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INTRODUCC I ON

GENERALIDADES

Una de las preocupaciones mds importantes del hombre ha
sido el estudio de la evolucidn de los organismos. Actualmente
se sabe que los primeros seres vivos aparecieron hace mis de -
3000 millones de afios. Durante ese tiempo se dieron muchos cam-
bios tanto en el ambiente fisico como en los organismos. En el
precdmbrico, la aparicién del aparato bioquimico de la fotosinte-
sis trajo como consecuencia nuevas estrategias adaptativag en los
organismos gracias a la presencia de oxlgeno. Los priméros or -
ganismos que evolucionaron en respuesta a este cambio.ambiental -
pudieron tan s6lo tolerar el oxfgeno; méds tarde las células con-
siguieron emplear activamente el oxigeno en su metabolismo y con-
ello obtener mis energfa a partir de las sustancias alimenticias
(44).

Otro paso importante en la evolucidn fué la aparicién de
un nuevo tipo de células en las que el material genético se halla
ba reunido en un ndcleo definido; estas células estdn mucho mis -
organizadas que las que carecfan de nldcleo y 1o que es mis impor-
tante sGlo las células nucleadas son capaces de una reproduccin
sexual, caricter que comparte con algunas bacterias, aunque éstas
carecen de nicleo, a este proceso se le llama conjugacidn. Esta
reproduccidn logra la recombinacidn del material genético, lo que
permite la aparici6n de formas de vida pluricelulares grandes y -
complejas. Su diversificacion fue rdpida a principios del cam=--
brico (41, 4b).

Mediante los avances técnicos se ha permitido ir descu--
briendo poco a poco los mis intrinsecos problemas biolbgicos, has
ta llegar a facilitar en nuestros dfas una visidon m3s precisa de
la gran complejidad de los organismos vivos y mds en particular -
de la célula (50).

AsT 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 Leeuwenhaook en 1674 ohser
va clerta organizacion dentro de ellas, en especial en nicleos de

algunos eritrocitos.



Fué Brown en 1831 el primero en descubrir el nicleo como
una entidad constante dentro de la célula. Ya antes, en 1773 -
Fontana habfa descrito el nucleolo, pero no reconocié su constan-
cia ni su naturaleza {11, 14).

PurkinJe y otros en 1839 dan e! término protoplasma para
significar el contenido vivo de la céulula. Los alemanes Schwann
(1839) y Schleiden (1838), presentan la idea de que todos los se-
res vivos estén formados por células, provocando asi el nacimien
to de lo que m8s tarde habrfa de llamarse ' teorfa celular '', en-
lo que se define un hecho trascendental: la célula es la unidad-
fundamental no s6lo por lo que respecta a su funcidn, sino tam- -
bién en cuanto a su estructura.

La ' teorfa celular " fué ampliada por Virchow en 1855-
al expresar sus principios de que cada célula se forma por divi--
sidn celular como el fendmeno central en la reproduccién de los -
organismos. Schneider en 1873 observa que antes de la divisidn
se forman estructuras cilfndricas en el nicleo; éstas estructuras
después fueron denominadas cromosomas por Waldeyer en 1890 (11, -
15, 50).

Llev6 un siglo de trabajos morfoldgicos y bioquimicos pa
ra comprender que el nicleo era una estructura celular formada -
por una envoltura nuclear, nucleolo y cromatina. Bioquimicamen-
te estd compuesta de material genético ( ADN y ARN ), protefnas vy
fosfolipidos como moléculas importantes (5, 36, 50).

ESTRUCTURAS NUCLEARES

MEMBRANA NUCLEAR,

La membrana nuclear constituye una dependencia del siste
ma vacuolar citoplasmitico. Una de las demostraciones mis claras
de que la membrana deriva del retfculo endoplasmitico se produce-
en Ia'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.



Este sistema estd compuesto por dos membranas con un es-
pacio entre ellas de 100 a 200 A’de espesor, la superficie exter-
na se encuentra en contacto con el citoplasma, muestran granulos-
ricos en ARN y probablemente se trata de ribosomas semejantes a -
Tos que se encuentran en el resto del citoplasma. La superficie
interna no tiene ribosomas, A lo largo de la cubierta y con -
ciertos Intervalos hay poros nucleares que miden 500 a 800 AS y -
tienen forma circular 8 poligonal, su funcién es el intercambio -
nGcleo citoplasmitico (11, 36).

Los poros se encuentran rodeados de formaclones circula-
res llamadas estructuras anulares, ambas estructuraé forman los -
complejos del poro, que se disponen de forma hexagonal sobre la -

superficie de la envoltura nuclear (11).

PART [CULAS R1BONUCLEOPROTE ICAS.

Otros componentes irtranucleares fueron observados. En
1962 se mencionan por vez primera los grénulos pericromatinianos
(GPC) posiblemente conteniendo ARN ( 51). En la misma época se
describTan otros grénulos dentro del nicleo, los grénulos inter--
cromatinianos (GCI) (22, 42, 45). Los estudios sobre las part[
culas nucleares mencionados recibieron un impulso grande cuando -
se describld el primer método de contraste prefereneial para ribo
nucleoprotefnas ( 1 ), por medio de dste método se 1leg6 a estar-
blecer que ademds de los grdnulos pericromatinfanos e intercroma-
tinfanos existen dentro del nicleo en interfase fibras pericroma~
tinianas { FIC ) y cuerpos espiralados ( CE ) (33).

Los grdnulos intercromatinianos son particulas de 200 a
500 A® de didmetro y est8n distribuldos en clmulos al azar en -
ireas de cromatina laxa,

Los grdnulos pericromatinianos son particulas individuae
les de 400 a 6C0 A® de didmetro distribuidos en la periferia de -
la cromatina compacta y poseen un halo claro que los separa de la
cromatina adyacente,

Las fibras pericromatinianas tienen formas irregulares y
un didmetro de 30 a 50 A®, se localizan en zonas adyacentes a la-

cromatina compacta,



Los cuerpos espiralados estdn localizados en dreas de -
cromatina laxa, son fibras de 50 A® enrrollados a lo largo de un
filamento axial de 0.3 a 0.5 micrometros.

Se ha tratado de entender la estructura y el papel cito-
fisiolégico de las particulas ribonucleoproteicas, y se ha suge--
rido que algunas de ellas podrfan representar estructuras de al--

macén y/d transporte de ARN del nlcleo al citoplasma (33, 47).

CROMAT INA

El ADN se asocia a proteinas dentro del nicleo formando=
grandes complejos conocidos como cromatina.

Heitz en 1928 establecid las diferencias entre la croma-
tina que se encuentra metabllicamente inactiva, conocida como he-
terocromatina 6 cromatina compacta y la cromatina que tiene una -
estructura laxa y es metab8licamente activa llamada eucromatina 6
cromatina laxa. Sin embargo, tanto una como la otra estdn com~-
puestas de unidades estructurales denominadas nucleosomas (11, 37).

Inicialmente Ja cromatina se definid como material nu- -
clear con gran apetencia tint6rea, no fué hasta que Feulgen y Ros-
senbek desarrollaron una técnica de tincidn especffica para cro -
matina demostrando asf su contenido de ADN, y de ésta forma poner
de manifiesto en forma cuantitativa y cualitativa la distribucidn
del ADN dentro del ndcleo (20, 35).

NUCLEOLO

La visualizacién del nucleolo con microscopfa de tuz fué
posible con el desarrollo de las técnicas de tincién: anilinas,-
impregnaciones argénticas, etc., presentdndose una variedad de for
mas, tamafios y nimerd de nucleplos en diferentes tejidos y espe--
cimenes (14), Algunos autores clasifican los nucleolos en sim--
ples, formados por una esférula dnica, complejos miltiples, com--
puestos por estructuras de diferentes formas y tamafios, como los
que se encuentran en las células de Sertoli del testiculo de mami

feros. También fué determinada su negatividad con las técnicas



de Feulgen y Rossenbek (1924) resultando que el ADN no es compo-
nente primordial del nucleolo (4, 20).

Fué Heitz en 1931 el que demostrd que el nucleolo se -
forma sobre una porcién definida de un cromosoma del juego haploi
de, pero no a partir del material del cromosoma, Mc, Clintock-
(1934), denominé a esta regién organizador nucleolar y por medio
de translocaciones recfprocas aportd evidencias de que el nucleo-
1o se origina por una actividad propia de esta zona cromos@mica -
(31).

£l nucleolo es conocido como el lugar donde se lleva a
cabo la sintesis de ARN prerribosomal y el ensamblaje de ribonu--
cleoprotelnas, esos productos son subsecuentemente transportados
al citoplasma para ser utilizados en la sfntesis de protefnas -
4, 11, 15),

Estable y Sotelo (1951) por medio de la microscopfa 6p-
tica y técnicas de impregnacién metdlica describe la presencia de
una trama fibrilar intranucleolar, |lamada nucleolonema {18).
Casperson (1941) establece la relacién entre el tamafio nucleolar
y su contenido de ARN determinando que los nucleolos de aquellas
células donde se lleva a cabo una intensa sintesis de protefnas,
como en las células del pancreas exbcrino de conejo, son de tama-
fio mds 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 miltiples ocasiones y en diferentes células (7).

Estudios de voldmen nucleolar y de ta relacidn volumétri-
ca entre ndcleo y nqcleolo, contindan adn siendo realizados por -
medio de la microscopia dptica (4B), La variacién de estos para-
metros estudiados con métodos de estereclogia cuantitativa en di-
ferentes estados fisiol6gicos de un mismo tejido es similar a la
variacion de la .intesis de ARN nucleclar estimada por autorradio-
graffa cuantitativa (46). De esta manera demuestra objetivamente
que las variaciones de tamafio nucleolar que apreciaban cualitati--
vamente se relacionan directamente con su funcibn de centros de -

formacion de ribosomas.



Por medio de la microscopla electrénica se han hecho apor-
tes importantes sobre la estructura del nucleolo ya yue da niveles -
de resolucién mis elevados. De esta forma en 1965 Bernhard descri-
bié 3 elementos ultraestructurales fundamentales en el nucleolo (2):
fibras de 50 A°(5nm) de didmetro, grdnulos de 150 A° (15 nm) pareci-
dos a ribosumas y una matriz difusa. Utilizando digestiones enximi-
ticas, determiné que los dos primeros elementos mencionados estan =
constituidos de protefnas y ARN, mientras que la matriz contiene so-
lamente proteinas. Se ha observado que eslos elemenios se encuen--
tran distribuidos en muy diferentes formas en el nucleolo en casi to-
das las células de los mamiferos, las fibrillas y los grénulos nuclea
res estdn mezclados en la constitucin nucleosomal, mientras el conte
nido difusc constituye la parte amorfa. En anfibios, en dipteros,-
en nemitodos y en muchos tejidos vegetales se observan nucleolos con
una parte central compacta, formada por fibrillas y una periférica -
granular, ésta dltima nuede variar con lns estados funcionales de -
las céiulas en un mismo tejido, esto ha sido observado en células en
dometriales de ratas castradas donde el nucleolo es compacto y pier-
de su disposici6n nucleolonemal y recupera su disposicidn normal des
pués de una inyeccidn de estradiol. (49).

Ambos componentes se han relacionado con 1a sintesis de ARN
prerribosomal y ribosomal que se unen a proteinas de origen citoplas-
matico, para formar partfculas ribonucleoproteicas antecesoras de los

ribosomas (3).

COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD METABOLICA

Los dcidos nucleicos ( ADN y ARN ) fueron descubiertos por
Frederich Miescher en 1868, son considerados las bases moleculares -
del nicteo (11, 32),.

ADN ( Acido desoxirribonucleico ).

Las moléculas de ADN estin formadas por filamentos enrolla-
dos en forma de doble espiral, cada filamento consta de una cadena de
nucledtidos, todos estos nucledtidos comprenden un azdcar la desoxi--
rribosa, con un grupo fosfato en un extremo de la molécula y un com--
puesto aromédtico nitrogenado en el otro, Los dos filamentos poseen
bases diferentes y se dispone de acuerdo a reglas simples de aparea--

miento; cada adenina con una citocina, estas bases permanecen unidas



por puentes de hidrdgeno, la sucesidn de bases representa la informa-
cidn herditaria.

La duplicacibn de} ADN significa repetir la secuencia de ba
ses. Este cardcter permite transferir informacidn de una generacidn
celular a otra y permite su expresidn dentro de cada generacién (I4,-
29, 52).

ARN (Acido ribonucieico).

La estructura de) ARN en una molécuia sin romificaciones -
que contiene cuatro tipos de nucledtidos, unidos entre:si hédiante -
enlaces 3' - 5' fosfodiéster.

Hay dos diferencias en los grupos quimicos de ARN que los
distingue 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 -0H adicional. La segunda diferencia es que el -
ARN no tiene timina sino que en su lugar presenta uracilo,

Una de las hebras del ADN funciona como matriz a la que se
le aparean los ribonucledtidos complementarios, semejante a lo que -
ocurre en el ADN { adenina con timina-uracilo-, guanina con citocina).
Las enzimas ARN polimerasas unen entre si a los ribonucledtidos . -
3'~5' fosfodiéster son los que mantienen unidos al esqueleto del -
ARN, 1o hace exclusivamente en presencia de ADN, hecho que sugiere -
que éste debe alinear los nuciedtidos precursores correctos para que
pueda actuar el ARN polimerasa (10,29,52). '

La sintesis del ARN es un proceso necesariamente muy pre--
ciso, sin embargo no hay pruebas para la existencia de ningln tipo -
de correccion de modo que la exactitud global de la transcripcién no
alcanza las caracteristicas de copia casi perfecta de la autodupli--
cacién de) ABN; sin embargo, no se perpetlan genéticamente los esca-
s0s errores que ocurren, puesto que el ARN celular no es autoduplica
ble ( 52).

En telofase la transcripcidn de la informacidén genética a
moléculas de ARN y la traduccidon final en diferentes componentes -

proteicos constituye la expresién fenotipica de los genes (8, 11, 36).



PROTE INAS

E! ADN se encuentra unido a proteinas entre las cuales
se encuentran las histonas que son protefnas bdsicas pequedas en
estrecha retacién con e! ADN. Los componentes principales de la
cromatina son Jas 5 histenas HI, H2A, H2B, H3, HA, e¢n micrografias
electrdnicas la cromatina aparece a menudo como una cadena de -
cuentas formada por particulas esféricas; nucleosomas de (00 A”,
unidas por fibrillas delgadas, conteniendo unos 200 pares de ba-
ses que se mantienan juntas por uniones o grupos distintos de his-
tonas ( 37, 52).

Cada nucleosoma contiene dos componentes de H2A, H2B, -
H3, Hh respectivamente, fas cuatro histopas y muy especialmente
Ja H3 y la H4 juegan un papel clave en fa informacién de nucleoso-
mas cuyo tamafio y forma también aparece invariablemente en todas -
las formas de cromatina eucariontica (7, 37). La histuna Hl no
se encuentra en la conformacidn bdsica de los nucleosomas, puesto
que fibras cromatinicas reconstruidas 4n vifro , gue carecen de -
ellas, dan el mismo aspecto de difraccidn de rayos X, que la cro-
matina nativa. Por el contrario, ta cromatina generada {n v{tro
que no contenga cualquiera de las cuatro histonas, no es capaz de
producir dicho espectre ( 6, 11, 52).

Se encuentra una masa casi igual de proteinas acidas u-
nidas mas o menos firmemente a los compiejos ADN - Histonas, esas
protefnas cromosémicas, que no son histénicas, incluyendo ias -
diversas ADN y ARN polimerasa suman mis de 100. Hasta donde se
sabe , funcionan en la dupiicacién o la transcripcidn de! ADN, 6-
en los procesos de control que gobiernan la sintesis de ADN y -
ARN, Como tales esas proteinas pueden mostrar grandes variacio-
nes de un tipo de células diferenciadas a otras, dentro de un mis
mo organismo. Las investigac?ones recientes tienden a establecer
que las proteinas dcidas podrian desempeiiar un papel! fundsmental-
en el control de la expresidn genética, mediante 1a reactivacidn de
las regiones de genoma enmascarado por las histonas,

A diferecncia de las histonas, las proteinas acidas tie-
nen una vida media corta, hecho que puede correlacionarse con la

cantidad metabdlica de ta cromatina { 9, 52 ).



LOS ELEMENTOS BIOQUIMICOS DEL NUCLEOLO.

Tanto los métodos clasicos como 1os modernos demuestran

la misma composicién global del nucleolo : 80 a 85 % de proteinas
12 % de ARN y 6 & de ADN
a).- La ARN polimerasa una enzima de miltiples sub-unida-
des.

b) .~ Muchas de las proteinas ribosomales.

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

ja al nucleolo.

d) .- Enzimas procesadoras de! pre-rARN, entre las que se
encuentran enzimas modificadores, metilasas, fosfatasas, endonuclea-
sas productoras de hidrélisis de enlaces especificos durante el pro-
cesamiento postranscripcional; proteinas modificadoras de tas enzi--
mas quinasas, fosfatasas, etc.

e).- ARN de alto P.M. : el 45 S producto inicial de la -
transcripcion, los productos intermedins del proecesamiento y los ~
productos finales 28 S y 18 S.

f}.- Un ARN de bajo P.M. llamado U 3 , que sélo se encuen
tra en el nucleolo.

g).- E1 90 % o mds de rADN de la célula.

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

estd unido al nucleolo.

ACIDOS RIBONUCLEICOS NUCLEOLARES.

Las primeras evidencias de que en el nucleolo se sintetiza
el ARN ribosomal fyeron aportados por Perry (1962).

Existe un precursor inicial 45 S con alto contenido de gua
nina y citocina, ésta sufre cambios postranscripcionales que lo con
vierten en ARN 28 S y 18 S ribosomales. La sintesis de estas macro-
moléculas se catalizan por un ARN polimerasa especifica del nucleolo
(5, 10, 39).

Por medio de los rayos ultravioleta se logra la inhibicidn
de la biosintesis de ARN ribosomal; la sintesis de ARN ribosomal no
ocurre en mutantes que no contienen organizadores nuc leolares (39).

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

etapas ! iniciacidén, elongacidn y terminacién de la cadena.



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 procesos sintéticos, en -
nucleolos aislados de células de mamiferos y se ha concluido que los

_nucleolos aislados poseen los clementos necesarios para mantener la -

especificidad de la transcripcion (23).

PROTEINAS NUCLEOLARES.

Los estudios de Vincent { 1965 )}, demostraron por medioc de
pruebas de solubilidad,electroforesis y caracterfsticas de antigeni-
cidad, que existen protefnas comunes al nucleolo y a los ribosomas,
ast como otras que estdn presentes en aquel pero no en estos Gltimos.
Las histonas existen en la misma proporcifn que el ADN.

La electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida -
demuestra aproximadamente 200 proteinas en el aucleolo de las cuales
hay unas 40 fosforiladas. Algunas de éstas protefnas han sido es--

tud fadas con poca profundidad. (3).
CROMATINA NUCLEOLAR.

Bajo esta denominacidn generalmente se comprende el orga--
nizador nucleolar, es decir el ADN que contiene la secuencia donde -
estd confinado el pre-rARN y una enorme cantidad de cromatina adjun-
ta a €l. Esa cromatina en su gran mayorfa inactiva desde el punto~
de vista de la transcripcién y aparece en los preparados de micros-—-
copia Optica y electrdnica como la cromatina compacta perinucleolar,
En los nucleolos aislados también aparece adherida al resto de la -
masa nucleolar ( 13, 17, 24, 43 ),

Peliing y Berman {1966) utilizan la autorradiografia des-
pués de la incorporacidn de la 9r|dina tritiada (3H); demostraron -
claramente que el organizador nucleolar es el sitio activo de la -
sintesis de ARN y no dnicamente un simple lugar de acumulacidn.

Posteriormente se diseii6 una técnica de impregnacidn con -
plata amoniacal, hay evidencias que tife Gnicamente a los organiza-

dores nucleolares activos (21),



CICLO GENERACIONAL DEL NUCLEOLO.

Desde el siglo pasado se sabe que el nucleolo desaparece
durante Jja profase o a mds tardar a comienzos de la prometafase y
reaparece en la telofase, manteniéndose visible durante la interfa-
se. En la etapa de telofase, el material que se dispersa en pro-
fase participa en la reconstruccidn de los nuevos nucleolos hijos,
agrupandose alrededor del & de los organizadores nucleolares, Es~
tas descripciones fueron confirmadas en células vegetales con mi--
croscopia electrénica y con diferentes métodos citequimicos (18).

Algunos estudios sobre células vegetales indican que el
primer signo de reaparicifn del nucleolo es la formacién de peque-
fios cuerpos densos o pronucleolos en varios Locd de diferentes
cromosomas, y luego emigran juntos o se fusionan, dando lugar a -
uno a mis nucleolos caracteristicos de la especie . Este proceso
sugiere que el nucleolo telofdsico puede tener un origen doble: el
material transportado inespecificamente por los cromosomas desde -

la profase y el sintetizado por los organizadores nucleolares (i1).



ANTECEDENTES.,

Los estudios realizados sobre morfometria y citoquimica -
hasta el momento han mostrado que existe una diferencia importante
en el volumen nucleclar y nuclear en diferentes tejidos de un mismo
organismo, e¢sto ha side relacionado con la actividad metabdlica de
la célula.

Estas variaciones en volumen se han tratado de explicar
por medio de la utilizacidén de técnicas donde se utilizan substan-
ciac que inhiben ( Actinomicina D, bleomicina, cordisepina, ciclo-
hexamida, etc.) & aumentan la actividad celular (como los esteroi-
des). Otro método frecuentemente utilizado es la incorporacién de
substancias precursoras marcadas con isdtopos radiactivos en dife-
rentes sistemas celulares, esto nos permite obtener una mejor idea
de los sitios donde se lleva a cabo la sintesis de los diferentes-
precursores que intervienen en el crecimiento y la maduracidn ce-~-
lular (12, 46, 49 ).

En los trabajos realizados por el Dr. Vizquez Nin y CQI.
sobre los efectos del estradiol en células endonetriales de ratas
castradas, se observé que después de la castracibn el volumen nu-

cleolar disminuye, aplicando mis tarde estradiol se observd un in-

cremento en el voldmen, uti{lizando uridina tritiada se pudo cuanti
ficar la densidad de marcaje determindndose un incremento en la -
sintesis de ARN en el nucleclo después de la aplicacién del estra-
diol (48).

En células nerviosas de médula espinal cervical de em--
bridn de pollo en diferentes estados de desarrolle, se demostré que
el volumen nuclear varia irregularmente v la cantidad de ADN por ni-
cleo celular permanece constante en cada uno de ellous, el vojumen -
nucleolar total muestra difergncias significativas entre ndcleos -
con uno y dos nucleolos. En aquellas células con mayor volumen -
nucleclar hay una mayor actividad metabdlica, lo cual indica un -
mayor trabajo del organizador nucleolar ( 27 ).

Estudios realizados sobre el crecimiento de embriones de
semilVas en germinacién (rabano, trigo), utilizando marcadores ra-
diactivos especificos, han mostrado una mayor incorporacién de -

marcaje en el nucleolo que en otros lugares de la célula esto in~



dica que en el nucleolo se lleva a cabo una mayor sintesis de ARN

(12).

OBJETIVOS.

Con base en lo mencifonado el presente trabajo se propone
determinar si hay diferencia en- la sintesis del ARN prerribosomal
en las células con uno y dos nucleolos mediante el uso de técnicas
de coloracidn para microscopia dptica, andlisis cuantitativo de la
imagen, técnicas citoguimicas y autorradiograffa cuantitativa, asf
como se expresa el organizador nucleclar en uno y dos nucleolos. -
Para tal efecto se hicieron los sigufentes estudios en células me-
ristemdticas de rafz de Allium cepa ...

- Mediciones del voldmen nuclear en células con uno & -
mas nucleotos, asi como el volumen total nucleolar,

- Determinacidn de la actividad transcripcional en los
diferentes compartimientos celulares,

- Establecer la cantidad de cromatina por medio de la -

técnica de Feulgen y densitometria.



MATERIAL Y METODOS.
Los meristemos de rafz de cebolla (A€&{um cepa ) fueron
3

incubados en “H- uridina en dos periodos, uno por 30 min. y otro -
por 60 min. (New England nuclear, con una actividad especifica de
2.5 Ci/nM a (3004Ci/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
posihle la radiactividad de fondo.

Nuevamente se lavaron en &cido triclorodcetico y en amor-
tiguador de fosfatos hasta la eliminacidn del fijador, mds tarde -
las raices fueron osmificadas con tetradxido de osmio al 2% disuel-
to en el mismo amortiguador durante 90 min.

Se deshidrataron con alcoholes graduales de 70%, 80%, 90%,
y alcoho! absoluto, haciendo cambios cada 20 min., los meristemos -
se colocaron en 6xido de propiieno realizando cambios con duracién
de 15 min., cada uno.

Las ralces se dejaron por 24 horas a temperatura ambiente
en una mezcla que contenfa 50% de Epon 812 y 50% de &xido de propi-
leno, al término de esto se destaparon los frascos que contenfan la
mezcla para lograr la completa evaporacidn del 8xido.

Finalmente se incluyeron en Epon 812 de dureza media y se
pol imerizaron en una estufa a 60°C durante 24 horas, se realizaron-
cortes semifinos de lym de espesor, para esto se utilizd un ultra--
microtomo de la casa Sorvall; los cortes fueron adheridos a los -

portaobjetos por medio de calor.

AUTORRADI OGRAF 1A,

Para la obtencion de los autorradigramas se utilizdé una -
emulsidn autorradiografica I iford Lh preparada con 24 horas de an--
ticipacidn a su uso, como se explica a continuacidn:

Trabajando en la cdmara obscura se dejo la emulsién duran
te 30 min. a temperatura ambijente, Posteriormente se realizd la -
dilucidn en agua en una proporcidén de 3:1, se mantuvo durante | hora
a bafio Maria a una temperatura de 40°C, agitéandola cada 15 min. (La-
rra y Droz, 1970; Jacob, 1971), la emulsidn dilufda se dejé a una -~

temperatura de 4°C durante 24 horas.



La emuisidn nuevamente fué llevada a la cdmara obscura y
mantenida a bafioc Maria a una temperatura de L40°C, la laminilla se -
cubrid por Inmersidn, se dejaron secar y se guardaron en cajas ne--
gras durante un mes a 4°C,

Los autorradiogramas se revelaron utllizando el reactivo
para pelfcula Kodak D 19, se dejaron secar a la temperatura am--
biente; se colorearon con azul de toluidina al 1% durante 4 min.,
en bafio Maria, evitando de esta forma el enmascaramlento de los -
grinulos de plata con los posibles precipitados del colorante.

Las micrografias se tomaron utilizando un microscopio de
la casa Carl Zeiss y una pelfcula Plus X. Para estandarizar todos
los procedimientos se utilizd siempre e! objetivo 100 X, un aumento
intermedio de 2X vy un proyector 3,2 X, para los negativos se usd
revelador HC-110.

La amplificacidn de las fotos fué siempre de 5.1 y se ob-
tuvo un aumento final conctante de 3296 X. En estas amplificacio-
nes se midleron las 8reas nucleares, nucleolares y citoplasmaticas
utilizando planimetria. Se contaron los grdnulos de plata en cada

uno de los compartimiento% mencionados.

VOLUMEN NUCLEAR Y NUCLEOLAR.

Otras laminillas con cortes de meristemos de rafz fueron
tefiidas con azul de toluidina para determinar el volumen nuclear y
nucleolar.

Los parametros medidos son los siguientes: difmetro ma-
yor nuclear, didmetro menor nuclear ( Determinacidn del vollmen -
nuclear); didmetro mayor nucleolar, diametro menor nucleolar (de-
terminacién del voldmen 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 aumento intermedio 2X.

DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE CROMATINA EN NUCLEOS

APLASTADOS POR MED!O DE LA TECNICA DE FEULGEN,

Los meristemos de raiz -de cebolla se colocaron en acido
acético al 20 % durante 20 min., se lavaron en agua destilada, pa-

ra posteriormente realizar un aplastamiento con cada meristemo.



Fué utilizado hielo seco para separar el cubreobletos, el tejido ya
extendido cs fijado por medio de calor al portachjetos.

Las laminillas se colocaron en una caja coplin con HCI, -
al 5 N a temperatura ambiente durante ! hora, se enjuagaron con -
agua destilada para después tratarlos con el reactivo de Schiff du-
rante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente se lavaron 3 ve--
ces con una mezcla que contiene : 2.5 ml. de metabisulfito de sodio
al 10 % , 2.5 ml, de HCl al 1 N y 45 ml. de agua destilada, se pre-
para § min. antes de sacar las laminillas.

Se fotografiaron nicleos con uno y dos nucleolos, para -
esto se utilizé un microscopio de la casa Carl Zeiss y una pelicula
Technical-Pan, un objetivo 100 X, un proyector 8% y un filtro verde
el revelador utilizado fué Kodak D 19,

Para determinar la cantidad de cromatina en cada nicleo
lcs negativos se colocarcon en un densitémetro Ortec 4310 ( del Le-
partamento de Flsica de la Facultad de Ciencias }, se utlizé una -~
cufla. de grises para calibrar el fondo del negativo procurando que
este cruce en su totalidad al ndcleo.

A las graficas de porcentaje de trasmitancia obtenidas -
de cada medicidn se les determind el 4rea bajo la curva por medio -
de planimetrTa.

Finalmente los resultados obtenidos de todos los pard- -
metros medidos fueron analizados estadisticamente calculando el va-
lor promedio, varianza y desviacion estadfstica,lse evaluaron las
diferencias en pares de grupos mediante la prueba de ''t'' de Student
y la de Mann-Whitney para muestras pequefias.

En todos los casos se utilizaron programas desarrollados
en el laboratorio de Microscopfa Electrénica de la Facultad de Cien

cias de la U. N. A, M. por el Qr. G. H. Vazquez Nin.



RESULTADOS

MORFOLOG (A

Apreciaciones visuales realizadas sobre cortes de meris-
temos de raiz de cebolla despué€s de haberlos tefido con azul de to-
luidina nos permitid obtener 1o0s -siguientes resul tados.

Los nicleos son aproximadamente redondeados, algunos pre-
sentan uno o dos nuclecolos y eventualmente tres, cn aquellos que -
contienen un s8lo nucleolo, este toma una posicién central, en muy -
rara ocasion se puede encontrar en la periferia, en el“casb de los -
ndcleos con dos nucleclos, la posicién de estos parece simé€trica,
pero este punto no estd suficientemente estudiado.

El estudio morfolégico de autorradiogramas nos muestra -
que despuds de un mes de exposicidn, las células de meristemos de -
rafz sometidos a pulsos de 30 y 60 min. de uridina tritiada, mostra-
ron incorporacién del material radlactivo.

En los resultados obtenidos se pudo observar una densidad
de marcaje mayor en el nucleolo que en otros compartimientos celula-
res ( ver tabla 1y 2),

En los autorradiogramas de las células interfisicas con -
los distintos tiempos de incorporacidn, se realizd una cuantificacion
de la densidad de grénulos depositados en las diferentes zonas celu-
lares. Los datos obtenidos de 30 y 60 min. de incorporacién fueron
procesados estadisticamente por separado, para posteriormente compa-
rar los resultados de cada &rea respectivamente.

As{ al comparar las zonas extranucleolares de ndcleos con
uno y dos nucleolos se encontrd que no hay una diferencia signifi--
cativa en la densidad de marcado ( p > 0.05 ) (ver tabla 1y 2 ).

Al comparar la densidad de marcado en las zonas nucleola-
res de nicleos con uno y dos nucleolos, la incorporacidn del precur-
sor fué similar en ambos, no presentandose una diferencia significa-
tiva ( p=>0.05 ), los mismos resultados fueron obtenidos al comparar
las dreas citoplasmiticas { tabla | y 2; foto | ).

Fué determinado el voldmen nuclear de aquellas células con
uno y dos nucleolos, los resultados de ambos grupos fueron comparados

por medio de la prueba de '"t'' de Student, los resultados asi obtenidos



no mostyaron ninguna diferencia significativa en los volumenes -
(p>0.05) (ver tabla 3).

El voldmen nucleclar total en nicleos con uno y dos nucleo-
los se determind de la misma forma que el volimen nucleolar, los -
respltadgs ohtenidag mpstraron una diferencita skgnificativa {p£0.05)
siendo mayor en aquellos nficleos con dos nucleolos ( ver tabla 3 ),

Las preparaciones utilizadas para la determinacidn de la-
cantidad de cromatina en los ndclecs de la células meristemdticas de
rafz tefidas con la técnica de Feulgen, fueron observadas en el mi-
croscopio G6ptico, se pudo deLerminar que la cromatina nuclear se en-
contraba tefiida de un color pirpura, y el area nucleolar permanecia
destefida ( foto 2 ).

Cuando se obtuvieron tas graficas de porcentaje de trasmi-
tancia de niicleos con unc y dos nucleolos se determiné el drea bajo -
la curva y se procesaron estadfsticamente los resultados obtenidos de
cada grupo fueron comparados, no se encontrd ninguna diferencia en la
cantidad de ADN ( p > 0.05 ) ( ver tabla 4 ),



Tabla 1.- Comparacibn entre la densidad de marcado en
células de AfLLium cepa con 30 min. de incu=-

bacién con uridina tritiada,

ZONA EXTRANUCLEAR DEL NUCLEO.

NUCLEO
Y )
Nicleos con X des N e
un nucleolo 11.16 6.2 19 N
N 0.67
Gcleos con .
dos nucleolos 14,27 8.89 2
NUCLEOLO
X des N "
Nidcleos con
.un nucleolo 12.84 5.56 19 0.097 "
Nic leos con
dos nucleolos 13.17 7.25 b
CITOPLASMA
X des N Hett
Nicleos con
un nucleolo 6.19 2.95 19 -
0.14
Nicleos con
dos nucleolos 5.55 3.54 2

LAS UNIDADES EN QUE SE EXPRESAN ESTAS TABLAS ES NU-
MERO DE GRANULOS POR UNIDAD DE AREA.



Tabla 2.- Comparacidn entre la densidad de marcado en
células de ALLLum cepa con 60 min. de incu-

bacidn con uridina tritiada.

ZONA EXTRANUCLEAR DEL NUCLEO.

NUCLEO.
X des N tigh
Nicleos con
un nucleolo 15.85 3.73 34 13 "
Nicleos con
dos nucleolos 12.8 2.31 3
NUCLEOLO
X des N Mgt
Nicleos con
un nucleolo 24.5 11.49 34 0.7k
Ndcleos con
dos nucleolos 20.82 7.47 6
CITOPLASMA
‘ X des N e
Ndcleos con
I -
un nucleolo 15.6{ 1.6 32 0.27
Ndcleos con R
dos nucleolos 13.69 9.87 3

LAS UNIDADES EN QUE SE EXPRESAN ESTAS TABLAS ES NUMERO
DE GRANULOS POR UNIDAD DE AREA.
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Tabla 3.- Comparacifn del voldmen nuclear y nucleolar con
células con uno y dos nucleolos de células meris-

temiticas de rafz de ALLium cepa.

VOLUMEN NUCLEAR

X des N b
Ndcleos con
un nucleolo  507.0  257.8 485 19 "
Ndcleos con
~dos nucleolos 533.16 201.0 198

VOLUMEN NUCLEOLAR

X des N et
Ndcleos con
un nucleolo 14,23 7.0 322 L5 +
Ndcleos con
dos nucteolos 20.57 9.0 116

LAS UNIDADES EN QUE SE EXPRESAN ESTAS TABLAS ES EN
MICRAS CUBICAS,
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Tabla 4.- Determinacidn de la cantidad de cromatina
de nlcleos con uno y dos nucleolos por me-

‘dio de la técnica de Feulgen y densitome-

tria.
CANTIDAD DE CROMATINA.
X des N g
Nicleos con
un nucleclo 10.15 3.83 17 0.45 "
Ndcleos con
dos nucleolos 9.48 4,48 17

LAS UNIDADES EN QUE SE EXPRESAN ESTAS TABLAS SON
UNIDADES ARBITRARIAS,
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Fig. 1.- Micrografia optica de células meristemdticas
de rafz de cebolla en interfase, incubadas con uridi-
na H3 durante 30 min., nidcleo (Nu), nucleolo {(nu}, -

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

Fig., 2.~ Micrografia Optica de células meristemdticas
de raflz de cebolla, tratadas con la técnica de Feulgen

Cromatina (Cr) y nucleolo (nu).



DIESCUSTON,

El presente estudio a nivel de microscopla éptica en cé-
lulas interfdsicas de meristemos de rafz de ALLum cepa  nos ha -
permitido establecer ciertas caracterfsticas en la morfologia, asf
como en su actividad metabdlica y su contenido de ADN.

La determinacidn del voldmen nuclear no demostrd di feren
cia alguna en los grupos de nifcleos con uno y dos nucleolos.

Las diferencias encontradas en la determinaci6n del vo-
ldmen nucleolar en. las células con uno y dos nucleolos, se ha in- -
terpretado como una diferencia en su actividad metabSlica en la -
sfntesis de ARN prerribosomal. Esto pudo ser comprobado cuando las
cdlulas mer!steméticas fueron incubadas durante 30 y 60 min. con -
uridina tritiada, que es un precursor especifico del ARN, en ambos
tiempos de incubacidn se pudo determinar que de los compartimientos
celulares, el que presentd un mayor marcaje era.el nucleolo, 1o cual
coincide con lo observado en los trabajos de Delseny 1980/81; Fakan
1981; V&zquez Nin 1983. Al comparar el andlisis cuantitativo del -
marcaje en células con uno y dos nucleolos se pudo determinar que la
actividad de la sintesis por unidad de volimen es la misma. Como -
las células con dos o mids nucleolos tienen un voldmen nucleolar ma--
yor que ios que tienen sélo uno, se deduce que aqueilos sintetizan -
mds ARN prerribosomal que 8stos. Estos resultados también han sido
reportados en otros sistemas celulares en las que se ha tratédo de -
establecer una relacién entre el tamafio del nucleolo y la sintesis
de ARN, asT podemos mencionar los trabajos clisicos de MacCarty y -
col (1936), