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RESUMEN

Aloe barbadensis Miller, pertenece a la familia Aloeaceae del grupo de las
monocotiledoneas y con centro de origen localizado en Sudafrica. El género Aloe posee
cerca de 350 especies. Las plantas son principalmente herbaceas, de hojas suculentas,
lanceoladas, que crecen en forma de roseta. Las células del parénquima de las hojas
contienen varios compuestos de uso medicinal, cuyos principios activos han sido
utilizados en la fabricacion de numerosos productos comerciales, tanto médicos como
cosméticos. La planta ha sido cultivada de forma tradicional por vias de reproduccion
vegetativa. Sin embargo, esta técnica a pesar de ser muy rentable, ha tenido serios
problemas de control de la contaminacién endbgena de las plantas. En este sentido,
resulta de gran interés la implementacidn de sistemas de cultivos celulares que permisan
disminuir al minimo los niveles de contaminacion enddgena, para los procesos
industriales de obtencion de compuestos con actividad biolégica.

En el presente trabajo se desarrolié un sistema de callogénesis somitica, utilizando
como explante, bases de hojas de plantas jovenes. Se desarrollé un procedimiento
eficiente de desinfeccion de los explantes el cual permitid contar con material en
condiciones adecuadas para su manejo en cultivo in vitro. También se implementaron
los procedimientos adecuados tanto para la induccion de los callos, como para el
mantenimiento de los mismos. Los medios de cultivo utilizados se basaron en el medio
MS con modificaciones en cuanto a las concentraciones de los reguladores de
crecimiento 2,4-D y BAP. Los callos obtenidos bajo estas condiciones fueron usados
para la deteccién preliminar de compuestos de interés farmacoldgico. Utilizando la
técnica de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) se logré la deteccion del

compuesto de mayor interés comercial en esta especie como es el polisacéarido
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Acemannan. En este sentido se logré realizar una comparacion de contenido del
polisacéarido a nivel de los callos con respecto al contenido del mismo compuesto a
nivel del gel puro extraido de hojas de una plantacion comercial. Aqui se pudo
detenninar que el contenido encontrado en los callos es cerca de ochenta veces menor
que el encontrado usuaimente e nivel de las hojas. Ademas se realizaron analisis
cualisativos de presencia de antraquinonas por medio de la técnica de cromatografia de
capa fina (TLC). Estos anélisis dieron resultados positivos, sin embargo los compuestos
no fueron identificados de forma especifica. Por otro lado, a partir del cultivo de plantas
adultas (2-3 afios) en condiciones de campo, se logrdé obtener semillas que fueron
usadas para la induccion de procesos de embriogénesis somatica de A. barbadensis. De
esta forma, se desarrollaron procedimientos que permitieron la induccion de
callogénesis somatica y se observaron eventos relacionados con la embriogénesis
somdtica. El cultivo de estas plantas adultas en condiciones de campo permitié ademas,
realizar observaciones de los procesos de floracion y fructificacion. Estas observaciones
representan el primer informe en la literatura sobre esos procesos para la especie A.
barbadensis. Dada la importancia comercial de la especie y con base en la escasa
informacién disponible en Costa Rica sobre el recurso fitogenético de la misma, se
realizaron estudios molecuiares de ADN con varias de las especies de Aloe presentes en
el pais. Este trabajo permitid implementar procedimientos de laboratorio para la
escogencia de material vegetal, extraccion de ADN y las reacciones de amplificacion de
ADN polimérfico utilizando imprimadores comerciales de la casa Operdn. De esta
forma se desarrollaron condiciones experimentales preliminares para el estudio y

caracterizacion molecular del recurso fitogenético de la especie en el pais.
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INTRODUCCION GENERAL

DESCRIPCION DEL GENERO 4LOE

El género Aloe pertenece a la familia Aloeaceae (Weiserma 1998). Su centro de origen
se ubica en Sudafrica y ha sido ampliamente cultivado en el norte de Africa y el
mediterraneo, en paises como Grecia y el sur de Italia. La palabra “Aloe” deriva del
griego “Als” o “Alos” que significa sal, el cual quiza se relacione con el sabor “acre” que
presenta el zumo que se extrae de estas plantas (Granados-Sanchez y Castafieda-Perez

1988).

