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INTRODUCCTION

1.- Aspectos Generales de la Biclogfa Celular y Molecular.

El proceso evolutivo ha producido una inmensa dlver51dad de
5 formas de vida altamente organizadas (Slmpson, 1967. y 1970) que.
: 51n embargo, ‘al ser estudiadas a nivel celular y moleculav presen—~

" tan.en conjuntoy c1erta unldad que las relacmona.

v El estudio de la célula como unldad estructural -y funcional
de todos los organismos vivos vistos con el mlcroscoplo 6pt1co, se»
1amp116 con el estudio de 1a organlza016n ultraestructural y- macro-
'molecular de 1os constxtuyentes celulares, de las pPlnClpaleS '

) macromoléculas bloldglcas, protefrias y dcidos nucleicos, revelados
por ‘el mlCPOSCOplO electrénxco. (De Robertis y De Robertls, 1981) .-
'De:estas investigaciones se ha obten;do el conocimiento. de la exis
tencia de 1és_feh6menos bé&isicos de la herencia al haberse,revélado
kel éddigo'genético ¥y los procesos quelinterVienen en-la transcrip- -
cién de la informacién genética y finalﬁente su traduccién en
protefnas especificas. ‘ o o ;

Uno. de 1os objetivos prlnclpales de la blologia moderna es
1nterpretar los fenémenos que se desarrollan en 1os organismos’
vivos en func16n de las estructuras y de las interrelaciones que
se manifiestan entre 1os.constituyentes'macromoleculares de la
célula. Es importante -analizar con detalle los mecanismos que con-
ducen a 1la intégracién de los circdifos,reguladorés‘de la célula,
los procesos de la divisidn'celular;kde la duplicacién'y transérig
;cién de los dcidos desoxirribonucleico. (ADN) y ribonuéleiCOv(ARN);
ete. (Jacob y otros, 1981). '

Sabemos que existe una secuencia de acontecimientos bioqufi-~
mlcos, que todos los seres VlVlenteS utlllzan el mismo cddlgo gené
tico y el interés de las investigaciones de la biologia molecular
"est4 enfgcado en establecer los mecanismos que regulan la expre-
A'516n genétlca. (pe Robertis y De Robent;s,\iQSZ). k




2.~ E1 Ndcleo y el Ciclo Celular.

liActualmente se acepta que la mayor divisién entre los. orga~
nismos vivos es entre aquellos cuyas c&lulas carecen de. nicleo
(procarlontes) y aquellos cuyas células ‘poseen ndcleo (eucarlon—
. tes). (Schopf, 1978). :
i‘ 'v El descubrlmlento del nucleo efectuado por Brown (1831)
',como componente fundamental y constante de 1a célula, Junto ‘can el
establec1m1ento de la teorfa celular postulada por Schlelden ‘

o €1838) "y Schwann . (1839) fueron la consecuencia de muchas 1nvestigé‘
’%,01ones 1n1c1adas en el siglo XVII. Posterlormente Vlrchow (1855)

amplié 1a teorfa celular al expresar su - prlnc1plo de que cada célu
la- se forma por d1v1516n de otra célula, estableclendo 1a d1v1516n“
celular como’ el fenGmeno central ‘en la. reproducc16n de. los organls
mos.  Balbiani (1876) observd que antes de- la lelSldn se formaban
'estructuras c1lIndr1cas en el nucleo, estas estructuras después '
fueron denomlnadas cromosomas por Waldeyer (1890). (De Robertls y
De Robevtls; 1982). :

v Importante también fue '1a- observacidén reallzada por Herthg
(1875) ‘de la fert111;ac16n y-la fusién de los dos pronﬁcleos, uno.
’Que‘procéde del Svulo y el otro-del‘espermafozoide, que aumentd el

~conocimiento que-establecfa que los gametos se forman por divisién S

reduccional, lo que més adeiante se denominé meiosis, con la cual
. se mantlene constante el numero de cromosomas de una- espe01e.,(Def
‘Robertis .y De Robertls, 1982). - . ’

‘ _Los estudios: sobre las modificaciones qQue se producen en’el
nﬁcleo permltleron que la 1nvest1gac16n citoldgica culminara con
:el descubrimiento de la mitosis por Flemming (1880), Strasburger
(188Y4) y Beneden en-el mismo dltimo afio, mecanismo por medio del
-cual las célulaé'aseguran la continuidad entre una genéracién y
otra. (Nultsch,~1966). En 1888, Waldeyer comprobé que el hecho fuh-'
';damental en la mitosis es la formacidén de los filamentos nucleares

-0 cromosomas. Asf mlsmo en 1890, observd la-exacta d1v1816n ‘entre .

‘los ndcleos: de 1as células hljas. (De Robertls v De Robertls,; ljﬂ:'
1982) S B




Todos estos descubrimientos sirvieron para qﬁe‘otros inves-
tigadores postularan que ‘el ndcleo es un elemento necesario en las
c€lulas y que interviene en sus procesos de multiplicacién y heren
cia. (De Robertis y De Robertis, 1982).

Las primeras sustancias que se aislaron del ndcleo celular
fueron los dcidos nucleicos (ADN.y ARN) por Miescher (1869) y
Kossel (1891). (De Robertis y De Robertls, 1981). Afios més tarde,
en 1924 Feulgen y Rossenbeck descubren la Peacc16n especiflca‘
para el ADN con lo cual-se inicia el ‘estudio. sobre ‘su dlStrlbuCIGH:
en los mis diversos tipos celulares.,(ersky y Osawa, 1961). En

19”2 Brachet establece la localxza016n de los éc1dos nuclelcos en v«

cltoplasma y: nicleo. (citado “por Castaneda, 1973) Después de los
trabajos de Watson y‘Crlck {(1953) sobre la estructura del ADN, de -
los.. de Jacob y- Monod (1961) qulenes encontraron que el ARN contle—
ne 1nformac16n qufmica, finalmente Nirenberg y Ochoa 1ogran desci-
Vfrar el c6d1go genético. (Castaneda, 1973). ' ‘

La funcién esencial del nucleo es almacenar y proporc10nar
a la célula la informacién que se encuentra en 1la molécula de ADN e
'que constituye el depdsito fundamental de 1nformac16n genétlca, la
‘cual es copiada. o transcrita en la molécula de ARNy en los elemen-~’
tos de estas cadenas de ADN'y ARN, los llamados nuclebtidos, exis-
te una secuencia de aminoacidos; En esfe proceso interviene 1a
traducc16n del ARN, producxéndose la sintesis de proteinas. (Leh—

" 'ninger, 1970).

~ Por lo tanto la reproduc016n del organlsmo se basa en el
‘ proceso de la reproducc16n de la célula; la célula como la unidad
‘de“vida, es la unidad de 1akvepnoducc16n. (Maz1a, 1961). Esta se
presenta como una serie de acontecimientds que comprénden fundamél‘
talmente: (1) la replicacién de los cromosomas (que incluye la re~
plicacién de los genes o factores de la herencia); (2) la separa-
cidn de los juegos idénticos de cromosomas producidos pbf esa re-
pllcac16n y (3) 1la d1v1516n de 1la célula en dos células, cada una
vde las cuales contlene uno de los Juegos de cromosomas. (Mazxa,'
1975). R T




_ Segin los resultados de la citologfa cl&sica, una célula
puede originarse s6lo mediante divisidén de otra cé&lula. Esta a su
vez, depende de la previa divisién del ndcleo. Los ndclevos se divi
den por mitosis pfoduciéndose la separacidn en partes iguales de
losvcfdmosomas entre dos células hijas, mahteniéndose asf la conti
nuidadidel ndmero cromosdmico. Las células de todos los organismos
vegetales y animales‘bééan por dos perfodos, uno de interfase y
otro de divisién. (Dyson, 1977). Este ciclo se repite en cada ‘gene
racidn celular, pero el tiempo de duracx6n vapia con51derab1emente
de ‘un tlpo celular a otro.

A este respecto se ha observado que. el periodo mltétlco en

células merlstematlcas de rafz de AlLium cepa es de 2.4 hrs a una
temperatura de 20°C'y de 1.75 hrs a 25°C (LSpez-Sdez y col.,
1966). En otro estudio (Gonzélez—Fernéndez y col., 1971) se mencio
" ‘nan perfodos 51m11ares, de 2 ‘2 hrs a 20°C y de 1.6 hrs a 25°C.

. Tamblén se ‘ha demostrado gue la temperatura afecta la dura-
c16n absoluta de cada uno de los diferentes estados morfolégicos
del ciclo celular (1nterfase y fases de la mitosis), peroc que la
relac1§n proporc;onal entre la-duracién de cada uno de estos seg-
mentos del ciclo y la duracién total del mismo, permanece constan-
te. (Gonzdlez-Fernéndez y col., 1371). ,

Algunos aneStlgadOPES como Mazia, Mitchison y Van't-Hof

~A{In Cell Cycle Controls, 1974) d1v1den el ciclo celular en cuatro
1ntervalos suce51vos., ‘ : o

"Gy Tiempo que: transcurre entre el final de la mitosis y el
principio de la sfntesis de ADN.

