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I N T R o D u e e I o N 

1.- Aspectos Generales de la Biología Celular y Molecular. 
El proceso evolutivo ha producido una inmensa diversidad de 

. ' 
formas de vida altamente organizadas ·csimpson, 1967 y 1970) que 
sin embargo, al ser .estudiadas ª-nivel celular y molecular presen­
tan _en conjunto, cierta unidad que las relaciona. 

El estudio de la célula como unidad estructural y funcional 
de todos los organismos vivos vistos con el microscopio 6ptico, se 
amplió con el estudio de la organización ultraestructural y macro­
molecular de los constituyentes celulares, de las principales 
macromoléculas bioi6gicas, proteínas y ácidos nucleicos, revelados 
por el microscopio electrónico. (De Robertis y De Robertis, 1981). 

De estas investigaciones se ha obtenido el conocimiento de la exis 
tencia de los fen6menos bá'.sicos de la herencia al haberse revelad-;;­
el código genético y los procesos que intervienen en la_transcrip­
ción de la información genética y finalmente su traducci6n en 
proteínas específicas. 

Uno. de los objetivos principales de la biología moderna es 
interpretar los fenómenos que se desarrollan en los organismos 
vivos en función de las estructuras y de las interrelaciones que 
se manifiestan entre lo.s constituyentes macromoleculares de la 
célula. Es importante analizar con detalle los mecanismos que con­
ducen a la integración de los circuitos reguladores de la célula, 
los procesos de la división celular; de la duplicación y transcri.E_ 
ción de los á'.cidos desoxirribonucleico CADN) y ribonucleico CARN), 
etc. (Jacob y otros, 198L). 

Sabemos que existe una secuencia de acontecimientos bioquí­
micos, que todos los seres vivientes utilizan el mismo código gen~ 
tico y el interés de las investigaciones de la biología molecular 
está'. enfQcado en establecer los mecanismos que regulan la expre­
sión genética~ (De Robertis y De Robertis, 1982). 
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2.- El Núcleo y el Ciclo Celular. 

Actualmente se acepta que la mayor división entre los orga­

nismos vivos es entre aquellos cuyas células carecen de núcleo 

(procariontes) y aquellos cuyas células poseen núcleo (euca:rion­

tes) .• (Schopf, 1978). 

El descubrimiento del núcleo.efectuado por Brown (1831) 

como componente f~nc:Íamental·y constante de la célula, junt~ con el 

establecimiento de la teoría celular postulada por Schleiden 

(1838) ySchwann (1839) fueron la consecuencia de mucihas investig~ 

ciones iniciadas en el siglo XVII. Poster.iormente Virchow ( 1855) 

amp1i6 la teoría celular al expresar su principio de que cada cél~ 

la se forma por divisi6n de otra célula, estableciendo la divisi6n 

celular como elfen6meno central en la reproducci6n de los organi~ 

mos. Balbiani (1876) observ6 que antes de la divisi6n se f.ormaban 

estructuras cilíndricas en el núcleo; estas estructuras después 

fueron denominadas cromosomas por Waldeyer.(1890). (De Robertis y 

De Robertis, 1982). 

Importante también fue la observaci6n realizada por Hertwig 

(1875) de la fertilización y la fusión ?e los dos pronúcleos, uno 

•que procede del óvulo y el otro del espermatozoide, que aument6 el 

conocimiento que establecía que los gametos se forman por divisi6n 

reduccional, lo que m~s adelante se denominó meiosis, con la cual 

se mantiene constante el número de cromosomas de una especie .. (De 

Robertis.y De Robertis, 1982). 
( 

Los estudios sobre las modificaciones que se producen en el 

n~cleo permitieron que la investigaci6n citológica culminara con 

el descubrimiento de· la mitosis por Flemming ( 1880),. Strasburger 

(1884) y Beneden en'el mismo Último año, mecanismo por medio del 

cual las células aseguran la continuidad entre una generación y 

otra. (Nultsch, 1966). En 1888, Waldeyer comprob6 que el hecho fun­

damental en la mitosis es la formaci6n de los filamentos nucleares 

o cromosomas. As! mismo en 1890, observ6 la exacta divisi6n_entre 

los núcleos de las células hijas. (De Robertis y De Rober~is, 
1982). 



Todos estos descubrimientos sirvieron para que otros inves­

tigadores postularan que el núcleo es un elemento necesario en las 

células y que interviene en sus procesos· de multiplicación y here~ 

cia. (De Robertis y De Robertis, 1982). 

Las primeras sustancias que se aislaron del núcleo celular 

fueron los ácidos nucleicos (ADN y ARN) por Miescher (1869) y 
. . 

Kossel (1891). (De Robertis y De Robertis, 1981). Años más tarde, 

en 1924, Feulgen y Rossenbeck descubren lareacci6n espe9ífica 

para el ADN con lo cual se inicia el estudio sobre su· dis"tribución 

en los más di versos tipos celulares. ( Mirsky y Osawa, 1961). En 

1942 Brachet establece la localización de los ácidos nucleicos en 

citoplasma y núcleo. (citado por Castañeda, 1973). Después de los 

trabajos de.Watson y Crick (1953) sobre la estructura del ADN, de 

los de Jacob y Monod (1961) quienes. encontraron que el ARN contie­

ne información química, finalmente Nirenberg y Ochoa logran desci­

frar el código genético. (Castañeda, 1973). 

La funci6n esencial del núcleo es almacenar y proporcionar 

a la célula la información que se encuentra en la molécÚla de ADN, 

que constituye el depósito fundamental de información genética, la 

cual es copiada o transcrita en lamolécula de ARN; en los elemen­

tos de estas cadenas de ADN y ARN, los llar1ados nucleótidos, exis­

te una secuencia de aminoácidos. En este proceso interviene la 

traducción del ARN, produciéndose la síntesis de.proteínas. (Leh-' 

ninger, 1970). 

Por lo tanto la reproducción del organismo se basa en el 

proceso de la reproducción de la célula; la célula como la unidad 

de vida, es la unidad de la reproducción. (Mazia, 1961). Esta se 

presenta como una serie de acontecimientos que comprenden fundame~ 

talmente: (1) la replicación de los cromosomas (que incluye la re­

plicación de los genes o factores de la herencia); (2) la separa­

ción de los juegos idénticos de cromosomas producidos por esa re­

plicación y (3) la división de la célula en dos células, cada una 

de. las cuales contiene uno de los juegos de. cromosorna.s. (Mazia, 

1975). 
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Según los resultados de la citología clásica, una célula 

puede originarse s6lo mediante división de otra célula. Esta a su 

vez, depende de la previa divisi6n del núcleo. Los núclt<OS se div~ 

den por mitosis produciéndose la separación en partes iguales de 

los cromosomas entre dos células hijas, manteniéndose así la cont! 

nuidad del número cromos6mico. Las células de todos los organismos 

vegetales y animales pasan por dos periodos, uno de interfase y 

otro de divisi6'n. (Dyson, 1977). Este ciclo se repite en cada gen~ 

ración celular, pero el tiempo de. duración varía considerablemente 

de un tipo celular a otro. 

A este respecto se ha observado que el período mitótico en 

células meristem~ticas de raíz de A.lU.um c.e.p11 es de 2. 4 hrs a una 

temperatura de 20ºC y de 1.75 hrs a 25°C (López-S~ez y col., 

1966). En otro estudio (González-Fernández y col., 1971) se mencio 

nan períodos similares, de 2.2 hrs a 20°C y de 1.6 hrs a 25°C. 

También se ha demostrado que la.temperatura afecta la dura-
' . ' 

ción absoluta de ca.da uno de los diferentes estados morfológicos 

del ciclo celular (interfase y fases de la mitosis), pero que la 

relación proporcional entre la·duración de cada uno de estos seg­

mentos del ciclo y la duración total del mismo, permanece constan­

te. (González-Fernández y col., 1971). 

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

(In Cell Cycle ContrOls, 1974) dividen el ciclo celular en cuatro 

intervalos sucesivos: 

G1 Tiempo que transcurre entre el final de la mitosis y el 

principio de la síntesis de ADN. 

S Período dé síntesis de ADN. 

G2 Intervalo entre la terminación de la síntesis de ADN y 

el comienzo de la mitosis. 

M Actividad visible asociada con la mitosis. 

La regulación de la duración del ciclo celular tiene lugar 

principalmente por su detención en un punto específico de G1 y se 

dice entonces que la célula se encuentra en estado G0 ; se c~nside­
ra que la célula es retirada del ciclo. Cuando las condiciones 
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cambian y se reanuda su crecimiento la célula vuelve a entrar en 

el período G1. (Mazia, 1975). 

En la actualidad la atención de los investigadores está di­

rigida al estudio del núcleo interfásico, as! como a tratar de en­

contrar los mecanismos que operan a través .del ciclo celular.a un 

nivel molecular y ultraestructural. 

A) Núcleo Interfásico. 

En las células eucariónticas en interfase el núcleo se pre­

senta como un compartimiento limitado por la envoltura nuclear. Su 

forma puede estar relacionad.,:¡. con la de la célula, pero generalme_!! 

te es esférico. El tamaño del núcleo somático es específico, depe!! 

de del contenido de ADN y de proteínas; su tamaño se relaciona con 

la actividad funcional que posee en la interfase. Su posición va­

ría, pero en general es constante para cada tipo celular. Casi to­

das las células son mononucleadas pero existen también binucleadas 

y polinucleadas. {De Robertis y De Robertis, 1982). 

En general pueden reconocerse las siguientes estructuras: 

1) La envoltura nuclear, que presenta dos membranas con los 

poros nucleares intercalados. 

2) El nucleoplasma o jugo nuclear, está 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 disposición laxa. 

3) Los cromocentros, que junto con filamentos retorcidos de 

la cromatina representan partes condensadas de ios cromosomas. Es­

tas porciones condensadas (heterocromatina) se encuentran frecuen­

temente cerca de la membrana nuclear y también adheridas al nucléó 

lo. 

4) El nucléolo, generalmente esférico y acidófilo, puede 

ser único o múltiple. Se caracteriza por su contenido de ARN y pr~ 

teínas que intervienen en la producción de ribosomas. (Dyson, 

1977). 
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Químicamente el núcleo se distingue de los demgs 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 éstos, el centro genético regulador de la célu­

la. Como su funci6n exige una transmisión completa e inalterada de 

su contenido en información genética de célula a célula, cuando se 

produce la división celular ésta se ve acompañada por una serie de 

cambios durante los cuales la membrana nuclear y el nucléolo desa­

pare~en 0 la sustancia cromática se condensa haciendo su aparición 

los cromosomas como elementos individuales. (Nultsch, 1966). 

B) Mitosis. 

La división celular mitótica es característica de todas las 

células somáticas, aún cuando existen diferencias entre células ve 

getales y animales. 

Como indica Mazia (1961) es difícil discutir el inicio de 

la mitosis ya que se desconocen la mayoría de. los eventos que de­

sencadenan el proceso. Brinkley y Stubblefield (1970) sugieren que 

la mitosis es simplemente la culminación física de la serie de 

eventos biosintéticos que ocurren en la interfase antecedente. 

El proceso en sí mismo puede ser dividido en dos estados 

que incluyen el establecimiento del aparato mit6tico y el transpo~ 

te de los cromosomas a los polos de este aparato (Mazia, 1961) y 

comprenden una serie consecutiva de fenómenos que se pueden agru­

par en las siguientes fases: 

Interfase.- Período entre las divisiones; a) el núcleo apa­

rece homogéneo; b) los cromosomas se encuentran dentro de la mem­

brana nuclear como filamentos delgados y extendidos; se duplican 

individualmente; c) los centriolos se separan formando los polos 

de l.a mitosis. 

Profase.- a) los cromosomas se condensan y se acortan apar~ 

ciendo como cuerpos compactos; b) se observan las cromátidas uni­

das entre s! por el centro en una zona llamada centrómero; e) se 

establecen conexiones entre l.os centrómeros y los polos formándose 
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el huso. 

Metafase.- a) se forma por completo el aparato mitótico 

al unirse los cromosomas a los microtúbulos del huso mediante sus 

cinetocoros; b) los cromosomas se orientan radialmente en el plano 

ecuatorial de la célula; c) desaparece la membrana nuclear y se 

desintegra el nucléolo. 

Anafase.- a) los centr6meros se separan; b) los cromosomas 

se separan longitudinalmente; las cromátidas se agrupan en los po­

los opuestos de la célula; e) las cromátidas hermanas se separan. 

Telofase.- a) los cromosomas se hacen cada vez menos canden 

sados; b) se forman las membranas nucleares y los nucléolos de las 

células hijas; e) el centriolo produce un nuevo centriolo; d) el 

citoplasma empieza a dividirse mediante el proceso denomin~do cit~ 
cines is. Cuando se ha completado la división, ·ambas células resul­

tantes del proceso de mitosis entrar4n en interfase. (Smith, 1968; 

Maz ia, 19 6 9 ) . 
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3.- Morfología de los Cromosomas. 

Durante la divisi6n celular, la cromatina, compuesta por 

proteínas y ácidos nucleicos, se condensa en los cromosomas. En 

las células superiores los cromosomas son las estructuras que lle­

van la información genética, la cual se encuentra dentro de los 

genes. La condensación de los cromosomas facilita el movimiento y 
distribuci6n equitativa de la informaci6n que llevan (Kornberg y 

Klug, 1981) y permite el estudio de su morfología, 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 dispersión. En el núcleo interfá­

sico el arreglo cromosomal tiene dos aspectos principales: (1) 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 genético que determina el patr6n específi­

co del arreglo cromosomal en el núcleo, pudiera operar a través de 

los elementos microtubulares del sistema del huso: que el arreglo 

ordenado de los cromosomas en el núcleo interfásico es importante 

para la regu1aci6n de muchos aspectos del comportamiento cromoso­

mal tales como el apareamiento meiótico, replicación y condensa­

ci6n, así como para la actividad genética. (Avivi y Feldman, 

1980). 

Sin embargo para un mejor entendimiento del arreglo cromos~ 

mal interfásico y su significado biol6gico, es necesaria más info~ 

maci~n sobre este fen6meno, su control genético y los mecanismos 

subcelulares involucrados. (Avivi y Feldman, 1980). 

De acuerdo a su forma, que a su vez depende de la posici6n 

del centr6mero, los cromosomas se pueden clasificar en cuatro gru­

pos. Telocéntricos los que presentan el centrómero en uno de sus 

extremos; acrocéntricos aquel.los que tienen un brazo muy corto; 

submetacéntricos los que tienen brazos de distinta longitud y los 

metacéntricos con los brazos iguales. (De Robertis y De Rob~rtis, 
1981). 

i• 8 ... 



Es posible distinguir varios elementos en cada cromosoma: 

Cromátida.- Cada una de las dos estructuras simétricas de 

los cromosomas durante la metafase, con una sola molécula de ADN. 

Las cromáti_das s6lo están unidas entre sr a nivel del centr6mero y 

se separan en la anafase. Por lo tanto, los cromosomas en la rneta­

fase tienen dos crornátidas y en la anafase s6lo una. 

Centrómero.- El centr6mero se encuentra dentro de un segme~ 

to delgado del cromosoma denominado constricción primaria. Es el 

sitio de adherencia de las cromátidas hermanas y la regi6n del cr~ 

mosoma que se une al huso mit6tico mediante los microtúbulos que 

se fijan en una zona en forma de disco llamada cinetocoro. 

Telómero.- Término que se refiere a los extremos de los ero 

rnosomas que contienen las partes finales de la molécuia de ADN que 

forma cada cromátida. 

Organizador Nucleolar.- Regiones que se localizan en las 

constricciones secundarias que contienen los genes para les ARN 

ribosómicos e intervienen en la formación de los nucléolos, los 

cuales a su vez, son el lugar de ensamblaje de los ribosomas. Alg~ 

nos cromosomas presentan otro elemento, el satélite, que ~s un 

cuerpo esférico separado del resto del cromosoma por una constric­

ci6n secundaria. (De Robertis y De Robertis, 1982). 

