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POLIBOTANICA, revista botanica internacional del Instituto Politécnico Nacional, incluye
exclusivamente articulos que representen los resultados de investigaciones originales en el area. Tiene
una periodicidad de dos numeros al afio, con distribucién y Comité Editorial Internacional.

Todos los articulos enviados a la revista para su posible publicacion son sometidos por lo menos a
un par de arbitros, reconocidos especialistas nacionales o internacionales que los revisan y evalian y
son los que finalmente recomiendan la pertinencia o no de la publicacion del articulo, cabe destacar
que este es el medio con que contamos para cuidar el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES PARA LA PUBLICACION DE TRABAJOS
Se aceptaran aquellos originales que se ajusten a las prescripciones siguientes:

POLIBOTANICA incluye exclusivamente articulos que representen los resultados de investigaciones
originales que no hayan sido publicados.

1. El autor debera anexar una carta membretada y firmada dirigida al Editor, donde se presente el
manuscrito, asi como la indicacion de que el trabajo es original e inédito, ya que no se aceptan
trabajos publicados o presentados anterior o simultineamente en otra revista, circunstancia que
el autor(es) debera declarar expresamente en la carta de presentacion de su articulo.

2. Al quedar aceptado un trabajo, su autor no podra ya enviarlo a ninguna otra revista nacional o
extranjera.

3. Los articulos deberan estar escritos en espafiol, inglés, francés o portugués. En el caso de estar
escritos en otros idiomas diferentes al espafiol, debera incluirse un amplio resumen en este
idioma.

4. Como parte de los requisitos del CONACYT, POLIBOTANICA ahora usa la plataforma del
Open Journal System (OJS); para la gestion de los articulos sometidos a la misma.Asi que le
solicitamos de la manera mds atenta sea tan amable de registrarse y enviar su articulo en la
siguiente liga: www.polibotanica.mx/ojs/index.php/polibotanica

a) cargar el trabajo en archivo electronico de office-word, no hay un méximo de paginas con
las siguientes caracteristicas:
b) en paginas tamafio carta, letra times new roman 12 puntos a doble espacio y 2 cm por margen

5. Las figuras, imagenes, graficas del trabajo deben estar incluidas en el documento de Word original:

a) en formato jpg
b) con una resolucion minima de 300 dpi y un tamafio minimo de 140 mm de ancho
c) las letras deben estar perfectamente legibles y contrastadas

6. Todo trabajo debera ir encabezado por:

a) Un titulo tanto en espafiol como en inglés que exprese claramente el problema a que se refiere.
El formato para el titulo es: negritas, tamafio 14 y centrado;

b) El nombre del autor o autores, con sus iniciales correspondientes, sin expresion de titulos
o grados académicos. El formato para los autores es: alineados a la izquierda, cada uno en un
parrafo distinto y tamafio 12. Cada autor debe tener un nimero en formato superindice indicando
a que afiliacion pertenece;

¢) La designacion del laboratorio e institucion donde se realizo el trabajo.La(s) afiliacion(es)
debe(n) estar abajo del grupo de autores. Cada afiliaciondebera estar en un parrafo y tamafio



7.

12. Al inicio de cada afiliacidonestara el nimero en superindice que lo relaciona con uno o mas
autor/es.

d) El autor para correspondencia deberd estar en el siguiente parrafo, alineado a la izquierda,
tamafio 12.

Todo trabajo debera estar formado por los siguientes capitulos:

a) RESUMEN y ABSTRACT. Palabras clave y Key Words. El resumen debe venir después
de la afiliacion de los autores, alineado a la izquierda, tamafo 12. La palabra “Resumen: /
Abstract:” debe venir en negritas y con dos puntos. El texto del resumen debe empezar en el
parrafo siguiente, tamafio 12 y justificado. El texto “Palabras clave / Key Words:” debe venir
en negritas seguido de dos puntos. Cada una de las palabras clave deben estar separadas por
coma o punto y coma, finalizadas por punto.

b) INTRODUCCION y METODOS empleados. Cuando se trate de técnicas o métodos ya
conocidos, solamente se les mencionara por la cita de la publicacion original en la que se dieron
a conocer. El formato para todas las secciones en esta lista es: negritas, tamafio 16 y centrado.

c) RESULTADOS obtenidos. Presentacion acompafiada del nimero necesario de graficas, tablas,
figuras o diagramas de tamafio muy cercano al que tendra su reproduccion impresa (19 x 14 cm).

d) DISCUSION concisa de los resultados obtenidos, limitada a lo que sea original y a otros
datos relacionados directamente y que se consideren nuevos.

e) CONCLUSIONES.

ESPECIFICACIONES DE FORMATO PARA EL CUERPO DEL TRABAJO

. Secciones/Subtitulos de parrafo: Fuente tamafio 16, centrado, en negritas, con la primera letra

en mayuscula.

. Subsecciones/Subtitulos de parrafo secundarios : Fuente tamafio 14, centrado, en negritas, con la

primera letra en mayuscula. Cuando existan subsecciones de subseccion formatear en tamafo
13 negrita y centrado.

. Cuerpo del texto: Fuente tamafio 12, justificado. NO debe haber saltos de linea entre parrafos.

. Las notas de pie de pagina deben estar al final de cada pagina, fuente tamafio 12 justificadas.

. Cita textual con mas de tres lineas: Fuente tamano 12, margen izquierdo de 4 cm.

. Titulo de irpégenes: Fuente tamano 12, centrado y en negritas, separado por dos puntos de su

descripcion. Descripcion de las imagenes: tamano 12.

