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INTRODUCCION 

GENERAL! DADE S 

Una de las preocupaciones más importantes del hombre ha 

sido el estudio de la evolución de los organismos. Actualmente 

se sabe que lo!> primeros seres vivos aparecieron hace más. de 

3000 millones de años. Durante ese tiempo se dieron muchos cam

bios tanto en el ambiente físico como en los organismos. En el 

prec3mbrico, la aparlcl6n del aparato bioquímico de la fotosínte

sis trajo como consecuencia nuevas estrategias adaptativas en los 

organismos gracias a la presencia de oxfgeno. Los primeros or -

ganismos que evolucionaron en respuesta a este cambio.ambiental -

pudieron tan s61o tolerar el oxfgeno; más tarde las células con

sl:guieron emplear activamente el oxigeno en su metabolismo y con

ello obtener más energra a partir de las sustancias alimenticias 

( l¡I¡) • 

Otro paso fmportante en la evolución fué la aparición de 

un nuevo tipo de células en las que el material genético se halla 

ba reunido en un nQcleo definido; estas células están mucho más -

organizadas que las que carecían de núcleo y lo que es más impor

tante s61o las células nucleadas son capaces de una reproducción 

sexual, carácter que comparte con algunas bact.er ias, aunque éstas 

carecen de núcleo, a este proceso se le llama conjugación. Esta 

reproduccidn logra la recombinación del material genético, lo que 

permite la aparición de formas de vida pluricelulares grandes y -

complejas. Su diversificación fue rápida a principios del cám-

br i ca ( 41 , 44) . 

Mediante los avances técnicos se ha permitido ir descu-

briendo poco a poco los más intrínsecos problemas biológicos, has 

ta llegar a facilitar en nuestros días una visión más precisa de 

la gran complejidad de los organismos vivos y más en particular -

de la célula (SO). 
Así Roberto Hooke en 1665, utiliza por primera vez el 

término de célula, al descubrir la textura del corcho por medio -

de los lentes de aumento. Anthony Van Leeuwenhook en 1674 obser.. 

va cierta organización dentro de el las, en especial en núcleos de 

algunos eritrocitos. 



Fué Brown en 1831 el primero en descubrir el núcleo como 

una entidad constante dentro de la célula. Ya antes, en 1773 

Fontana había descrito el nucleolo, pero no reconoci6 su constan

cia ni su naluraleza ( 11, 14). 

Purkinjc y otros en 1839 dan el t&rmlno protoplasma para 

significar el contenido vivo de la c~ulula. Los alemanes Schwann 

(1839) y Schleiden (1838), presentan la idea de que todos los se

res vivos est&n formados por células, provocando así el nacimien 

to de lo que m3s tarde habda de ! Jamarse 11 teorfa celular", en

lo que se define un hecho trascendental: la célula es la unidad

fundamental no sólo por Jo que respecta a su función, sino tam- -

blén en cuanto a su estructura. 

La 11 teorfa celular" fué ampliada por Vlrchow en 1855-

al expresar sus principios de que cada célula se forma por dlvi-

s icSn celular como el fenómeno central en la reproducción de los -

organismos. Schneider en 1873 observa que antes de Ja divisi6n 

se forman estructuras el lfndricas en el núcleo; ~stas estructuras 

después fueron denominadas cromosanas por Waldeyer en 1890 (11, -

15' 50). 

LlevcS un siglo de trabajos morfológicos y bioquímicos P!!, 

ra comprender que el núcleo era una estructura celular formada 

por una envoltura nuclear, nucleolo y cromatina. Bioquímlcamen

te est§ compuesta de materi'al genético ( ADN y ARN ) , proteínas y 

fosfol ípldos como moléculas importantes (5, 36, SO). 

ESTRUCTURAS NUCLEARES 

MEMBRANA NUCLEAR, 

La membrana nuclear constituye una dependencia del sl~te 

ma vacuolar citoplasm,ático. Una de las demostraciones más claras 

de que la membrana deriva del retículo endoplasmático se produce

en la mitosis, en telofase, cuando las cisternas del mismo se dis 

ponen alrededor de los cromosomas para formar la envoltura nuclear. 

Se ha visto que la membrana nuclear es un complejo sistema de mem

branas. 
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Este sistema esUl compuesto por dos membranas con un es

pacio entre ellas de 100 a 200 Aºdc espesor, la superficie exter

na se encuentra en contacto con el citoplasma, muestran granulos

r[cos en ARN y probablemente se trata de ribosomas semejantes a -

los que se encuentran en el resto del citoplasma. La superficie 

interna no t[ene r[bosomas, A lo largo de Ja cubierta y con 

ciertos [ntervalos hay poros nucleares que miden 500 a 800 A~ y -

tienen forma circular d poligonal, su funci6n es el intercambio -

núcleo cltoplasmlltlco (11, 36). 

Los poros se encuentran rodeados de formaciones circula

res llamadas estructuras anulares, ambas estructuras forman los -

complejos del poro, que se disponen de forma hexagonál sobre la -

superficie de la envoltura nuclear (11). 

PARTICULAS RIBONUCLEOPROTEICAS. 

Otros componentes intranucleares fueron observados. En 

1962 se mencionan por vez primera los gr§nulos pericromatinlanos 

(GPC) posiblemente conteniendo ARN ( 51). En la misma época se 

describían otros grllnulos dentro del núcleo, los gránulos inter-

cromatinlanos (GCI) (22, 42, 45). Los estudios sobre las parti. 

culas nucleares mencionados recibieron un impulso grande cuando -

se describió el primer método de contraste preferencial para rib2_ 

nucleoprotefnas ( 1 ), por medio de ~ste método se lleg6 a esta~

blecer que además de los gránulos pericromatinianos e intercroma

tinianos extsten dentro del núcleo en interfase fibras perícroma

tinianas ( FIC ) y cuerpos espira lados ( CE ) (33). 