A) Ultraestructura del Cinetocoro. 

A trav~s de la mitosis se ha descubierto que el cinetocoro 

tiene una estructura precisa (Brinkley y Stubblefield, 1970) y que 

en la mayorra de los casos parece estar localizada en la constric­

ci6n primaria de los cromosomas (Esponda, 1978). El cinetocoro se 

encuentra unido a la heterocrornatina de la regi6n del centr6mero. 

Habitualmente se observan dos cinetocoros, uno en cada cromátida, 

pero en ocasiones existe un número mayor. (De Robertis y De Rober­

tis, 1982) 

Bajo la microscopía de luz pueden distinguirse dos tipos 

básicos de cinetccoros: (1) cinetocoros localizados, aquellos que 

están confinados a un sitio especifico en el cromosoma (Rieder, 
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1979a) y (2) cinetocoros difusos, los que está~ distribuídos a lo 

largo de los brazos del cromosoma. (Brazelton, 1980 y 1981; Maeki, 

1980 y 1981). 

Los cinetocoros localizados se encuentran en la mayoría de 

los organismos metazoarios y los difusos en insectos hemípteros y 

en ciertos grupos de plantas como algunas algas. (Brinkley y Stub­

blefield, 1970). 

Basándose en su ultraestructura los cinetocoros pueden divi 

dirse en dos clases distin~as: (a) los de forma de placa o copa, 

característico de plantas superiores y de algunos animales y (b) 

los de forma de disco trilaminar, típico de muchas células de mamí 

feros. Dependiendo del estado de divisi6n, ambas clases de cineto­

coros pueden ser encontrados en la misma célula. (Rieder, 1979a, 

lo menciona en su Introducci6n). 

El análisis ultraestructural ha mostrado que el cinetocoro 

se presenta en la mayoría de los casos en la forma de disco trila­

minar, a la cual se unen los microtúbulos de las fibras del huso 

durante la división celular. (Esponda, 1978). 

Está 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, además de los microtúbulos implantados en ella, emanan 

finos filamentos que forman una especie de "corona". (De Robertis 

y De Robertis, 1982). 

En comparación con los numerosos estudios sobre el cinetoco 

ro y su relación con el desarrollo de la divisi6n celular, l.os 

reportes acerca de l"a constitución y naturaleza química de esta 

estructura son escasos; sin embargo, se cree que están formados 

por un material distinto del de la cromatina y se ha sugerido que 

los cinetocoros pueden estar constituidos por proteínas básicas y 

ribonucleoproteínas (RNP) principalmente. (Esponda, 1978). 

Los ~rimeros intentos para detectar la presencia del ADN en 

el cinetocoro se hicieron basándose en análisis ul.traestructurales 

y de microscopía de luz utilizando el procedimiento de la tinci6n 
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de Feulgen. Posteriormente bajo la microscopía de luz, por difu­

sión y tinción con ~cido fosfo tungsico (PTA), se mostró la posib! 

lidad de que el cinetocoro estuviera constitu!do por un material 

distinto al ADN (Wolfe, 1972; Ross, 1973; citados por Esponda, 

1978) a pesar de que las pruebas realizadas no constituían pruebas 

citoquímicas. 

Con los avances en microscopía electrónica se desarrollaron 

nuevos procedimientos para el estudio de la citoquímica nuclear. 

La técnica de PTA alcohólico se utiliza para la tinci6n de proteí­

nas básicas, el método de tinción preferencial de PTA para desoxi­

rribonucleoproteínas ( V~zquez-Nin y col. , 1973) y la técnica de 

EDTA para tinción preferencial de RNP. Esta última técnica llamada 

método de Bernhard, es ampl.iamente utilizada en la actualidad en 

correlación con digestiones enzimáticas y con autorradiograf!a 

para la localización y estudio de partículas ribonucleoproteicas 

intranucleares. 

Bajo la microscopía electrónica los métodos para el estudio 

del cinetocoro en cromosomas vegetales, han sido basados en el uso 

del método de EDTA. En células meristemáticas de A.U,ium cepa , regi~ 
nes similares a los cinetocoros aparecen teñidas positivamente en 

cromosomas metafásicos (Brazelton, 1974; citado por Esponda, 

1978); en Luzu.la , en donde se encuentran cinetocoros no localiza­

dos, ha sido observada una tinci6n positiva (Brazelton, .1975; cit~ 

do por Esponda, 1978). Se ha observado que los cinetocoros también 

pueden ser localizados en células vegetales durante la interfase y 

profase mei6ticas, mostrando una tinci6n positiva. (Esponda, 1978; 

cita a varios autores). 

Recientemente Rieder (1979b) public6 un estudio. de microsc~ 

pía electrónica de alta resoluci6n utilizando la técnica.de Bern­

hard (uranilo-EDTA-plomo) en combinación con la enzima ribonuclea­

sa •" los resultados que obtuvo indican que el componente RNP del 

cinetocoro en forma de copa en animales, está asociado con los 

microtúbulos. En otro trabajo suyo (1979a), en el que estudi6 las 

células PtK 1 , encontr6 RNP en la capa interna del cinetocoro tx•ila 
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minar de las células mencionadas. Con los resultados obtenidos, 

Rieder sugiere que estas ribonucleoproteínas son tal vez un compo­

nente universal de los microtúbulos, 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 que después del marcado 

esta estructura se presenta como el producto de genes incorporados 

en el ADN del cinetocoro. Proponen además una teoría para explicar 

su funcionamiento: las asas del ADN en esta región producen inter­

minables bandas de ARN alrededor de las cuales pueden agregarse 

proteínas de los microtúbulos. Apoyan su teoría con algunos datos 

experimentales. 

B) Acci6n del Cinetocoro durante la División Celular. 

El proceso de divisi6n celular depende grandemente de dos 

estructuras, el centriolo y el cinetocoro, que no obstante de ser 

componentes estructuralmente independientes, existe una interac­

ci6n dinámica entre las dos estructuras que culmina con la forma­

ci6n y regulación del aparato mit6tico y finalmente en la equidis­

tribución del material genético dentro de las células hijas. 

(Went, 1966; Brinkley y'stubblefield, 1970). 

Se sabe desde hace tiempo que el cinetocoro es una estruct~ 

ra cromosómica involucrada en los movimientos de los cromosomas 

durante la divisi6n nuclear. (Moens y Church, 1977). Se ha indica­

do que los cinetocoros están implicados también en el enlace y 

ensamblaje de los microtúbulos (Brinkley y Stubblefield, 1970) y 

que se encuentran conectados uno a cada polo por medio de finos 

filamentos, los cuales guiarán a las cromátidas hermanas hacia los. 

polos opuestos. (Mazia, 1975). 

En algunos casos, el cinetocoro parece dirigir la organiza­

ción del huso, a pesar de que se desconoce la identidad que guía 

la organizaci6n y actividad del dinámico complejo estructural que 

representa el aparato mitótico. (Went, 1966). 

.:~ ' 
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C) Transcripción del Acido Ribonucleico (ARN). 

Todos los organismos vivos contienen los ácidos nucleicos 

ADN y ARN, macromoléculas de suma importancia biol6gica. (De Rober 

tis y De Robertis, 1981). 

La información genética almacenada en la molécula de ADN se 

expresa en dos pasos. En el primer proceso, llamado de transcrip­

ción o síntesis de ARN, se copia la secuencia de nucleótidos de 

uno de los filamentos de ADN en un filamento complementario de 

ARN. En el segundo proceso, denominado de traducción o síntesis de 

proteínas, el programa genético del organismo es "leído" a partir 

del ARN, el cual es traducido en proteínas .. Esta serie de fenóme­

nos constituye lo que a menudo se denomina el Dogma Central de la 

Biología Molecular (Lehninger, 1970) y que puede resumirsede l~ 

siguiente manera: 

ADN 
transcripci~n traducción 

ARN Proteína 

Se considera que la información del ADN es transmitida a 

una molécula de ARN especial denominada ARN mensajero por.medio de 

la enzima ARN polimerasa. (Conn y Stumpf, 1972). La transcripción 

de los organismos eucariontes ocurre en el núcleo, en donde la 

información genética es transcrita en diferentes moléculas de ARN 

CARN mensajero, ribosómico y de transferencia) las cuales después 

de pasar al citoplasma, traducen la información facilitando la sí~ 

tesis de proteínas específicas. (Clawson y Smuckler, 1982). Las 

características y el comportamiento de los organismos dependen, en 

último término, de la secuencia de amino~cidos de sus proteínas 

constituyentes. (Kornberg y Klug, 1981). De esta forma se resumen 

los procesos nucleares de la herencia y de la síntesis de proteí­

nas en el citoplasma. 