. Notas al pie de las imagenes: Fuente tamano 12 y centradas con respecto a la imagen, la primera

letra debe estar en mayusculas.

. Imagenes: deben estar en el cuerpo del texto, insertadas en formato png o jpg, a por lo menos 300

dp1 de resolucion y centradas. Las 1magenes deben estar en linea con el texto. Se consideran
imagenes: graficos, cuadros, fotografias, diagramas y, en algunos casos, tablas y ecuaciones.

. Tablas de tipo texto: El titulo de las columnas de las tablas debe estar en negritas y los datos

del cuerpo de la tabla con fuente normal. Los nombres cientificos deben estar en italicas. Se
recomienda utilizar las Tablas como imagenes, estas deberan de ir centradas (a por lo menos
300 dpi de resolucion).

10. Notas al pie de la tabla: Fuente tamano 12 y centradas con respecto a la tabla, la primera letra

debe estar en mayusculas.

11. Ecuaciones pueden estar en Mathtype 1 o en imagen. En este ultimo caso, seguir instrucciones

del punto 8.

12. Citas del tipo autor y ano deben estar entre parentesis, con el apellido del autor seguido por el

ano (Souza, 2007), primera letra en mayuscula.



8. LITERATURA CITADA, Se tomara como base el Estilo APA para las Referencias Bibliograficas,
formada por las referencias mencionadas en el texto del trabajo y en orden alfabético. Es
obligatorio utilizar Mendeley® (software bibliografico). El propésito de utilizar este tipo de
software es asegurar que los datos contenidos en las referencias estdn correctamente estructurados
y corresponden a las citas del cuerpo del texto.

ESTRUCTURA' Y FORMATO DE LOS AGRADECIMIENTOS Y REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

1. Los Agradecimientos deberan estar despues de la ultima seccion del cuerpo del texto. Esta
informacion debe tener como titulo la palabra “Agradecimientos”, o su equivalente en otro
idioma, en negritas, tamano 12 y centrado. El texto de esta informacion debe estar en tamano
12 justificado.

2. Las Referencias bibliograficas deben estar en orden alfabetico sin salto de linea de parrafo,
alineados a la izquierda, en tamano 12.

3. Apendices, anexos, glosarios y otros materiales deben incluirse despues de las referencias
bibliograficas. En caso de que estos materiales sean extensos deberan ser creados como archivos
PDF.

9. REVISION Y PUBLICACION

Todos los articulos enviados a la revista para su posible publicacion seran sometidos a una revision
“doble ciego”, se enviaran por lo menos a un par de arbitros, reconocidos especialistas nacionales o
internacionales que los revisaran y evaluaran y seran los que finalmente recomienden la pertinencia
o no de la publicacion del articulo, cabe destacar que este es el medio con que contamos para cuidar
el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

Una vez aceptado el trabajo, se cobraran al autor(es) $299 por pagina mas IVA, independientemente
del nimero de fotografias que contenga.

PUBLICATION GUIDELINES

POLIBOTANICA, an international botanical journal supported by the National Polytechnic Insti-
tute, only publishes material resulting of original research in the botanic area. It has a periodicity
of two issues per year with international distribution and an international Editorial Committee.

All articles submitted to POLIBOTANICA for publication are reviewed by at least a couple
of referees. National or international recognized experts will evaluate all submitted mate-
rials in order to recommend the appropriateness or otherwise of a publication. Therefore, the
quality of published papers in POLIBOTANICA is of the highest international standards.

FOR PUBLICATION OF ARTICLES
Originals that comply with the following requirements will be accepted:

1. POLIBOTANICA includes only items that represent the results of original research which have
not been published.The author should attach an official and signed letter to Editor stating that
the work is original and unpublished. We do not accept articles published or presented before or
simultaneously in another journal, a fact that the author (s) must expressly declare in the letter.

2. When an article has been accepted, the author can no longer send it to a different national or
foreign journal.
3. Articles should be written in Spanish, English, French or Portuguese. In the case of be written in



languages other than Spanish, it should include an abstract in English.

4. The article ought to be sent to the POLIBOTANICA’s Open Journal System http://www.polibo-
tanica.mx/0js in an office-word file without a maximum number of pages with the following
features:

a) on letter-size pages, Times New Roman font type, 12-point font size, double-spaced and 2 cm
margin

5. The figures, images, graphics in the article must be attached as follows:

a) in jpg format
b) with a minimum resolution of 300 dpi and a minimum size of 140 mm wide
¢) all characters must be legible and contrasted

6. All articles must include:

a) a title in both Spanish and English that clearly express the problem referred to. The format
for this section is: bold, font size 14 and centered.;

b) the name of the author or authors, with their initials, no titles and no academic degrees. The
format for this section is: font size 12, aligned to the left, each name in a different paragraph but
without spaces in-between and a superscript number indicating the affiliation;

c¢) complete affiliations of all authors (including laboratory or research institution). The format
for this section is: font size 12, aligned to the left, each name in a different paragraph but without
spaces in-between and a superscript number at the beginning of the affiliation;

d) correspondence author should be in the next paragraph, font size 12 and aligned to the left.
7. All work should be composed of the following chapters:

a) RESUMEN and ABSTRACT. Palabras clave y Key Words. The format for this section is:
bold, font size 12 and centered. Both words (RESUMEN: and ABSTRACT:)must include a
colon, be in bold and aligned to the left. The body of the abstract must be justified and in font
size 12. Both palabras clave: and keywords:must include a colon, be in bold and aligned to the
left. Keywords must be separated by a comma or semicolon, must be justified and in font size 12.

b) INTRODUCTION y METHODS. In the case of techniques or methods that are already
known, they were mentioned only by appointment of the original publication in which they were
released.

c) RESULTS. Accompanied with presentation of the required number of graphs, tables, figures
or diagrams very close to the size which will be printed (19 x 14 cm).

d) DISCUSSION. A concise discussion of the results obtained, limited to what is original and
other related directly and considered new data.