S Perfodo dé sfintesis de ADN. ;

G, Intervalo entre la terminacién de la sfntesis de ADN y
el comienzo de la mitosis. )

M Actividad visible a5001ada con 1a mitosis.

La regula016n de la duracidn del ciclo celular tiene lugar
prlnclpalmente por su detenc16n en un punto especifico de G, y se
dice entonces que 1la célula_se encuentra en estado Go; se conside-

~raque la célula es retirada del ciclo. Cuando las condiciones




cambian y se reanuda su ecrecimiento la c&lula vuelve a entrar en
. el perlodo Gi. (Mazia, 1975).

En la actualidad la atencidn de los investigadores estd di-
rigida al estudio del ndcleo interfdsico, as{ como a tratar de en-
‘contrar los mecanismos que operan a través .del ciclo celular.a un
nivel molecular y ultraestructural. ‘ B

A) Ndcleo Interfdsico.

En las cé€lulas eucaridénticas en interfase el nucleo Se pre-
senta como un compartimiento limitado por la envoltura nuclear. Su
forma,puede estar relacionada con la de la c€lula,. pero generalmégr
te es esférico. El tamafio déi ndcleo somdtico es espec{fico, deﬁeﬁ
‘de del contenido de ADN y de protefnas; su tamafio se relaciona con
la actividad funcional qué posee en la interfase. Su posicién va-
rfa, pero en general es constante para cada tipo celular. Casi to-
das 1las células son mononucleadas pero existen también blnucleadas
y pollnucleadas. {De Robertis y De Robertis, 1982).

En general pueden reconocerse las 51gu1entes estructuras:

1) La envoltura huclear, que presenta dos membranas con los
poros nucleares intercalados. ’

2) El nucleoplasma o jugo nuclear, estd formado por agua y
diversas moléculas solubles; esta zona contiene también las regio-
nes no condensadas de la cromatina (eucromatina), que son partes
de los cromosomas en las que suS$ componentes macromoleculares tie-
nen una disposicidn laxa.

3) Los cromocentros, que junto con fllamentos retorcidos de
la cromatina representan partes condensadas de los cromosomas. Es-
tas porciones condensadas (heterocromatina) se encuentran frecuen-
temente cerca de la membrana nuclear y también adheridas al nucléo
lo.

4) El nucléolo, generalmente esférico y acidéfilo, puede
ser dnico o miltiple. Se caracteriza por su contenido de ARN y pro
tefnas que intervienen en la produccidén de ribosomas. (Dyson,
1977).




Qufmicamente el nicleo se distingue de los demds organelos
de la célula por su contenido de ADN localizado en los cromosomas.
Bajo el aspecto funcional es el portador de los factores de la he-
rencia y mediante €stos, el centro genético regulador de la célu-
la. Como su funci&n exige una transmisién completa e inalterada de
su contenido en informacién genética de célula a célula, cuando se
produce la divisiéhfcelular ésta se ve acompafiada por una serie de
cambios durante los cuales la membrana nuclear y el nucléolo desa-
pareéen} la sustancia’ cromdtica se condensa haciendo su aparicidn
.'los cromosomas como elementos individuales. (Nultsch, 1966).

B) Mitosis. L ‘ ,

La divisién celular mitStica es caractefistiéa de todas 1las
cé€lulas sométlcas, aln cuando. existen diferencias. entre células ve“
getales y animales. )

Como indica Mazia (1961) es d1f£011 discutir el inicio de
1aamit051s ya que se desconocen la mayorfa de‘los eventos que de—b
sencadenan el proceso. Brinkley y Stubblefield (1970)>sugieren que
la mitosis es simplemente la'culminacién'ffsica de la serie de ‘

'evéhfpsrbiosintéticqs que ocurren en la interfase antecedente.

" El proceso en sf mismo puede ser dividido en dos estados
QUé inecluyen el establecimiento del aparato mitStico y el transpor
te de los cromosomas a los polos de este apafato (Mazia, 1961) y
comprenden una serie consecutiva de fendmenos que se pueden agru-
fpaf en las siguientes fases: . '

‘Interfase.- Perfodo entre las divisiones; a) el ndcleo apa- - .

rece homogéneo; b) los cromosomas se encuentran dentro de la mem~
brana nuclear como filamentos delgados y exfendidos; se duplican
individualmente; c¢) los centriolos se sepapaﬁ formando los polos:
de la mitosis. o
Co Profase.-~ a) los cromosomas se condénéan y se acortan apare
ciendo como cuerpos compactoss; b) se observan las cromdtidas uni-
das entre sf por el centro en una zona llamada centrdmero; c) se
“establecen conexiones entre los centrémeros y los polos formindose-




el huso.

Metafase.~- a) se forma por completo el aparato mitStico
al unirse los cromosomas a los microtdbulos del huso mediante sus.
cinetocoros; b) los cromosomas se orientan radialmente en el plano’
ecuatorial de la célula; c) desdparece la membrana nuclear y se
desintegra el nucléolo. ‘ .

~Anafase.- a) 1os‘centr6merosrse separan; b) los cromosomas
se'separan;longitudinalmente; las cromdtidas se agrupan en los po-
los opuestos de la célula; c) las cromitidas hermanas se separan.

Telofase.- a) los cromosomas se hacen cada. vez menos conden
sadoss; b) se forman las membranas nuclearés'y los nucléolos de las
células hijas; c) el centriolo produce un nuevo centriolo; d) el
c1top1asma empieza a dividirse’ medlante el proceso denominado cito
cinesis. Cuando se ha completado la divisidn, ambas células resul-
tantes del proceso. de mitosis: entrarén en interfase. (Smith, 19683
Mazia, 1969). ‘




3.~ Morfologfa de los Cromosomas.

Durante la divisién celular, la cromatina, compuesta por
protefnas y &cidos nucleicos, se condensa en los cromosomas. En
las c€lulas superiores los cromosomas son las estructuras que lle-
van la informacidn genética, la cual se encuentra dentro de los-
genes. La condensacién de los cromosomas facilita el movimiento y
distribucién equitativa de la informacidén que llevan (Kornberg y
" Klug, 1981) y permite el estudio de su morfologfa, principalmente
durante la‘metafase y la anafase,-consideradas fases abiertas del
ciclo celular. '

En la interfase generalmente no son visibles porque se en-
‘cuentran en un estado de intensa dispersién. En el ndcleo interfi-
sico el arréglo cromosomal tiene dosvéspectos principales:,(i) con
respecto a la polaridad nuclear y a otros componentes nucleares y
(2) con respecto de uno a otro. (Avivi y Feldman, 1980). Se ha
sugerido que el sistema genéticoc que determina el patrén especffi-~
co delwarreglo cromosoma1 en el nﬁcleb, pudiera operar a través de
los elementos‘micrOtubulares del sistemé del huso: que el arreglo
ordenado de los cromosomas en el nlclec interfdsico es importante
para la regulacién de muchos aspectos del comportamiento cromoso-
mal tales como el apareamiento meidtico, replicacién y condensa-
cién, asf como para la actividad genética. (Avivi y Feldman,
1980), '

' Sin embargo para un mejor entendimiento del arregio CromoseQ
mal interfdsico y su significado biolSgico, es necesaria mds infor
maciﬁn sobre este fenfmeno, su control gendtico y los mecanismos
‘subcelulares involucrados. (Avivi y Feldman, 1980). . _

De acuerdo-a su forma, que a su vez depende de la posicién
del centrémero, los cromosomas se pueden clagificar en cuatro gru-
pos. Telocéntricos los que presentan el centrdmero en uno de sus
extremos; acrocéntricos aquellos que tienen un brazo muy qbrto;
submetacéntricos los que tienen brazos de distinta longitud y los
metacéntricos con los brazos iguales. (De Robertis y De Robértis,
1981).
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Es posible distinguir varios elementos en cada cromosoma:

Cromitida,.- Cada una de las dos estructuras simétricas de
los cromosomas durante la metafase, con una sola molécula de ADN.
Las cromdtidas s6lo estén unidas entre sf a nivel del centrémero v
se separan en la anafase. Por lo tanto, los cromosomas en la meta-
fase tienen dos cromdtidas y en la anafase s&lo una.

_Centrémero.~ El centrSmero se encuentra dentro de un segmen
.to delgado del cromosoma denominado constricciSn primaria. Es el
sitio de adherencia de las cromitidas hermanas y la regidn del cro .
mosoma que se une al huso mitético mediante los microtidbulos que
se fijan en una zona en forma de disco llamada cinetocoro, v

Teldmero.- Término que se refiere a los extremos de los cro -
mosomas que ccntienen las partes finales de la molécula de ADN que -
forma cada cromédtida. ' .

Organizador Nucleolar.-~ Regiones que se localizan en las
constricciones secundarias que contienen los genes>para los ARN
bribosémicos e intervienen en la formacidén de los nucléolos, los
cuales a su vez, son el lugar de ensamblaje de los ribosomas. Algg
nos cromosomas presentan otro elemento, el saté&lite, que &s un 7 '
cuérpo esférico separado del resto del cromosoma por una constric-
cifn secundaria. (De Robertis y De Robertis, 1982). '

A) Ultraestructura del Cinetocoro.

A través de la mitosis se ha descubierto que el cinetocoro
v tiene una estructura precisa (Brinkley y Stubblefield, 1970) y que
4en”1a'mayor£a de los casos parece estar localizada en la constric-
cidén primaria de los cromosomas‘(Esponda, 1978). El'cinetocoro‘se
encuentra unido a la heterocromatina de la regién del centrémeroc.
Habitualmente se observan dos cinetocoros, unc en cada cromitida,
pero en ocasiones existe un ndmero mayor. {(De Robertis y De Rober--
tis, 1982) '

Bajo la microscopfa de luz pueden distinguirse dos tipos

 b5sicos de cinetccoros: (1) cinetocoros localizados, aquellos que
estdn confinados a un sitio especffico en el cromesoma (Rieder,




1979a) y (2) cinetocoros difusos, los que estdn distribuideos a lo
largo de los brazos del cromosoma. (Brazelton, 1980 y 1981; Maeki,
1980 y 1981). ‘

Los cinetocoros localizados se encuentran en la mayoria de
los organismos metazoarios y los difusos en insectos hemipteros y
en ciertos grupos de plantas como algunas algas. (Brinkley y Stub-
blefield, 1970). ‘

Bas&ndose en su ultraestructura los cinetocoros pueden divi
dirse en dos clases distintas: (a) los'de forma de placa .o copa,
caracteristico de plantas superiores y de algunos animales y (b)
los de forma de disco trilaminar, tfpico de muchas' células de mami
feros. Dependiendo del estado de divisidn, ambas clases de cineto-
coros pueden ser encontrados en la misma célula. (Rieder, 1979a,
1o menciona en su Introdueccidn). ‘

El andlisis ultraestructural ha mostrado que el cinetocoro
se presenta en la mayoria de los casos en la fofma de disco trila-
minar, a la cual se unen los microtdbulos de las fibras del huso
durante la divisidn celular. (Esponda, 1978).

Estd formado por tres capas: una capa externa de material
denso, una capa de densidad menor y una capa interna en contacto
con las fibras del huso. Desde la superficie convexa de la capa
externa, ademds de los microtdbulos implantados en ella, emanan
finos filamentos que forman una especie de "corona". (De Robertis
y De Robertis, 1982). .

En comparacidn con los numerosos estudios sobre el cinetoco
ro y su relacidén con el desarrollo de la divisidn celular, los
reportes acerca de la constitucidn y naturaleza qQuimica de esta
estructura son escasos; sin embargo, se cree que estéh formados
por un material distintc del de la cromatina y se ha sugerido que:
los cinetocoros pueden estar constitufdos por protefnas bdsicas y
ribonucleoprotefnas (RNP) principalmente. (Esponda, 1878) .

Los primeros intentos para detectar la presencia del ADN en
el cinetocoro se hicieron basédndose en andlisis ultraestructurales
v de microscopfa de luz utilizando el procedimiento de la tincién
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de Feulgen. Posteriormente bajo la microscopfa de luz, por difu-
sién y tincidén con &cido fosfo tungsico (PTA), se mostré la posibi
lidad de que el cinetocoro estuviera constitufdo por un material
distinto al ADN (Wolfe, 1972; Ross, 1973; citados por Esponda,
1978) a pesar de que las pruebas realizadas no constitufan pruebaé
citoquimicas.

Con los avances en microscopfa electrdnica se desarrollaron
nuevos procedimientos para el estudio de la citoquimica nuclear.
La té&cnica de PTA alcohélico se utiliza para la tincidén de protei-
nas bésicas, el método de tinecidén preferencial de PTA para desoxi-
rribonucleoprotefnas (V&zquez-Nin y col., 1973) y la técnica de
EDTA para tineién preferencial de RNP. Esta ﬁltimavtécnica llamada
método de Bernhard, es ampliamente utilizada en la actualidad en
correlacién con digestiones enzim&ticas y con autorradiograffa -
para la localizacifn y estudio de partfculas ribonucleoproteicas .
intranucleares. : '

Bajo la microscopfa electrénica los métodos para el estudlo'
del cinetocoro en cromosomas vegetales, han sido basados en el uso
del mé&todo de EDTA. En c&lulas meristem&ticas de At&umccﬂpa, regxo,

nes similares a los cinetocoros aparecen tefiidas positivamente en °

‘cromosomas metafdsicos (Brazelton, 1974; citado por Esponda,
1978); en Luzufa , en donde se encuentran cinetocores no localiza-
dos, ha sido observada una tincién positiva (Brazelton, 1975; citg‘
do por Esponda, 1278). Se ha observado que los cinetocoros también
pueden ser localizados en células vegetales durante la interfase y
profase meidticas, mostrando una tlnc16n positiva. (Esponda, 1§78;
.eita a varios autores). . ‘
Recientemente Rieder (1979b) publicé un estudio de microsco.
pia electréfnica de alta r»esoluecién utilizando la'fécnica,dé“Bevn_
hard (uranilo~EDTA-plomo)} en combinacién con la enzima ribonuclea-
sa, los resultados que obtuvo indican que el componente RNP del
cinetocoro en forma de copa en animales, estd asociadohcon los
microtﬁbulos. En otro trabajo suyo (197%a), en el que estudié las
células PtK; , encontrd RNP en la capa interna del cinetocoro trila |
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minar de las células mencionadas. Con los resultados obtenidos,
Rieder sugiere que estas ribonucleoprotefnas son tal vez un compo-
nente universal de los microtdbulos, considerando que otros estu-~
dios describen RNP en el centriolo y en el material pericentrio-
lar.
Autores como Brinkley y Stubblefield (1970) sostienen que |

el cinetocoro es un producto génico ya gque después del marcado
esta estructura se presenta como el producto de genes incorporados
_en el ADN del cinetocoro. Proponen ademds una teorfa para explicar
su funcionamiento: las asas del ADN en esta regién producen inter-
'minables,bandas de ARN alrededor de las cuales pﬁeden agregarse
protefnas de los microtﬁbulos. Apoyan su teorfa con algunos datos
éxpérimentales.

B) Accién del Cinetocoro durante la Divisién Celular.

El proceso de divisién.celular depende grandemente de dos
estructuras, el centriolo y el cinetocoro, quefno obstanté de ser
componentes estructuralmente independientes, existe una interac-
cién dinfdmica entre las dos estructuras que culmina con la forma-
cién y regulacién del aparato mitético y finalmente en la equidis-
tribucién del material genético dentro de las células hijas.
(Went, 19663 Brinkley y Stubblefield, 1870).

Se sabe desde hace tiempo que el cinetocoro es una estructg‘
ra cromosémica involucrada en los movimientos de los cromosomas
durante la divisién nuclear. (Moens y Church, 1977). Se ha indica-
.do que los cinetocoros estén implicados también en el enlace y
ensamblaje de los microtdbulos (Brinkley y Stubblefield, 1970) y
gue se encuentran conectados uno a cada polo por medio de finos
filamentos, los cuales guiarin a las crom&tidas hermanas hacia los
polos opuestos., (Mazia, 1975),

En algunos casos, el cinetocoro parece dirigir la organiza-
cién del huso, a pesar de que se desconoce la identidad que guia
la organizacién y actividad del dinémico complejo estructural que
representa el aparato mitético. (Went, 1966).
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C) Transcripcidn del Acido Ribonucleico (ARN).

Todos los organismos vivos contienen los &cidos nucleicos
ADN y ARN, macromoléculas de suma importancia biolégica. (De Rober
tis y De Robertis, 1981). '

La informacién genetxca almacenada en la molécula de ADN se
expresa en dos pasos. En el primer proceso, llamado de transcrip-..
cién o sfintesis de ARN, se copia la secuencia de nucledtidos de .
uno de los filamentos de ADN en un filamento complementario de
ARN. En el segundo proceso, denominado de traduccién o sfntesis de
protefnas, el programa gendtico del orgahismo es "lefdo" a partir
del ARN, el cual es traduc1do en proteinas..Esta serie de fenéme— ‘
nos constituye lo que a menudo se denomina el Dogma Central de laff‘
Biologfa Molecular (Lehnlnger, 1970) y que .puede resumirse de 13_
siguiente manera: o '

transcripeién ‘ traduccidn

ADN , s - ARN ‘ ,.‘Proteina

Se. consmdera que la informacién del ADN es transmltlda a
una molécula de ARN espec1al denominada ARN mensajero por medioc de
‘la en21ma ‘ARN polimerasa..(Conn y Stumpf, 1972). La transer1pc16n
de los organismos eucaridntes ocurre en el ndcleo, en donde la'
-informacién genética es transcrita en diferentes moléculas de ARN
(ARN mensajero, ribosémico y de transferencia) las cuales después
de pasar al citoplasma, traducen la informacién facilitando la sin
tesis de proteinas especificas. (Clawson‘y Smuckler, 1982). Las
caracteristicas y el comportamiento de los organismos dependen, en
dltimo término, de la secuencia de aminodcidos de sus protefnas- V
constituyentes. (Kornberg y Klug, 1981). De esta forma se resumeh
los procesos nucleares de la herencia y de la sintesis de protef-
nas en el citoplasma.

Mientras que la sfntesis de ADN s&lo ocurre en el perfodo
S, la del ARN ocupa toda la interfase y se detiene durante la mito
sis. (De Robertis y De Robertis, 1982). .

' Las regiones activas de la cromatina en la transcripcién

'
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son las de la cromatina laxa o eucromatina (Ris, 1978), especial~-
mente la zona pericromatiniana (Puvion y Moyne, 1978).

' La heterocromatina estd generalmente correlacionada con la
inactividad transcripcional. (Zeng, 1982). Las zonas centroméricas
o las regiones adyacentes al centrémero son heterocromdticas en la
mayorfa de las plantas y animales y probablemente representen la
configuracién de la cromatina transcripcionalmente inactiva. (De
Robertis y De Robertis, 1982).

E1l proceso de regulacién mds importante se produce en la
fase G, , durante 1la cual la célula debe iniciar un nuevo ciclo
celular o detenerse en estado Gyg. Una vez que este punto’ G ha
side superado, la célula completa un nuevo ciclo. Lamentableménte
se sabe muy poco acerca de cémd se regula esta etapa fundamental
de la proliferacidn celular. {De Robertis y De Robertis, 1982).
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4.- Autorradiografia.

La citoquimica moderna tiene un fuerte apoyo en el uso de
sustancias marcadas con radioisdtopos. La autorradiograffa es un
método mediante el cual, los constituyentes quimicos en la célula
pueden ser localizados fotogr&ficamente, ragistrando la posicién
del material radioactivo introducido en las muestras bioldgicas.
(Dawes , 1971). ‘

Esta técnica es fdcil de aplicar y permite un estudio dind-
mico de los sistemas celulares que en algunos casos, pueden ser
cuantificados, por lo que en la actualidad la autorradlografia es
considerada como un métodc eficiente cuando se utiliza en problew
mas morfogenéticos en biologfa vegetal. (Michaux-Ferriére, 1976).

Las variaciones a través del tiempo, del comportamiento de
un védstago o rafz meristem&tica, pueden ser estimadas a través de
las modificaciones que ocurren en el metabolismo del ADN, ARN y
protefnas (Rejman y Buchowicz, 1971; Michaux-Ferriére, 1974; ecita-
dos por Michaux-Ferriére, 1976). Para tal propésito, los especime-
nes son expuestos a compuestos radiocactivos en ocasiones especifl-
cos, como-la uridina, precursor del ARN, que da la 1nformac16n
sobre la localizacién de la sfntesis de ARN. :

Los precursores usados son, en la mayoria de los casos, mar
cados con el tritio (H?), emisor B de baja energfa. Este elemento
radioactivo es de larga duracién (con una vida media de 12.26
afios) y brinda excelentes -resultados sobre la deteccién y niveles
de localizacién y puede ser incorporado después de ser metaboliza-
. do con suficiente actividad especifica para impresionar emulsiones
nucleares en relativamente poco tiempo. (Michaux-Ferriére, 1976).
Esta emisién tiene la propiedad de actuar sobre los cristales de
bromuro de plata de la emulsién fotogr&fica. El tritio es el que
se utiliza con més frecuencia sobre todo en autorradiograffa ultra
‘ estructural, ya que la radiacién que emite interactda eficazmente
con -la emulsidén, produciendo un alto rendimiento de granos con una
localizaci6én muy cercana al lugar en donde se encuentra el iséto-
po. (De Robertis y De Robertis, 1981). » )
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Despufs de la fijacidn, deshidratacién e inclusidén, los
cortes son montados sobre portacbjetos (microscopfia Gptica) o bien
rejillas de cobre (microscopia electrSnical). ELl método comprende
las siguientes etapas: '

1) Colocacién de la capa de la emulsidn.

2) Exposicién de la emulsidn a la emisidén radjoactiva en 1la
obscuridad y a baja temperatura.

~3) Revelado y fljaClén fotogréflca de la emulsmGn.

4). Colorac16n de las muestras para permitir la observacldn
'de las estructuras con el mlcroscoplo éptlco 0 electrénico.

Segin Mercer y Birbeck (1874), en esta técnica son 1mportans"'

tes tres factores. el tamafo del grano de la emulsxGn, el grosor.

‘.del corte Yy el revelador.

Las emu151ones, cuya propledad caracteristlca es: el ‘tamafo
pequeno de los granos de bromuro de plata que ce nece51tan para la-

alta resoluc16n. Se recomiendan la emulsmén Ilford Ks para micros- .

copfa Gptlca e Ilford L, para autorrad1ograf£a electrdnlca, ya que:v
son. estables, dan resoluc16n moderada-y son f501les de usar. Se
deben mantener en el refrigerador y emplear ‘antes de los seis
meses de su fabricacién. : )

" En’ el espesor de los cortes influyen dos factores la reso-.
}lucldn y el tiempo de exposicién. Cuanto mds gruesos son, la reso- .
lucidn ‘disminuye y el tiempo de exposicién se hace m&s corto, de

tal manera que debe planearsé el espesor teniendo en cuenta la
fineza de’lécalizacidn requerida y el tiempo disponible para la
‘obtencién de resultados. .

) El revelado €8s un paso que 1nfluye en la resolucién, en.la
senszbllldad vy en-la rad10act1v1dad de fondo. La forma y tamafio- de
1os granos de plata dependen del revelador; se cobtienen granos’ ‘

' pequefios 'y baja radiocactividad de fondo empleando poco‘tiempo en

el revelado,'Paﬁa el revelador D;4 se recomienda 3 min a 20°C.-

' El tiempd de la exposicién al material radioactivo en la
autorradiograffa, dependeré de la sensibilidad de la emu1516n v de7‘
la intensidad de la radiacién emltlda. '
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5.~ Objetivos.

La opinién de que las células en mitosis no sintetizan nin-
gdn ARN ha sido discutida ampliamente. Se afirma que la velocidad
de sfntesis de ARN declina rédpidamente en la profase tardia y se
detiene en metafase y anafase. Como sucede en otros casos, la cro-
matina condensada no puede transcribirse, posiblemehte porque las
" enzimas de transcrlpcldn no pueden llegar hasta la molécula de
ADN (De Robertis y De Robert;s, 1982). . !

Generalmente~se ha aceptadqvque 1a tvanscripcidn del ARN
nuclear ‘estd muy disminufda duranté'la divisién mitética de célu-
las anlmales. Sin emhargo, existen ciertas evidencias que revelan
anorporac16n de uridina H* en algunas fases del ciclo celular,
ademés, algunos resultados sugleren ‘que los cinetocoros estén:
"'incorporando activamente el isétopo. -

' Brlnkley v Stubblefleld (1970) lndlcan que cuidadosas medi-
das de células metafdsicas sincronizadas revelan lncorporacldn de
" uridina H? en el ARN en cerca del §% al 10% de los rangos de inter
- fase. Trabajos postéfiores en cromosomas mit&ticos como él‘de‘
VMoyne y Garrido (1976) revelan la presencia de RNP pericromosoma-

o les demostrando también que gran parte de este ARN es transcrlto

al final de la fase G, 6 blen al principio de la profase.

La autorradlografia ha revelade que parte de la radiocactivi
- dad-incorporada en el ARN permanece posiblemente en asociacidn con'
los cromosomas. (Moyne y Garrido, 1976; Fakan, Puvion y Spohr,
1976; Fakan y Nobis, 1878). .
: ',_ Otros estudios acerca del clclo celular en células sineroni
7rzadas CHO, (Fakan ¥ NOblS,‘1978) sugieren que 1la transcv1p016n del
ARN ocurre (aunque. a muy bajo nlvel) en la periferia de ¢romosomas
"de eflulas en metafase tardfa y anafase temprana. Crick (1878) men
ciona que existe la pOSlbllldad de que se requiera =£ntesxs de ARN‘
~durante la profase. )

Por otra parte la presenc;a de RNP.en cromosomas m1t6t1cos

“ha 31do estudiada por vaplos 1nvest1gadores utlllzando c1toquim1ca

;ﬂmde m;croscopia de Luz’ en varlos tpoS de anxmales 'y vegetales. A
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nivel ultraestructural los estudios sobre cromosomas de plantaé'y
animales, demuestran también la presencia de RNP en e1 cinetocoro.
(Esponda, 1978; Rieder, 1979a y 1979b; Brazelton, 1980).

- Hasta ahora los métodos citoquimicos para el estudio del
cinetocoro bajo' la microscopia electrSnica, han sido basados en el
uso del método de tincién de EDTA y los resultados indican que los
cinetocoros muestran una tincién positiva. Con esto se sugiere que
los cinetocoros est&n formados , - parcialmente, de un material dis-
tiﬁto ai ADN; este material probablemente puede estar formado por
. protefnas bdsicas 'y ribonudleopﬁdfeihas.~(Esponda, 1978). 'Las evi.
dencias mencionadas iﬁdicaﬁ que ekisten RNP asociadas con células
',en mmtos;s y en mexosxs, pero adn’ no se ha determlnado el tlpo de
-~ ARN’ lnvolucrado._ : ‘ :

‘ L Debldo al lnterés bloldglco que. &ste problema representa,
el presente estudlo se -propone 1nvest1gar si existe sinte51s de
"ARN:en: células en m1t051s y si. el cinetocoro es un gen que duranté
la d1v1516n celular se encuentra actlvo.

2 'Se. hard un estudlo autorradlogréflco a nivel de mlcroscopia
;dptlca en: celulas de merlstemos de rafces de At&umtcepa y en célu- .
‘las de linfocitos humanOS de sangre perlférlca en cultlvo, compa~
rando la densidad de marcado en las dreas cromosomales de c&lulas
.en metafase A% anafase, con las éreas 01toplasmét1cas que las ro-
dean. Paralelamente, en los linfocitos se har& la comparacién de

" la radicactividad de la constriccién primaria lugar de localiza-
ciénvdél cinétocoro, con”la de‘iqs,brazos cromosomales.




MATERIAL Y METODOS
1.- Material Biol&gico.

A) Meristemos de Raices de. Allium cepa .. ‘

Algunas de las rafces de cebolla utilizadas fueron coloca-,
_das duvante 60 min-en colch1c1na [20 mg/lOO mll y tanto éstas como
otras. que no recibieron este tratamiento fuerQn incubadas en perig
dos ‘de 30 min . y. 60 min con‘ufidina H® (New England Nucléar con una
act1v1dad especiflca de 2.5 Ci/mM a [300 uCi/m1l. o

: El procesamiento del material para su observac16n fue el S
siguiente: : ] a
- Fijaciéﬁ:~en-glutaraldehido al Z.S%fdisuelto en amortigua
dor de fosfatos 0.1 M a pH 7.2 durante 90 min. Se hiciéron lavados
de 5 m1n cada uno en &dcido trlcloroacétlco al 3% a una temperatura
de u°C para evitar en 'lo posible la radloact1v1dad de fondo. Se
mantUVLeron en amcrtlguador de fosfatos durante 24 hrs.

— Postfljaclén nuevamente se hicieron lavados en dcido trl 
ClOPQacéthO y en amortlguador de fosfatos:-hasta la- ellmlnac;én
del fijador. Las rafces fueron osmificadas con Os O, -al 2% disuel-
to en amortiguador de fosfatos durante 90 min.

’ — Deshidratacién: se realizé con alcoholes graduales al ]
70%, 80%, 96% y alcohol absoluto, haciendo cambios de 15 min cada
uno.: . s

- Prelnclu516n- se utlllzé el éxldo de propileno como 1nter
medlarlo. Al ultlmo cambio se ‘le agregS 25% de EpSn 812 y cada 24
hrs se auments la concentracién de la mezcla hasta obtener concen-
traciones de 50% y 75% de Ep6n 812, ‘Al término de. 12 hrs se desta-
paron los frascos en los que se procesS el material para lograr la
completa evaporae16n del 6xido _de propileno.

—~ Inclusidn: se 1nc1uy6 en EpSn 812 de dureza 1ntermed1a y
la pollmerlzacldn se hizo en una. estufa a 60°C por 48 hrs.
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El material se cortS en un ultramicrotomo MT 1 de la casa
Sorvdll; los cortes semifinos de 1 u de espesor se colocaron en

-portacbjetos y se adhiriercon a &stos con calor.

B) Cultivo de Linfocitos Humanos de Sangre Periférica.

1) Se tomé la muestra en una jeringa heparinizada.

2) Se sembrd la sangre en frascos &mpula (20 ml) que conte-
3 ml de medio MeCOY'S 5a modificado, 0.25 ml de fitohemeglu-
tiniha y 0. 02 ml de antibiético (penicilina—estreptomicina)

nian

3) A estos frascos se agregaron 0.5 ml de sangre completa
'fhepa inizada y se anubaron a 37°C. durante 48 hrs. '
‘ ; 4) Una vez transcurrldas las 48 hrs, se agregaron 0. 25 ml
";de cplchicina [1 mg/ 1°ml1] y se dejd actuar durante 60 an. Des-:-
Lpués‘se agregaron 0.9 . ml de urldlna H® a [300 puCi/mll, % hora
antes de la cosecha.
T 5)-Se cosecharon, los cultlvos pasando el contenldo de los
"_ fragcos a tubos de ensaye de 10 ml. ‘ i
‘ -.se centrlfugd durante 10 min a 1 500 r.p. m.,
- Se>desech6 el sobpenadante, ' R
- se agité el botén con una plpeta Pasteur y

- se dejaron durante 10 min a 37°C,
- se centrlfugd durante 10 min a 1 500 r.p.m.,
- se deseché el sobrenadante,
- 'se agité el botdn con pipeta Pasteur y
- se agreg6 la soluclén fljadora (metanol- 501do acético,"
3:1), ] ’
- se de]aron reposar durdnte 20 mln a' u°c, i
- se centrifugé 10 min a 1 500 r.p.m., se volviéla cam=
biar el fijador las veces neceéarias,‘hasta obtener un
botén blanco y un sobrenadante transparente, Entonces
se quité el fijador hasta dejar s&lo 3 ml.
) 6) Una vez que se obtuvo el botén celular se hicieron las
lanlnlllas, goteando el botén (7 gotas por cada 1am1n111a) sobre
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los portacbjetos previamente enfriados a = 4°C; las iaminillas se
calentaron a la flama hasta que se secaron,

7) Se colorearon con Giemsa al 6% disuelto en amortiguador
de fosfatos a pH 6.8, a temperatura ambiente durante 20 min.

8) Se enjuagaron con metanol al 10%.y déSpués en agua desti
lada. '

2.- Autorradlogramas. S : , ,
R Con las laminillas de- los ‘cortes: de meristemos de rafces de, 
kUhum ‘cepa- y las lamlnlllas de fPOtlS de 11nfoc1tos humanos, se
obtuv1eron los autorradlogramas al ser cublertas con. una emulsién.- :
‘autorradiografica Ilford Lq, preparada con 24 hrs de- ant1c1pac16n,f K
‘a su uso de la manera como se explica a contxnuacxén. .

: Trabajando en la cémara obscura se deja la emulsidn durantek
30 min a 1a tempevatura amblente. Después -se hace la: dlluc16n en

',una proporcmdn 3:1 y se mantiene durante 1 hr a bano Maria a una
temperatura de 490°C, agitdndola cada 15 mln. (Larra ¥ Droz, 1970,
Jaeob, 1§71) La emulsién dilufda se guarda a una temperatura de
yoC. ‘Las lamlnlllas fueron cublertas por inmersidén’ ‘con: la emulsién
dilufda Ilford L, a temperatura ambiente. Se de]aron sgcar y postg
riormente se guardaron en‘cajas negras. Se mantuvieron a uec duran
te el tiempo que fue necesario. ' .

Los autorradiogramas. fueron revelados después de 1 mes de
exp051c16n para lo- cual se ut11126 revelador KODAK D14 en una pro—
porc16n 3:1 por 3 min'y dejando secar a la temperatura ambiente;
sSe colorearon con ‘azul de toluldlna disuelto en borax (ambos al

©.1%) a bafio Marfa por 4 min, ‘evitando el enmascanamlento de los gra
nos de plata. ' ' ‘ _ '

Las micrograffas fueron tomadas con un microscopio Axiomat
de la casa Carl Zeiss con pelfcula Plus X. Para estandarizar todos

; los.procedimientos se utilizd siempre 2l objetivo 100 X, un aumen-
to. intermedio de 2 X y un proyector 3.2 X. Para los negatlvos se
T“usé revelador KODAK HC- 110 en una proporc16n 3:1. :
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La amplificacién fue siempre de 5.1 X y se obtuvo un aumen=
to final constante de 3 296 X. En estas amplificaciones sé midie-
ron las 4reas citoplasmitica y cromosémica de las células en
divisién y las Areas citoplasmdtica, nuclear y nucleolar de las
células en interfase, utilizando un digitalizador de coordenadas
unido a un microcomputador Hewlett Packard 9 825 S. Se contaron
los granos de plata en cada uno de los compartimentos mencionados.

’ En las amplificaciones de las laminillas de linfocitos se
midieron también las 4reas centromérica y de la zona del resto del
cromosoma (brazos del cromosoma), contando los granos de plata de
estos compartimentos celulares.

Finalmente los resultados se analizaron estadfsticamente
por medic de las pruébas t de "Student" y la de Mann-Whitney (Sne-
decor, 1971; Schwartz, 1977), empleando el microcomputadbr?arriba
mencionado. En todos los casos Se usaron programas desarroilados
en el Laboratorio de Microscopfa Electrénica de la Facultad de
Ciencias de la U.N.A.M., por el Dr..G.H. Vizquez Nin.
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RESULTADOS

1.- Morfologfa.

El andlisis morfoldgico del presenfe estudio autorradiogré-
fico nos permite hacer notar que después de 1 mes de expoéicién,
las células de meristemos de rafz de AELiwn cepa incubadas con uri-
dina H?, muestran incorporacién del material radioactivo, aunque .
se observa un bajo nivel de marcado. B 4

La observacién directa de las imégenes (figs. 1-4) de célu-
las. en mitosis no revela una clara diferencia en la densidad de
granos de plata entre las &reas éromosémicas y el citoplasma. Sin
embargo las células interfésicas que se muestran en las mismas
micrografias tienen una densidad de marcado mayor en el ndcleo
que en el citoplasma y dentro del nidcleo, el nucléolo es el lugar
de mayor densidad de granos. Estos ndcleos interfdsicos demuestran
que tanto la incubacién con el precursor radiocactive como las mani
pulaciones tendientes a la obtencién de los autorradiogramas fue-
ron exitosas.

En cuanto a los frotis de linfocitos humanos {(figs. 5-6),
observamos que en las células en divisién, los cromosomas (cr)
muestran una mayor incorporacién del material radiocactive (fig. 5)
y podemos: afirmar que existe una clara diferencia entre la densi-
dad de marcado de las 4reas citoplasmdtica y cromosémica.

Finalmente se observa también qué las regiones cercanas a
la zona centromérica (cm) que incluye la regién del cinetocoro
‘(fig. 6), existe cierta incorporacién del precursor radiocactivo.

Por lo tanto el estudio cuantitativo de Yas diferencias de
densidad de marcado usando métodos estadisticos, estd plenamente
justificado.
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2.- An&lisis Cuantitativo de Autorradiogramas.

Como ya se mencion§ (Material y Métodos), en el presente
estudio autorradiogréfico se incluyeron células en divisién y célu
las en interfase de meristemos de rafces de ALE{um cepa , incubadas
" durante 30 min y 60 min con uridina H?® vy algunas de las cuales
fueron tratadas con colchicina. También se estudiaron células en
mitosis de linfocitos humanos de sangre periférica, incubadas con
urldlna H?,

Se compararon las densxdades de marcado de las dreas cito-
plasm&tlca y cromosémica de las células en divisién y las 5reas

citoplasmé&tica, nuclear y nucleolar de las células en 1nterfase.

Células en Mitosis.- En las c&lulas de 'ALRium cepa en divi-
sién con 30 min de incubacién con uridina H® |Tabla 1| 1la diferen-
cia entre la densidad de marcado en las 4reas citoplasmitica y
cromosdémica es significativa (p < 0.001).'En las céluias tratadas
con colchicina y con 30 min de incubacién con uridina H? se puede
ver |Tabla 2| que la diferencia es también significativa én este
caso (p < 0.001). o B ' o

- Resultados similares se observan en las células de ALL{um .
cepa en divisién con 60 min de incubacién con uridina H?® jTabla 3|
y en las que fueron tratadas con colchicina y mantenidas en incuba
cién durante 60 min |Tabla 4] ya que las diferencias en las densi;
~ dades de marcado son significativas también, .con un nivel de con-
'tfianza de 99.9% de que é&ste sea un resultado debido a fenSmenos '
" biolSgicos naturales.
En cuanto a las células de linfocitos en divisidn, tratadas
. con colchicina y con 30 min de incubacién con uridina H? se puede
_observar ITabia 5| que la diferencia entre la densidad de marcado .
del citoplasma y los cromosomas es altamente significativa, con un
nivel de confianza de 99,9% de que éste también sea un resultado’
debido a un fenémeno que no se debe al azar.

Células en Interfage.- Las células en interfase de meriste-
- mos de rafz de ALL{um cepa ‘con 30 min de incubacién con uridina H?

e
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|Tabla 6| muestran que comparando la densidad de marcado entre el
drea citoplasmética y nuciear, la diferenéia es significativa
(p < 0.001); comparando las &reas nuclear y nucleolar, la diferen-
cia es significativa (p < 0.001) y por dltimo, la diferencia entre
las &4reas citoplasm&tica y nucleolar es tambi&n significativa
(p < 0.001). Las células tratadas con colchicina y con 30 min de
incubacidn |Tabla 7| muestran que las diferencias entre las zonas
" "de marcado-de las dreas citoplasmética y nuclear, nuclear y nuéleg
rlar, citcplasmitica y nucleolar, son significativas (p~ < 0.01)3
las densidades de estas iltimas &reas fueron analizadas por la
prueba de Mann-Whitney debido al reducido ndmero de observacionés.
La densidad de marcado en las células en interfase de meris
temos de AlLLium cepa , con 60 min de incubacién con uridina H?
{Tabla 8] fue analizada entre las &reas c1top1asmét1ca y nuclear
(p‘< 0.001), nuclear y nucleolar (p < 0.001) y citoplasmitica'y
nucleolar‘(p <‘0.001), resﬂltando las tres comparaciones, estadfs-
ticamente sighificaﬁivas. En cuanto a las diferencias de marcado
entre las mismas éreas objeto de estudio en celulas tratadas con
. colchicina |Tabla 9] son también 51gn1f1cat1vas (p < 0.001).
' Finalmente en las células de linfocitos en divisién trata-.
:das con colchicina y con 30 min de incubacién con uridina H?
{Tabla 10| la diferencia en la densidad de marcado entre las &reas
de la zona centromérica (que incluye la zona del cinetocoro) y el
,eresto del cromosoma (brazos del cromosoma), no es significativa,
existiendo una probabllldad del 0.5% ¥ 1% de que este resultado se“
‘deba al azar. :
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Figs. { 1-% }

Figs. { 5-8 1}

Autorradiograffas &pticas de cortes semifinos de
células de meristemos de rafz de ARLium cepa, en

divisién y en interfase, incubadas con uridina H3.

Autorradiograffas Spticas de frotis de células en
cultivo de linfocitos humanos, en divisidn, activa-
das con fitohemaglutinina, tratadas con colchlclna
e 1ncubadas con urldlna H?® durante 30 min.

Micrografia 6pticé de una célula en.metafase.llncu;‘

.. baci6n durante. 60 min con uridina H?, 1 600 aumen-'

_fig. ) ; 4 oo

‘"Fig;:' « 6 -

tos.:

Micrograffa 6ptica de células en divisidn'y gn'in—
terfaSe Tratadas con colchicina e inéubadaS’cdn‘
urldlna H3 durante 60 min. 1 600 aumentos.

Micrograffa Gptica de células en divisién'y enwih-'::?

terfase. Incubacién con uridina H3 durante 30 min.
1 600 aumentos. '

Micrografia 6ptlca ‘de una célula en anafase: -cromg

somas Cer) y de una célula en 1nterfase. c1top1as—
' ma»(c1), ndcleo . (Nu) y nucléolo (nu). Tratamlento

con colchicina- por 1 hr e 1ncubac16n con urldlna
H’ durante 60 mln. 1 600 aumentos.

‘Micrograffa Sptica de linfocitos,humahos’en divi-

sién. 1 600 aumentos.

Micrografia 6ptica de. linfocitos. humanos. Placa mew
tafé51ca (pm) y regidn del centvdmero (em). 1 600
1aumentos.

 ?§ 26:5,_







-‘J_Tabla 1.- Comparac16n entre la dens;dad de
: ‘ ‘marcado en células de ALLLum cepa_
“'en d1v1516n, con 30 min de

'J.ncubac:n.én con uridina H3, -
Areas.
Cltoplasmétlca Cromosémica

granos / u?

 MEDIA '_, o 7u16 1.1u41

" 'DESVIACION ESTANDAR 0.4739 0.6917
" ERROR ESTADISTICO  0.0699 ' 0.1020
NO. DE OBSERVACIONES. 46 46

e il J

. T-ESTADISTICA  3.2551
GRADOS DE LIBERTAD 90

ERT




f‘ Tébla 2.~ Cohparacidn;ehtferla densidad de
' marcado en células de . Altium cepa en
,ﬁiviSiGn,vtratédas con colchicina y con.

30 .min de incubacién con uridina H®.-

Avreas:

‘Citoplasmdtica ;CromoSdmica:}*"‘

.. granos / w?

MEDIA . 1.3281 - 2.1002
_'DESVIACION ESTANDAR 0.2290 0.7151
'ERROR ESTADISTICO  0.0488 0.1525
NO. DE QBSERVACIONES.,zz s .22

_ S ) |
. T-ESTADISTICA  4.8480
' GRADOS DE LIBERTAD 42

. ST




:ET,Tébla 3.—.Compafaci5n'enfre la densidad‘de
- :‘x;marcado en. células de A&Lum1cepa"~
en lelsmdn, con 60 min de

‘i neubacidn: con uridina H*.

Areas: .

”'jcifoplésmética Cﬁbmoédﬁica_ f 

.. granos / u?

MEDIA . 0.7910 1.4478

- DESVIACION ESTANDAR 0.4706 ' 0.8799
'ERROR ESTADISTICO  0.0523 0.0978
NO. DE OBSERVACIONES 81 81

(G e m )

- .. T-ESTADISTICA  5.92u43,
GRADOS DE LIBERTAD 160




'Tabla 4, - Comparac16n entre la densidad de
‘ mearcado en células de ALCuMICLPa en j,

'-rdLV1516n, tratadas con colchicina y- con

60 min de incubacién con. uridina HY.

Areas.'“

Cltoplasmétlcaf Cromosémlca ;':f,,

 granos . / n?

’fMEDIA ;Afr‘ 0 0.7808 . 1.3280 0

DESVIACION ESTANDAR 0. 1856 . 0.u782

ERROR ESTADISTICO 0.0333 . - .0.0859

NO. DE OBSERVACIONES 31 S 31
1-;__---_-H;-;;a-_-_,l

“T’ESTADIsTiCA‘ 5. 9159

GRADOS DE LIBERTAD 60




~

Tabla 5 - Comparac16n entre la den51dad de mavcado' ‘

en células de 1;nfocxtos en: d1v1516n, $R
o tratadas con colch1c1na y con’ 30 mln de 5

~31ncubac1dn con urldlna H’

Areas.r

Cztoplasmétlca Cromosdmica?

granos / u?

i Mepta f} a{'_;:"_7’5_ ;,  1;5162_'  alowws
| l‘DESVIACION ESTANDAR | o 0.3maz t,;ﬁTO;ééug“"f ‘ff"
 ERROR ESTADISTICO. ° 0.0587 - . 0.t048" o
NO. DE OBSERVACIONES 40 FRE T

' T ESTADISTICA ?v"' 6.0876
GRADOS DE LIBERTAD , '3111,5ﬁ*"



f-fl‘Tabla 6.— Comparac16n entre la densidad de

;marcado en células de ALLum1cepav

'en lnterfase, con 30 mln de o

v5H1ncubac16n con urldlna H?.

- Areas; .

Cltoplasmétlca NUclear" ‘ “Nuc1é6;aéL,J 

granos /- u

A - 0.3923. 0.8372 ,li~, 3. 4355
DBSVIACION ESTANDAR . 0.2497 .. 0.4803 . . - 2.5218
ERROR ESTADISTICO ‘»:i 0.0573 . -0.1056 Vj.' 0‘5786‘7 '
ﬁno DE OBSERVACIONES "1‘; 49 a0 a8

' T—ESTADISTICA ' "3.7034
‘.GRADDS DE LIBERTAD '  36 -

.TAESTADiSTICA : o wlined
GRADOS DE LIBERTAD ~ . . ... . 38
T-ESTADISTICA' - . - 5.23u4.
‘GRADQS DE LIBERTAD oo 36



" “Tabla 7.- Cdmparaci6n ehtre la'densidad‘de marcado
:ken células de ALLum1c3pa en lnterfaSe,q
' tratadas con colchlclna y con 30 min def;“f‘;ﬂ"

incubacién con uvldlna B,

Areas,
Cltoplasmitlca Nuclear Nucleblafvy

granos / u?

:fMEDIA L 1.0885 - SRS O 'L 3:3189.f “

“DESVIACION ESTANDAR 0.2158  0.4043 0.6461
‘ G ) :
PROBABILIDAD & 0.01

‘ e e )
'PROBABILIDAD - = 0,01
SRR A ST iyt

" PROBABILIDAD = = oe.01




_Tabla 8.- Comparacidn entre la densidad de
7 harcado en células de ALL&Mlczpa

: 'en lntevfase, con 60 mln de

f.lncubaclén con urldlna H3,

Areas

'Q*fCifbplasméfica ‘ Nuclear 5 Nucleolar -°

granos'/ u?

MEDIA . 7“‘" 0.5515 = 1.4946 3.u298

'DESVIACION ESTANDAR ~  0.2845 0.6034 . 1.5387
' ERROR ESTADISTICO - 0.042u ~0.0300 - "0.2294
'NO. DE OBSERVACIONES “ 45 R : 45
DR R Ve i) PR
' T-ESTADISTICA '9.4821
GRADOS DE LIBERTAD B8
: P SR i e J
. T-ESTADISTICA . C 708547
v GRADQS'DB LIBERTAD =~ = .~ 88
' | TS . i —————— )
T-ESTADISTICA T e AR 3392,

© GRADOS DE LIBERTAD =\ 88
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-~ Tabla 9;41Comparaci8n entre la densidad de marcado
o eﬁ células de Altdmicepd en interfase,f .
'-tratadas con’ colch1c1na y con 60 min. de

B 1ncubac16n con urzdlna H3

Areas-—

Cltoplasmétlca Nuclear o Ndciéolar 

granos / u

s

"‘MBDIA Ty },‘  t.2850  4.2978

DESVIACION ESTANDAR 0 0.1365 ©0.3321 . 1.8503
'ERROR ESTADISTICO ©0.0855 - 0,1107 0.6168 -
“NO, DE OBSERVACIONES . .8 9 - g
IS SISO A
T~-ESTADISTICA . 6.1851
GRADOS DE LIBERTAD 16 '
‘ \mol 22 il J
T-ESTADISTICA ‘ o ST 4,8079
GRADOS DE LIBERPAD ..~ . 16
. - ‘\.-;_--‘-'--—-—-'-;‘--k-'-'--‘.,.‘.—-:----:;—m-,—.-—v"-,-'r"""} :
T-ESTADISTICA . . 5.0686-

GRADOS DE. LIBERTAD R\




Tabla 10:- Compara016n entre la den51dad de marcadol:‘m

lifen células de 11nfoc1tos en d1v1516n, f%vﬂ ¥w”

*;,tratadas con colchlc1na v con 30 min def;ij,'*

”1ncubac16n con urldlna Ha‘

Areasi

Centrémerof Resto del Cromosomaf ??-'fv*

granos / u

O MEDIAT - 1.6236 . 1.2483

“ﬁJDESVIACION ESTANDAR 1.4943 06942
‘V'ERROR ESTADISTICO . 0.3050 0.1312
'NO. DE OBSERVACIONES 24 28

-ESTADISTICA ;" 1 1893

GRADOS DE LIBERTAD 50



DISCUSION

'Ei,desarrollo de técnicas como la autorradiograffa permite,
en algunos casos, cuantificar el estudio de los sistemas celulares
Ly utilizarlas en,proplemas que aﬁn no-bdn-pddido;llégar‘a resolvegﬂ7l

se. ' ' o SRR

*1‘ne durante la m1t051s, nos 11ev6 a’ plantear el pvesente estudlo v
‘contrlbulr al conoclmlento sobre ‘el pvoceso ‘de transcr1pc16n o sin"‘

Concretamente la oplnldn de que la sintesxs de "ARN: se detle{f"

7¢iﬁtes15 de ARN en’ células mltétlcas ya que este problema presenta un

enorme 1nterés en’ blologfa.f

Baséndonos en estudlos que sugleren la lncorporac16n de url
' dlna HY. ‘en el ARN de células en mitosis. (Brlnkley y Stubblefleld,
7v1970 Moyne y Garrldo, 1976, Fakan'y Nobls, 1978) y.en: c1ertas ev17

'denclas que revelan la presenc1a de RNP en el c1netocoro (Esponda,"

‘1978 Rleder, 1879a’ y'1979b Brazelton, 1980) ‘selec01onamos el

mater1a1 que nos permxtlria 1nvest1gar tamblén si el c1netocoro esgl;i."'r

un:; gen que durante la m1t051s se encuentra actlvo, es de01r, si se -
expresa en la d1v1516n celulan. ' T R : v “:

‘ E1 materlal bloléglco fue tratado con colch1c1na pues esta‘ ”
droga permlte locallzar mayor ndmero. de mitosis sin lmpele la sin -
t351s ni el procesamlento postranscrlpc1onal del ARN.V,IJ : ‘
’ Se sabe que la colchicina tiene la. proPLedad de. unlrse fue

—_

’ temente a’ la tubullna, przncxpal proteina de- los mlcrotubulos. El
~mecanismo de- acc16n ‘de esta droga es lnhlblr 1a pollmerlzac16n

"‘mlcrotubular por el .blogueo de los 51tlos ‘activos de 1as subunlda-

" des de 1la proteina v fac111tar 1a despollmerlza016n de 1os mlcrotufx
’bulos ya existentes. (De Robertls y De Robertls, 1981).
S Cuando es apllcada en células en d1v1516n afecta espec1a1-.

mente 1os mlcrctﬁbulos, destruye el huso y.-al mismo tiempo obstacu" _

"<11za el mov1mlento cromosdmlco. Ademés ‘5e. une: a 1as membranas c1to-

Lo




plésmétidé‘y nuclear y altera el transporte nucleosfdico. (Forer,
1874, » . 8 _
Recientemente Hillmaﬁn y Ruthmann (1982) encontraron que
inhibidores ‘como la colchicina no tienen un efecto notable sobre
las membrahas de células meristemfticas. Schumm y Webb (1982) ase-
guran que ésta droga inhibe la liberacién del ARN mensajero,
actuando sobre el transporte de ARN. mis bien que sobre'el procesa-

- mlento v que su efecto puede estar llgado a la membrana- nuclear.

‘ Estos estudlos sugleren que “la colchicina tampoco 1mped1r£a‘

‘vgla mlgra016n del ARN en: un sxstema no. compartamentallzado por: mem- L

'g'branas, como los cromosomas mltétlcos. En efecto, en el presente

festudmo no. se han encontrado dlferenclas entre células tratadas o
no ‘con colch1c1na. En esta forma podemos con31derar que los resul-
tados obtenldos en. ambos grupos de especimenes son 1gualmente vélly‘
) dos.'~‘ : ‘ O T : .

-Se utlllzaron 11nfoc1tos humanos actlvados con. fltohemaglu-

i'tlnlna porque se ha establecldo que los llnf0c1tos en cultlvo celu" 

lar: pueden ser estlmulados para que aumenten de tamano y: se d1v1—

»_dan (Ham, .1975), por. ‘1o que las mztosxs son- muy numerosas v e]em—n  L

”pllflcan los fendmenos que suceden en la d1v1s16n de . las células
: de los anlmales superloresr _ ‘ ) ‘ T
‘ Con la: urldlna HY, . precursor especfflco del ARN, obtuv1mos
:la 1nformac16n sobre la localizacién de la transcr1p016n. ‘La admi-
~nistracidn del. marcado se basG en la durac16n del ciclo de divi-
'sién celular y de 1las fases de: éste. Seghn Ldpez-Séez y colaborado
 res (1956) y Gonzélez Fernéndez vy colaboradores (1971), a una tem-
'fperatura de 20°C la mlt0515 dura entre 2.2 hrs y 2.4 hrs; la pro-

‘  fase 1 05 hrs, 1a metafase 0.29 hrs 'y .la anafase 0. 21 hrs. Con. los

tlempos de 30 min y: 60 mln de 1ncubacx6n con. urldlna H? utlllzados

-en este- estudlo, la mayor parte-de- 1as células- ‘que -estaban en. metai;f'

fase y anafase en el momento de la fijacidn, no han lngresado a1
fmarcado en..una- ‘etapa’ anterior a la mltad de 1la profase. h
‘ o La transcrlpclén en :los organlsmos eucarlontes ocurre en elj
‘nucleo, en donde es. sxntetlzado el ARN, pasando luego al 01top1as—.f




ma. (Clawson y Smuckler, 1982). Se dice que la sfintesis de ARN
ocupa toda la interfase del ciclo:celular (De Robertis y De Rober-
tis, 1982) y que las células mitdticas no sintetizan ningiin ARN.
(Crippa, 19663 citado por Brinkley y Stubblefield, 1970).

3in embargo, Brinkley y Stubblefield (13870) encontraron que
célulés metafisicas sincronizadas revelan incorporacién de uridina
H? en-el ARN entre el 5% y 10% de los rangos de interfase. Fakan y
Nobls '€1978) en-un estudio ultraestructural sobre los sitios de
Wtranscrxpcxdn durante el ciclo celular y usando autorradlografia .
‘de alta resoluc16n,‘encontraron que ocurre transcripcidn de "ARN, a:‘
'vmuy bgjo nlvel en la perlferla de cromosomas de células CHO en,-

" ‘metafase tardfa y. anafase ‘temprana y.que los sitios de: transcr1p4" :

ciGnidél ARN . nucleolar en células 1nterfésxcas muestran. que hay <t
‘r~reg10nes de cromatxna condensada asoc;adas con 1la perxferla de *."ﬂ

.estas éreas.;' T : ‘ ,
B “En nuestro: estudlo a nlvel de. mlcroscopfa Gptlca, obtuvmmos}
'resultados que, pudleron sep cuantlflcados estadistlcamente, lleganf~
:vdo a’ la- conclu516n de que: exlste marcado ’ en células de’ ALLumluma

Yy en! 11nfoc1tos, en cromosomas en metafase y anafase con.una dlfe— :' ’

renhcia sxganlcatlva (p <-0,001) én la densidad de marcado en com—f
'paraCLGn con- el cltoplasma adyacente de una misma’ célula tomado

‘ como control. o : : .

_ Se cuant1f1c6 la den51dad de marcado en el cltoplasma, en:

el nﬁcleo y en el nucléolo -de celulas de ALLumlcaM en interfase

' después de 30 min y 60 min de 1ncubac16n con uridina H?® para tener .

- en. cada espéc1men un control posltlvo del marcado. Se encontré que;

'la densxdad de granos de plata es menor en el c1toplasma en compa—
‘rac16n con el ﬂucléolo con una dlferenCLa 51gn1f1cat1va tamblén
(p < 0 001) Esto dltimo esté de acuerdo con estudios.'que “indican

'ﬁ:que los centros fibrilares nucleolares de c&lulas merlstemétlcas"

; son zonas - actlvas (Moreno~Diaz de la Espina, 1876; Moreno~Difaz de

la Espina y col., 1980, Rxsueno v col., '1979) y apoya el hecho de

o que. ‘en el nucléolo se lleva a cabo un gran volumen .de’ sinte31s def'
ARN - | ' -




Respecto al cinetocoro Brinkley y Stubblefield (1970) sos-
tienen la idea de que esta estructura se comporta como un gen clé-
sico, va que es activado en un momento especffico del ciclo de
divisidén j es suprimido cuando su funcién termina; adems, que-
debe ser replicado al mismo tiempo que el eromosoma puesto que el
cinetocoro pebmanece como parte estable e integral. Explican que
en el ADN de esta regidén se producen bandas de ARN alrededor de
las cuales pueden agregarse protelnas de los microtdbules. Sin
émbargo,‘el hecho de que los microtbulos contengan ARN es discuti
~ do por algunos autores como Weﬁt'(lgss) v aﬁéyadO‘por otros .como
'Rleder (1979b), quien afirma qué el componente RNP del c1netocoro
,esté asoc1ado con los microtdbulos:

' Se han hecho dlferentes sugeren01as acerca de la posxblll—'
dad de que un materlal distinto al ADN se. ericuentre en el c1netoco'
ro. Las evidencias que han revelado RNP en esta regidn., (Esponda,
1978 Rleder, 1979a.y. 1978b; Brazelton, 1980), parecen 1nd1car que
el clnetOcoro ‘estd lncorporando el 156topo radloactlvo.

Nuestros resultados 1nd1can que no existe d1ferenc1a signi-
'flcatlva entre la densidad de marcado del: drea centromérlca, que
1ncluye‘la regién del 01netocoro, en comparacldn con el resto del
cfomosoma; 8in embargo, esto no significa que en esta regién la
sIntesxs de ARN esté& detenlda, puesto que exxste 1ncorporac16n del
precursor radioactivo en la misma zona. ‘

‘La. pregunta permanece abierta para seguir 1nvest1gando si
el material RNP que se-ha descublerto en el c1netocoro es .sinteti-
zado por esta estructura mlsma, o bien si el ARN asoc1ado a esta
regldn es sintetizado en otro lugar o en esa zona pero en otro ‘
'momento, es dec1r, 51 la sintesxs se produce fuera de la metafase

o) la anafase.




CONCLUSIONES,

Podemos chdluir que,existe’sinfesisvde ARN en

cromosomas -en metafase y anafase de vegetales

“y animales. '

El centrdmero no es un. 1ugar de transcrlpcldn
‘espec1almente actlvo en mltosls, su act1v1dad,’
s;ntétlca se confunde con la de otras zonas

cromosdmlcas.
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