de
los métodos tradicionales se encuentran la seleccién, cruzamientos y algunos
tipos de mutaciones inducidas (mutagénesis), mientras que en el drea de las
investigaciones genéticas modernas se engloban otros métodos de mutagé-
nesis, asi como las nuevas técnicas de ingenieria genética, donde se destaca la
transformacién o transgénesis.



Avances genéticos de Aloe vera
66 Moleroy Viloria

Muchas especies de plantas cultivadas que abastecen la alimentacién mundial
han sido sometidas a pruebas de mejoramiento genético con métodos convencio-
nales y modernos, pero las plantas medicinales, de donde se obtienen productos
primarios y derivados para la fabricacién de medicamentos y farmacos, han sido
objeto especial de estudio a fin de lograr mejor rendimiento y calidad de sus pro-
ductos (Oliveira et al. 2007).

Dentro de este grupo de plantas se destaca a Aloe vera L. (=Aloe barbadensis
Miller= sabila), especie de suma importancia por ser una de las pocas que se cultiva
en las regiones aridas y semidridas del mundo y de la cual se extraen productos, no
solo para la industria farmacéutica, sino también para la industria manufacturera,
cosmetoldgica y alimenticia (Bozziet al. 2007). Por ello, en los ultimos afios las in-
vestigaciones en las especies de Aloe se han incrementado notoriamente (Bozziet
al. 2007) y se pueden encontrar, en la literatura escrita y digital, articulos cientifi-
cos y de divulgacién publica que informan de los beneficios de esta planta para la
salud humanay los métodos y técnicas para mejorar su rentabilidad y rendimiento.

De los métodos de investigaciones genéticas nombrados anteriormente, solo
algunos de ellos pueden aplicarse en plantas de reproduccién asexual, como es el
caso de la sabila. Es importante aclarar, que aunque la reproduccién de esta planta
ha sido descrita como sexual (alégama), su propagacion por esta via es extrema-
damente escasa, por lo que su multiplicacidn se hace por separacién de brotes o
hijos. Una evidencia de ello, son los estudios realizados por Imery y Cequea 2002 e
Imery 2007, quienes revelaron que aun después de la floracion de miles de plantas
visitadas por numerosos vectores, tales como colibries, abejas, avispas y maripo-
sas, no hay formacion de frutos.

Para emprender un programa de mejoramiento genético y/o comprender la es-
tructura genética de una especie vegetal de interés agricola, es necesario conocer
los progresos en las técnicas de fitomejoramiento y los adelantos en las investiga-
ciones genéticas en esa especie. Por ello, en esta investigacion se pretende reali-
zar un inventario bibliografico-documental sobre los avances de las investigacio-
nes genéticas en A. vera durante los Ultimos quince afios.

Materiales y métodos

Tomando en cuenta la clasificacion de Hernandez et al. (2010), esta investiga-
cién es de tipo documental, y dentro de ellas se ubica en los andlisis documentales
de contenido, definida como una operacidn intelectual que da lugar a un subpro-
ducto o documento secundario el cual actia como intermediario o instrumento
de busqueda obligado entre el documento original y el usuario que solicita in-
formacidn. La creacidn de este subproducto implica la integracion, organizacion
y evaluacion de la informacion tedrica y empirica existente sobre un problema,
focalizando el progreso de la investigacién actual. Castillo (2005) lo define como
un proceso analitico-sintético, en la cual la informacidn referida a un tema es es-
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tudiada, interpretada y sintetizada minuciosamente para dar lugar a un nuevo do-
cumento que lo representa de modo abreviado pero preciso, caracterizado por
contener una informacidn concentrada de los documentos originales que pueden
ser consultados con facilidad ofreciendo las primeras noticias de la existencia de
aquellos sin interpretacion ni critica de ellos.

Para realizar esta investigacion se emplearon bases de datos documentales im-
presos y electrénicos donde se recolectd, clasificd, analizé y resumid el contenido
de articulos cientificos, tesis de grado, memorias de eventos y libros referidos a
la especie Aloe vera L. (=Aloe barbadensis Mill.) de los ultimos 15 afios, donde se
incluye los resultados obtenidos por nuestro grupo de trabajo.