¢) CONCLUSIONS. The format for sections Introduction, Results, Discussion and Conclusionsis:
bold, font size 16 and centered.



FORMAT SPECIFICATIONS FOR THE BODY OF WORK

1. Sections: Font size 16, centered, bold, with the first letter capitalized.

2. Subsections / Secondary Subtitles: Font size 14, centered, bold, with the first letter capitalized.
When there are second grade subsections format in size 13 bold and centered.

3. Body: Font size 12, justified. There should NOT be line breaks between paragraphs.

4. Footnotes should be at the bottom of each page, font size 12 and justified.

5. Textual quotation with more than three lines: Source size 12, left margin of 4 cm.

6. Image Title: Font size 12, centered and bold, separated by two points from its description. Des-
cription of the images: size 12.

7. Images Footnotes: Font size 12 and centered with respect to the image, the first letter must be in
capital letters.

8. Images: must be in the body of the text, inserted in png or jpg format, at least 300 dpi resolution
and centered. Images should be in line with the text. Graphs, charts, photographs, diagrams and, in
some cases, tables and equations are considered images.

9. Text Tables: Only The title of the columns of the tables must be in bold. Scientific names must
be in italics. It is recommended to use the Tables as images, they should be centered (at least 300
dpi resolution).

10. Footnotes: Font size 12 and centered with respect to the table, the first letter must be in upper
case.

11. Equations can be in Mathtype 1 or in image. In the latter case, follow the instructions in point 8.
12. Quotations of the author and year type must be in parentheses, with the author’s last name fo-
llowed by the year (Souza, 2007), first letter in capital letters.

8. LITERATURE CITED. All references must be cited using the APA stile. POLIBOTANICA requires
the use of Mendeley® (free reference manager) for the entire bibliography.

STRUCTURE AND FORMAT OF ACKNOWLEDGMENTS AND BIBLIOGRAPHICAL
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RESUMEN: El orden Asparagales, una de las principales subdivisiones de las
monocotiledéneas, comprende 14 familias y mas de 36,000 especies, destacando por su
alta tasa de diversificacion. Dentro de este orden, se observa una amplia variabilidad en
el tamafio del genoma y en el cariotipo, con algunos géneros mostrando un cariotipo
bimodal. El género Aloe, perteneciente a la familia Asphodelaceae, es notable por su
diversidad y aunque la mayoria son diploides, se han identificado también especies
tetraploides y hexaploides. A pesar de esta variabilidad en el nimero de cromosomas, el
cariotipo bimodal de Aloe se mantiene relativamente estable, con diferencias en el
contenido de ADN entre especies. En contraste, el género Agave de la familia
Asparagaceae, presenta un cariotipo bimodal conservado con 30 cromosomas en el
genoma haploide, que incluye 5 cromosomas grandes y 25 pequefios. Las especies de
Agave muestran variaciones naturales en ploidia, pero el patron basico del cariotipo se
conserva. La filogenia basada en genomas completos sugiere que Agave esta
estrechamente relacionado con otros géneros como Manfreda y Polianthes. La
investigacion sobre la hibridacion in situ y la técnica GISH ha permitido identificar y
analizar reordenamientos genémicos y componentes de cariotipos en diversas especies.
En este contexto, se ha llevado a cabo un estudio para hibridar el genoma de Aloe vera
en nucleos en interfase y células en metafase de 4gave hibrido H11648 para evaluar
como un género evolutivamente distanciado se integra en el genoma del Agave,
buscando entender mejor las dinamicas de cariotipo en estas plantas. Nuestros resultados
mostraron conservacion de regiones genomicas de Aloe en Agave al observarse
hibridacion gendmica en todos los cromosomas y en ntcleos en interfase de Agave
hibrido H11648. Estos datos fuertemente sugieren que el cariotipo bimodal de agaves
no fue adquirido por la fusién de genomas con diferentes tamafios de cromosomas, sino
mas bien por rearreglos, fusiones y fisiones durante el periodo de evolucion del género.
Palabras clave: Agave, Aloe, GISH, Cariotipo bimodal.

ABSTRACT: The Asparagales order, one of the main subdivisions of the monocots,
comprises 14 families and more than 36,000 species, notable for its high rate of
diversification. Within this order, a wide variability in genome size and karyotype is
observed, with some genera showing a bimodal karyotype. The genus Aloe, belonging
to the family Asphodelaceae, is notable for its diversity and although most are diploid,
tetraploid and hexaploid species have also been identified. Despite this variability in
chromosome number, Aloe's bimodal karyotype remains relatively stable, with
differences in DNA content between species. In contrast, the Agave genus of the
Asparagaceae family, presents a conserved bimodal karyotype with 30 chromosomes in
the haploid genome, which includes 5 large chromosomes and 25 small chromosomes.
Agave species show natural variations in ploidy, but the basic karyotype pattern is
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preserved. Phylogeny based on whole genomes suggests that 4gave is closely related to other
genera such as Manfreda and Polianthes. Research on in situ hybridization and the GISH
technique has made it possible to identify and analyze genomic rearrangements and karyotype
components in various species. In this context, a study has been carried out to hybridize the
genome of Aloe vera in interphase nuclei and metaphase cells of hybrid Agave H11648 to evaluate
how an evolutionarily distanced genus integrates into the Agave genome, seeking to better
understand the karyotype dynamics in these plants. Our results showed preservation of genomic
regions of Aloe in Agave by observing genomic hybridization in all chromosomes and in interface
nuclei in hybrid Agave H11648. These data strongly suggest that the bimodal karyotype of agaves
was not acquired by the fusion of genomes with different chromosome sizes, but rather by
rearrangements, fusions, and fissions during the period of evolution of the genus.