Los gránulos lntercromatinlanos son partículas de 200 a 

500 A9 de diámetro y están distrfburdos en cúmulos al azar en 

áreas de cromatina laxa. 

Los grllnulos perícromatinianos son partículas individua~ 

les de 400 a 6C-O Aº de diámetro distrfbuidos en la periferfa de -

la cromatina compacta y poseen un halo claro que los separa de la 

cromatina adyacente. 

Las fibras pericromatinianas t[enen formas irregulares y 

un dfámetro de 30 a 50 Aº, se local(zan en zonas adyacentes a la

cromatina compacta. 
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Los cuerpos espira lados están local izados en áreas de 

cromatiria laxa, son fibras de SO Aº enrrol lados a lo largo de un 

filamento axial de 0.3 a 0.5 micrometros. 

Se ha tratado de entender la e<;tructura y el papel cito

fisiológico de las partículas ribonucleoprotcicas, y se ha suge-

rido que algunas de ellas podrran representar estructuras de al-

macén y/ó transporte de ARN del núcleo al citoplasma (33, 47). 

CROMATINA 

El ADN se a~ocia a proteinas dentro del núcleo formando

grandes complejos conocidos como cromatina. 

Heitz en 1928 estableció las diferencias entre la crCJllla

tina que se encuentra metabólicamente inactiva, conocida como he

terocromatina ó cromatina compacta y la cromatina que tiene una -

estructura laxa y es metabdlicamente activa llamada cucromatina ó 

~romatina laxa. Sin embargo, tanto una como la otra están com-

puestas de unidades estructurales denominadas nucleosomas (11, 37). 

Inicialmente la cromatina <;e definid como material nu- -

clear con gran apetencia tintórea, no fué hasta que Feulgen y Ros

senbek desarrollaron una t~cnica de tinci6n especffica pnra ero -

matina demostrando asr su contenido de ADN, y de ésta forma poner 

de manifiesto en forma cuantitativa y cuéll itativa la distribución 

del ADN dentro del nucleo (20, 35). 

NUCLEOLO 

La visualización del nucleolo con microscopra de luz fué 

posible con el desarrollo de las técnicas de tinción: anilinas,

impregnaciones argénticas, cte., presentándose una variedad de fo~ 

mas, tamaños y númeró de nucleolos en diferentes tejidos y espe--, 
cimenes (14). Algunos autores clasifican los nucleolos en sim--

ples, formados por una esférula única, complejos múltiples, com-

puestos por estructuras de diferentes formas y tarnanos, como los 

que se encuentran en las células de Sertoli del testículo de mami 

fe ros. También fué determinada 5U negatividad con las técnicas 
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de Peulgen y Rossenbek (1924) resultando que el ADN no es compo

nente primordial del nucleolo (4, 20). 

Fué Heltz en 1931 el que demostró que el nucleolo se -

forma sobre una porción definida de un cromosorm1 del juego haploi_ 

de, pero no a partir del material del cromosoma. Me. Cllntock

{1934), denominó a esta región organizador nucleolar y por medio 

de translocaclones recrprocas aport6 eviden~ias de que el nucleo

lo se origina por una actividad propia de esta zona cromosánlca -

(31). 

El nucle9lo es conocido como el lugar donde se lleva a 

cabo la slntesis de ARN prerribosomal y el ensamblaje de ribonu-

cleoproteínas, esos productos son subsecuentemente transportados 

al citoplasma para ser utilizados en la síntesis de proteínas 

(4, 11, 15)~ 
Estable y Sote lo {1951) por medio de la microscopía óp

tica y técnicas de Impregnación metálica describe la presencia de 

una trama fibrilar tntranucleolar, llamada nucleolonema {18). 

Casperson (1941) establece la relación entre el tamaño nucleolar 

y su contentdo de ARN determtnando que los nucleolos de aquellas 

células donde se lleva a cabo una intensa síntesis de proteínas, 

como en las células del páncreas ex6crino de conejo, son de tama

ño m§s grande y ricas en ARN, que los de aquellas donde la acti

vidad es menor, como las células de Langerhans. Estos datos fue 

ron confirmados en mGltiples ocasiones y en diferentes célul~s (7). 
Estudios de velamen nucleolar y de la relación volumétri

ca entre núcleo y nucleolo, continuan aan siendo realizado~ por -

medio de la microscopía óptica (48), La variación de estos pará

metros estudiados con métodos de estereología cuantitativa en di

ferentes estados fisiológicos de un mismo tejido es similar a la 

variación de la ~íntesis de ARN nucleolar estimada por autorradio

grafía cuantitativa (46). De esta manera demuestra objetivamente 

que las variaciones de tamaño nucleolar que apreciaban cualitati-

vamente se relacionan di rectamente con su función de centros de 

formación de rlbosomas. 
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Por medio de la microscopfa electrónica se han hecho apor

tes importantes sobre la estructura del nucleolo ya 4ue da niveles -

de resolución m5s elevados. De esta forma en 1965 Bernhard descri

bió 3 elementos· ultracstructurales fund;imentalcs en el nucleolo (2): 

fibras de 50 Aº(5nm) de diámetro, gránulos de 150 Aº (15 nm) pareci-

dos a ribosomas y una matriz difusa. Utilizando digestione~ enximá-

ticas, determinó que los dos primeros elementos mencionados cstan 

constituidos de proteínas y ARN, mientras que la matriz contiene so-

lamente proteínas. Se ha observado que estos elemcnLus se encuen--

tran distribuídos en muy difcrC'ntes forma-:. en el nucleolo en casi to

das las células de los mamíferos, la'> fibril las y los gránulos nucle~ 

res e5tán mezclados en la constitución nucleosom;_il, mientras el cont~ 

nido dlfusc constituye la parte amorfa. En anfibios, en dípteros,

en nem,todos y en muchos tejidos vegetales se observan nucleolos con 

una parte central compacta, formada por fibri Itas y una periférica -

granular, é5ta última oucde vari;ir con los estados funcionales de 

las células en un mismo tejido, esto ha sido observado en células en 

dometriales de ratas castrddus donde el nucleolo es compacto y pier

de su disposición nucleolonemal y recupera su disposición normal des 

pués de una inyección de estradiol. (49). 