Toda lainformacién fue clasificada y categorizada en dos dreas basicas: material
bibliografico referido a los avances en las investigaciones genéticas tradicionales y
los avances en las investigaciones genéticas modernas. A su vez, estas categorias
fueron divididas en subcategorias: para la primera categoria se establecieron las
siguientes subcategorias: estudios cromosdmicos, cruzamientos y mutagénesis y
para la segunda se propusieron como subcategorias: clonacién de genes, transgé-
nesis, citogenética molecular y diversidad genética por estudios moleculares.

Con el fin de obtener un resultado mas significativo de este estudio documen-
tal, se considerd la redaccidn de una seccién donde se analiza la potencialidad y
alcances de estos hallazgos para la explotacion agricola de este rubro.

Resultados y discusion

El andlisis documental realizado demostraron que las investigaciones genéticas
clasicas sobre Aloe vera (L.) Burm.f. proporcionan diferentes tipos de informacio-
nes sobre el complejo cromosdmico de la planta en comparacidn con las investi-
gaciones genéticas modernas, pero ambas contribuyen a aportar conocimientos
taxondémicos, evolutivos y de gendmica estructural y funcional, aplicables en pro-
cesos de mejoramiento genético convencionales o biotecnoldgicos.

1) Avances en las investigaciones genéticas tradicionales

1.1) Estudios cromosémicos

Los estudios citogenéticos realizados en A. vera indican que el nimero basico
de esta especie es de x=7 cromosomas, distribuido en cuatro cromosomas acro-
céntricos grandes (L1-L4) y tres cromosomas submetacéntricos pequefios (S1-S3)
(Adams et al. 2000b, Ji et al. 2002, Zheng et al. 2005).
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Investigaciones recientes en poblaciones de A. vera revelaron que el cariotipo
de las plantas diploides estaba formado por cuatro pares de cromosomas largos
subtelocéntricos y 3 pares submetacéntricos (Molero y Matos 2008, Gunjan y Roy
2010, Chaudhari y Chaudhary 2012, Gupta y Sahu 2014).

La longitud cromosdmica varid segun las poblaciones y especies en estudio, lo
que ha dado motivo a realizar estudios de diversidad genética y profundizar en las
mediciones cariomorfométricas que permitan conocer los recursos fitogenéticos
disponibles dentro del género Aloe. Por ello, en la literatura cientifica se encuen-
tran estudios cariomorfométricos en plantas de A. vera tanto del oriente del pla-
neta (Gunjany Roy 2010, Fentawet al. 2013, Kumar y Kumar 2014, Jahan et al. 2014),
como del occidente (Cortina 2009, Albornoz e Imery 2003, Imery y Caldera 2002)
que representan las condiciones agroclimaticas donde prospera esta especie.

Ren et al. (2007) sefialan que este grupo vegetal es un modelo de estabilidad
carioldgica, en funcién de la similitud en el nimero y la morfologia de sus cromoso-
mas mitdticos y Vosa (2005) comenta que la estabilidad climatica y la similitud de
habitat donde vive la mayor parte de las especies del género Aloe, pueden haber
sido muy importantes en la creacién y mantenimiento de la uniformidad del cario-
tipo, sin cambios cromosdmicos mayores.

En el caso particular de Venezuela, Albornoz e Imery (2003) estudiaron diferen-
tes poblaciones de sabila en el oriente del pais y encontraron cariotipos bimodales
de 8 cromosomas grandes y 6 pequefios, (2n=14= 8L+6S), con diferencias significa-
tivas entre poblaciones, al comparar la relacién de longitud del brazo largo/brazo
corto de cada uno de los cromosomas.

En el 2002, Imery y Caldera compararon las caracteristicas cromosdmicas de
cinco especies de Aloe considerando la longitud de los brazos largos (1), longitud
de los brazos cortos (s), longitud cromosdémica (Lc) e indice r (I/s). Con estos datos
se construyd un dendrograma, empleando como medida de afinidad la distancia
euclidiana y la agrupacién por promedios simples a través de la cual se estable-
cieron las relaciones entre las especies de acuerdo a su estructura cromosomica.
Segun este estudio, las féormulas idiogramaticas fueron 2Lsm + 6Lst + 6Ssm para A.
vera, A. arborescens y A. succotrina, y de 8Lst + 6Ssm para A. saponaria y A. chinen-
sis. Estas dos ultimas especies mostraron los cariotipos mds asimétricos, clasifica-
dos como tipo 4By con los mayores indices de asimetria intra e intercromosdémica.