Key words: Agave, Aloe, GISH, Bimodal Karyotype

INTRODUCCION

El orden Asparagales, dentro de las monocotiledoneas, incluye 14 familias (Amaryllidaceae,
Asparagaceae, Asphodelaceae, Asteliaceae, Blandfordiaceae, Boryaceae, Doryanthaceae,
Hypoxidaceae, Iridaceae, Ixioliriaceae, Lanariaceae, Orchidaceae, Tecophilacaceac y
Xeronemataceae), 1122 géneros y mas de 36,000 especies (APG). Este orden representa la mayor
tasa de diversificacion de las monocotiledoneas (Magallon and Castillo 2009), con una edad
estimada del grupo corona de aproximadamente 125.3 millones de afios (Tank et al., 2015) y una
gran diversidad en tamafios de genoma desde 0,3 -82,2 pg (Leitch and Leitch 2013). En este orden
existen reportes de diversos géneros que presentan un cariotipo bimodal como Aloe, Agave,
Camasia, Yucca, Chologalum, Hastingsiana, Hesperocallis, entre otros (Halpin and Fishbein
2013; Robert et al., 2008; McKain et al., 2016).

Aloe L. pertenece a la familia Asphodelaceae que contiene alrededor de 940 especies y una edad
aproximada de 45 a 63 millones de afios. A/oe L. es conocida como una Lili del desierto, con gran
aplicacion como planta medicinal (Carter and Royal Botanic Gardens 1994), de la cual se
conocen alrededor de 500 especies distribuidas alrededor del mundo, principalmente en zonas
tropicales (Carter and Royal Botanic Gardens 1994; Gunjan and Roy 2010). El género presenta
una gran diversidad en tamafio y morfologia desde arboles que crecen 15 m de altura hasta
pequeias plantas con una roseta de 30 mm y aunque en su mayoria son diploides (2n=14), se han
identificado algunas especies tetraploides y una especie hexaploide (Brandham and Doherty
1998).

Las especies analizadas del género 4loe L. en general muestran una estabilidad en el cariotipo
bimodal con una estructura basica haploide de un cromosoma grande, submetacéntrico (un brazo
del cromosoma es ligeramente mayor que otro), tres cromosomas grandes acrocéntricos (se
refiere a cromosomas con el centromero cercano a un extremo) y tres cromosomas pequefios
acrocéntricos (Brandham and Doherty 1998), sin embargo existen reportes de asimetria
cariotipica en algunas especies del género (Gunjan and Roy 2010). En contraste con la
uniformidad de la estructura basica cromosomica, este género presenta una gran variacion en el
contenido de ADN 1C desde 10.5 pg en A. tenuori hasta 23.9 pg en A. peckii, (Brandham and
Dobherty 1998).

Al evaluar la distribucion de la posicion de los loci 5S 'y 45S en 13 especies de Aloe, se evidenciod
una conservacion en localizacion intersticial en cromosomas grandes para 5S, en comparacion
con diferencias en el nimero, localizacién y tamafio de loci encontrado entre las especies
analizadas en 45S (Adams et al., 2000) posiblemente originados durante la especiacion de Aloe.
Por su parte, los agaves, pertenece a la familia Asparagaceae que incluye aproximadamente 2900
especies distribuidas alrededor del mundo y se estima que la divergencia del grupo corona
comenzd hace unos 89 millones de afios (Eguiarte 1994).

El género Agave L. es un género joven dentro de Asparagales con una edad estimada entre 7.8 y
10.1 millones que incluye mas de 290 especies Good-Avila et al. (2006), todas ellas con cariotipo
bimodal conservado de 30 cromosomas en genoma haploide que consiste en 5 cromosomas
grandes y 25 cromosomas pequefios. En este género se aprecia una serie de ploidias naturales
desde diploides hasta octoploides, con una conservacion en los sitios y distribucion de las
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regiones 5S y 458, independientemente del nivel de ploidia y un incremento proporcional del
contenido de ADN con relacion al nivel de ploidia (Robert et al., 2008).

El Agave hibrido H11648 fue desarrollado en Tanzania a principios del siglo pasado, originado
de la cruza de las especies 4. angustifolia x A. amaniensis y retrocruzado con A. amaniensis. Es
un hibrido con gran capacidad para generar fibra larga con un alto rendimiento, por lo que ha sido
la base productiva de fibra natural en Tanzania y el tinico hibrido comercial de agaves.

El clado agavoide descrito por Bogler and Simpson (1996) incluye 15 géneros y 10 de ellos
presentan un cariotipo bimodal constante de 5 cromosomas grandes y 25 cromosomas pequeflos
mientras que los 5 géneros restantes muestran nimeros variables de cromosomas grandes y
pequenios. A este grupo se le denominé como ABK (Agavoid Bimodal Karyotype), por sus siglas
en inglés (McKain et al., 2012).

En diversas referencias se propone la hipotesis de que el cariotipo bimodal en Agave se establece
como la integracion de dos genomas ancestrales, con diversos eventos posteriores de rearreglos
internos, duplicaciones, poliploidia y diversos cambios evolutivos (Ramos ef al., 2023; McKain
et al., 2012). Por su parte, la filogenia basada en genomas completos de cloroplasto agrupa a los
géneros Agave, Manfreda, Polianthes y Bescornia, dentro del clado ABK de cloroplasto,
sugiriendo diversidad evolutiva con relacion a otros géneros de cariotipo bimodal (McKain et al.,
2016).

La hibridacién in situ (ISH) ha sido una herramienta clave para identificar rearreglos, inserciones,
patrones de distribucion y numero de sitios de hibridacion, asi como componentes parentales de
cariotipos en diversas especies como fresa, trigo, cebada, algodon, entre otros (Humphreys et al.,
1995; Rey et al., 2018; Yu-xiang et al., 2013). En particular, la hibridacion gendémica in situ
(GISH) se ha empleado ampliamente para la identificacion de componentes genémicos tanto en
hibridos como en alopoliploides como Nicotiana tabacum (Shibata et al., 2013).

Derivado de lo anterior, en esta investigacion hibridamos el genoma de Aloe vera en las células
en interfase y cromosomas en metafase de Agave hibrido H11648 con el objetivo de determinar
la representatividad de Aloe vera, especie con cariotipo bimodal y alejada evolutivamente por
varios millones de afios, en el genoma del Agave, empleando GISH.

METODOS

Preparacion de células en interfase

La colecta de raices se realiz6 de plantas de A. hibrido H11648 mantenidas en maceta. Los
cromosomas en metafase se obtuvieron a partir de apices de la raiz incubados en una solucion
saturada de paradiclorobenceno (PDB) durante 3 horas a temperatura ambiente y posteriormente
fijadas en una solucion de alcohol absoluto y acido acético glacial (3:1) durante 24 horas.

Las puntas de raiz fueron incubadas con viscozyma (SIGMA cat. V2010) a 37°C por 25 minutos
y posteriormente, se realizaron dos lavados con agua. Bajo estereoscopio se retird la cofia de la
raiz y se prepard una suspension celular con acido acético al 60% y se colocaron 10 ml de la
suspension celular en el portaobjetos y se coloco un cubreobjetos para realizar la homogenizacioén
mediante “squash”. El anélisis de preparaciones se realizd en un microscopio de contraste de
fases. A las preparaciones que presentaban cromosomas en metafase y nticleos en interfase, se les
retird el cubreobjetos para su uso en la técnica de GISH.

Marcaje de la sonda

Por su parte el marcaje de ADN genomico de Aloe se realizdo por Nick Translation para la
incorporacion de DIG-11dUTP empleando el kit para marcaje con digoxigenina 'DIG DNA
Labeling Kit', (RocheTM). La incorporacion se verifico mediante dot-blot de acuerdo con lo
reportado por Robert et al., (2008).

GISH de ADN gendémico de Aloe

Las preparaciones seleccionadas que contenian ntcleos en interfase y cromosomas en metafase
de Agave hibrido fueron tratadas con 100 pg/ml de RNasa A, incubando durante 1 hora a 37°C
con dos lavados posteriores con 2X SSC, durante 5 min. Transcurrido el tiempo, las preparaciones
se incubaron en 10 mM de HCL por 5 min y posteriormente se incubaron con pepsina (10 pl/ml)
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(SIGMA cat. P6887) a 37 °C por 15 min. Posteriormente fueron lavadas dos veces en 2X SSC
por 5 min. Se fijaron en paraformalehido 4% (p/v) (SIGMA cat. P6148), durante 10 min.
Transcurrido el tiempo las preparaciones se lavaron dos veces en 2X SSC por 5 min y se
deshidrataron con etanol a diferentes concentraciones 70%, 90% y 96%, por 3 min cada una,
secando a temperatura ambiente. La desnaturalizacion de éstas se realizd incubando 2 minutos
con 70% de formamida (v/v) (SIGMA cat. F5786) a 75°C. Inmediatamente a la desnaturalizacion,
fueron deshidratadas en etanol al 70%, 90% y 96%, en hielo durante 5 min en cada paso.

A cada preparacion se le aplicaron 40ul de la mezcla de hibridacion compuesta de formamida
50% (v/v) (SIGMA cat. F5786), 2X SSC, 10% de Sulfato de Dextrano (p/v) (SIGMA cat. D8906),
0.17% de SDS y 100 ng del ADN genoémico de Aloe con marcaje) previamente desnaturalizada a
75 °C durante 10 min y mantenida en hielo hasta su aplicacion. Las preparaciones con la mezcla
de hibridacion se incubaron a 42 °C en camara humeda durante toda la noche. Posterior a la
hibridacion, se procedio a la deteccion de la sonda en donde las preparaciones fueron lavadas dos
veces en 2X SSC por 5 min. Después de los lavados fueron colocadas por 5 min (una preparacion
a la vez) en una serie de 20% de formamida (v/v) y 2X SSC atemperadas a 42 °C a bafio hiimedo.
Enseguida, las preparaciones se lavaron dos veces en 4X SSCy 0.2% (v/v) de tween 20 (SIGMA
cat. P1379) durante 5 min.

Transcurrido el tiempo de lavados astringentes, a las preparaciones se les adicioné BSA 5% (p/v)
(SIGMA cat. A2153) y se incubaron a 37 °C durante 20 min para posteriormente aplicar 5 pl
(0.75U/ul) de estreptavidina acoplada con CY3 para la deteccion del ADN gendémico de Aloe
vera, y se incub6 a 37°C durante una hora. Pasado el tiempo de deteccion, las preparaciones se
lavaron dos veces en 4x SSC y 0.2% de tween 20 (v/v) (SIGMA cat. P1379). Las preparaciones
se escurrieron y se aplicaron 30 upl (1.5 pg/ml) del medio de montaje Vectashield con DAPI
(VECTOR cat. H-1200), un cubreobjetos fue colocado sobre la preparacion y por ultimo se
mantuvo en oscuridad por 10 min. Las preparaciones fueron a analizadas en un microscopio de
epifluorescencia Carl Zeiss Axioplan y las imagenes se capturan mediante una cdmara Axiocam
MRm y el software AxioVision de Carl Zeiss.

Las imagenes fueron procesadas en los parametros de curvas de nivel, brillo y contraste en el
programa Photoshop version 25.3.1.

RESULTADOS

En este trabajo, a partir de puntas de raiz colectadas a primeras horas de la mafana se obtuvieron
tanto nucleos en interfase como cromosomas en metafase de Agave hibrido H11648 y en los
cuales se analiz6, mediante GISH el perfil de hibridacion del genoma Aloe.
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Figura 1. Hibridacién gendmica in situ de Aloe vera en Agave hibrido H11648. Paneles (a-c) hibridacion genomica en
células en interfase de Agave hibrido H11648 tefiidas con DAPI (a), genoma de Aloe vera marcado con Cy3-rhodamina
(b) e imagenes acopladas (c). Los paneles (d-f) muestran la hibridacion gendmica in situ de Aloe vera en cromosomas
en metafase de Agave hibrido H11648: DAPI(d), genoma de 4Aloe-Cy3 (e), imagenes acopladas (f). La barra de escala
representa 10 mm.

Figure 1. In situ genomic hybridization of Aloe vera on Agave hybrid H11648. Panels (a-c) genomic hybridization in
interphase cells of Agave hybrid H11648 stained with DAPI (a), Aloe vera genome labeled with Cy3-rhodamine (b),
and flattened images (c). Panels (d-f) show in situ genomic hybridization of Aloe vera on metaphase chromosomes of
Agave hybrid H11648: DAPI (d), Aloe-Cy3 genome (e), flattened images (f). Scale bar represents 10 mm.

Para determinar la representatividad del genoma de otra especie con cariotipo bimodal en el
genoma de agaves, se realizo la hibridacién gendmica in situ de Aloe tanto en niicleos en interfase
(Figura 1 panel a-c), como en cromosomas en metafase (Figura 1 panel d-f) de Agave hibrido
H11648. A partir de la localizacion gendmica de Aloe se observo una hibridacion (sefales en
color rojo) de éste en todas las regiones del genoma de Agave hibrido, observando una cobertura
casi completa, aunque con ligeras diferencias en intensidad para algunas pequefias regiones del
genoma de Agave descondensado, en interfase (Figura 1c). Por su parte en cromosomas en
metafase se aprecian sitios de hibridacion (sefiales en rojo) a lo largo de los cromosomas tanto en
el componente de cromosomas pequeflos, como en el componente de cromosomas grandes, pero
con hibridacion en todos los cromosomas (Figura 1f) aunque con cobertura diferencial.
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Figura 2. Perfil de hibridacion genémica in situ del genoma de Aloe vera en el componente bimodal de Agave hibrido
HI11648. a) cromosomas en metafase de Agave tefiidos con DAPI (azul) con hibridacion gendomica de Aloe vera
marcado con Cy3 (Rosado). b) Comparativo de cobertura en cromosomas contrastantes seleccionados con relacion al
perfil de hibridacion del genoma de Aloe vera. La barra de escala representa 10 mm.

Figure 2. In situ genomic hybridization profile of the Aloe vera genome in the bimodal component of hybrid Agave
H11648. a) DAPI-stained Agave metaphase chromosomes (blue) with Cy3-labeled 4loe vera genomic hybridization
(pink). b) Comparison of coverage on selected contrasting chromosomes with respect to the hybridization profile of
the Aloe vera genome. The scale bar represents 10 mm.
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El perfil especifico de hibridacion se presenta en una muestra de los cromosomas, seleccionando
5 grandes y 25 pequetios (Figura 2a), se observo perfiles de hibridacion en los 30 cromosomas.
En los cromosomas grandes se observo cobertura casi completa a lo largo de cada cromosoma,
aunque con menor incidencia en las regiones teloméricas, en 3 de los 5 cromosomas y parcial en
los dos restantes, mientras que en de los 25 cromosomas pequeilos se observo una cobertura casi
completa en 12 de ellos y parcial en los 13 cromosomas restantes.

La comparacion de cobertura del genoma de Aloe vera en cromosomas de Agave hibrido H11648,
de manera contrastante se presenta en la figura 2b, en la cual se comparan dos cromosomas
grandes y dos pequefios con perfiles de hibridacion diferencial, mientras que en uno grande y uno
pequeiio la cobertura es cercana al 90% del cromosoma total, el otro es cercano al 10%. El patron
de hibridacion se aprecia distribuido a lo largo de los cromosomas, sin un perfil de hibridacién
especifico aparente.

La presencia de hibridacion en cromosomas en metafase o nucleos en interfase, evidencia de
manera global la conservacion de regiones comunes a ambos genomas, ello a pesar de la
diferencia evolutiva de varios millones de afios.

En otras especies, empleando GISH se ha podido identificar la parte del componente genémico
de especies parentales donde claramente uno de los parentales hibrida en una parte de los
cromosomas en metafase (Lee ef al., 2016). El perfil de hibridacion observado en el presente
trabajo, sugiere una gran conservacion de los genomas evaluados y aporta evidencia que descarta,
al menos parcialmente, la hipotesis de la hibridaciéon de genomas como origen del cariotipo
bimodal en agaves.

DISCUSION

Mientras que las diferencias en el tamafio del genoma pueden surgir de duplicaciones o delecion
de ADN redundante o de la duplicacion del genoma completo, hay casos de una forma especial
de asimetria caracterizada por la presencia de dos conjuntos distintos de cromosomas de tamafio
contrastante en un complemento cromosoémico, es decir, un "cariotipo bimodal". Tales cariotipos
bimodales pueden originarse ya sea por fusion que resulta en la formacion de un gran conjunto
de cromosomas a partir de diversos cromosomas pequefios o regiones de cromosomas especificos
o por fision que resulta del fraccionamiento de un cromosoma en nuevos Cromosomas mas
pequeiios o acumulacion diferencial de cromosomas, secuencias repetitivas o por combinaciones
alopoliploides de especies con diferentes tamafios cromosomicos (Baez et al, 2019). Los
cariotipos bimodales son comunes en familias de monocotiledoneas como Asphodelaceae (4loe,
Haworthia y Gasteria) y Agavaceae (Agave, Yucca y Camassia) (Weiss-Schneeweiss and
Schneeweiss 2013).

Los resultados obtenidos en este trabajo con relacion a la representatividad del genoma de Aloe
en el genoma de Agave, tanto en cromosomas grandes como pequefios sugiere, de manera
preliminar que el cariotipo bimodal no se obtuvo por la integracion de dos genomas, tal como se
ha reportado para los cariotipos bimodales de especies de esparragos, donde se plantea la
hipétesis de un reordenamiento cromosémico que involucra eventos de fusion-fision (Schubert
and Lysak 2011).

El orden Asparagales, que incluye 14 familias tiene una edad estimada del grupo corona de
aproximadamente 125.3 millones de afios (Tank et al., 2015) y una gran diversidad en tamafios
de genoma en valor C que varian entre 0,3 y 82,2 pg (Leitch and Leitch 2013). El género 4loe L.
pertenece a la familia Asphodelaceae que contiene alrededor de 940 especies y una edad
aproximada de 45 a 63 millones de afios y presenta una gran diversidad en tamafio y morfologia
de planta, aunque en su mayoria son diploides se (2n=2x=14). Sus especies muestran en general
estabilidad en el cariotipo bimodal con una estructura basica haploide de un cromosoma grande,
submetacéntrico tres cromosomas grandes acrocéntricos y tres cromosomas pequeflos
acrocéntricos (Brandham and Doherty 1998). El contenido de ADN reportado en valor C es
cercano a los 20 pg por genoma haploide (Steele et al., 2012), pero existen reportes de asimetria
cariotipica en algunas especies del género (Gunjan and Roy, 2010). En el estudio reportado por
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Jahan y colaboradores en (2014), se establece que los cromosomas de Aloe vera mostraron una
longitud promedio de una poblacion analizada en Pakistan que vario de 2.36 hasta 7.95 pm.

Por su parte, el género Agave, de acuerdo a lo reportado por (Good-Avila et al., 2006) , es un
género joven dentro de Asparagales con una edad estimada entre 7.8 y 10.1 millones de afios con
una constancia en su tamafio de genoma en valor C cercano a 4.2 pg de ADN por genoma
haploide, que incrementa de manera casi proporcional con el nivel de ploidia (Gomez-Rodriguez
et al., 2013; Robert et al., 2008) y todas sus especies presentan el cariotipo bimodal tipico con
numero basico de 30 cromosomas, de los cuales 5 cromosomas son grandes y 25 cromosomas
son pequefios (Castorena-Sanchez ef al., 1991; Robert et al., 2008). Este género presenta una
serie de ploidia desde diploide hasta octoploide manteniendo siempre la proporcion del niimero
basico y del cariotipo bimodal.

El perfil de hibridacion presentado aqui muestra que el genoma de Aloe, una especie ancestral,
estad presente en los cromosomas de Agave tanto en el componente de cromosomas grandes como
en los pequefios, observando algunos con hibridacion casi completa de los cromosomas, a pesar
de la distancia evolutiva de ambas familias. Este hecho es relevante y sugiere un mecanismo de
conservacion de una gran cantidad de informacion genética a lo largo de la evolucion de ambas
especies, lo cual contrasta con las diferencias observadas entre las especies de Agave y de Aloe
al evaluar mediante hibridacion fluorescente in situ la distribucion de la region 5S y 45S en 13
especies de Aloe, se evidencidé una conservacion en localizacion intersticial en cromosomas
grandes de la region 5S, en comparacion con diferencias en el ntimero, localizacion y tamafio de
loci encontrado entre las especies analizadas en la region 45S (Adams et al., 2000), posiblemente
originados durante la especiacion de Aloe. En contraste, a lo observado en Agave muestra que
cada genoma haploide presenta un sitio 18S en cromosoma grande y un sitio 5SS en cromosoma
pequeiio y su nimero aumenta de manera proporcional con el nivel de ploidia, en todas las
especies de Agave analizadas (Robert ef al., 2008; Gomez-Rodriguez et al., 2013).