Clasificacion Taxonoémica de Aloe barbadensis Miller. (Texas A & M, 2004).
Clase . Liliopsida

Subclase V: Liliidae

Orden 1: Liliales

Familia: Aloeaceae

Género: Aloe

Especie: barbadensis, Miller.

El género comprende mas de 350 especies identificadas, siendo asi el mas grande de la
tribu Aloinea, que comprende ademas los géneros Gasteria, Haworthia, Astroloba,

Poelnitzia, Chamaealoe, Chortolirium, Lomathophilum, Leptaaloe y Guillauminia



(Granados-Sanchez y Castafieda-Perez 1988). Las plantas del género Aloe fueron
introducidas por los espaiioles en el continente Americano y en general se encuentran
ampliamente diswribuidas en muchas partes del mundo en zonas desérticas y dridas

(Grindlay y Reynolds 1986).

Las plantas son en general suculentas, de hojas gruesas y dentadas o espinosas en los
margenes, que se agrupan en forma de roseta (entre 20 y 30 por planta), sin tallo o
caulescentes, su habito es usualmente herbdceo aunque se encuentran algunas especies
con crecimiento en arbusto o arborescente de hasta 15 m de altura (4. eminens). Las
plan'as son perennes con rizoma largo y estolonifero. Presentan inflorescencias
superiores con longitudes entre 50 a 60 cm y con 8 a 10 cm de base. La inflorescencia es
terminal o lateral, simple o ramificada, formada por un raquis de 1 a 1.35 m, desnuda y
lisa con una o dos ramificaciones laterales, la mitad de su longitud finalizada por
racimos-espigas. Las flores son de color amarillo o rojo, con listas verdosas dirigidas
hacia abajo y acompafiadas de una bréctea membranosa lanceolada de color blanco o
rosado con lineas oscuras y de 6 mm, peditnculos curvos de 4 mm, perianto cilindrico,
curvo. Poseen seis estambres hipogineos, filamentos aleznados, anteras oblongas dorsijas;
ovaro sésil, oblongo-triangular con varios dvulos en cada cavidad, estilo filiforme,
estigma pequefio. La reproduccién es sexual, sin embargo su cultivo se ha realizado
mnincipalmente a través de propagacion vegetativa debido a que los frutos son abortados
pranaturamente. La floracion se da en varias épocas del afio dependiendo de la especie,
pero sobre todo durante los meses de verano (Granados-Sanchez y Castafieda-Perez

1988).



La mayoria de las especies del género Aloe son diploides 2n = 14 y con una poliploidia
limitada al 7% de las especies. El cariotipo basico se muestra muy constante a través del
género y parece ser que ni las aberraciones cromosémicas ni ta poliploidia han formado
parte importante en los fendmenos evolutivos de especiacion del género, sino mas bien
que esta especiacion se ha debido principalmente a dos factores: mutacion genética e
hibridacion. Este ultimo ha sido muy importante y de hecho se conocen mas de 18

hibridos dentro det género (Vij et al. 1980).

La historia de la planta de Sabila se remonta a 2.000 afios A.C., en los escritos de arcilla
de la Mesopotamia, época desde la cual se conoce sobre todo sus usos medicinales. La
especie del género Aloe mas conocida a lo largo de la historia, fue conocida por cerca de
200 afios como Aloe vera L., un error taxonémico debido a que su nombre corracto es
Aloe barbadensis Miller. (Granados-Sanchez y Castafieda-Perez 1988, Weiserma 1998,

Texas A&M 2004).

DIVERSIDAD DEL GENERO ALOE

Desde hace mucho tiempo se ha creido que el centro de origen del género se encuentra en
las tierras bajas del sureste de Africa de donde se distribuyeron los Aloes ancestrales,
durante la era terciaria. Se reconocen 11 centros de especiacion secundaria en las tierras
altas del continente o “Africa Alta” en la que se encuentran el 82% de las especies
identificadas. Se supone que las 350 especies tienen un antecesor comiin. No obstante
existen dudas acerca de: i) donde es el centro de origen real; ii) si existe un patron

evolutivo de las especies; iii) si el centro de origen es significativo para la produccién de



nucvas especies, o si hay centros secundarios donde también ocurre especiacion

(Granados-Sanchez y Castafieda-Perez 1988).

En América, las plantas del género Aloe fueron introducidas por los espafioles durante el
tiempo de la colonia, y se cree que se han distribuido casi exclusivamente debido a
razones ornamentales y por su relacion con usos curativos domésticos. En las altimas
décadas se conoce el cultivo en forma masiva de la especie 4. barbadensis, que por su
importancia econdémica, en la fabricacion de cosméticos y medicamentos, ha sido
ampliamente cultivada en regiones del estado de Texas, Arizona, Nuevo México y zonas
aridas de México y Guatemala.

En Costa Rica, las especies de éste género siguen siendo cultivadas de forma ornamental
principalmente, con la excepcion de A. barbadensis que ha empezado a cultivarse
recientemente de forma comercial, por algunas compaiiias internacionales y locales.
Actualmente no se encuentran informes en la literatura acerca de la diswibucion y
diversidad del género en el pais. Incluso, se desconoce este tipo de informacién para la

region centroamericana.

COMPONENTES QUIMICOS EN Aloe barbadensis, Miller.

Los componentes quimicos del gel y exudados de las hojas de A. barbadensis han sido
ampliamente estudiados en relacion con las propiedades farmacoldogicas que presentan
algunos de ellos. Sin embargo, algunos estudios no distinguen claramente entre los

componentes encontrados en el gel y los encontrados en el exudado de hojas.
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La masa del gel de las hojas de A. barbadensis es un mucilago (fig. 1) compuesto
principalmente de polisacaridos naturales con pequeifias cantidades de otros compuestos.
Contiene cerca de un 98.5% de agua con una porcion insoluble en alcohol, de alto
contenido en &cido urdnico, fructosa y azicares hidrosolubles (Grindlay y Reynolds
1986). Mandal y Das (1980) sostienen que los principales componentes del gel son:
acido galacturénico acompaiiado de pequeiias cantidades de galactano, arabinano y un
glucomanan no acetilado. Ademas de polisacaridos, se han identificado una serie de
otros compuestos presentes en el gel. Gjerstad (1971) encontré pequeiias cantidades de
anicares libres como glucosa y aldopentosa. También encontré un 2.5% (peso seco) de
proteina y 18 aminoéacidos comunes de los cuales, el acido aspartico, el 4cido glutdmico,

la serina, la histidina y la arginina son los que se presentan en mayor cantidad.

Recientemente se han publicado vanos informes acerca de nuevos componentes extraidos
de las hojas de A. barbadensis. Estos mencionan compuestos relacionados con los C-
glucosidos, C-glucosilantronas (Okamura et al. 1997), antronas y antroquinonas (Saleem
et al. 1997), una serie de compuestos llamados “cromonas” (Speranza et al. 1997, Waller
et al. 1997), algunos de los cuales han presentado propiedades antinflamatorias
comparables a los efectos de la hidrocortisona (Hutter et al. 1996).

Algunos productos naturales aislados a partir de A. barbadensis son barbaloina,
tetranitroaloe emodina, aloesina, isoaloesina, B-sitosterol, giberelinas, polisacaridos como

camisina y aloeferon, algunos alcanos, acidos grasos y bencenos (Saleem et al. 1997).



A pesar de que las hojas han sido el principal objeto de trabajo en la busqueda de
pEincipios activos, Saleem ef al. (1997) también han trabajado en la identificacion de

compuestos como aloe barbendol encontrado en las raices de 4. barbadensis.

Figura 1. Corte paradermal de la hoja de Aloe barbadensis. La flecha sefiala el mucilago

presente en la epidermis de la hoja. (Tomado de Weiserma 2004).

De forma general, una cantidad de compuestos han sido estudiados en A. barbadensis. Un
mforme reciente de Garuda Intemational (1999) menciona la composiciéon quimica en el

gel extraido de las hojas de A. barbadensis que se indica en el cuadro 1.



Cuadro 1: Composicion quimica del gel de las hojas de A. barbadensis. Segun Garuda

International Inc. (1999).

Mono y Aminodcidos Vitaminas Enzimas
Polisacaridos ** PpPm mg/ 100mL Unidades / 100 mL
Polihexanosas Acido aspartico 13-15 B-1:6-7 Amilasa 1100-1600
Hexanosas Acido glutimico 13.5- |B-2:6-7 Lipasa 600-800

15.5
Xilosa Alanina 1.0-1.3 C:47-61
Arabinosa Arginina 4.5-5.5 Niacinamida: 30-37
Galactosa Fenilalanina 4.3- 4.7 B-6:3.0-3.7
Glucosa Glicina 7.0-8.0 Colina . 9.5-11.2

Histidina 2.8-3.3

Isoleusina 3.5-4.0

Leucina 8.5-9.0

Lisina 5.0-6.0

Metionina 1.5-2.0

Prolina 8.0-9.0

Serina 6.0-7.0

Tirosina 2.8-3.3

Treonina 5.0-6.0

Valina 6.5-7.0

** Las concentraciones especificas ain no han sido determinadas

Otros compuestos determinados son:

Proteina:
Grasa:
Ceniza :
Fibra cruda:

Calorias:

0.11g/100 g
0.09¢/100 ¢
0.25%
0.10%

3.3/100 g. (Garuda International Inc. 1999).




Las proteinas encontradas en el gel de la planta han sido principalmente glucoproteinas
detectadas en varias especies del género Aloe, como por ejemplo una con actividad en la
proliferacion celular de células in vitro de humanos y hamsters (Yagi e a/ 1997). La
proteina posee un peso molecular de 29.000 Da y esta constituida de dos subunidades.

En otros estudios se ha informado de la presencia de una serie de elementos tales como
aluminio, boro, bario, calcio, hierro, magnesio, manganeso, sodio fosforo, silicon y

estroncio (Yamaguchi et al. 1993).

ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL POLISACARIDO ACEMANNAN

Resulta de gran interés un compuesto llamado Acemannan, un polisacarido insoluble en
alcohol, el cual ha sido de amplio uso en estudios tanto de trastomos gastricos (colitis
ulcerativa, gastritis), cicatrizacion de heridas, quemaduras por fuego, como en el
tratamiento de los efectos de la radiacion solar en la piel, adyuvante en la respuesta
inmunoldgica, etc. (Roberts y Travis 1995, Green 1996, Williams et al. 1996, Byeon et
al. 1998).

El polisacarido Acemannan, conocido comercialmente como Carrasyn ™, ha sido
descrito por Carrington Laboratories (Texas) como una poli-manosa acetilada de cerca de
80.000 Daltons y mencionado ademas como un estimulador del sistema inmune y otra
serie de propiedades inmunolégicas (McDaniel y McAnalley 1987, Reynolds y Dweck
1999).

Una gran cantidad de estudios se han llevado a cabo acerca de la actividad biologica de

este polisacanido. Recientemente, Reynolds y Deweck (1999) mencionan una gran lista
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USOS MEDICOS DE Aloe barbadensis, Miller.

Dioscorides, quien fuera médico cirujano de Neron, sabfa usar Aloe para cicamizar
heridas, curar la disenteria, “limpiar el estomago”, detener el flujo de sangre y curar la
ictericia. En el “Herbario Griego”, Dioscorides menciona las cualidades medicinales de
los jugos secosde A. barbadensis (Granados-Sanchez y Castafieda-Perez 1988).

Ademaés, numerosos estudios han asociado el gel extraido de las hojas de la planta con: i)
actividad antimicotica (Saks y Barkaigolan 1995); ii) cicatrizacion de heridas (Jiménez-
Magallanes et al. 1995); iii) curacién de problemas gastricos (Parmar et al. 1986); iv)

propiedades anti-inflamatorias (Udupa ez al. 1994, Hutter et al. 1996).

Algunos estudios mencionan que e} poder curativo del gel de Aloe, como medicamento
(capsulas, extracto o ungiiento) estd basado en un concepto diferente al de las drogas
comunes debido a que el gel contiene moléculas de azicar altamente reactivas, las cuales
son utilizadas por las células de los tejidos dafiados para limpiar y “hacer reparaciones”

del tejido a punto de morir (Granados-Sanchez y Castafieda-Perez 1988).

Estudios recientes realizados en conejos, han relacionado la actividad terapéutica topica
del gel extraido de las hojas de 4. barbadensis, con la pentoxifilina en el alivio de
picaduras de insectos (Miller y Koltai 1995). Otros estudios realizados en ratones han
encontrado efectos positivos del uso del polisacarido Acemannan, contenido en el gel de

A. barbadensis, en tejido irradiado por rayos gamma (Roberts y Travis 1995), asi como
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en casos de dermatitis producida por efecto de irradiacion solar (Williams ef al. 1996) y
radiacion ultravioleta (Byeon e? al. 1998)

Otros resultados de gran interés son los encontrados por Koo (1994) en relacion con la
actividad antiulcerante y antidiabética del extracto del gel, asi como con la actividad
inmunologica encontrada en un polisacando extraido de las células del parénquima de las
hojas (Hart er al. 1989). Por otro lado, Fahim y Wang (1996) han informado que un
liofilizado extraido de A. barbadensis, en conjunto con acetato de zinc puede servir como
anticonceptivo vaginal.

La vasta mformacion ciensifica acerca del uso médico de las plantas de Aloe y en forma
especifica de A. barbadensis, es una seiial clara de la relevancia de continuar estudios
serios en relacion con la identificacidn y extraccion de los diversos compuestos quimicos

presentes en {a planta, con potencial para el uso farmacologico.

CULTIVO IN VITRO DE TEJIDOS VEGETALES DEL GENERO Aloe Y DE LA

ESPECIE A. barbadensis, Mill.

Dentro del género Aloe se han estudiado varios sistemas de cultivo in vitro en especies
como A. ferox, A. petrorensis, A. arborescens y A. ciliaris, orientados al establecimiento
de organogénesis somatica (Gui er al. 1990, Comeanu et al. 1994), a la formacion de
callos (Groenenwald et al. 1975, Racchi 1988), al cultivo de anteras (Keijzer y Crest
1987), asi como al cultivo in vitro para el estudio de metabolitos secundarios de interés

farmacologico (Racchi 1988).
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Los compuestos de intcrés farmacologico podrian ser extraidos de mancra mas eficicnte,
en condiciones controladas dc ascpsia y homogencidad quimica, en sistemas in vitro,
tales como la callogénesis somética y el cultivo de células en suspension. Hasta el
momento, los estudios han aportado algunos resultados importantes ¢n cuanto a la

micropropagacion, pero no asi en cuanto a la induccion de callogénests somatica.

Groenewald y colaboradores (1975) generaron callos somaticos c¢n A. petrorensis. En
cste cstudio ellos cscogicron tcjidos provenicntes de semillas como explantes, y lograron
la generacion de callos a las cuatro semanas d¢ cultivo. A partir de¢ este sistema dc
callogénesis se regencraron plantulas en periodos de 8 a 10 semanas después dc¢ iniciados

los cultivos.

Racchi (1988) logré la induccion de callos cn Aloe ferox. Sus mejores resultados fueron
a partir de explantes extraidos de scmillas intactas (embrion y segmentos de cotiledon).
Los callos sc formaron cuatro semanas después de iniciados los cultivos y fueron de color
amarillo-verdoso, palidos, compactos y con ndédulos. La estructura nodular desarrollada
dentro del callo dio origen a grupos de estructuras morfogénicas. La mayoria dc los
callos fucron capaces de desarrollar plantulas en medio con y sin rcguladores de
crecimiento y mantuvieron su capacidad embriogénica por mas de un aiio. Algunos
analisis de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) dieron resultado positivo ¢n
las plantulas, para detectar la presencia de compucstos como alocsin, aloercsin y aloin,

pero €stos compuestos no s¢ encontraron ¢n los callos (Racchi 1988).
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Otro trabajo importantc dentro det género Aloe ha sido ¢l rcalizado por Comeanu y
colaboradorcs (1994) en A. arborescens. En este trabajo, los autores informan la
regeneracion de plantas a partir de segmentos de tallo de brotes axilares cuando utilizan
¢l medio basico MS (Murashige y Skoog 1962) sin el uso de reguladores de crecimiento
cn las primeras etapas del cultivo. En este estudio se logroé la ncoformacion de plantulas.

Sc han obtenido pocos resultados con ¢l uso de cxplantcs haploides dentro del género
Aloe. Keijzer y Crest (1987) rcalizaron estudios para la busqueda de diferencias
citologicas entre las cclulas del tejido de anteras, rclacionadas con la esterilidad
masculina de las plantas dc Afoe ciliaris. En estos cstudios los autorcs iniciaron cuttivos
in vitro de anteras, sin embargo no se obtuvieron rcsultados positivos en induccion de

brotes o regeneracion de plantas.

Debido a su baja capacidad de reproduccidn sexual, A. barbadensis ha sido cultivada
principalmente de forma vegctativa y rccientemente algunos trabajos informan de su
cultivo mcdiante técnicas in vitro. En éstos, se han establecido sistemas de regeneracion
de plantas mediante organogénesis somdtica al utilizar t¢jidos como: i) meristemos
apicales (Natali ef al. 1990, Meyer y Staden 1991, Richwine 1995, Hirimburegama y
Gamage 1995), ii) antcras (Keijzer y Cresti 1987), iti) bases dc hojas (Cavallini ef al.
1993) y iv) meristemos radicales (Roy y Sarkar 1991). Estas investigaciones han tenido
como objctivo principal la micropropagacion en masa de las plantas (Mcyer y Van
Staden 1991) y el estudio de la variacion somaclonal, a nivel dc contenido y vartaciones
cuantitativas en ¢l ADN de los tejidos cultivados (Castroncra-Sanchez ef al. 1988,

Cavallint et al. 1993).
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Atn cuando ha sido posible el establecimiento de sistemas de organogénesis y
regeneracion de plantas in vitro, la especie ha mostrado ser bastante recalcitrante para el
desarrolio de sistemas de embriogénesis somatica. Contrario a lo encontrado en la
literatura para otras especies relacionadas (4. ferox, A. petrorensis), A. barbadensis s6lo
ha presentado formacién de callos morfogénicos en los estudios realizados por
Castronera-Sanchez et al. (1988) y Cavallini ef al. (1993). Sin embargo en estos estudios

la respuesta embriogénica de los callos no fue observada.

Castronera-Sanchez et al. (1988) estudiaron el comportamiento de varios tipos de
explantes en cuanto a la capacidad morfogénica. En este estudio, se encontrd que el 5%
de los explantes de la base de hojas formaron callos suaves que se originaron en la base
del tejido epidérmico. Estos callos fueron amarillentos y desarrollaron centros
meristematicos persistentes (mitéticamente activos) en 3 semanas. Ocasionalmente
algunos explantes de base de hojas desarrollaron pequeiias cantidades de callos
compactos los cuales formaron brotes cuando se cultivaron en MS con 24
diclorofenoxiacético (2,4-D) y 6-benzilaminopurina (BAP). En este estudio, los autores
encontraron una fuerte correlacion positiva entre la habilidad morfogénica y el contenido

de ADN en el nicleo de callos y brotes.

Cavallini y colaboradores (1993) encontraron vaniaciones en el contenido de ADN de las
plantas regeneradas por cultivo in vitro en comparacion con las plantas cultivadas in vivo.
Ellos observaron cambios como tetraploidia asi como una correlacién entre el contenido

basico de ADN en el nucleo y el area de la célula epidermal. Este punto es importante
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debido a que, si esta relacion también se puede dar con la dimension de la célula del
parénquima (en donde se acumulan los principios activos de Aloe), podria afectar la
productividad de la planta en cuanto a esos principtos activos (Cavallini ef al. 1993). Sin
embargo, hasta la fecha no se han dado nuevos informes que permitan confirmar éstas

hipdtesis.

Los sistemas de cultivo in vitro desarrollados para la especie A. barbadensis Mill. han
resultado ser de interés, en cuanto al potencial de micropropagacion masiva de la especie,
y para evitar los problemas generados con la baja tasa de reproduccion sexual presentada
por la especie. No obstante, el establecimiento de un sistema de callogénesis somatica o
cultivo de células en suspension para la especie, vendria a ser de mayor provecho no sblo
en cuanto la micropropagacién masiva, sino también en cuanto a la seleccion de lineas
“élite” dentro de las poblaciones in vitro, asi como para el estudio de aspectos

fundamentales de la constitucion genética de la especie.

CULTIVO DE CELULAS EMBRIOGENICAS EN SUSPENSION

La embriogénesis somatica es el desarrollo de embriones a partir de células somaticas sin la
participacion de gametos. En este proceso se dan etapas semejantes a las de la reproduccién
sexual. Cada embrién somatico es una estructura bipolar, con un eje radical-apical,
independiente del tejido que le dio origen, que genera una planta diferenciada similar a las

cigoticas (Litz y Jarret 1991). La regeneracion de plantas a través de dicho proceso es por tanto
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un buen modelo o sistema, a partir del cual se puede dar la aplicacién de técnicas

biotecnolégicas, tales como la ingenieria genética.

Los embriones somdticos pueden ser generados en medios de cultivo semi-sdlidos o liquidos.
Estos 1illtimos se conocen como cultivos de células en suspension o suspensiones celulares, que
tienen la ventaja de producir embriones somaticos individualizados en gran nimero. A nivel
comercial, el cultivo de células en suspension en bioreactores (Teng et al. 1993), es una
estrategia idonea para incrementar el rendimiento en la produccién y extraccién de sustancias de
uso farmacologico. Esto, debido a las condiciones asépticas, a las variables fisicas y quimicas

controladas, asi como al volumen ilimitado de {os cultivos.

MARCADORES MOLECULARES DE ADN

Dentro de los organismos vivos existe una gran variedad de formas, colores, tamafios
(caracteristicas morfologicas), que los distinguen entre si. Esta vanabilidad, o
polimorfismo genético, ocurre en forma natural dentro y entre diferentes poblaciones de
organismos. Asi, cualquier diferencia genética detectable entre dos individuos sirve
entonces como una etiqueta o marcador genético que se convertirh en un rasgo

caracteristico y propio de cada individuo o de cierto grupo de individuos.

Los marcadores moleculares no son afectados por el medio ambiente, ya que se basan en

la secuencia del ADN y la informacién genética no cambia aunque las plantas estén
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sujetas a condiciones extremas y variadas. Ademas, como se trata de ADN, la
informacion es constante en cualquier parte de la planta y en cualquier etapa de
desarrollo. Al igual que los marcadores morfolégicos y bioquimicos, los marcadores
mleculares detectan la variacién natural entre individuos y su herencia sigue las leyes
mendelianas. Una venta)a adicional es la posibilidad de analizar loci tnicos (regiones

unicas en el genoma) o loci multiples (regiones repetidas a través del genoma).

En la actualidad los marcadores moleculares de ADN, empleados de manera amplia son:

1. Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion de ADN (RFLP,
siglas en inglés)

2. Fragmentos de ADN polimodrficos amplificados al uzwr (RAPD, siglas en
inglés)

3. Polimorfismos en fragmentos amplificados de ADN (AFLP, siglas en inglés).

4. Secuencias cortas repetidas de ADN, o microsatélites

ANALISIS DE FRAGMENTOS DE ADN POLIMORFICOS AMPLIFICADOS AL

AZAR (RAPD siglas en inglés: “random amplified polymorphic DNA ")

La técnica de los RAPD se basa en una modificacion de la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, siglas en inglés). Esta ultima, permite la amplificacion especifica
de regiones de un genoma flanqueadas por secuencias conocidas. Pequefios

oligonucledtidos, con homologia a las secuencias flanqueantes, son utilizados como
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iniciadores para la polimerizaciéon del ADN de la regidon de interés. La técnica de los
RAPD usa un solo oligonucledtido con secuencia al azar y se amplifica una region del
genoma flanqueada por réplicas invertidas del oligonucleStido. Los resultados de la
-mplificacién se pueden visualizar después de su migracibn en una cémara de
electroforesis, utilizando un gel de agarosa y una tincion con bromuro de etidio. La base
del polimorfismo en este caso resuita en pequeiios cambios en o cerca de las regiones de
homologia del oligonucledtido, que pueden afectar los productos de la PCR y causar

ganancia o pérdida de bandas (Watson et al. 1988).

Esta técnica resulta muy adecuada para investigar variabilidad en especies relacionadas y
puede servir como herramienta en la caracterizacion genética de especies. Junto con la
técnica de RFLP, mini y micro-satélites, los RAPDs representan una altemativa de bajo

costo y alto rendimiento para analizar muestras en alto nimero (Rafalski 1997).

Dentro de algunas de las dificultades y limitaciones de la técnica, Hadrys et al. (1992)
mencionan las siguientes:

- El tamafio del impnmador: la especificidad del andlisis del genoma, esta

determinada por el tamaiio del imprimador. De esta forma imprimadores cortos
podrian amplificar un gran niimero de secuencias dificiles de manejar y por otro
lado, imprimadores muy grandes podrian amplificar unas pocas secuenctas
aportando poca informacién. Los tamaiios mas recomendados por la mayor parte

de los autores, son de 10 pares de bases.
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Alta sensibilidad a las condiciones de la reaccidn: debido a su base en la técnica

de PCR, la principal limitacion de los RAPD es su sensibilidad a las condiciones
de la reaccion de PCR, por lo cual pequeiios cambios en las condiciones pueden
afectar la reproducibilidad de amplificacién de los productos de PCR. La técnica
es sensible a: 1) los perfiles de temperatura usados en la reaccién, 2) el tipo de
Taq polimerasa usada, 3) la concentracion de Mg 2 Por su lado el perfil de la
amplificacién es sensible a la 7ag y a la concentracion de ADN. Carlson et al.
(1991) han enconwado que la concentracién optima de la mueswa de ADN por
reacciéon puede variar sustancialmente de las condiciones tipicas (25 ng por
reaccion) utilizadas, dependiendo de ia combinacion entre ADN e imprimador.
Los perfiles térmicos establecidos dependen del termociclador utiiizado y por
tanto deben ser estandarizados. Solamente mediante una estandarizacion estricta
de las condiciones de reaccion se puede garantizar la reproducibilidad de los

productos de amplificacién.

Posjbilidad de Co-migracién: un supuesto del uso de ia técnica de RAPD, es que

los fragmentos amplificados son unicos y que el procedimiento no amplifica dos
fragmentos distintos los cuales podrian co-migrar en el gel debido a su tamaiio
similar. De esta forma la co-migracién se podria comprobar con ayuda de un
analisis con la técnica de wansferencia con papel secante, conocida como
“Southern blot”. De forma alterna se podria también utilizar un gel de
poliacrilamida el cual incrementa la resolucion de las bandas y asi se podria

observar mejor la separacion entre ellas.
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- Baja reproducibilidad de los productos amplificadgs: como en las demas técnicas

de marcadores moleculares, algunos fragmentos obtenidos de los RAPD pueden
ser ambiguos y dificiles de contar, otros por su parte pueden ser bastante claros
pero poco reproducibles. En cuanto a los fragmentos difusos, estos pueden
derivarse de hibridaciones no especificas entre productos de la amplificacién no
relacionados y por tanto no pueden ser usados como marcadores genéticos. A
pesar de la apancion espontanea de este tipo de eventos, la experiencia ha
mostrado que si la amplificacion por medio de RAPD es repetida dos o mas
veces, {a mayoria de los marcadores son observados claramente y pueden ser

reproducibles y contables.

Las técnicas mas comunes utilizadas para la biasqueda de marcadores moleculares de
ADN difieren de forma sustancial en cuanto a: i) grado de complejidad de los
procedimientos, it) cantidad de ADN requerida, iii) informacién de la secuencia necesaria
para el inicio del analisis del genoma, iv) poder de analisis de genotipos relacionados, v)
costos en términos de mano de obra y dinero y vi) robustez de la técnica en sus
aplicaciones. En este sentido, la técnica de RAPD parece tener alto potencial de
aplicaciéon en muchas areas de la taxonomia y ecologia, debido a sus requerimientos

minimos de tecnologia, mano de obra y costos (Lynch y Milligan 1994).
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OBJETIVO GENERAL

Establecer un sistema de cultivos celulares embriogénicos de Sabila (4loe barbadensis, Miller),
que permita el subsecuente cultivo de células en suspension, la regeneracion de plantas y el
analisis de compuestos con actividad biologica. Ademads, estudiar algunos eventos de
reproduccion sexual y realizar analisis moleculares de ADN en especies de Aloe presentes en el

pais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Desarrollar los procedimientos experimentales para la induccion de callos embriogénicos de
Aloe barbadensis a partir de expla