En poblaciones de las zonas occidentales de Venezuela, Molero y Matos (2008)
indicaron que el complemento somatico de A. Vera (L.) Burm. f. estd compuesto
por 14 cromosomas, clasificdndolos en 8 cromosomas subtelocéntricos y 6 subme-
tacéntricos; la longitud total cromosdmica oscild entre 3,01y 13,45 um. Las longi-
tudes de estos cromosomas son inferiores a los reportados por Albornoz e Imery
(2003) e Imery y Caldera (2002).
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En el primer caso informan longitudes variables entre 5, 11a 18, 24m, los segun-
dos autores indican longitudes de 4,3 a 18m y los terceros reportan valores de 5,5
a 17,7m. Es probable que estas diferencias se deban al estadio de condensacidon
de los cromosomas en las metafases analizadas en esta investigacion o a otros
factores tales como la temperatura, la disponibilidad de determinados nutrientes,
la técnica empleada en el tratamiento de las células y el tiempo de exposicidn de
las células al antimitdtico, entre otros factores (Valdéz 1997).

1.2) Cruzamientos

Pocos son los trabajos sobre cruzamiento e hibridacién artificial encontrados
en la literatura cientifica con las plantas del género Aloe, debido a que su repro-
duccidn es basicamente asexual, lo que limita la obtencién de polen, dvulos y se-
millas viables que conduzcan a la formacién de un hibrido. Sin embargo, Imery
y Cequea (2012) lograron obtener un hibrido entre Aloe vera (L.) como progeni-
tor femenino y A. jacksonii (Reyn) como especie donadora de polen. La progenie
mostré expresividad intermedia en la mayoria de las caracteristicas vegetativas,
excepto en el color de las flores (hibrido = A. jacksonii), asi como para el nimero
de hijuelos, nimero y drea de las manchas foliares, variables en las cuales el hibri-
do superd la expresién de ambos parentales. En células meristemdticas subapi-
cales se observaron cariotipos bimodales 2n=2x=14=8L+6S=2L(sm)+6L(st)+6S(sm)
en A. verd, 2n=4x=28=16L+12S=3L(sm)+13L(st)+3S(mM)+9S(sm) en A. jacksonii y
2n=3x=21=12L+9S=3L(sm)+9L(st)+1S(m)+8S(sm) en el hibrido.

Se determinaron anormalidades en mas del 50% de los meiocitos de los hibridos
siendo las aberraciones meidticas mas frecuentes las univalentes y adherencia cro-
mosdmica en profase I, puentes dicéntricos acompafiados o no con fragmentos
acéntricos en anafase y telofase 1 y 11, asi como una, dos o tres microsporas adicio-
nales. Después de la floracidn, no se observaron frutos ni semillas.

Se han reconocido hibridos interespecificos en el medio natural producidos es-
pontaneamente, como el caso de A. arborescens var. Ucriae Berger, el cual es pro-
bablemente un hibrido entre A. arborescens Mill. X A. pluridens Haw.

Esta misma especie A. arborescens presenta numerosas formas hibridas: x A.
vryheidensis Groenew x A. dffinis Berger, x A. barbertoniae Pole-Evans x A. crypto-
poda Baker, x A. ferox Mill. x A. glauca Mill. ,x A. marlothii Berger x A. petricola Po-
le-Evans x A. saponaria Haw, x A. sessiliflora Pole-Evans, x A. spectabilis Reynolds, x
A. suprafoliata Pole-Evans x A. verdoorniae Reynolds x A. vogtsii Reynolds. De igual
manera en A. sapondria Haw. han sido citados cruces x A. arborescens Mill., x A.
brevifolia Mill., x A. ferox Mill. x A. pratensis Baker, x A. spectabilis Reynolds y x A.
striata Haw (Guillot et al. 2009).
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1.3) Mutagénesis-induccién de poliploidia

La induccidn de la poliploidia ha constituido una herramienta genética util que
ha permitido seleccionar variedades de plantas con ndmeros cromosdmicos au-
mentados que presenten caracteres beneficiosos para la agricultura (Cubero
2003). Este mismo autor indica que la poliploidia, suele dar lugar a flores, frutos,
granos de polen y hojas de mayor tamafio, fendmeno que se conoce como gigan-
tismo; también se ha utilizado con el fin de conseguir una mejora en la calidad, au-
mentando o reduciendo la proporcién con que se presenta una sustancia quimica:
hidratos de carbono, proteinas, vitaminas, entre otros.

