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ARTICULO CORTO

Induccion de poliploidia con clochicina
en vitroplantas de Aloe vera (L.)

Tamara Molero Paredes*, Maribel Viloria Narvdez*, Edixon Viloria Ferndndez*

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v19n2.73762

RESUMEN

La induccién artificial de la poliploidia es una técnica de fitomejoramiento empleado en plantas de interés medicinal. Sin embargo,
pocas especies del género Aloe han sido sometidas a este tratamiento. El objetivo de esta investigacion fue estandarizar la técnica
de induccion de poliploidia en vitroplantas de Aloe vera (L.). Se realiz6 un disefio experimental con dos grupos (control y experi-
mental) a los cuales se les aplicé un estudio citogenético pre y postratamiento por tres generaciones consecutivas. Se evaluaron
tres concentraciones de colchicina (0,05; 0,10 y 0,15%) y dos tiempos de exposicion (48 y 72 horas). Las vitroplantas controles
mantenidas en agua destilada (sin colchicina) por 48 y 72 (T, y T,respectivamente) y las tratadas con solucién de colchicina al
0,05% por 48 y 72 horas (T; y T,respectivamente), presentaron pocos cambios citogenéticos, siendo la mayoria de sus células
diploides. Las plantas tratadas con solucion de colchicina a 0,10% por 48 y 72 horas (Ts y T, respectivamente), lograron la duplica-
cion cromosémica en mas del 50% del tejido. Las tratadas con una concentracion de 0,15% por 48 horas (T;) mostraron tejido
quimérico con un alto predominio de células poliploides y al aumentar el tiempo de exposicion a 72 horas (Tg), todas las células
fueron poliploides, pero el desarrollo de estas plantas in vitro, fue anormal y con tejido necrético. Las plantas con Ts se desarrolla-
ron mejor que con el Te. Se recomienda el uso de la colchicina a una concentracion de 0,10% por 48 horas para obtener vitro-
plantas poliploides en A. vera.

Palabras claves: Induccion de poliploidia, in vitro.
ABSTRACT

The artificial induction of polyploidy is a plant breeding technique used in plants of medicinal interest. However, few species of
the genus Aloe have been subjected to this treatment. The objective of this research is to standardize the induction technique of
polyploidy in vitroplants of Aloe vera (L.). An experimental design was performed with two groups (control and experimental), to
which a cytogenetic study was applied pre and post treatment for three consecutive generations. Three concentrations of colchi-
cine (0.05, 0.10 and 0.15%) and two exposure times (48 and 72 hours) were considered. The control vitroplants kept in distilled
water (without colchicine) for 48 and 72 hours (T, and T,respectively) and those treated with colchicine”s solution at 0.05% for
48 and 72 hours (T; and T,respectively), presented few cytogenetic changes, being diploid most of their cells. Plants treated with
0.10% colchicine s solution for 48 and 72 hours (Ts and T, respectively) achieved chromosomal duplication in more than the 50%
of the tissue. Those treated with a concentration of 0.15% for 48 hours (T;) showed chimeric tissue with a high predominance of
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polyploid cells, and by increasing the exposure time to 72 hours (Ts) all cells were polyploid, but the development of these plants
in vitro were abnormal and with necrotic tissue. Plants with Ts, developed better than with Ts. The use of colchicine at a concen-
tration of 0.10% for 48 hours is recommended to obtain polyploid vitroplants in A. vera.

Key words: Polyploidy induction, in vitro.

Recibido: noviembre 31 de 2017

INTRODUCCION

La poliploidia es un fenémeno natural que ocurre con
mas frecuencia en las plantas que en los animales y se
le considera un mecanismo fundamental en la evolu-
cion de las especies nuevas. Alrededor del 40% de es-
pecies de plantas florales y entre el 70 y 80% de las
hierbas son poliploides. Muchas plantas que actualmen-
te se cultivan y explotan para la alimentacion mundial
también son poliploides (Pierce, 2009). La poliploidia
ha contribuido a la aparicion de novedades evolutivas
tanto morfoldgicas, genéticas vy fisiologicas, lo que ha
permitido aumentar la capacidad competitiva, el éxito
reproductivo y/o la tolerancia ecolégica de los poliploi-
des respecto a sus progenitores.