Ambos componentes se han relacionado con la síntesis de ARN 

prerribosomal y ribosomal que se unen a proteínas de origen citoplas

mático, para formar partfculas ribonucleoproteicas antecesoras de los 

r i bosomas (3) . 

COMPOSICION QUIMlCA Y ACTIVIDAD METABOLICA 

Los ácidos nucleicos ( ADN y ARN ) fueron descubiertos por 

Frederich Hiescher en 1868, son considerados las bases moleculares -

de 1 núc 1 eo ( l l , 32) . 

ADN Aciclo desoxirribonucleico). 

Las moléculas de ADN están formadas por filamentos enrolla

dos en forma de doble espiral, cada filamento consta de una cadena de 

nucleótidos, todos estos nucleótidos comprenden un azúcar la desoxi-

rribosa, con un grupo fosfato en un extremo de la mol¿cula y un com--

puesto aromático nitrogenado en .el otro. Los dos filJmentos poseen 

bases diferentes y se dispone de acuerdo a reglas simples de aparea-

miento; cada adenina con una citoclna, estas bases permanecen unidas 
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por puentes de h[drdgeno, Ja sucesidn de bases representa la informa

ción herditaria. 

La duplicación del ADN sígnifica repetir la secuencia de b~ 

ses. Este car~cter permite transferir información de una generación 

celular a otra y permite su expresión dentro de cada generación (14,-

29, 52). 

ARN (Acido ribonucleico). 

La estructura del ARN en una molécula sin ramificaciones 

que contiene cuatro tipos de nucJeótidos, unidos entre· Si mediante -

enlaces 3 1 - 5' fosfodiéster. 

Hay dos diferencias en los grupos químicos de ARN que los 

dlstíngue del ADN: la primera es la presencia de una ribosa en tan 

to que el ADN contiene desoxirribosa, idéntico a éste excepto por la 

presencia de un -OH adicional. La segunda diferencia es que el 

ARN no tiene timina sino que en su Jugar presenta uracilo. 

Una de las hebras del AON funciona como matriz a la que se 

Je aparean los ribonucleótidos complementarios, semejante a lo que -

ocurre en el AON ( adenina con timlna-uracilo-, guanina con citocina). 

Las enzimas ARN polimerasas unen entre sí a los ribonucleótidos, 

3 1-5 1 fosfodiéster son Jos que mantienen unidos al esqueleto del 

ARN, Jo hace exclusivamente en presencia de ADN, hecho que sugiere -

que éste debe alinear Jos nucleótidos precursores correctos para que 

pueda actuar el ARN polimerasa (10,29,52). 

La síntesis del ARN es un proceso necesariamente muy pre-

ciso, sin embargo no hay pruebas para la existencia de ningún tipo -

de corrección de modo que la exactitud global de la transcripción no 

alcanza las características de copia casi perfecta de la autodupli-

caci6n del AaN; sin embargo, no se perpetúan genéticamente los esca

sos errores que ocurren, puesto que el ARN celular no es autoduplic~ 

b 1 e ( 52) • 

En telofase Ja transcripción de la información genética a 

moléculas de ARN y la traducción final en diferentes componentes 

proteicos constituye la expresión fenotípica de los genes (8, 11, 36). 
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PROTEINAS 

El ADN se encuentra unido a protcrnas entre las cuales 

se encuenlran las histonas que son protefnac; básicas pequeñas en 

estrecha relación con el ADN. Los componentes principale~ de la 

cromatina son las) histona'> HI. ~2A, HW, tl3, H11, en micrografías 

electrónicas la cromatina aparece a menudo como una cadena de 

cuentas formada por partículas esféricas; nucleosomas de 100 Aº, 

unidas por fibrillas delgadas, conteniendo unos 200 pares deba

~es que ~e mantien~n juntas por uniones o grupos dic;tintoc; de his

tonas ( 37, 52). 

Cada nucleosoma contiene dos tomponentcs de H2A, H2B, -

H3, H4 respectivamente, las cuatro histonas y muy especialmente 

la H3 y la H4 juegan un papel clave en la información de nucleoso

mas cuyo tamaño y forma tambidn aparece invariablemente en todas -

l¡¡s forma> de crr,matina eucarionlica (7, 37). La histona Hl no 

se encuentra en la conformación básica de los nucleosomas, puesto 

que fibras cromatinicas reconstruidas ,(y¡ v.Ulto , que carecen de -

ellas, dan el mismo aspecto de difracr.ión de rayoc; X, que lacro-

matina nativa. Por el contrario, la cromatina generada ,(y¡ v,(,tj¡,o 

que no contenga cualquiera de las cuatro hlstonas, no es capaz de 

producir dicho espectro ( 6, 11, 52). 

Se encuentra una masa casi i gua J de p rote inas ácidas u

nidas más o menos firmemente a los complejos ADN - Histonas, esas 

proteínas crornosómicas, que 110 son hislónicas, incluyendo las 

diversas AON y ARN poi imerasa suman más de 100. Hasta donde se 

sabe , funcionan en la duplicación o la transcripci6n del ADN, ó

en los procesos de control que gobiernan la c;íntesis de ADN y 

ARN. Como tales esas proteínas pueden mostrar grandes variacio

nes de un tipo de células diferenciadas a otras, dentro de un mis 

mo organismo. Las investigaciones recientes tienden a establecer 

que las proteínas ácidas podrían desempeñar un papel fundamental

en el conlrol de la expresión genética, mediante la reactivación de 

las regiones de genoma enmascarado por las histonas. 