Los primeros trabajos de induccién de poliploidia en A. vera a nivel mundial fue-
ron realizados en Venezuela por Imery y Cequea (2001), quienes aplicaron diver-
sos tratamientos de colchicina en sabila con el objeto de inducir tetraploidia. Para
ello, los rizomas de plantas adultas de 20 cm de longitud fueron sumergidos en
soluciones de colchicina de diferentes concentraciones (0,05; 0,1y 0,15%) combina-
das con diferentes tiempos de exposicidn (6, 12, 18 y 24 horas).

La aparicién de los retofios a partir de las yemas del rizoma fue monitoreada
diariamente durante 60 dias y posteriormente se les realizo el estudio citogenéti-
co. Los tratamientos causaron diferentes efectos en el tiempo de aparicién de los
retofos y en el nimero de retofios por rizoma.

La duplicaciéon cromosdémica se logrd con la inmersion de los rizomas en so-
lucidn de colchicina al 0,15% por 24 horas. Sélo del 5,9% del total de los rizomas
tratados, surgieron yemas totalmente tetraploides (2n = 4x = 28). El resto de las
combinaciones produjo tejido diploide y quimérico. Cuando estas yemas se con-
virtieron en plantas adultas autotetraploides de 6 meses de edad, se realizé el
examen morfoldgico, observandose expresiones de gigantismo en las hojas y un
incremento en el tamafio de las células epidérmicas.

En este mismo afio, Wang et al. (2001) también indujo tetraploidia en plantulas
de A. vera y obtuvo que la mas alta tasa de induccién obtenida fue de un 50% a
una concentracion de colchicina de 0,06% con 12 horas de exposicién. Al comparar
las plantas poliploides con las diploides se encontrd que las hojas de las plantas
poliploides fueron mas gruesas, grandes, de color mas oscuro, y con estomas de
mayor tamafio pero de menor nimero. Se encontrd que el resto de las plantulas
tratadas fueron quimeras con células diploides (2n = 4x=14) y células tetraploides
(2n = 4x = 28) simultdneamente.

Ren et al. (2007) indujeron tetraploides de Aloe vera en condiciones in vitro,
probando dos tratamientos distintos: a) sumergiendo los segmentos nodales en
solucién de colchicina y b) afiadiendo colchicina a los medios de cultivo. Los resul-
tados de este estudio indicaron que los mejores resultados se obtuvieron cuando
se afadié la solucidn de colchicina al medio de cultivo que contenia los explantes,
durante un periodo de 3 a 4 dias, a una concentracién de 2000 mg/L. Luego los
explantes fueron transferidos a medios de cultivo sin colchicina.
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La tasa de induccién de tetraploidia fue de 41,5%. El estudio de las caracteristi-
cas morfoldgicas reveld que las plantas desarrollaron hojas con mayor grosor en
comparacién con las plantas diploides y con mayor cantidad de cloroplastos en las
células guardianas de los estomas.

En el afio 2008, Molero y Matos determinaron que ademas de la concentracion
de la colchicinay el tiempo de exposicién al quimico, la temperatura también influ-
ye en lainduccién de la poliploidia en A. vera. Se aplicaron tratamientos a distintas
concentraciones de colchicina (0,10% y 0,15%), diferentes tiempos de exposicién (12
y 24 horas) y a temperaturas de 25°Cy 35° C.

Las plantas jévenes con un tamafio de 10 a 15 cm fueron sumergidas comple-
tamente (tanto rizomas como hojas) en la solucién de colchicina y transcurrido el
tiempo del tratamiento se realizé el estudio citogenético en el tejido meristemati-
co. Las plantas con todo su tejido tetraploide (2n = 4x = 28) fueron llevadas a campo
y 4 meses después de aplicados los tratamientos se realizé nuevamente el estudio
citogenético, observandose que el 25% de las plantulas tratadas con 0,15% de col-
chicina por 24 horas a 35° C mantuvieron su condicidn de tetraploidia. La duplica-
cién cromosémica causé un incremento en la altura de las plantas y en la longitud,
ancho, espesor y volumen foliar con respecto a las plantas diploides y quimeras.