La poliploidia inducida es un procedimiento que le brin-
da al fitomejorador la oportunidad de modificar una
planta alterando el nimero de cromosomas y en conse-
cuencia, la proporcion de genes alélicos que contribu-
yen al aparecimiento de caracteres particulares. Sin
embargo, los efectos de este tratamiento son diversos e
impredecibles, algunos favorables y otros desfavorables,
lo que requiere un trabajo arduo y minucioso para estu-
diar la consecuencia de la duplicacién cromosémica en
cada especie (Cubero, 2003).

A partir de la década de los 1940, los fitomejoradores
emplearon la induccién artificial de poliploides experi-
mentales como método de mejoramiento genético.
Desde esta fecha y hasta los actuales momentos se han
obtenidos poliploides de diferentes especies que inclu-
yen gramineas, monocotiledéneas y dicotiledéneas, en
las cuales se ha logrado el aumento en su rendimiento,
calidad nutritiva y tamafo de los 6rganos, retencién de
mayor cantidad de agua, retraso en la floracién, entre
otros (De Jesus y Weathers, 2003).

Con los avances cientificos en las areas de citogenética,
biologia celular y molecular, los investigadores han ajus-
tado esta técnica a protocolos de laboratorios novedo-
sos para el mejoramiento genético de plantas en condi-
ciones in vitro. Ejemplo de ello son los trabajos realiza-
dos por Li et al. (2010), en Saintpaulia ionantha, quienes
lograron mejorar las caracteristicas ornamentales de la
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especie al obtener un tetraploide con 56 cromosomas.
Otros ejemplos son Gerbera jamesonii Bolus cv. Sciella
(Gantait et al., 2011), Dioscorea zingiberensis (Huang et
al., 2010), Eucalyptus globulus (Lin et al., 2010) y espe-
cies del género Rhododendron (Hebert et al., 2010).

Las plantas medicinales han tenido especial atencion en
los estudios de inducciéon de poliploidia. Gao et al.
(2002), lograron obtener tetraploides de Scutellaria spp.
aumentando las cantidades de baicalina que su metabo-
lito secundario. La induccién de poliploidia en Bacopa
monnieri o Centella asidtica, dio un doble beneficio;
por un lado, mejoré su utilidad como planta medicinal
y por otro aument6é su uso como planta ornamental
(Escandén et al., 2006). En Valeriana wallichii D.C, la
obtencion de tetraploides permitié incrementar seis
veces la produccién de valepotriatos y ademas generd
la produccién de nuevos compuestos no presentes en
los parentales (Becker y Chavadej, 1985). Tetraploides
de Artemisia annua (2n=36) fueron obtenidas con esta
misma técnica de poliploidizacion por De Jesus y
Weathers (2003) quienes lograron mejorar la produc-
cion de artemisina en cantidades de 3 a 6 veces mayor
en comparacion con las plantas diploides.

A pesar de las aplicaciones que ha tenido la técnica de
induccion de la poliploidia en la mejora de plantas de
interés agricola y medicinal, pocas especies del género
Aloe han sido sometidas a la accién de estos quimicos
para mejorarlas genéticamente. En los dltimos afios, el
interés por las plantas de este género ha ido en aumen-
to debido al uso, mecanismo de accién y aplicaciones
terapéuticas de sus compuestos activos, especialmente
sus metabolitos secundarios, en el mantenimiento de la
salud y su utilidad en la industria farmacéutica, cosméti-
ca y alimentaria (Haque y Ghosh, 2013; Rahmani et al.,
2015; Mahor y Ali, 2016).