Mientras que la síntesis de ADN sólo ocurre en el período 

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 tran.scripción 
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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 está generalmente correlacionada con la 

inactividad transcripcional. (Zeng, 1982). Las zonas centroméricas 

o las regiones adyacentes al centr6mero son heterocromáticas en la 

mayoría de las plantas y animales y probablemente representen la 

configuración de la cromatina transcripcionalmente inactiva. (De 

Robertis y De Robertis, 1982). 

El proceso de regulaci6n más importante se produce en la 

fase G1 , durante la cual la célula debe iniciar un nuevo ciclo 

celular o detenerse en estado Go. Una vez que este punto Gi ha 

sido superado, la célula completa un nuevo ciclo. Lamentablemente 

se sabe muy poco acerca de c6mo se regula esta etapa fundamental 

de la proliferaci6n celular. (De Robertis y De Robertis, 1982). 



4.- Autorradiografía. 

La citoquímica moderna tiene un fuerte apoyo en el uso de 

sustancias marcadas con radiois6topos. La autorradiografía es un 

método mediante el cual, los constituyentes químicos en la célu1a 

pueden ser localizados fotográficamente, registrando la posici6n 

del material radioactivo introducido en las muestras biol6gicas. 

(Dawes, 1971). 

Esta técnica es fácil de aplicar y permite un estudio diná­

mico de los sistemas celulares que en algunos casos, pueden ser 

cuantificados, por lo que en la actualidad la autorradiografía es 

considerada como un método eficiente cuando se utiliza en proble­

mas morfogenéticos en biología vegetal. (Michaux-Ferriere, 1976). 

Las variaciones a través del tiempo, del comportamiento de 

un vástago o raíz meristemática, pueden ser estimadas a través de 

las modificaciones que ocurren en el metabolismo del ADN, ARN y 
proteínas (Rejman y Buchowicz, 1971; Michaux-Ferriere, 1974; cita­

dos por Michaux-Ferriere, 1976), Para tal prop6sito, los especíme­

nes son expuestos a compuestos radioactivos en ocasiones específi­

cos, como la uridina, precursor del ARN, que da la informaci6n 

sobre la localizaci6n de la síntesis de ARN. 

Los precursores usados son, en la reayoría de los casos, mar 

cadas con el tritio (H 3
), emisor B de baja energía. Este elemento 

radioactivo es de larga duraci6n (con una vida media de 12.2G 

años) y brinda excelentes·resultados sobre la detecci6n y niveles 

de localización y puede ser incorporado después de ser metaboliza­

do con suficiente actividad específica para impresionar emulsiones 

nucleares en relativamente poco tiempo. (Michaux-Ferriere, 1976). 

Esta emisi6n tiene la propiedad de actuar sobre los cristales de 

bromuro de plata de la emulsi6n fotográfica. El tritio es el que 

se utiliza con más frecuencia sobre todo en autorradiografía ultr~ 

estructural, ya que la radiaci6n que emite interactúa eficazmente 

con la emulsi6n, produciendo un alto rendimiento de granos con una 

localizacíón muy cercana al lugar en donde se encuentra el is6to­

po. (De Robertis y De Robertis, 1981) • 
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Despu~s de la fijación, deshidratación e inclusión, los 
cortes son montados sobre portaobjetos (microscopía óptica) o bien 
rejillas de cobre (microscopía electrónica). El método comprende 
las siguientes etapas: 

1) Colocación de la capa de la emul~ión. 
2) Exposici~n de la emulsión a la emisión radioactiva en la 

obscuridad y a baja temperatura. 
3) Revelado y fijación fotográfica d.e la emulsión. 
4) Coloración de las muestras para permitir la observación 

de las estructuras con el microscopio óptico o electrónico. 
Según Mercer y Birbeck. (1974), en esta técnica son importa_!! 

tes tres factores: .el tamaño del grano de la emulsión, el grosor 
del corte y el revelador. 

Las emulsiones, cuya propiedad característica es el tamaño 
pequeño de los granos de bromuro de plata que se necesitan para la· 
alta resolución, Se recomiendan la emulsión Ilford K5 'para micros­
copia óptica e Ilford L~ para autorradiografía electrónica, ya que 
son estables, dan resolución moderada y son fáciles de usar. Se 
deben mantener en el refrigerador y emplear antes de los seis 
meses de su fabricación. 

En el espesor de los cortes influyen dos factores: la reso­
lución y el tiempo de exposición. Cuanto más gruesos son, la reso­
lución disminuye y el tiempo de exposici6n se hace más corto, de 
tal manera que debe planearse el espesor teniendo en cuenta la 
fineza de localización requerida y el tiempo disponible para la 
obtención de resultados. 

El revelado es un paso que influye en la resolución, en la 
sensibilidad y en la radioactividad de fondo. La forma y tamafio de 
los granos de plata dependen del revelador; se obtienen granos 
.Pequeños y baja radioactividad de fondo empleando poco tiempo en 
el revelado. Para el revelador Du se recomienda 3 min a 20°C. 

El tiempo de la exposición al material radioactivo en la 
autorradiograf.!a, dependerá de la sensibilidad de la emulsión y de 
la intensidad de la radiación emitida. 
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5.- Objetivos. 

La opini6n de que las células en mitosis no sintetizan nin­

gGn ARN ha sido discutida ampliamente. Se afirma que la velocidad 

de síntesis de ARN declina rápidamente en la profase tardía y se 

detiene en metafase y anafase. Como sucede en otros casos, la cro­

matina condensada no puede transcribirse, posiblemente porque las 

enzimas de transcripci6n no pueden llegar hasta la molécula de 

ADN. (De Robertis y De Robertis, 1982). 

Generalmente se ha aceptado que la transcripción del ARN 

nuclear está muy disminu!da durante. la divisi6n mitótica de célu­

las animales. Sin embargo, existen ciertas evidencias que revelán 

i~corporaci6n de uridina H~ en algunas fases del ciclo celular, 

además, algunos resultados sugieren que los cinetocoros están 

incorporando activame~te el is6topo. 

Brinkley y Stubblefield (1970) indican que cuidadosas medi­

das de células metafásicas sincronizadas revelan incorporaci6n de 

uridina H3 en el ARN en cerca del 5% al 10% de los rangos de inte~ 

fase. Trabajos posteriores en cromosomas mit6ticos como el de 

Moyne y Garrido (1976) revelan la presencia de RNP pericromosoma­

les demostrando también que, gran parte de este. ARN es transcrito 

al final de la fase G2 6 bien al principio de la profase. 

La autorradiograf!a ha revelado que parte de la radioactivi 

. dad incorporada en el ARN permanece posiblemente en asociación con 

los cromosomas. (Moyne y Garrido, 1976; Fakan, Puvion y Spohr, 

1976; Fakan y Nobis, 1978). 

Otros estudios acerca del ciclo celular en células sincroni 

zadas CHO, (Fakan y Nobis, 1978) sugieren que la transcripci6n del 

ARN ocurre (aunque a muy bajo nivel) en la periferia de cromosomas 

de células en metafase tard!a y anafase temprana. Crick (1978) men 

ciona que existe la posibilidad de que se requiera síntesis de ARN 

durante la profase. 