2) Avances en las investigaciones genéticas modernas

2.1) Clonacién de genes

La sabila es una planta C, con mecanismo acido crasulaceo (CAM), cuyas enzi-
mas fundamentales son fosfoenolpiruvatocarboxilasa (enzima PEPC) y mélica-NA-
DP. La sintesis de estas enzimas estd controlada por un grupo multigénico que
produce diferentes isoenzimas, pero en el caso particular de las plantas del género
Aloe, los genes que codifican a estas enzimas estan plenamente identificados y
clonados (Honda et al. 1996, Honda et al. 2000).

En la investigacién realizada por Honda et al. (2000) en Aloe arborescens se de-
tectaron tres isoformas de la enzima mdlica-NADP; la primera conformada por una
proteina de 72 kDa con pl de 6,0; encontrada tanto en tejido foliar como en el te-
jido de la raiz; otra de 65 kDa con un pl de 5,6 especifica para raiz, y la dltima, con
65 kDa y un pl de 5,5 sélo para hoja. Los resultados indicaron que hubo actividad
enzimatica en las dos proteinas de 65 kDa, pero en la proteina de 72 kDa la acti-
vidad fue muy baja. Del tejido foliar se logré aislar el gen AME1 y la secuencia de
aminodcidos que se obtuvo de la expresion de este gen mostrd un alto grado de
homologia con secuencias de aminodcidos para esta misma enzima ya conocidas
en otros organismos.
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Con este resultado, se creé un arroz transgénico que llevé el gen AME1 de A.
arborescens y produjo de manera eficiente una proteina de 65 kDa con un pl de
5,5 que presentaba activa la enzima malica-NADP. Estos resultados indicaron que
el gen AME1 induce a la sintesis de una proteina de 65 kDa correspondiente a la
enzima malica-NADP.

De la misma especie, Honda et al. (1996) aislé el gen ORF, que codifica para
964 residuos de aminoacidos que conforman la enzima PEPC. Ambos genes estan
regulados a nivel transcripcional por diferentes factores, entre los que destacanla
luz, salinidad, estrés hidrico y nutricional, hormonas (ABA y citoquininas) y fotope-
riodo (Echevarria et al. 2010). De igual manera, Morita et al. (2007) logrd aislar el
gen para la sintesis de la enzima aldo-cetoreductasa.

De las especies de Aloe también se han aislado genes de resistencia o toleran-
cia al estrés ambiental. Wang y He (2007) lograron clonar el gen DREB1, que per-
tenece al grupo DREB, un grupo de genes involucrados en la resistencia o tole-
rancia a la deshidratacién por el frio. Dicho gen controla la sintesis de un factor
de transcripcién proteica AP2/etileno, relacionada con la respuesta de la planta
en la produccién de etileno. Posteriormente, otro gen del grupo DREB, identifi-
cado como AIDREB?2, fue clonado por Zhang et al. (2009) y actia como un regu-
lador activo cuya expresidn esta relacionada con la tolerancia a la deshidratacion
y aclimatacién al frio.

En una investigacion realizada por Wen et al. (2014) se logrd aislarel ARN total
de la sabila a partir de tejido de la hoja. El aislado se utilizé para clonar genes de ac-
tina mediante reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa (RT-
PCR). El resultado reveld que el gen clonado codificé para la proteina actina for-
mada por 307 aminodcidos. Dicha proteina resultd de la expresion de un segmento
de ADN constituido por 1012 pb de longitud que contenia una regién codificante
de 924 pb. Al comparar esta secuencia de nucledtidos y la secuencia de la proteina
con las de otras plantas se observd que son similares entre un 80 y 96%.

2.2) Transgénesis

Debido a que las condiciones ambientales donde crecen normalmente las plan-
tas del género Aloe son extremas e inducen estrés en las plantas, la mayoria de los
trabajos de transformacion genética han estado dirigidos a incluir genes dentro
del genoma que de alguna manera le permitan soportar ambientes con tempera-
turas muy altas o muy bajas. En este sentido, se han realizado diversos trabajos
para obtener plantas transgénicas resistentes al frio, como los realizados por Chen
et al. (2005) y Chen et al. (2007). En ambos casos se introdujo el gen otsA en el
genoma de la planta a través de bombardeo con microproyectiles o a través de
infeccion con Agrobacterirum.
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He et al. (2007), optimizaron el protocolo y las condiciones de transformacién
en Aloe, incluyendo la seleccion del explante y la esterilizacidn de la superficie, el
uso de diferentes cepas de Agrobacterium y el proceso de co-cultivo. Como resul-
tado, obtuvieron plantas transgénicas con el gen GUS completamente expresado.