A diferencia de las histonas, las rroteínas ácidas tie

nen una vida media corta, hecho que puede correlacionarse con la 

cantidad metabólica de la cromatina ( 9, 52 ). 
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LOS ELEMENTOS BIOQUIMICOS DEL NUCLEOLO. 

Tanto los métodos clásicos como los modernos demuestran 

la misma composici6n global del nucleolo : 80 a 85 % de proteínas 

12 % de ARN y 6 Z de ADN 

a).- La ARN polimerasa una enzima de múltiples sub-unida

des. 

b) .- Muchas de las proteínas ribosomales. 

c) .- Proteiníls no ribosomales de alto P. M. que nunca de

ja al nucleolo. 

d) .- Enzimas procesadoras del pre-rARN, entre las que se 

encuentran enzimas modificadores, metilasas, fosfatasas; endonuclea

sas productoras de hidr61isis de enlaces específicos durante el pro

cesamiento postranscripcional; proteínas modificadoras de las enzi-

mas quinasas; fosfatasas, etc. 

e).- ARN de alto P.M. el 45 S producto inicial de la -

transcripción, los productos intermedios del proecesamiento y los 

productos finales 28 S y 18 S. 

f) .- Un ARN de bajo P.M. llamado U 3 , que s61o se encuen 

tra en el nucleolo. 

g) .- El 90 % o más de rADN de la célula. 

h) .- ADN que no tiene secuencias de prerribosomales, pero 

está unido al nucleolo. 

ACIDOS RIBONUCLEICOS NUCLEOLARES. 

Las primeras evidencias de que en el nucleolo se sintetiza 

el ARN ribosomal f~eron aportados por Perry (1962). 

Existe un precursor inicial 45 S con alto contenido de gu~ 

nina y citocina, ésta sufre cambios postranscripcionales que lo con 

vierten en ARN 28 S y 18 S ribosomales. La síntesis de estas macro

moléculas se catalizan por un ARN polimerasa especifica del nucleolo 

(5, 1 o' 39) . 

Por medio de los rayos ultravioleta se logra la inhibición 

de la biosíntesis de ARN ribosomal; la síntesis de ARN ribosomal no 

ocurre en mutantes que no contienen organizadores nucleolares (39). 

El proceso de la síntesis de ARN en vivo incluye varias -

etapas iniciación, elongación y terminación de la cadena. 
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La mayor parte del conocimiento que se tiene actualmente de 

estos procesos fué obtenida en sistemas bacterianos libres de células, 

recientemente-se comenzaron a estudiar esos proLesus sintéticos, en • 

nucleulos aislados de c~lulas de mamíferos y se ha conciufdo que los 

nucleolos aislados poseen los elementos necesarios para mantener la -

especificidad de la transcripcioñ (23). 

PROTEINAS NUCLEOLARES. 

Los estudios de Vincent ( 1965 ), demostraron por medio de 

pruebas de solubi lidad,electroforesis y caracterfstlcas de antigeni

cldad, que existen proteínas comunes al nucleolo y a los ribosomas, 

así como otras que están presentes en aquel pero no en estos últimos. 

Las histonas existen en la misma proporci6n que el ADN. 

La electroforesis bidimensional en gel de políacri lamida -

demuestra aproximadamente 200 proteínas en el nucleolo de las cuales 

hay unas 40 fosforiladas. Algunas de éstas proteínas han sido es-

tud ladas con poca profund ldad. (3). 

CROMATllM NUCLEOLAR. 

Bajo esta denominación generalmente se comprende el orga-

nlzador nucleolar, es decir el ADN que contiene la secuencia donde -

est~ confinado el pre-rARN y una enorme cantidad de cromatina adjun

ta a él. Esa cromatina en su gran mayorra inactiva desde el punto

de vista de la transcripci6n y aparece en los preparados de micros-

copfa 6ptlca y electrónica como la cromatina compacta perinucleolar. 

En los nucleolos aislados también aparece adherida al resto de la 

masa nucleolar ( 13, 17, 24, 43 ). 

Pelling y Berman (1966) utilizan la autorr~diografía des

pués de la incorporacr6n de la urldina tritiada (3H); demostraron . 
claramente que el organizador nucleolar es el sitio activo de la 

síntesis de ARN y no únicamente un simple lugar de acumulación. 

Posteriormente se diseñó una técnica de impregnación con -

plata amoniacal, hay evidencias que tiñe únicamente a los organiza

dores nuc leolare5 activos (21). 

10 



CICLO GENERACIONAL DEL NUCLEOLO. 

Desde el siglo pasado se sabe que el nucleolo desaparece 

durante la profase o a más tardar a comienzos de la prometafase y 

reaparece en la telofase, manteniéndose visible durante la interfa

se. En Ja etapa de telofase, el material que se dispersa en pro

fase participa en Ja reconstrucción de los nuevos nucleolos hijos, 

agrupándose alrededor del ó de Jos organizadores nucleolares. Es

tas descripciones fueron confirmadas en células vegetales con mi-

croscopfa electrónica y con diferentes m~todos citoquímicos (18). 

Algunos estudios sobre células vegetales indícan que el 

primer signo de reaparici8n del nucleolo es la formación de peque-

ños cuerpos densos o pronucleolos en varios toc,l de diferentes 

cromosomas, "y luego emigran juntos o se fusionan, dando Jugar a 

uno a más nucleolos característicos de la especie Este proceso 

sugiere que el nucleolo telofásico puede tener un origen doble: el 

material transportado lnespecíficamente por Jos cromosomas desde -

la profase y el sintetizado por los organizadores nucleolares (11). 
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AtlTECEDENTES. 