Por otra parte la presencia de RNP en cromosomas mit6ticos 

ha sido estudiada por varios investigadores utilizando citoquímica 

de microscop!a de luz en varios tipos de animales y vegetales. A 
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nivel ultraestructural los estudios sobre cromosomas de plantas y 
animales, demuestran también la presencia de RNP en .el cinetocoro. 
(Esponda, 1978; Rieder, 1979a y 1979b; Brazelton, 1980). 

Hasta ahora los métodos citoquímicos para el estudio del 
cinetocoro bajo la microscopía electrónica,. han sido basados en el 
uso del método de tinci6n de EDTA y los resultados indican que los 
cinetocoros muestran una tinción positiva. Con esto se sugiere que 
los cinetocoros est~n formados, parcialmente, de un material dis­
tinto al ADN; este material probablemente puede estar formado por 
proteínas bdsicas y ribonucleop~oteínás. CEsponda, 1978). Las evi 
dencias .mencionadas indican que existen RNP asociadas con células 
en mitosis y en meiosis, pero ai:in no se ha determinado el tipo de 
ARN involucrado. 

Deoido al interés biológico que éste problema representa, 
el presente estudio se propone investigar si existe síntesis de 
ARN en C::élulas en mitosis y si el cinetocoro es un gen que durante. 
la divisi6n c~lular se encuentra activo. 

Se hará un estudio autorradiográfico a nivel de microscopía 
6ptica en células de meristemos de raíces de AWum cepa. y· en célu­
las de linfocitos humanos de sangre periférica en cultivo, compa­
rando la densidad de marcado en las áreas cromosomales de células 
en metafase y anafáse, con las áreas citoplasmáticas que las ro­
dean. Paralelamente, en los linfocitos se hará la comparaci6n de 
la radioactividad de la constricci6n primaria lugar de localiza­
ci6n. del cinetocoro, con la de los brazos cromosomales. 
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M A T E R I A L y M E T O D O S 

1.- Material Biológico. 

A) Meristemos de Raíces de. AUlum e.epa . 

Algunas de las raíces de cebolla utilizadas fueron coloca­

das durante 60 min en colchicina [20 mg/100 ml] y tanto éstas como 

otras que no recibieron este tratamiento fu~ron incubadas en.peri~ 
dos de 30 min. y 60 min con uridina H3 (New England Nucl~ar con una 

actividad específica de 2.5 Ci/mM a [300 µCi/ml]. 

El procesamiento del material para su observaci6n fue el 

siguiente: 

- Fijación:en glutaral.dehído al 2.5% disuelto en amortigu~ 

dor de fosfatos 0.1 M a pH 7.2 durante 90 min. Se hicieron lavados 

de 5 min cada uno en ácido tricl.oroacético al 3% a una temperatura 

de 4°C para evitar en lo posible la radioactividad de fondo. Se 

mantuvieron eri amortiguador de fosfatos durante 2!J hrs. 

- Postfijación: nuevamente se hicieron lavados en ácido tri:_ 

cloroacético y en amortiguador de fosfatos hasta la eliminación 

del fijador. Las raíces fueron osmificadas con Os O~ al 2% disuel­

to en amortiguador de fosfatos durante 90 min. 

- Deshidratación: se realizó con alcoholes graduales al 

70%, 80%, 96% y alcohol. absoluto, haciendo cambios de 15 min cada 

uno. 

- ~reinclusió'n: se utilizó el óxido de propileno como ínter 

mediario. Al último cambio se le agregó 25% de Epón 812 y. cada 24 

hrs se aumentó la concentración de la mezcla hasta obtener concen­

traciones de 50% y 75% de Epón 812. Al término de 12 hrs se desta­

paron los frascos en los que se procesó el material para lograr la 

completa evaporación del óxido de propileno. 

- Inclusión: se incluyó en Epón 812 de dureza intermedia y 

la polimerización se hizo en una estufa a GOºC por 48 hrs • 
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El material se cort6 en un ultramicrotomo MT 1 de la casa 

Sorv·.11; los cortes sernifinos de 1 µ de espesor se colocaron en 

portéobjetos y se adhirieron a éstos con calor. 

1) Cultivo de Linfocitos Humanos de Sangre Periférica. 

1) Se tom6 la muestra en una jeringa heparinizada. 

2) Se sembró la sangre en frascos .1mpula (20 ml) que conte­

nían 3 ml de medio McCOY'S 5a modificado, 0.25 ml de fitohemeglu­

tini a y ó.02 ml de antibiótico (penicilina-estreptomicina). 

3) A estos frascos se agregaron 0.5 ml de sangre completa 

hepa inizada y se incubaron a 37°C durante 48 hrs. 

4) Una vez transcurridas las 48 hrs, se agregaron 0.25 ml 

de c lchicina [1 mg/ 1 ml] y se dej6 actuar durante 60 min. Des­

pués se agregaron 0.9 ml de uridina H3 a [300 µCi/ml], ! hora 

ant s de la cosecha. 

5) Se cosecharon los cultivos pasando el contenido de los 

frac:cos a tubos de ensaye de 10 ml. 

- se centrifug6 durante 10 mina 1 500 r.p.m., 

- se desechó el sobrenadante, 

- se agitó el botón con una pipeta Pasteur y 

- se agregaron 5 ml de solución hipotónica (K Cl 0.75 M) 

- se dejaron durante 10 min a 37°C, 

- se centrifugó durante ·10 min a 1 500 r.p.m., 

- se desechó el sobrenadante, 

- se agitó el botón con pipeta Pasteur y 

- se agregó la solución fijadora Cmetanol-ácido acético, 

3:1), 

se dejaron reposar durante 20 mina 4°C, 

- se centrifugó 10 mina 1 500 r.p.m., se volvió a cam­

biar el fijador las veces necesarias, hasta obtener un 

botón blanco y un sobrenadante transparente. Entonces 

se quit6 el fijador hasta dejar sólo ~ ml. 

6) Una vez que se obtuvo el botón celular se hicieron las 

laninillas, goteando el botón (7 gotas por cada laminilla) sobre 
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los portaobjetos previamente enfriados a ~ 4°C; las laminillas 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 después en agua desti 
lada. 

2.- Autorradiogramas. 
Con las laminillas de'los cortes de meristemos de raíces de 

·AUA.wn e.epa. y las laminillas de frotis de linfocitos hullianos, se 
obtuvieron los autorradiogramas al. ser cubiertas con una ernulsi6n 

'autorradiográfica Ilford L4, preparada con 24 hrs de anticipaci6n 
a su uso de la manera como se explica a continuaci6n. 

Trabajando en la cámara obscura se deja la emulsi6n durante 
30 min a la temperatura ambiente. Después se hace _la dilución en 
una.proporción 3:1 y se mantiene durante 1 hr a.baño María a una 
temperatura de 40°C, agittindola cada 15 min. (Larra y Droz, 1970; 
Jacob, 1971). La emulsi6n diluida se guarda a Una temperatura de 
4°C. Las laminillas fueron cubiertas por. inmersi6n con la emulsi6n 
dilu!da Ilford L4 a temperatura ambiente. Se dejaron secar y post~ 
riormente se guardaron en cajas negras. Se mantuvieron a 4°C duran 
te el tiempo que fue necesario. 

Los autorradiogramas fueron revelados después de 1 mes de 
exposici6n para lo cual se utilizó revelador KODAK D19 en una pro­
povci6n 3 : 1 por .3 min y dejando secar a la temperatura ambiente; 
se colorearon con azul de toluidina disuelto en borax Cambos al 
1~) a baño María por 4 min, evitando el enmascaramiento" de los gr~ 
nos de plata. 

Las micrografías fueron tomadas con un microscopio Axiomat 
de la casa Carl Zeiss con película Plus X. Para estandarizar todos 
l.os procedimientos se utiliz6 siempre ~l objetivo 100 X, un aumen­
to intermedio de 2 X y un proyector 3.2 X. Para los negativos se 
us6 revelador l<ODAl< HC-110 en _una proporcicSn 3:1.~ 
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La amplificaci6n fue siempre de 5.1 X y se obtuvo un aumen­

to final constante de 3 296 X. En estas amplificaciones se midie­

ron las áreas citoplasmática y cromos6mica de las células en 

divisi6n y las áreas citoplasmática, nuclear y nucleolar de las 

células en interfase, utilizando un digita¡izador 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 áreas 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 estadísticamente 

por medio de las pruebas t de "Student" y la de Mann-Whitney (Sne­

decor, 1971; Schwartz, 1977), empleando el microcomputador arriba 

mencionado. En todos los casos se usaron programas desarrollados 

en el Laboratorio de Microscopía Electr6nica de la Facultad de 

Ciencias de la U.N.A.M., por el Dr. G.H. Vázquez Nin • 
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R E S U L T A D O S 

1.- Morfología. 

El análisis morf ol6gico del presente estudio autorradiográ­

f ico nos permite hacer notar que después de 1 mes de exposici6n, 

las células de meristemos de raíz de A.f..U.um cepa incubadas con uri­

dina H3
, muestran incorporación del material radioactivo, aunque 

se observa un bajo nivel de marcado. 

La observación directa de las imágenes (figs. 1-4) de célu­

las en mitosis no revela una clara diferencia en la densidad de 

granos de plata entre las áreas cromosómicas y el citoplasma. Sin 

embargo las células interf ásicas que se muestran en las mismas 

micrografías tienen una densidad de marcado mayor en el núcleo 

que en el citoplasma y dentro del núcleo, el nucléolo es el lugar 

de mayor densidad de granos. Estos núcleos interfásicos demuestran 

que tanto la incubaci6n con el precursor radioactivo como las man! 

pulaciones tendientes a la obtención de los autorradiogramas fue­

ron exitosas. 

En cuanto a los frotis de linfocitos humanos (figs. 5-6), 

observamos que en las células en división, los cromosomas (cr) 

muestran una mayor incorporación del material radioactivo (fig. 5) 

y podemos afirmar que existe una clara diferencia entre la densi­

dad de marcado de las áreas citoplasmática y cromosómica. 

Finalmente se observa también que las regiones cercanas a 

la zona centroméric~ (cm) que in6luye la región del cinetocoro 

(fig. 6), existe cierta incorporación del precursor radioactivo. 

Por lo tanto el estudio cuantitativo de l'as diferencias de 

densidad de marcado usando métodos estadísticos, está plenamente 

justificado. 
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2.- Análisis Cuantitativo de Autorradiogramas. 

Como ya se mencion6 (Material y Métodos), en el presente 

estudio autorradiográfico se incluyeron células en divisi6n y cél~ 

las en interfase de meristemos de ra!ces de AlUwn cepa , incubadas 

durante 30 min y 60 min con uridina H3 y algunas de las cuales 

fueron tratadas con colchicina. También se estudiaron células en 

mitosis de linfocitos humanos de sangre periférica, incubadas con 

uridina H3 • 

Se compararon las densidades de marcado de las áreas cito­

plasmática y cromos6mica de las células en divisi6n y las áreas 

citoplasmática, nuclear y nucleolar de las células en interfase. 

Células en Mitosis.- En las células de AlUwn cepa en divi­

sión con 30 min de incubaci6n. con uridina H3 jTabla 11 la diferen­

cia entre la densidad de marcado en las áreas citoplasmática y 

cromosómica es significativa (p < 0.001). En las células tratadas 

con colchicina y con 30 min de incubación con uridina H3 se puede 

ver jTabla 21 que la diferencia es también significativa én este 

caso (p ~ 0.001). 

Resultados similares se observan en las células de ALU.wn 
cepa en división con 60 min de incubación con uridina H3 1 Tabla 3 j 
y en las que fueron tratadas con colchicina y mantenidas en incub~ 

ci6n durante 60 min !Tabla 41 ya que las diferencias en las densi­

dades de marcado son significativas también, con un nivel de con­

fianza de 99.9% de que éste sea un resultado debido a fen6menos 

biológicos naturales. 

En cuanto a l'as células de linfocitos en división, tratadas 

con colchicina y con 30 min de incubación con uridina H3 se puede 

observar !Tabla 51 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 fenómeno que no se debe al azar. 

Células en Interfase.- Las células en interfase de meriste­

mos de ra!z de Af1.1.um cepa c~n 30 min de incubación con uridina H3 
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jTabla 61 muestran que comparando la densidad de marcado entre el 

área citoplasmática y nuclear, la diferencia es significativa 

(p < 0.001); comparando las áreas nuclear y nucleolar, la diferen­

cia es significativa (p < 0.001) y por último, la diferencia entre 

las áreas citoplasmática y nucleolar es también significativa 

(p < 0.001). Las células tratadas con colchicina y con 30 min de 

incubaci6n !Tabla 71 muestran que las diferencias entre las zonas 

de marcado de las áreas citoplasmática y nuclear, nuclear y nucle~ 

lar, citcplasmática y nucleolar, son significativas (p < 0.01); 

las densidades de estas últimas áreas fueron analizadas por la 

prueba de Mann-Whitney debido al reducido número de observaciones. 

La densidad de marcado en las células en interfase de meris 

ternos de AlU.u.m e.epa. , con 60 min de incubaci6n con uridina H3 

!Tabla 81 fue analizada entre las áreas citoplasmátic~ y nuclear 

(p < 0.001), nuclear y nucleolar Cp < 0.001) y citoplasmática y 
nucleolar (p < 0.001), resultando las tres comparaciones, estadís­

ticamente significativas. En cuanto a las diferencias de marcado 

entre las mismas áreas objeto de estudio en células tratadas con 

colchicina !Tabla 91 son también significativas (p < 0.001). 

Finalmente en las células de linfocitos en divisi6n trata-

das con colchicina y con 30 min de incubac~6n con uridina H3 

!Tabla 101 la diferencia en la densidad de marcado entre las áreas 

de la zona centromérica (que incluye la zona del cinetocoro) y el 

.resto del cromosoma (brazos del cromosoma), no es significativa, 

existiendo una probabilidad del 0.5% y 1% de que este resultado se 

deba al azar. 
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Figs. { 1-4 } Autorradiografías ópticas de cortes semifinos de 

células de meristemos de raíz de AR..U.wn cepa , en 

división y en interfase, incubadas con uridina H3
• 

Figs. { 5-6 } Autorradiografías 6pticas de frotis de células en 

cultivo de linfocitos humanos, en divisi6n, activa­

das con fitohemaglutinina, tratadas con colchicina 

e incubadas con uridina H 3 durante 30 min. 

Fig. + ·1 + 

Fig. ....: 2 .... 

Fig. + 3 .... 

Fig. 

Fig. + 5 + 

Fig. + 6 + 

Micrografía 6ptica de una célula en metafa~e. Incu­

baci6n durante 60 min con uridina H3
• 1 .600 aumen-:.· 

tos.· 

Micrografía 6ptica de células en división y e.n in­

terfase. Tratadas cori colchicina e incubadas con 

uridina H3 durante 60 min. 1 600 aumentos. 

Micrografía ópt.ica de células en división y en in­

terfase. Incubación c~n uridina H3 durante 30 min. 

1 600 aumentos. 

Micrografía 6ptica ·de una célula en anafase; crom~ 

somas (cr) y de una célula en interfase: citoplas­

ma (ci), núcleo (Nu) y nucléolo (nu). Tratamiento 

con colchicina por 1 hr e incubación con uridina 

H3 durante 60 min. 1 600 aumentos. 

Micrografía óptica de linfocitos humanos en divi­

sión. 1 600 aumentos. 

Micrografía óptica de linfocitos humanos. Placa me­

tafásica (pm) y región del centrórnero (cm). 1 600 

aumento.s. 
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Tabla 1.- Ct;>mparación entre la densidad de 

marcado en células de At.Uwn, e.epa. 

en división, con 30 min de 

incubación con uridina H3
• 

Areas: 

Citoplasm~tica Cromosómica 

granos / µ 2 

MEDIA 0.7416 

'DESVIACION ESTANDAR 0.4739 

ERROR ESTADISTICO 0.0699 

NO. DE OBSERVACIONES. 46 

1.1441 

0.6917 

0.1020 

46 

l __________ _________ ) 

T-ESTADISTICA 3.2551 

GRADOS DE LIBERTAD 90 

-, 
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Tabla 2.- Comparación,entre la densidad de 

marcado en células de 'AWwn cepa, en 

división, tratadas con colchicina y con 

30 ,min de incubación con uridina H3
• 

MEDIA 

Areas: 

citoplasmática Cromosómica 

granos I µ 2 

1. 3241 

DESVIACION ESTANDAR 0.2290 

2.1002 

0.7151 

0.1525 ERROR ESTADISTICO 0.0488 

NO. DE OBSERVACIONES .22 22 

l _________ ...... _________ ) 

T-ESTADISTICA 4.8480 

GRADOS DE LIBERTAD 42 

• '29 ... 

'·i', 

,\ ;·.· 



Tabla 3.- Comparación entre la densidad de 

. marcado en células de AUJ.wn c.é.pa 

en división, con 60 min de 

·incubación con uridina H3 • 

MEDIA 

Areas: 

Citoplasmática Cromosómica 

granos I µ 2 

0.7910 

DESVIACION ESTANDAR 0.4706 

ERROR ESTADISTICO 0.0523 

NO. DE OBSERVACIONES 81 

1.!f478 

0.6799 

0.0976 

81 

~----------_________ ) 
T..,.ESTADISTICA 5.9243' 

GRADOS DE LIBERTAD 160 



• 

Tabla .4. - Comparación entre la densidad de 

marcado en células de AUium e.epa en 

división, tratadas con colchiciná y con 

60. min de incubación con. uridina H3
• 

'·. 

Areas·: 

Citoplasmática Cromos6mica 

granos / µ 2 

MEDIA .. 0.7809 

DESVIACION ESTANDAR 0.1856 

ERROR ESTADISTICO 0.0333 

NO. DE OBSERVACIONES 31 

1. 3260 

.0.4782 

0.0859 

31 

l __________________ ~J 

T-ESTADISTICA 5.9159 

GRADOS DE LIBERTAD 60 

":-·-
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· .. Tabla S. - . Comparaci6n entre la densidad de marcado 

MEDIA 

en células de.linfocitos endivisi6n, 
., ... _ 

tratada~ con co.lchicini;l y con 3 o min de 

.incubaci6n con uridina H3 • 

Areas: 

· Citoplasmática Cromos6mica 

granos l µ 2 

DESVIACION ESTANDAR 

ERROR ESTADISTICO 

NO. DE OBSERVACIONES 

1.J182 

0.3712 

0.0587 

40 

2;0445 

0.6543 

0.1048 

39 

l---------..,... _________ ) . 
T-ESTADISTICA·· 

GRÁDOS DE LIBERTAD 

6.0876 

7.7 

: ··--. 



MÉDIA 

Tabla 6.- Comparaci6n entre la densidad de 

marcado en célul.as de Atl.ú.un e.epa 

en ,interfase, con 30 min de 

incubación con uridina H3
• 

Areas: 

Citoplasmática Nuclear. 

granos l µ 2 

0.3923 0.8372 

. . -. 
Nucl.eolar 

3.4355 

·DESVIACION ESTANDAR o •. 2497 0.4603 2.5218 

ERROR ESTADISTICO 0.0573 ·0.1056 0.5786 

NO. DE OBSERVACIONES 19 19 19 
l ____ ;.. ____ ...... -------;.._) 

T-ESTADISTICA 
GRADOS DE LIBERTAD 

T-ESTADISTICA 
GRADOS DE LIBERTAD 

3. 7034 

36 
l __ . _______ ...... :----.-----) 

4 .4t80 

36 
l ________________ ..... --.--------------) 

T;..ESTADISTICA 
GRADOS DE LIBERTAD 

5. 2344 

36 



Tabla 7.- Comparación entre la densidad de marcado 

en c~lulas de AU..i.um ·e.epa. en interfase, 

tratadas con colchicina y con 30 min de 

incubaci6'n con uridiria H3 • 

·MEDIA 

DESVIACION ESTANDAR 

PROBABILIDAD 

PROBABILIDAD 

PROBABILIDAD 

A.reas: 

Ci toplasmát ica Nuclear 

granos / JJ 2 

1. 0655 

0.2158 

1.8494 

0.4043 

l ____ ..,. _____ ---------' 

¡¡ 0.01 

Nucleolar 

3;3189 

0.6461 

l _________ __________ ) 

¡¡ 0.01 

. l----------.,...,.---- ....... -------------·---' 
¡¡ 0.01 



Tabla 8.- Comparación entre la densidad de 

marcado en células de AtU.wn e.epa 

en interfase, con 60 min de 

.incubación con uridina H3 • 

Areas: 

· Ci toplasmát ica Nuclear Nucleolar 

MEDIA 

DESVIACION ESTANDAR 

ERROR ESTADISTICO 

NO. DE OBSERVACIONES 

0.5515 

0.2845 

0.0424 

45 

granos / µ 2 

1.4946 

0.6034 

0.0900 

45 
t _________ ..... _________ ) 

T-ESTADISTICA 

GRADOS DE LIBERTAD 

·9.4821 

88 

3.4298 

1. 5387 

0.2294 

45 

t _________ ...... _________ ) 

T-ESTADISTICA 

GRADOS DE LIBERTAD 

7.8547 

88 
t_ ;.. ______________ .._. ________________ ) 

T-ESTADISTICA· 12.3392 

GRADOS DE LIBERTAD 88 



MEDIA 

Tabla 9.- Comparaci~n entre la densidad de marcado 

en c~lulas de A.lUum e.epa. en interfase, 

tratadas con colchicina y con 60 min de 

incubación con uridina H3 • 

Areas: 

Citoplasmática Nuclear Nucleolar 

granos I µ 2 

DESVIACION ESTANDAR 

ERROR ESTADISTICO 

NO. DE OBSERVACIONES 

0.5447 

0.1365 

0.0455 

9 

1. 2850 

0.3321 

0.1107 

9 

4.2978 

1.8503 

0.6168 

9 

l--------~· ...... ---------J 
T-ESTADISTICA 6.1851 

GRADOS DE LIBERTAD 16 
l _________ ....... _________ J 

T-ESTADISTICA 

GRADOS DE LIBERTAD 

4.8079 

16 
l __________ ;_ _____ ....... -----:.---..,----..,-:..i 

T-ESTADISTICA 6 .0686 

GRADOS DE LIBERTAD 16 



Tabla 10.- Comparaci6n entre la densidad de marcado 

en célul.as de l.infocitos en divisi6n, 

tratadas con colchicina y Con 3 O min de 
. incubaci6n con uridina H3 

• 

Areas: 

Centrómero Resto del Cromosoma· 

granos / µ 2 

MEDIA 1.6236 

DESVIACION ESTANDAR 1.4943 

ERROR ESTADISTICO 0.3050 

NO. DE OBSERVACIONES 24 

1. 2483 

0.6942 

0.1312 

28 

t ___ .;.. _____ ...... ___ .., _____ ) 

T-,ESTADISTICA 1.1893 

GRADOS DE LIBERTAD 50 

".37.* 



D I S C U S I O N 

El.desarrollo de técnicas como la autorradiografía permite, 
en algunos casos, cuantificar el estudio de los sistemas celulares 
y utilizarlas en problemas que aún no han podido llegar a resolver 
se. 

Conpretamente la Opinión de que la s!ntesis de ARN se detie 
ne· durante la mitosis, nos llevó a plantear el presente estudio y 
contribuir al conocimiento sobre el proceso de transcripción o sín 
tesis de ARN en células mitóticas ya que este problema presenta un 
enorme. interés en .biología. 

Bas!indonos en estudios que sugieren la incorporación de uri 
dina H3 en el ARN de células en mitosis (Brinkley y Stubblefield, 
1970; Moyne y Garrido, 1976; Fakan y Nobis; 1978) y en ciertas ev! 
dencias que revelan la presencia de RNP en el cinetocoro. (Esponda, 
1978\ Rieder, 1979a y 1979b; Brazelton, 19SO); ~elecci~namos el 
máterial que nos permitiría investigar 'también si .el cinetocoro es 
un .gen que durante la mitosis se encuentra activo, es decir, si se 
expresa en la división .celular. 

El.material biológico fue tratado con colchicina pues esta 
droga permite .localizar mayor número de mitosis sin impedir la s!n 
tesis ni el procesamiento postranscripcional del ARN; 

Se sabe que la colchicina.tiene la propiedad de unirse fue!: 
temente a la tubulina, principal proteína 'de los microtúbulos. El 
mecanismo de acción ~é esta droga es inhibir la polimerización 
microtubular por el bloqueo de los sitios activos de las subunida~ 
des de la proteína y facilitar la despolimerización de. los .microtg 
bulos ya existentes. (De Robertis y De Robertis, 1981). 

Cuando es aplicada en células en división afecta e,special­
mente losmicrotúbulos; destruye el huso y al mismo tiempo obstac~ 
liza el movimiento cromosómico. Además se une a las membranas cito 
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plasmática y nuclear y altera el transporte nucleosídico. (Forer, 

1974. 

Recientemente Hillmann y Ruthmann (1982) encontraron que 

inhibidores como la colchicina no tienen un efecto notable sobre 

las membranas de células meristemáticas. Schumm y Webb (1982) ase­

guran que esta droga inhibe la liberaci6n del ARN mensajero, 

actuando sobre el transpor.te de ARN más bien que sobre el procesa­

miento y que su efecto puede estar ·ligado a la membrana nuclear. 

Estos estudios sugieren que la colchicina tamp~co· impediría 

la migraci6n del ~RN en un.sistema no compartamentalizado po~ mem­

branas, como los cromosomas mit6ticos. En efecto, en el presente 

estudio no se han encontrado diférencias entre células tratadas o 

no con colchicina •. En .esta forma podemos considerar que lo.s resul­

tados obtenidos en.ambos grupos de espec!menes.son igÚalínente váli:_ 

d9s. 

·Se utilizaron linfocitos humanos activados con fitohemaglu-

tinina porque se ha establecido que los linfocitos en cultivo celu 

lar pueden ser est.imulados para que aumenten de t.amaño y se divi­

dán CHam, 1975); por lo que las mitosis son mtiy numerosas y ejem­

plifica.ri los fen6menos que suceden ~n la. divisi6n de las células 

de los animales superiores. 

éon la uridina H 3 , precursor específico del ARN, obtuvimos 

la informaci6n sobre la localizací6n de la transcripci6n. La admi­

nistraci6n del. marcado se bas6 en la duraci6n del ciclo de divi­

si6n celular y de las fases de éste. Según L6pez-Sáez y colaborado 

res (1966) y González-Fernández y colaboradores (1971), a una tem­

peratura de·20°c, la mitosis dura entre 2.2 hrs y 2.4 hrs; la pro­

fase LOS hrs, la metafase 0,29 hrs y la anafase 0.21 hrs. Con los 

tiempos de 30 m.in y 60 min d.e incubaci6n con uridina H3 utilizados 

en este estudio, la mayor parte de las células que estaban en meta 

fase y anafase en el momento de la fijación, no han ingresado al 

marcado en.una etapa anterior a la mitad de la profase. 

La transcripci6n en. los organismos eucariontesocurre en el 

núcleo, en donde es sintetizado el ARN, pasando luego al citoplas-
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ma. (Clawson y Smuckler, 1982). Se dice que la s!ntes·is de ARN 
ocupa toda la interfase del ciclo celular (De Robertis y De Rober­
tis, 1982) y que las células mitóticas no sintetizan ningdn ARN. 
(Crippa, 1966; citado por Brinkley y Stubblefield, 1970). 

Sin embargo, Brinkley y Stubblefield (1970) encontraron que 
células metafásicas sincronizadas revelan incorporación de uridina 
H3 en el ARN entre el 5% y 10% de los rangos de interfase. Fakan y 
Nobis (1978) en un estudio ultraestructural sobre los sitios de 
,transcripci6n durante el ciclo celular y usando autorradiograf!a 
de alta resoluci6n, encontr.aron que ocurre transcripción de· ARN, a 
muy bajo nivel, en la periferia de cromosomas de células CHO en 
metafase tard!a y anafase temprana y.que los sitios de transcri?;.. 
ci6n del ARN nucleolar en células· interf~sicas muestran.que hay 
regiones de cromatina condensada asociadas con la periferia de,• 
estas .1ireas. 

En n'uestro estudio a nivel de microscopía óptica, obtuvimps 
resultados que pudieron ser cuantificados estadísticamente; llega_!! 
do a la conclusión de que existe marcado en células de Af.Uun1 c.e.pa. 
y en ii.nfoci tos , en cromosomas 'en metafase y anafase con una di fe-. - . . . . '• 

rencia significativa (p < 0,001) en la densidad de marcado en cóm;.. 
paraci6n con el citoplasma adyacente de una misma célula tomado 
como control. 

Se cuantificó la densidad de marcado en el citoplasma, en 
el n~cleo y en el nucléolo de células de AlUwn c.e.pa en interfase 
después de 30 min y 60 .rnin de incubaci5n con uridina H3 para tene:r> 
en cada espécimen un cont:t'ol positivo del marcado. Se encontr6 que 
la d~nsidad de granos de plata es menor en el citoplasma.en compa:­
ración con el nucléolo con una diferencia significativa también 
Cp < O. 001 >.~ Esto último está de ácuerdo con estudios que· indican 

que los centros fibrilares nucleolares de células meristemáticas 
son zonas activas (Moreno-Díaz de la Espina, 1976; Moreno-D!az de 
la Espina y col.,, 1980; Ri.sueño y col., ·1979) y apoya el hecho de 
que en el nucléolo se lleva: a cabo un gran volumen de s!ntesis·de 
ARN. 

'"\. 



Respecto' al cinetocoro Brinkley y Stubblefield (1970) sos­

tienen la idea de que esta estructura se comporta como un gen clá­

sico, ya que es activado en un momento específico del ciclo de 

divisi6n y es suprimido cuando su funci6n termina; además, que 

debe ser replicado al mismo tiempo que el cromosoma puesto que el 

cinetocoro permanece como parte estable e integral. Explican que 

en el ADN de esta regi6n se producen bandas de ARN alrededor de 

las cuales pueden agregarse proteínas de los microtúbulos. Sin 

embargo, el hecho de que los microtúbulos contengan ARN es dis.cuti: 

do por algunos autores como Went (1966).y apoyado por otros como 

Rieder (1979b), quien afirma que el componente RNP del cinetocoro 

está asociado con los microtúbulos. 

Se han hecho diferentes sugerencias acerca de la posibili- · 

dad de que un material distinto al ADN se encuentre en el cinetoco 

ro. Las evidencias que han revelado RNP. en esta regi6n, (Es.panda, 

1978; Rieder, 1979a y. 1979b; Brazelton, 1980), parecen indicar que 

el cinetocoro está incorporando .el is6topo radioactivo. 

Nuestros .resultados indican que no existe diferencia signi­

ficativa entre la densidad de marcado del área. centromérica, que 

incluye la región del cinetocoro, en comparaci6n con el resto del 

cromosoma. Sin embargo, esto no significa que en esta región la 

síntesis de ARN est~ detenida, puesto que existe incorporaci6n del 

precursor radioactivo en la misma zona. 

La pregunta permanece abierta para seguir investigando si 

el material RNP que se ha descubierto en el cinetocoro es sinteti~ 

zado por esta estructura misma, o bien si el ARN asociado a esta 

región es sintetizado en otro lugar o en esa zona pero en otro 

momerito, es decir, si la síntesis se produce fuera de la métafase 

o la anafase. 



e o N e L u s I o N E s 

. . 
1). - Podemos co.ncluir que existe síntesis de ARN en 

cromosomas en metafase y anafase de vegetales 

y animales. 

2).- EJ. centr6mero no es un lugar de transcripción 

especialmente activo en mitosis, su actividad 

sintética se confunde con la de otras zonas 

cromosómicas. 
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