El gen de la B-glucoronidasa (GUS) proveniente de la bacteria E. coli se utili-
za como un gen reportero o indicador que sirve para monitorear la expresion de
genes mediante el empleo de un sustrato de X-Glug, el cual es degradado en pre-
sencia de la enzima sintetizada por GUS, dando como resultado un precipitado de
color azul indigo. Posteriormente, Zhao et al. (2009) introdujeron el gen TaDREB
via Agrobacterium y los resultados demostraron que esta transformacién podria
mejorar la resistencia de las plantas de Aloe a bajas temperaturas.

En cuanto a los factores de influencia sobre la transformacién de Aloe, muchos
resultados experimentales muestran que la acetosiringona es necesaria para me-
jorar la tasa de transformacién mediada por Agrobacterium (Chenet al. 2004, Pan
et al. 2005). Ademds, Pan et al. (2005) mostraron que el tiempo de pretratamiento
con Agrobacterium y el pH podian influir significativamente en la transformacion
genética. El tiempo dptimo de infeccidn fue de 12 a 18 min, y la mejor temperatura
y tiempo de cocultivo fueron 25° Cy 5 dias, respectivamente.

Con respecto a las bacterias hospedadoras, EHA105 fue mas eficiente que
LBA4404, AGL1y C58C1 en la transformacién genética (Pan et al. 2005, He et al.
2007). En cuanto a la resistencia o sensibilidad a los antibidticos, Chen et al. (2004)
sefialaron que la sabila sin transformar fue resistente a cefotaxima y carbenicilina
y susceptible a kanamicina e higromicina.

En otro experimento, un grupo de investigadores transformd genéticamente
plantas de Aloe vera para producir la proteina humana Interferén 2 alfa (IFNa2)
(Lowther et al. 2012). Esta proteina es vital para la regulacién de la respuesta ce-
lular a las infecciones virales. Una vez obtenidas las plantas transgénicas de Aloe
vera, el grupo de investigacion evalud la actividad bioldgica de IFNaz2, que en ellas
se producia utilizando diferentes ensayos.

Por un lado, observaron que al tratar células humanas con extractos de Aloe
transgénico se estimulaba la expresion de genes dependientes de interferdn, de-
mostrando que la proteina IFNa2 producida en Aloe puede activar las vias de sefia-
lizacién propias del interferdn. Por otro lado, los investigadores realizaron ensayos
antivirales en células humanas tratadas con diferentes extractos obtenidos a par-
tir de las plantas de Aloe transgénicas, y posteriormente infectadas con el virus de
la encefalomiocarditis. Los ensayos demostraron que el IFNa2 humano producido
en Aloe vera era bioldgicamente activo (Lowther et al. 2012).
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2.3) Citogenética molecular

Existe poca informacidn cientifica sobre el patrén de bandas en los cromo-
somas de las plantas del género Aloe. En estudios citogenéticos realizados por
Li et al. (2003) en Aloe yuanjiang Gensis, cuya férmula carioldgica es 2n=14=4s-
t+6sm+4m, se observaron bandas C en el brazo corto de los cromosomas 3 y
4, presentdndose como bandas oscuras. En el resto de los cromosomas solo se
visualizaron bandas centroméricas.

Afinales de la década de 1990 seiniciaron los estudios de citogenética molecular
en las plantas de la familia Aloaceae a través de métodos de fluorescencia. Adams
et al. (2000b) investigaron la organizacion fisica del ADN ribosomal 185-5.85-26S
y 5S, utilizando hibridacién fluorescente in situ (FISH) en 13 especies de Aloe. La
organizacion de los acidos nucleicos se compard a través de un arbol filogenético
de 28 especies (incluyendo las 13 en estudio) y se observé poca divergencia dentro
de género Aloe.

El analisis FISH del ADNr5S mostré una ubicacion similar en un cromosoma
grande en todas las especies examinadas. Por el contrario, la distribucién de lo-
sADNr18S-5.85-26S fue variable, con diferencias en el nimero, ubicacién y tamafo
delos loci. Pese a la estabilidad notable de la estructura del cariotipo de este géne-
ro, considerando que la ubicacién del ADNrsS es variable, y que la distribucidn del
ADNr18S-26S5-5.8S no es tan limitada, los autores sugieren que estas caracteristicas
han cambiado claramente durante la especiacion del género Aloe.