Los primeros trabajos de induccion de poliploidia en A.
vera L. (Aloe barbadensis M. = sabila) fueron realizados
en Venezuela por Imery y Cequea en el afo 2001,
quienes aplicaron diversos tratamientos de colchicina
en sabila con el objeto de inducir tetraploidia en condi-
ciones ex vitro a partir de plantas diploides, consideran-
do las variables de concentracién y tiempo de exposi-
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cion. Los tratamientos causaron diferentes efectos en
el tiempo de aparicion de los brotes y en el nimero de
hijuelos por rizoma. La duplicacién cromosémica se
logré con la inmersion de los rizomas en soluciéon de
colchicina al 0,15% por 24 horas. Sélo el 5,9% el total
de los rizomas tratados, originaron yemas totalmente
tetraploides (2n = 4x = 28).

Wang et al. (2001), también indujeron tetraploidia en
plantulas de A. vera y reportaron que la tasa mas alta de
induccion fue de un 50% a una concentracion de col-
chicina de 0,06% con 12 horas de exposicion. Al com-
parar las plantas poliploides con las diploides se encon-
traron que las hojas de las primeras fueron mas gruesas,
grandes, de color mas oscuro, estomas de mayor tama-
fio pero en menor nimero.

Ren et al. (2007), indujeron tetraploides de Aloe vera L.
en condiciones in vitro probando dos tratamientos: a)
sumergiendo los segmentos nodales en soluciéon de
colchicina y b) afadiendo colchicina a los medios de
cultivos. Los mejores efectos se obtuvieron cuando se
anadié la solucion de colchicina al medio de cultivo
que contenia los explantes, durante 3 a 4 dias, a una
concentracion de 2000 mg/L. La tasa de induccion de
tetraploidia fue del 41,5%. El estudio de las caracteris-
ticas morfoldgicas revel6 que las plantas mostraron ho-
jas con mayor grosor en comparacion con las plantas
diploides y con mayor cantidad de cloroplastos en las
células guarda de los estomas.

En el afo 2008, Molero y Matos determinaron que
ademas de la concentraciéon de la colchicina y el tiem-
po de exposicion al quimico, la temperatura también
influye en la induccién de la poliploidia en A. vera. Se
aplicaron tratamientos a distintas concentraciones de
colchicina, diferentes tiempos de exposicion y a tempe-
raturas diferentes en condiciones ex vitro y se observo
que el 25% de las plantulas tratadas con 0,15% de col-
chicina por 24 horas a 352C mantuvieron su condicién
de tetraploidia. La duplicacién cromosémica caus6 un
incremento en la altura de las plantas y en la longitud,
ancho, espesor y volumen foliar con respecto a las plan-
tas diploides y quimeras.

Considerando los beneficios de la induccion artificial de
la poliploidia en plantas de interés agricola y la intensa
actividad econémica que ha generado el cultivo de A.
vera durante los dltimos quince afos por su demanda
en la industria cosmetolégica, farmacéutica y alimenta-
ria, el objetivo de trabajo de investigacion fue estandari-
zar la técnica de induccion de poliploidia en vitroplan-
tas de Aloe vera (L.).

Tabla 1. Vitroplantas de Aloe vera tratadas con diferentes
concentraciones de colchicina y tiempo de exposicién.

Tratamiento Concentracion de Tiempo de
colchicina (%) Exposicion
T, (control) 0 48 horas
T,(control) 0 72 horas
T, 0,05 48 horas
T, 0,05 72 horas
T, 0,10 48 horas
T, 0,10 72 horas
T 0,15 48 horas
T, 0,15 72 horas
METODOLOGIA

Obtencion del material biologico

Las vitroplantas empleadas para realizar esta investiga-
cion fueron obtenidas del Laboratorio de Biotecnologia
de la Facultad de Agronomia de la Universidad del Zu-
lia, Venezuela. Dichas vitroplantas fueron previamente
establecidas y multiplicadas en condiciones de labora-
torio a partir de plantas procedentes de la poblacién de
los Mayales, municipio Guajira del estado Zulia, Vene-
zuela. Se seleccionaron aleatoriamente 80 vitroplantas
que presentaban buen vigor y completamente sanas
para la aplicacion de los tratamientos de induccion de
poliploidia, distribuidas en 8 grupos de 10 vitroplantas
para cada tratamiento.