Los estudio5 realizados <;Obre 1n0rfometría y citoquírnica 

hasta el momento han mostrado que existe una diferencia importante 

en el volumen nucleolar y nuclear en diferentes tejidos de un n1ismo 

organismo, esto hd sido relacionado con la act ivirlad metabül ica de 

la célula. 

Estas variaciones en volumen se han tratado de cxpl icar 

por medio de la utilización de técnicas donde se utilizan substan· 

cia!'; que inhiben ( Actinomicina D, bleomicina, cordi:,<?pin;i, c.iclo· 

hexamida, etc.) ó aumentan la actividad celular (como los esteroi· 

des). Otro método frecuentemente utilizado es la incorporación de 

substancias precursoras marcadas con isótopos radiactivos en di fe· 

rentes sistemas celulares, esto nos permite obtener una mejor idea 

de los sitios donde se lleva a cabo la síntesis de los diferentes· 

precursores que intervienen en el crecimiento y la maduración ce-

lular ( 12, 46, 49 ) . 

En los trabajos realizados por el Dr. Vázquez Nin y Col. , 
sobre los efectos del estradiol en células endon~trialcs de rata~ 

castradas, se observó que después de la castración el volumen nu

cleolar disminuye, aplicando más tarde estradiol se observó un in· 

cremento en el volúmen, utilizando uridina tritiada se pudo cuanti

ficar la densidad de marcaje determinándose un incremento en la 

síntesis de ARN en el nucleolo después de la aplicación del estra· 

dlol (48). 

En células nerviosas de médula espinal cervical de em-

brlón de pollo en diferentes estados de desarrolle, se demostró que 

el volumen nuclear varía Irregularmente y la cantidad de ADN por n~

cleo celular permanece constante en cada uno de ellos, el voiumen -

nucleolar total muestra difer~ncias significativas entre núcleos • 

con uno y dos nucleolos. En aquellas células con mayor volumen -

nucleolar hay una mayor actividad metabólica, lo cual indica un 

mayor trabnjo del organizador nucleolar ( 27 ) . 

Estudios realizados sobre el crecimiento de embriones de 

semillas en germinación (rabano, trigo), utilizando marcadores rn

diactivos específicos, han mo~trado una mayor incorporación de 

marcaje en el nucleolo que en otros lugares de la célula esto in• 
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dica que en el nucleolo se 1 leva a cabo una mayor síntesis de ARN 

( 12) • 

OBJETIVOS. 

Con base en lo mencionado el presente trabajo se propone 

determinar si hay diferencia en la síntesis del ARN prerribosomal 

en las células con uno y dos nucleolos mediante el uso de técnicas 

de coloración para microscopía óptica, análisis cuantitativo de la 

imagen, técnicas citoquTmicas y autorradiograffa cuantita~iva, asf 

como se expresa el organizador nucleolar en uno y dos nucleolos. -

Para tal efecto se hicieron los siguientes estudios en células me

ristemáticas de raíz de AR1A.J.1JT1 cepa. ••• 

Mediciones del volúmen nuclear en células con uno ó -

más nucleolos, así como el volumen total nucleolar. 

Determinación de la actividad transcripcional en los 

diferentes compartimientos celulares. 

Establecer la cantidad de cromatina por medio de la -

técnica de Feulgen y densitometría. 

13 



MATERIAL Y HETODOS. 

Los meristemos de raíz de cebo! Ja !Amum e.epa ) fueron 

incubados en 3H- uridina en dos periodos, uno por 30 min. y otro -

por 60 min. (~ew England nuclear, con u"a actividad específica de 

2.5 Ci/nM a (300).'Ci/ml ). 

Se fijaron en glutaraldehido al 2.5 % disuelto en amorti

guador de fosfatos a 0.1 M, pH 7.2 durante 90 min., se lavaron en aci

do tricloroacético al 3% a temperatura ambiente para evitar en lo 

posible la radiactividad de fondo. 

Nuevamente se lavaron en ácido tricloroácetico y en amor

tiguador de fosfatos hasta la eliminación del fijador, más tarde 

las raíces fueron osmificadas con tetraóxido de osmio al 2% disuel

ta en el mismo amortiguador durante 90 mln. 

Se deshidrataron con alcoholes graduales de 70%, 80%, 90%, 

y alcohol absoluto, haciendo cambios cada 20 min., los meristemos -

se colocaron en óxido de propileno realizando cambios con duración 

de 15 min., cada uno. 

Las raíces se dejaron por 24 horas ri temperatura ambiente 

en una mezcla que contenía 50% de Epon 812 y 50% de óxido de propl

leno, al término de esto se destaparon los frascos que contenían la 

m~zcla para lograr la completa evaporaci6n del óxido. 

Flnalmente se incluyeron en Epon 812 de dureza media y se 

poi imerizaron en una estufa a 60ºC durante 24 horas, se realizaron

cortes semifinos de lym de espesor, para esto se utilizó un ultra-

mlc.rotomo de la casa Sorval 1 ¡ los cortes fueron adheridos a los 

portaobjetos por medio de calor. 

AUTORRADIOGRAFIA. 

Para la obtención de los autorradigramas se utilizó una -

emulsión autorradfográfica 1 lford L4 preparada con 24 horas de an-

ticipación a su uso, como se explica a continuación: 

Trabajando en Ja cámara obscura se dejó la emulsión duran 

te 30 mln. a temperatura ambiente. Posteriormente se realizó la -

dilución en agua en una proporción de 3: l, se mantuvo durante 1 hora 

a baño María a una temperatura de 40ºC, agitándola cad.1 15 min. (La

rra y Droz, 1970; Jacob, 1971), la emulsión diluída se dejó a una -

temperatura de 4ºC durante 24 horas. 

14 



La emulsión nuevamente fué llevada a la cámara obscura y 

mantenida a bano Maria a una temperatura de 4DºC, la laminilla se -

cubrió por Inmersión, se dejaron secar y se guardaron en cajas ne-

gras durante un mes a 4ºC. 

Los autorradiogramas se revelaron utll Izando el reactivo 

para película Kodak D 19, se dejaron secar a la temperatura am-

biente; se colorearon con azul de toluidina al 1% durante 4 mln., 

en bano María, evitando de esta forma el enmascaramiento de los 

gránulos de plata con los posibles precipitados del color~nte. 

Las micrografTas se tomaron utilizando un mfcroscopio de 

la casa Carl Zelss y una pelTcula Plus X. Para estandarizar todos 

los procedimientos se utilizó siempre el objetivo 100 X, un aumento 

Intermedio de 2X y un proyector 3.2 X, para los negativos se usó 

revelador HC'-110. 

La amplificación de las fotos fué siempre de 5. 1 y se ob

tuvo un aumento final con~tante de 3296 X. En estas amplificacio

nes se midieron las áreas nucleares, nucleolares y cltoplasmátlcas 

utilizando planimetría. Se contaron los gránulos de plata· en cada 

uno de los compartimiento~ mencionados. 

VOLUMEN NUCLEAR Y NUCLEOLAR. 

Otras laminillas con cortes de meristemos de raíz fueron 

teñidas con azul de toluldina para determinar el volumen nuclear y 

.nucleolar. 

Los parámetros medidos son los siguientes: diámetro ma

yor nuclear, diámetro menor nuclear ( Determinación del volúmen -

nuclear); diámetro mayor nucleolar, diámetro menor nucleolar {de

terminación del volúmen nucleolar). 

Las mediciones se llevaron a cabo utilizando un microsco

pio de la casa Carl Zeiss, un ocular micrométrico, un objetivo de 

100 X y un aumentu intermedio 2X. 

DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE CROMATINA EN NUCLEOS 

APLASTADOS POR MEDIO DE LA TECNICA DE FEULGEN. 

Los meristemos de raíz de cebolla se colocaron en ácido 

acético al 20 % durante 20 min., se lavaron en agua destilada, pa

ra posteriormente real izar un aplastamiento con cada meristemo. 
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Fuó utilizado hielo seco para separar el cubreobjetos, el tejido ya 

extendido es fijado por medio de calor al portaobjetos. 

Las laminillas se colocaron en un;i caja coplin con HCl. -

al 5 N n temperatura ambiente dur;inte hora, se enjuag~ron con 

agua destilada para después tratarlos con el reaLtivo de Schiff du

rante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente se lavaron 3 ve-

ces con una mezcla que contiene 2.5 ml. de mctabisulfito de sodio 

al 10 % , 2.5 mi. de HCI. al 1 N y 45 mi. de agua destilada, se pre

para 5 min. antes de sacar las laminillas. 

Se fotografiaron núcleos con uno y dos nucleolos, para ~ 

esto se utilizó un microscopio de la casa Car! Zeiss y una película 

Technical-Pan, un objetivo 100 X, un proyector 8X y un filtro verde 

el revelador utilizado fué Kodak D 19. 

Para determinar la cantidad de cromatina en cada núcleo 

les negativos se colocaron en un dcnsitórnetro Ortec 4310 ( del De

partamento de Física de la Facultad de Ciencias), se utlizó una 

cuña de grises para calibrar el fondo del negativo procurando que 

este cruce en su totalidad ~I núcleo. 

A las gráficas de porcentaje de trasmitancia obtenidas -

de cada medición se les determinó el área bajo la curva por medio -

de plimimetr'ia. 

Finalmente los resultados obtenidos de todos los pará- -

metros medidos fueron analizados estadí5tlcamente calculando el va

lor promedio, varianza y desviación estadística, se evaluaron las 

diferencias en pares de grupos mediante la prueba de "t" de Student 

y la de Mann-Whitney para muestras pequeñas. 

En todos !ns casos se utilizaron programas desarrollados 

en el Laboratorio de Microscopía Electrónica de la Facultad de Cien 

cias de la U. N. A. M. por el Or. G. H. Vázquez Nin. 
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RESULTADOS 

MORFOLOGlA 

Apreciaciones visuales realizadas sobre cortes de meri5-

temos de raíz de cebolla después de haberlos teñido con azul de to

luidina nos permitió obtener los ·siguientes resultados. 

Los núcleos son aproximadamente redondeados, algunos pre

sentan uno o dos nucleolos y eventualmente tres, en aquellos que 

contienen un s61o nuclcolo, este toma una posición central, en muy -

rara ocasión se puede encontrar en la periferia, en el' caso de los -

núcleos con dos n~clcolos, la posición de estos parece simétrica, 

pero este punto no está suficientemente estudiado. 

El estudio morfológico de autorradlogramas nos muestra 

que después de un mes de exposición, las células de meristemos de 

raíz sometidos a pulsos de 30 y 60 min. de urldina tritiada, mostra

ron incorporación del material radiactivo. 

En los resultados obtenidos se pudo observar una densidad 

de marcaje mayor en el nucleolo que en otros compartimientos celula

res ( ver tabla l y 2). 

En los autorradiogramas de las células lnterfásicas con -

los distintos tiempos de incorporación, se realizó una cuantificación 

de la densidad de g.ránulos depositados en las diferentes zonas celu

lares. Los datos obtenidos de 30 y 60 mln. de incorporación fueron 

procesados estadísticamente por separado, para posleriorment~ compa

rar los resultados de cada área respectivamente. 

Asf al comparar las zonas extranucleolares de núcleos con 

uno y dos nucleolos se encontró que no hay una diferencia signifi-

cativa en la densidud de marcado ( p >O.OS ) (ver tabla 1 y 2 ) . 

Al comparar la densidad de marcado en las zonas nucleola

res de núcleos con uno y dos nucleolos, la incorporación del precur

sor fué' similar en ambos, no presentándose una diferencia significa

tiva ( p>0.05 ), los mismos resultados fueron obtenidos al comparar 

las áreas citoplasmáticas { tabla 1 y 2; foto ), 

Fué determinado el volúmen nuclear de nquel las células con 

uno y dos nuclcolos, los resultados de ambos grupos fueron comparados 

por medio de la prueba de 11 t 11 de Student, los resultados así obtenidos 
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no mo•traron ninguna difcr~ncia significativa en lo~ volumenes 

(p>O. 05) (ver tabla 3). 

El volúmen nucleolar total en núcleos con uno y dos nuclco

lo, se dctermind de la m~sma forma ~ue el vol~men nutl~olar, los 

fe!i!JltadQ!i_ obtcni.do~flJO~traron una diferenci'a st·gni·ficativa (p.:::0.05) 

siendo mayor en aquellos nücleos con dos nucleolos (ver tabla 3 ). 

Las preparaciones utilizadas para la determinación de Ja

cantidad de cromatina en los nücleos de Ja células meristemáticas ne 

raíz teftídas con Ja técnica de Feulgen, fueron observadas en el mi

croscopio Óptico, se pudo delerminar que la cromatina nuclear ~e ~n

contraba teftida de un color púrpura, y el área nucleolar permanecía 

desteftida ( foto 2 ) . 

Cuando se obtuvieron las gráficas de porcentaje de trasmi· 

tancia de núcleos con uno y do$ nucleolos se determin6 el &rea bajo -

la curva y se procesaron estadrsticamente los resultados obtenidos de 

cada grupo fueron comparados, no 3e encontr6 ninguna diferencia en la 

cantidad de ADN ( p > 0.05 ) ver tabla I¡ ) • 
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Tnbla 1.- Comparaci6n entre la densidad de marcado en 

célulils de AtUwn cepa con 30 mi n . de i ncu -

baci6n con uridinil tritiada, 

ZONA EXTRANUCLEAR DEL NUCLEO. 

NUCLEO 

Núcleos con x des N "t" 

un nucleolo 11. 16 6.2 19 
Núcleos con o.67 
dos nucleolos 14.Ú 8.89 2 

NUCLEOLO 

x des N "t" 
Núcleos con 
un nucleolo 12.84 5,56 19 0.097 
Núcleos con 
dos nucleolos 13. 17 7. 25 4 

CITOPLASMA 

x des N 11 t" 

Núcleos con 
un nucleolo 6.19 2.95 19 0.14 
Núcleos con 
dos nucleolos 5,55 3 ,54 2 

LAS UNIDADES EN QUE SE EXPRESAN ESTAS TABLAS ES NU

MERO DE GRANULO~ POR UNIDAD DE AREA. 
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Tabla 2.- Comparación entre la densidad de marcado en 

células de AWum cepa con 60 min. de incu

bación con uridina tritiada. 

Núcleos con 
un nucleolo 

Núcleos con 

ZONA EXTRANUCLEAR DEL NUCLEO. 

NUC LEO. 

des N 

15.85 3.73 34 

"t" 

l. 34 

dos nuc 1 eo Jos 12. ~--~· 31 --~3 _____________ _ 

NUCLEOLO 

x des N "t" 
Núcleos con 
un nucleolo 24.5 ¡ 1.49 34 o. 74 
Núcleos con 
dos nucleolos 20.82 7.47 6 

CITOPLASMA 

x des N "t" 
Núcleos con 
un nucleolo 15.65 1J.6 32 0.27 
Núcleos con 
dos pucleolos 13 .69 9 .87 3 

LAS UNIDADES EN QUE SE EXPRESAN ESTAS TABLAS ES NUMERO 

DE GRANULOS POR UNIDAD DE AR~A. 
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Tabla 3,- Comparacidn del velamen nuclear y nucleolar con 

células con uno y dos 11uc.leolos de células merls~ 

tem~ticas de rarz de Alllum e.epa. 

VOLUMEN NUCLEAR 

x des N 11t11 

Nac leos con 
un nucleolo 507.0 257,8 l18S 

l. 19 
Núcleos con 
dos nucleolos 533. 16 201.0 198 

VOLUMEN NUCLEOLAR 

x des N "t 11 ----
Núcleos con 
un nucleolo 14.23 7,0 322 4.5 + 
Nílcleos con 
dos nucl eo 1 os 20.57 9 .o 116 

LAS UNIDADES EN QUE SE EXPRESAN ESTAS TABLAS ES EN 
MICRAS CUBICAS, 
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Tabla 4.- Determinación de la cantidad de cramatinn 

de núcleos con uno y dos nucleolos por me

'dio rle la técnica de Feul9l!r1 y clen5Ítr:Jrne

tria. 

r.ANTIDAD DE CROMATIN~. 

:X des N "t" 
Núcleo<; con 
un nucleolo 10 .15 3,83 17 0.45 ----
Núcleos con 
dos nucleolos 2~-· 4,48 17 

LAS UNIDADES EN QUE .SF. EXPRESAN ESTAS TABLAS SON 

UNIDADES ARBITRARIAS. 
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Fig. 1 .- Micrografía óptica de células meristemáticas 

de raíz de cebolla en interfase, incubadas con uridi

na H3 durante 30 min., núcleo (Nu), nucleolo (nu), 

citoplasma (Ci), gránulos de plata (flechas). 

Fig. 2.- Micrografía óptica de células meristemáticas 

de raíz de cebolla, tratadas con la técnica de Feulgen 

e r 0111 a t i n a ( e r ) y n u e l e o l o ( n u ) • 



O 1 S e U S 1 O N. 

El presente estudio a nivel de microsr.opfa 6ptica en cé

lulas interfásicas de mcri~ternos de rafz de Atliwn r.e¡:x.'l no5 ha -

permitido establecer ciertas características en la rnorfologra, así 

corno en su actividad metabólica y su contenido de AON. 

La determinación del volúmen nuclear no demostró difcren 

cia alguna en los grupos de núcleos con uno y dos nucleolos. 

Las diferencias encontradas en la determinaci6~ del vo

IOmen nucleolar e~ las cBlulas con uno y dos nuclcolos, se ha in- -

terpretado como una diferencia en su actividad metabólica en la 

sfntesis de ARN prerribosomal, Esto pudo ser comprobado cuando las 

c~lulas mer!stemátlcas fueron incubadas durante 30 y 60 min. con 

uridlna tritiada, que es un precursor especifico del ARN, en ambos 

tiempos de incubación se pudo determinar que de los compartimientos 

celulares, el que presentó un mayor marcaje era.el nucleolo, lo cual 

coincide con lo observado en los trabajos de Delseny 1980/81; Fakan 

1981; Vázquez Nin 1983. Al comparar el análisis cuantitativo del -

marcaje en células con uno y dos nucleolos se pudo determinar que la 

actividad de la síntesis por unidad de volúmenes la misma. Como -

las células con dos o más nucleolos tienen un volúmen nucleolar ma-

yor que los que tienen sólo uno, se deduce que aquellos sintetizan -

más ARN prerribosomal que l!stos. Estos resultados también han sido 

reportados en otros sistemas celulares en las que se ha tratado de -

establecer una relaci6n entre el tamaño del nucleolo y la síntesis 

de ARN, asf podemos mencionar los trabajos clásicos de MacCarty y 

col (1936), Edstron (1951) y otros donde se comparan datos morfomé

tricos y autorradiográficos ( 46,47), así como resultados estereoló

gicos y fisiológicos (48, 49). 

Se ha determinado que después de que se real iza la sínte

sis de ARN, es transportado al citoplasma donde es traducido en pro-

teínas 12, 15 ), 

Nosotros esperábamos encontrar una mayor densidad de mar

caje en el citoplasma de aquellas células con nucleolos de mayor vo-
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Jumen ya que estos han demostrado que tienen más cantidades de sínte

sis de ARN, pero ¡¡J comparar las áreas citoplasmáticas de células con 

uno y dos nucleolos no se encontró diferencia alguna. Esto podría -

explicarse de )a manera siguiente: !a densidad rle marcaje es ~imi

lilr porque el volumen citoplasrnático de las célulus con dos nucleolos 

sean mayor que los de un s61o nucleolo o bien que parte de la sínte

sis de ARN está si en do a 1 mace nado en e 1 núc 1 eo por a 1 gun me can i srno de 

la propia célula y es por esto que no se aprecia diferencia alguna en 

la dcnsldnd de marcaje en el citoplasma. 

Durante la década de los cuarenta se llevaron a cabo mu- -

chos estudios citoquimlcos sobre los ácidos nucleicos nucleolares y 

el toplasmát icos, los que perml t le ron ! legar a conocimientos tan im- -

portantes como la constancia del ADN por núcleo y la relación del ARN 

con la síntesis de protefnas ( 14). 

Por medto de la técnica de Feulgen se ha permitido deter

minar la cantidad de ADN en diferentes tipos celulares, en las célu

las meristemhicas interfáslcas de Al.-Umn cepa la cantidad de ADN no 

present6 alguna diferencia significativa en aquellas células con uno 

y dos nucleolos. Hasta el momento no se ha podido establecer una 

relac16n directa entre el volumen nuclear observado y la cantidad de 

ADN en éstos, se hil observado que a menudo los núcleos de diferentes 

tejidos varían ampliamente en el volumen, pero conservan una cantidad 

constante de ADN ( ó ploidia ) , Se ha observado que en la transfor

mación de neuroblastos bipolares a neuroblastos multipolares es acom

pañado por una descompactaci6n de la cromatina, como un pequeño aumen 

to en el volumen nuclear y en el aumento total de partículas RNP. Se 

puede pensar que esta descompactación observuda en la cromatina sea -

el inicio para que se desencadenen una serie de proce>os que aumenten 

el volumen nuclear ( 49 ). 

Varios trabajos se han realizado para tratar de determinar 

·tos lugares o sitios donde se lleva a cabo la síntesis de ARN en la 

célula, para esto se han desarrollado técnicas citoquímicas y autorra

diográflcas, la técnica de tinción de plata amoniacal impregna única

mente a los org¡¡nizadores nucleolares activos. Con estA técnica se ha 

determinado que la transcripción tiene lugar en los centros fibrilares 

que contienen ADNr en el nucleolo. Se ha observado que con esta técnica 
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el nQmero de centros fibrilares se incrementa cuando la actividad ce

lular aumenta ( 17, 21, 24, 31,, li3). 

Con base en esto y de acuerdo a nuestros resultados sobre 

la constancia en la densidad de marcaje, en el ploidismo así como en 

la variación del volumen nucleolar, nos indican una mayor actividad -

metabólica en las c~lulas que contie~en un mayor volumen nuclcolar y 

este aumento en la transcripción del ARN prerribosomal se debe proba

blemente a las variaciones fisiológicas de activación de estos cen

tros fibrilares existentes en el juego diploide normal de los cromo-

somas. 
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C O N [ L U S 1 O N E S 

1.- Núcl~os de: célula~ r.ierhtcm5tica:> d<; Atiiwn rc~pa c.or. 

uno y dos nucleolos tienen igual cantidad de ADN. 

2 . - En Af-Uum e.epa la actividad de srnt<;~i~ de ARN pre-

rríbosomal e~ mayor en c~lulas con mayor v0lumen nucle:olar 

deb id(• a una m.Jyor ac t iv i ddd de 1 organ i ;:ad(Jr 11u<. 10r, i ,11 . 

J,• La síntesis de ARN prerribosomal en A.tU11.m e.epa e> 

independiente del ploi.dismo. 
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