Sanchez (2010) realizé un estudio citotaxondmico en el género Aloe (Aloaceae)
basado en patrones de bandeo C, AgNOR, DAPI y CMA. Las bandas C tifien las
regiones centroméricas y las zonas de heterocromatina constitutiva, las bandas
AgNOR colorean las regiones organizadoras nucleares y las tinciones con DAPI
y CMA son bandeos cromosémicos fluorescentes que se realizan empleando los
fluorocromos 4’-6-diamidino-2-fenilindol y cromomicina A3, respectivamente.

El marcador fluorescente para DAPI se une fuertemente a regiones ricas en
adenina y timina en las secuencias de ADN, mientras que el marcador para CMA
se une a las regiones ricas en guanina-citosina. Como resultado, se obtuvo que
todas las especies estudiadas exhibieron marcadas regiones de heterocromatina
constitutiva C, de las cuales, las ubicadas en los centrémeros de los cromosomas
son DAPI+ (ricas en A-T) y las localizadas en las zonas adyacentes a las constriccio-
nes secundarias son CMA+ (ricas en G-C), y éstas Ultimas a su vez coinciden con la
ubicacidn de los NORs activos en las especies estudiadas, demostrando una clara
correspondencia entre las bandas C, zonas CMA+/DAPI- (ricas en G-C) y el ADNr.

A partir de los andlisis fenéticos y filogenéticos aplicados se confirmé: a) que
algunas de las clasificaciones intraespecificas propuestas para Aloe a partir de da-
tos morfoldgicos, principalmente del hdbito, son artificiales; b) la monofilia de la
familia Aloaceae; ) que la heterocromatina constitutiva en Aloe se encuentra dis-
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persa en el genoma (no en tandem) de forma intercalar con otras secuencias, y
por tanto distribuida a lo largo de los cromosomas; d) un nuevo nivel de variacién
considerable (cariomorfométrico), aunque muy sutil, permite la delimitacién de
las especies y organizacion de grupos sistematicamente relacionados que podrian
estar relacionados con la especiacidn de Aloe.

Previo a este estudio, Alam y Khanam (2005) ya habian realizado un estudio de
bandas fluorescentes en varias especies de Aloe, a saber, A. zebrina Baker, A. abys-
sinica Lam., A. vera y A. indica Royley. En el caso particular de A. vera se observaron
siete bandas DAPI + ricas en A-T, que ocupaban un espacio de 6,3 mm.

Para ampliar este estudio, Jha y Yamamoto (2012) aplicaron tincién fluorescen-
te y FISH de ADNr para analizar los cromosomas de A. vera y observaron la presen-
cia de 5 bandas DAPI+ ubicadas en regiones centroméricas, localizadas en tres cro-
mosomas pequefios y en dos cromosomas grandes. Los ADNr 18S-5.85-25S fueron
detectados en regiones teloméricas del brazo corto en un cromosoma pequefio y
en el brazo largo de dos cromosomas grandes.

Un estudio realizado por Adams et al.(2000a) demostré que muchas especies
de plantas presentan cromosomas con telémeros “tipo-Arabidopsis” en los cuales
se encuentran copias repetidas de la secuencia 5’'TTTAGGG3’, sin embargo, este
tipo de secuencias no se encuentra en las plantas de sabila, y contrariamente, sus
secuencias teloméricas son mas parecidas a las encontradas en los vertebrados
(5'TTAGGG3"), segun lo investigado por Weiss y Scherthan (2002). La ausencia de
telémeros “tipo-Arabidopsis” podria atribuirse a que éstos representan variacio-
nes en la repeticién en tdndem de matriz primitiva producida por mutaciones o
bien en el molde de ARN de la telomerasa o en el sitio activo de la telomerasa.

2.4) Diversidad genética por estudios moleculares

Muchas de las investigaciones recientes en las especies del género Aloe han
estado orientadas al conocimiento de la diversidad genética en diferentes partes
del mundo, a través de estudios biotecnoldgicos con el uso de marcadores mole-
culares. Mediante el uso de estos marcadoresy con la ayuda de la técnica de PCR,
se han caracterizado diferentes poblaciones y especies del género Aloe.

Algunos de los marcadores empleados son AFLP (polimorfismos de longitud
de los fragmentos amplificados) (Tripathi et al.2011), RAPD (polimorfismos de ADN
amplificados al azar) (Nayanakantha et al. 2010,Nejatzadeh-Barandoziet al. 2012,
Panwar et al. 2013,Chandray Choudhary 2014) y ISSR (Secuencia de repeticién inter
simple) (Pushpa y Samantaray 2015). Los estudios antes nombrados se realizaron
en muestras de plantas tomadas del continente asidtico y han permitido estable-
cer el nivel de variacién genética entre las poblaciones y los recursos de germo-
plasma disponibles para ser utilizados en programas de mejoramiento genético.
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En los paises occidentales, también se han caracterizado los recursos genéticos
del género Aloe. En este sentido, Cortina (2009) recolecté 72 accesiones en 14 lo-
calidades o departamentos de Colombia, pertenecientes a 4 regiones geograficas
(costa atlantica, region pacifica, regién andina y llanos orientales), las cuales fue-
ron caracterizadas morfoldgica y molecularmente. Para ello, se utilizaron marca-
dores microsatelitales aleatorios RAM’s.

Los analisis, tanto morfolégicos como moleculares, indicaron que las especies
presentes en Colombia del género Aloe son A. saponaria, A. vera L. (A. barbadensis
Mill.), A. arborescens y A. aristata Haw; esta Ultima se aleja molecularmente del
resto de las otras especies de Aloe.

Perspectivas

Cada vez son mas las funciones biolégicas y propiedades que se descubren en
la sabila, razén por la cual los investigadores se sienten atraidos por conocer to-
dos los atributos en esta planta ancestral que le confieren su caracter medicinal y
terapéutico. Sin embargo los estudios biotecnoldgicos apenas estdn comenzando,
los descritos en esta revision documental son prueba de ello, y todavia deben con-
centrarse esfuerzos para realizar trabajos experimentales que permitan conocer
todos los procesos celulares y moleculares ocultos en los tejidos de esta planta. La
atraccidn de esta especie como cultivo explotable deriva no solamente de sus usos
medicinales, sino también de su potencial como rubros aprovechables en regiones
aridas, por su resistencia al estrés hidrico.

Varias son las ventajas que presenta la planta de Aloe vera para realizar progra-
mas de mejoramiento, donde se incluyen: 1) el tipo de reproduccién asexual, debi-
do a que los nuevos hijuelos perpetdan cualquier genotipo indiferentemente de
su nivel de heterocigosis, siendo por lo general plantas altamente uniformes en
todos sus caracteres morfoldgicos y fisiolégicos. Cualquier posible variacién en-
tre los individuos de un mismo clon tiene que ser debida a causas ambientales
0 a ocurrencias de mutaciones (Sing et al. 2009, Jayakrishna et al. 2011). 2) Otra
ventaja es la de permitir el uso inmediato del fenédmeno de heterocigosis, sin ne-
cesidad de producir afio tras afio progenitores homocigotos. 3) Los trabajos de
propagacion de clones seleccionados son mas rapidos, faciles y econémicos que
por semilla (Cubero 2003).

Todas estas ventajas permiten que las plantas élites seleccionadas para un plan
de mejoramiento genético mantengan las mismas caracteristicas genéticas que
las de sus progenitores, permitiendo propagar un fenotipo con caracteristicas de-
seadas en grandes volimenes aprovechables para fines industriales y comerciales.
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Con el auxilio de todas las técnicas modernas de Biotecnologia, Biologia Mole-
cular e Ingenieria Genética, se espera que los programas de mejoramiento genéti-
co sean mucho mas eficientes y dirigidos a objetivos especificos.

Los avances que se han logrado con el cultivo in vitro exitoso de A. veraq, el estu-
dio del genoma de esta plantay los genes involucrados en sus diferentes procesos
metabdlicos, los resultados prometedores de la obtencién de plantas transgé-
nicas, la determinacién de los recursos fitogenéticos a través de los marcadores
moleculares, el control de la sintesis de proteinas y producciéon de metabolitos a
través de los factores de transcripcion, entre otros avances, permitiran disefar
plantas con mejores caracteristicas fenotipicas, mayor produccién de biomasa o
con mas tolerancia a diversos factores adversos del medio, o incluso manipular
rutas de biosintesis de metabolitos que serdn atrayentes para la industria manu-
facturera, alimenticia, farmacéutica y cosmetoldgica a nivel mundial.
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