Estudio citogenético pre-tratamiento

El estudio citogenético pre-tratamiento de las vitroplan-
tas se realizé segln lo descrito por Molero y Matos
(2008). La preparacion de las laminas microscopicas se
llevé a cabo con la técnica del aplastado tisular o
“squash” del meristemo radical, analizadas en un foto-
microscopio Marca Olympus CX31 con camara digital
Olympus DP12. Se analizaron dos raices por cada vitro-
planta y de cada raiz se determiné el nimero cromosé-
mico de 10 células.

Aplicacion de los tratamientos con colchicina

Para realizar la aplicacion de los tratamientos con col-
chicina, se indujo la produccion de raices en las vitro-
plantas, transfiriéndolas a medios de cultivo Murashige
y Skoog (MS) (1962) de consistencia liquida sin hormo-
nas. Una vez que se observo la emergencia de raices, al
menos 3 por planta, se procedi6 a la aplicacion de los
tratamientos.

Las vitroplantas fueron transferidas a soluciones de col-
chicina con diferentes concentraciones y a diferentes
tiempos de exposicion, sumergiendo tanto las raices
como el bulbo de la plantula (tabla 1).

Induccién de poliploidia en vitropantas de Aloe vera (L.)
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Figura 1. Microfotografia de células diploides (2n) de Aloe vera (A) y tetraploides (4n) (B) de

Aloe vera.

Se empled vitroplantas controles como testigos absolu-
tos, las cuales fueron colocadas en agua destilada, sin
colchicina, por 48y 72 horas.

Estudios citogenéticos post-tratamiento

Luego de aplicados los tratamientos se realizé el estu-
dio citogenético en el tejido radical con el objeto de
cuantificar en niimero de cromosoma en cada célula y
la cantidad de células diploides y poliploides. Se evalua-
ron dos raices por cada vitroplanta y de cada raiz se
analizaron 30 células para un total de 600 células por
tratamiento.

Estas plantas fueron transferidas a medios de cultivo MS
de textura semi-sélida para su multiplicacién, suplemen-
tado con 1 mg/L de tiamina-HCI, 100 mg/L de mioin-
ositol, 25 mg/L de cisteina, 100 mg/L de acido ascér-
bico, 30 g/L de sacarosa, Tmg/L de 6- benzylaminopu-
rina (BAP) y gelificado con 5 g/L de agar ajustando el
pH a 5,8. Posteriormente fueron colocados en una cé-
mara de incubacion a temperatura de 27°C+2°C bajo
luz blanca fluorescente continua de 150 mmol.

Transcurridos 45 dias después de aplicados los trata-
mientos, se realizé nuevamente el estudio citogenético
en los brotes derivados de las plantas tratadas. Este
procedimiento se hizo durante tres ciclos de propaga-
cién. En cada ciclo se seleccionaron las plantulas que
presentaron mas de un 50% de sus células en condi-
cion poliploide, las cuales fueron sembradas en nuevos
medios de cultivo.

Analisis estadisticos

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizé el
paquete estadistico SPSS version 20 bajo sistema operati-
vo Windows. Los resultados se evaluaron aplicando las
técnicas de la estadistica inferencial mediante andlisis de
varianza (ANOVA) y pruebas de medias de Tukey.

Resultados y Discusion

El estudio citogenético pre-tratamiento realizado en las
vitroplantas de sébila indic6 que todas las células fue-
ron diploides (2n = 14), sin encontrar ninguna anormali-
dad genética. Este hecho se corresponde con lo afirma-
do por Brandham y Johnson (1982) y Nejatzadeh-
Barandozi y Akbari (2013) quienes indicaron que las
plantas de este género se caracterizan por poseer una
gran estabilidad cromosémica en condiciones in vivo e
in vitro. En este sentido, Haque y Ghosh (2013) realiza-
ron estudios mitoticos, meidticos, cromosémicos y mo-
leculares en plantas de A. vera con dos anos de antigtie-
dad en campo obtenidas por micropropagacion, con el
objeto de verificar la fidelidad clonal y observaron que
el desarrollo morfolégico fue normal, asi como los feno-
tipos cromosémicos (n = 7; 2n = 14) y el comporta-
miento meiodtico de sus células germinales. Los analisis
de ADN por AFLP revelaron que no habia variaciones
somaclonales entre los regenerantes. Similares resulta-
dos fueron obtenidos por Singh et al. (2017), al investi-
gar sobre un método de proliferacion rapida in vitro y
caracterizaciéon morfologica de Aloe vera L.

De forma distinta, los tratamientos con colchicina pro-
dujeron variaciones en la estructura cromosémica de
las células de acuerdo a la concentracion y tiempo de
exposicién, de tal manera que algunos tratamientos
fueron mas eficientes que otros en lograr la duplicacién
cromosOmica. En la figura 1 se muestra las microfoto-
grafias de células de vitroplantas de A. vera en condi-
cion diploides (2n=14) y tetraploide (4n=28).

El andlisis de la varianza (ANOVA) a través de la prueba
de Tukey arrojé que hay diferencias significativas entre
los tratamientos (p<0,05) y se puede apreciar en la pre-
sencia de seis grupos definidos en funcién de la signifi-
cancia de las medias entre los tratamientos en cuanto al
ndmero de células tetraploides por raiz de acuerdo a la
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Tabla 2. Promedio de células poliploides en vitroplantas de
Aloe vera (L.) con diferentes tratamientos de colchicina. Va-
lores con distintas letras indican diferencias significativas se-
gun prueba de Tukey (p<0,05 ).

T, 1,2+0,2 4

T, 1+0,3' 3,5
T, 1,9+0,41 6,5
T, 3,4+0,6° 11,3
T, 20,8+1,8¢ 69,4
T, 23,6+1¢ 78,7
T 27,5+1,3" 91,7
T, 30+1,6° 100

concentracion de la colchicina y el tiempo de exposi-
cion al agente antimitético (tabla 2, figura 2).

Los resultados muestran que a medida que aumento la
concentracion de colchicina y los tiempos de exposi-
cién también aumenté el ndmero de células poliploi-
des. Este resultado puede explicarse debido a que la
accion del agente mutagénico sobre las capas de célu-
las meristematicas de apice radicular y sobre las células
epidérmicas del bulbo fue méas eficiente al aumentar su
concentracion inhibiendo la formacién del huso mitéti-
co e impidiendo la migracion de los cromosomas indivi-
duales, lo que trajo como consecuencia la duplicacién
cromosémica, quedando las células en condicién de
poliploidia. Una vez que cesé la accién del antimitético
y establecida esta nueva configuracién genética en las
células de las plantas, las células hijas derivadas de és-
tas por mitosis, tendran la nueva estructura cromosémi-
ca. La accién del veneno antimitético se vio favorecida
con la duracién del tratamiento, ya que las plantas que
estuvieron expuestas por 72 horas, el porcentaje de
células poliploides fue mayor, debido probablemente, a
que el quimico tuvo mayor tiempo para actuar y pene-
trar en las capas mas profundas del tejido.

Los resultados de esta investigacion demostraron que
las vitroplantas controles (T; y T,) y las plantas tratadas
con solucion de colchicina al 0,05% por 48 horas (T;),
presentaron pocos cambios citogenéticos en compara-
cién con la totalidad de células estudiadas en el tejido,
siendo la mayoria de sus células diploides (2n=14). Las
plantas tratadas con una concentraciéon de 0,05% por
72 horas presentaron mayor cantidad de células poli-
ploides en comparacién con los tratamientos anterio-
res, pero los porcentajes seguian siendo bajos, menores
del 12%. Los tratamientos T1, T2, T3 y T4, fueron des-
cartados ya que las plantas tratadas presentaron un
porcentaje muy bajo de células poliploides. La aparien-
cia de las plantas diploides obtenidas con los tratamien-
tos Ti, T,, T3 y T4 en cultivo in vitro se indican en la figu-
ra 3.

35

30 /
25

Promediode
células 20

tetraploid ii
etraploides/raiz 15

Figura 2. Ndmero de células poliploides en las vitroplantas
de Aloe vera (L.) de acuerdo a la concentracion y tiempo de
exposicion a la colchicina.

............ e eauee

XY '.',' LN |‘|wh"""ﬂ'=

’ U 0no
XXy 0.0 6 6

AOOOL ,.n.n-u;l’

n060600

Figura 3. Apariencia de las vitroplantas de Aloe vera diploides
(2n=14).

Cuando se empleé la solucion de colchicina a una con-
centracion de 0,10% por 48 y 72 horas, se logré la
duplicacién cromosémica en mas del 50% del tejido de
la planta (Ts= 69,4% y Ts-78,7%) y exhibieron tanto
células diploides (2n=14) como poliploides, es decir fue
tejido quimérico. Sin embargo, la cantidad de células
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Figura 4. Apariencia de las vitroplantas de Aloe vera con
tejido quimérico.

poliploides con el T, fue mayor que con el Ts. Las plan-
tas con tejido quimérico en condiciones in vitro, presen-
taron hojas mas anchas y engrosadas y un color mas
intenso con respecto a las plantas controles (figura 4).

En el tratamiento de colchicina al 0,15% por 48 horas
(T,) se observé que las células del tejido radical fueron
quimeras con un alto predominio de células poliploides
(91,7%) sobre células diploides y al aumentar el tiempo
de exposicion a 72 horas (Tg), el estudio microscépico
revel6 que todas las células fueron poliploides. Al eva-
luar el desarrollo de estas plantas en cultivo in vitro, se
noté que la emisiéon de brotes fue anormal y presenta-
ron tallos y hojas muy engrosadas y en forma de rose-

Figura 5. Apariencia de las vitroplantas de Aloe vera tratadas con colchicina a una concentracion de 0,15%.

tas apinadas, ademds de presentar tejido necrético
(figura 5). Evidentemente todo el tejido que provino de
estos tratamientos presenté problemas para desarrollar-
se, lo que conllevé a pensar que la duplicacion cromo-
somica afecto el desarrollo normal de la planta o que la
dosis de colchicina al 0,15% por 3 dias resulté nociva o
toxica para la planta. Por estas razones, el crecimiento
in vitro de éstas plantas resulté dificil y ain mas la multi-
plicacion y separacién de los brotes ya que la mayoria
de las yemas no sobrevivieron, por lo tanto estos trata-
mientos fueron descartados. Similares resultados fueron
obtenidos por Borini et al. (2010) trabajando con espe-
cies del género Cattleya (Orchidaceae), los cuales en-
contraron que la colchicina en altas concentraciones o
tratamientos muy largos, se convirtieron en téxicos para
los tejidos vegetales.

La relacién inversa entre la concentracion de colchicina
y la supervivencia del explante ha sido reportada por
otros autores (Huang et al,, 2010) y estd de acuerdo
con los estudios ex vitro para A. vera (Molero y Matos,
2008).

La variacién en el efecto de la colchicina a diferentes
concentraciones en el desarrollo de plantas cultivadas
in vitro ha sido investigada previamente. Henny et al.
(2009), trataron hibridos del género Dieffenbachia con
diferentes concentraciones de colchicina y encontraron
que la sobrevivencia de las yemas tratadas in vitro de-
crecié a medida que aumentaba la concentracion del
quimico. De igual manera, Zhang et al. (2007) encon-
traron que durante el proceso de induccién de tetra-
ploides en Phlox subulata L., la supervivencia de las ye-
mas tratadas con colchicina fue afectada por la concen-
tracion y el tiempo del tratamiento, de tal manera que a
mayor concentracion y tiempo de exposicion, la super-
vivencia de las yemas fue menor. Cavalcanti (2011)
trabajando con la induccion de poliploidia en Heliconia
bihai, observé alteraciones en la forma de las hojas,
intolerancia de los explantes o un retraso en su creci-
miento cuando se emplearon dosis mayores a 0,1% de
colchicina. Este autor indica que la mortalidad y el desa-
rrollo lento de materiales vegetales sometidos a la poli-
ploidizacion estan relacionados con la toxicidad de la
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colchicina, que bloquea la formacién de las fibras del
huso acromatico, alterando el ciclo mitético y pudiendo
interrumpirlo por completo, produciendo perturbacio-
nes fisiologicas en la célula, lo que resulta en una tasa
reducida de la divisién celular.

Estos datos son muy similares con los resultados encon-
trados en el presente trabajo ya que la mas alta concen-
tracién de colchicina de 0,15% produjo alteraciones en
las plantas que las hicieron inviables y disminuyé la efi-
ciencia de convertir plantas diploides en poliploides.

Algunos procedimientos de laboratorio para la induc-
cion de poliploidia in vitro comprenden la incorpora-
cion de la colchicina en el medio de cultivo sélido
(Zhang et al., 2007; Ren et al., 2007) o en el medio de
cultivo liquido (Henny et al., 2009; Konzen et al., 2000;
Escandodn et al., 2006). En este trabajo de investigacion
se registraron buenos resultados cuando las yemas fue-
ron colocadas directamente en las soluciones de colchi-
cina en sus diversas concentraciones y luego transferi-
das a medios semisdlidos de multiplicacion. Similares
protocolos fueron empleados por Stanys et al. (2004)
en plantas del género Ribes y por Omidbaigi et al.
(2010a; 2010b), en Ocimum basilicum L. y en Draco-
cephalum moldavica L.

El resultado del estudio citogenético realizado a los
clones obtenidos en la primera, segunda y tercera gene-
racion a partir de las vitroplantas seleccionadas después
de aplicar los tratamientos 5 y 6 de cada una de las
poblaciones en estudio se indica en la tabla 3. En cada
generacion brotaron vitroplantas con tejido quimérico,
algunos con predominio de células diploides y otras
con células poliploides. Estas ultimas fueron selecciona-
das para ser empleadas como explantes para el siguien-
te ciclo de replicacion. Como puede observarse, en
todos los ciclos de replicacion el nimero de plantas
poliploides fue mayor con el T, que con el Ts probable-
mente porque el tiempo a la exposicién a la colchicina
fue mayor; sin embargo el desarrollo de las plantas fue
mejor con el Ts que con el T,

Investigaciones anteriores sobre la induccién de poli-
ploidia en vitroplantas de A. vera, como la de Wang et

al. (2001), y Ren et al. (2007), se obtuvo una tasa del
50% y 41,5% respectivamente. Comparando estos re-
sultados con los obtenidos en este trabajo de investiga-
cion, se observa que los porcentajes de poliploidizacion
con los tratamientos 5 y 6 fueron mas altos. Es impor-
tante acotar que la concentracién de colchicina em-
pleada por Ren et al. (2007), de 2g/L (0,2%), es mayor
al utilizado en este trabajo, por lo que se piensa que
probablemente sea la razén de un porcentaje de éxito
menor, ya que, como se describié anteriormente, la
concentracién de 0,15% produjo plantas inviables. Con
los resultados obtenidos se puede evidenciar que la
colchicina a una concentracién de 0,10% por 48 y 72
horas (Ts y T,) fueron los tratamientos que lograron la
mejor duplicacion cromosdémica en el tejido de la plan-
ta, ya que el porcentaje de células poliploides fue supe-
rior al 50%.

Al igual como ocurre en los vegetales que han sufrido
cambios cromosémicos en condiciones naturales, la
planta poliploide inducida se adaptara a esa nueva es-
tructura genética ya que la actividad antimitética de la
colchicina, de inhibir la interaccion con los enlaces di-
sulfuro de la proteina del huso y la conversion de las
proteinas globulares en las proteinas fibrosas, cesa al
final del tratamiento, de tal manera que el huso se con-
figura de modo normal y las células pueden continuar
con sus divisiones mitéticas, como lo revela las plantas
regeneradas en el segundo vy tercer ciclo de replicacién
delos Tsy T,

Al comparar los resultados de esta investigacién con los
obtenidos previamente por Wang et al. (2001), se de-
tecta que ambas investigaciones la concentracion del
agente antimitético es bajo, lo que favorece la duplica-
cién cromosomica en las células al mismo tiempo que
la planta puede desarrollar sus nuevos caracteres fenoti-
picos.

Esta misma concentraciéon del agente antimitético fue
empleada por Matos (2014), en la cual evaluando el
potencial de la colchicina en la obtenciéon de plantas
poliploides in vivo, obtuvieron células en condicién
aneuploide, en vez de células euploides cuando em-
plearon concentraciones de 0,05 y 0,10% por 48 horas.

Tabla 3. Numero de plantas quimeras y tetraploides con los Ts y T en cada ciclo de replicacién. Valores con distintas letras indi-
can diferencias altamente significativas segin prueba de Tukey (p<0,01).

Tipo de Planta 1er ciclo 2do ciclo 3er ciclo
T5 (%) T(, (%) T5 (%) Te (0/0) T5 (%) T6 (%)
Quimeras 45,5+0,91° 42+4,622 43,4+6" | 40+3,47° | 48,8+7,89" 46,4+7,81°
Tetraploides 54,5+1,09" 58+6,38° 56,649 | 60+4,53* | 51,2+9,11" 53,6+8,19°
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Esta discrepancia de resultados probablemente sea de-
bido a diferencias en el tiempo de exposicién a la col-
chicina o a otro factor propio de las condiciones de
desarrollo de las plantas.

Al contrastar la tasa la induccion de la poliploidia logra-
da por Imery y Cequea (2001) y Molero y Matos
(2008) en condiciones ex vitro de un 5,9% y 25% res-
pectivamente con relacion a los obtenidos en esta in-
vestigacion y por otras investigaciones (Wang et al.,
2001; Ren et al., 2007) en condiciones in vitro, se dedu-
ce que la técnica de induccion de poliploidia en A. vera
(L.) es mas efectiva en condiciones in vitro que en con-
diciones ex vitro.

Por la multitud de propiedades que se le han atribuido
al Aloe vera derivada de la cantidad de compuestos
bioactivos que posee (Mahor y Ali, 2016; Pandey vy
Singh, 2016), esta especie disfruta actualmente de una
gran demanda en el mercado mundial que la ubica en
una de las mejores oportunidades comerciales entre las
opciones del campo de las plantas medicinales. Este
hecho la hace acreedora de ser investigada exhaustiva-
mente en su estructura genética y métodos de mejora-
miento, caracterizacion fisicoquimica, mecanismo de
accion de sus fitoprincipios, resultados en ensayos clini-
cos, entre otros, con miras a obtener material vegetal
de alta calidad y explotar ampliamente sus usos tera-
péuticos en la industria farmacéutica, cosmética vy
agroalimentaria.

CONCLUSION

En este trabajo de investigacion se logré estandarizar la
técnica de induccion de poliploidia més apropiada para
vitroplantas de Aloe vera (L.) analizando el efecto de la
concentracion y el tiempo de exposicién al agente anti-
mitético. El tratamiento con mejores resultados fue el
empleo de la solucién de colchicina al 0,10% por 48
horas en la cual el 52% del tejido fue poliploide y las
plantas presentaron un desarrollo 6ptimo. Se recomien-
da el uso de esta nueva técnica en Aloe vera (L.) para
emprender programas de mejoramiento genético que
permita obtener cambios genotipicos y fenotipicos en
corto tiempo y que favorezcan el desarrollo de caracte-
risticas atractivas para el campo agricola y el mercado
farmacéutico y medicinal.
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