Los géneros de Agave y Aloe estan evolutivamente alejados con una divergencia superior a 27
millones de afios (Bogler and Simpson 1996; Steele et al., 2012), por lo cual es de suma
importancia lo observado en el presente trabajo, toda vez que el perfil de hibridacion del genoma
de Aloe en el de Agave hibrido muestra presencia de sitios distribuidos a lo largo del genoma de
Agave, sugiriendo conservacion de regiones gendmicas conservadas presentes en especies
ancestrales anteriores a la divergencia evolutiva de éstas.

La divergencia estimada en géneros relacionadas a los agaves como Yucca se estim6 en 20
millones de afios, mientras que con Camassia o Hesperaloe se estimo6 en 25 millones de afios y
con Hosta en aproximadamente 27 millones de afios (McKain et al., 2016) y todas ellas presentan
un cariotipo bimodal. Basado en analisis de filogenia, se ha reportado que Aloe vera compartié
el ancestro reciente mas comun con las especies de Poales y Zingiberales, también dentro del
orden Asparagales; siendo mas cercano a los otros géneros suculentos como Haworthia, Gasteria
y Astroloba (Chase et al., 2016; Qian and Jin 2016) que con los agaves.

Lee et al. (2016) demostraron mediante GISH en un hibrido de Aloe con cariotipo bimodal, que
la especie A. arborescens es el donador del genoma materno y el complemento proviene de A.
vera, lo cual se observd mediante el patron de hibridacion gendmica en solamente algunos de los
cromosomas del cariotipo. En contraste con este reporte, nuestros resultados mostraron presencia
del componente genémico de Aloe vera en todos los cromosomas de Agave hibrido a lo largo del
cariotipo bimodal.

Se ha reportado en angiospermas, que la hibridacidon ancestral es una fuerza evolutiva importante
que desempefia un papel destacado en los mecanismos de especiacion (Stull ef al., 2023). Por su
parte la diversidad cromosomica puede surgir de alteraciones a través de translocaciones
intragendmicas, inversiones pericéntricas y fusion/fision, que pueden afectar o no el tamafio del
genoma (Vimala et al., 2021). La diferencia en el tamafio del genoma haploide entre Agave (4.2
pg) y Aloe (19 pg) es de casi 4 veces, posiblemente derivado de la contribucion de las regiones
repetidas como satélites y retroelementos que provocan el incremento del genoma.

El mayor impacto en la variacion del tamaiio del genoma en las plantas, asi como en todos los
eucariotas, parece haber sido la amplificacion/eliminacion de secuencias repetitivas,
especialmente elementos moviles (Wang et al., 2021a). El nimero de secuencias repetitivas
difiere significativamente entre las especies, y el contenido promedio de secuencias repetitivas
en las plantas oscila entre el 14% y el 90%. La mayoria (més del 75%) de este contenido repetitivo
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se identificé como elementos moéviles (Elliott and Gregory, 2015; Vondrak et al., 2020). Se ha
reportado que las regiones repetidas en especies como Allium (Pearce et al., 1996) y Agave
(Ramos et al., 2023), Zea (Sharma and Presting, 2008), entre otros, puede rondar del 60 al 90%
del genoma total. Como complemento a este trabajo seria importante el aislamiento de familias
de retroelementos presentes en especies ancestrales para determinar su contribucion al tamafio
del genoma de los agaves.

GISH ha sido ampliamente utilizado para determinar el componente ancestral/parentales de
hibridos o especies alopoliploides (Markova and Vyskot, 2009), como Arabidopsis (Ali et al,.
2004), Brassica (Hasterok et al., 2005), Trifolium (Ullah et al., 2022), Coffea (Herrera et al.,
2012), Gossypium (Wu et al., 2013), Nicotiana (Shibata et al., 2013), Tragopogon (Chester et al.,
2015), y Triticum (Wang et al., 2021b), entre otros. La diferenciacion exitosa de los subgenomas
en los cromosomas y los nucleos de interfase de los poliploides a través de GISH depende en
gran medida de la presencia de secuencias repetitivas especificas del genoma (Kato et al., 2005).

CONCLUSIONES

La presencia y cobertura de hibridacion del ADN de una especie ancestral como Aloe vera en
cromosomas en metafase o nucleos en interfase de agave, evidencia de manera global la
conservacion de regiones comunes a ambos genomas, descartando la teoria de la hibridacion
gendmica como origen del cariotipo bimodal. Lo anterior es relevante ya que el género Agave L.
es un género joven dentro de asparagales con una edad estimada entre 7.8 y 10.1 millones que
incluye mas de 290 especies (Good-Avila ef al., 2006), todas ellas con cariotipo bimodal
conservado de 30 cromosomas en genoma haploide que consiste en 5 cromosomas grandes y 25
cromosomas pequefios. Por su parte Aloe L. pertenece a la familia asphodelaceae que contiene
alrededor de 940 especies y una edad aproximada de 45 a 63 millones de afios y hasta el momento
se desconoce el origen del cariotipo bimodal en los agaves. La informacién generada en esta
investigacion de manera directa sugiere que el cariotipo bimodal en agaves puede ser originado
por fusiones y fisiones mas que por aloplopliploidia de especies ancestrales. Hasta nuestro
conocimiento, este es el primer reporte empleando GISH para estudiar el origen del cariotipo
bimodal en agaves.
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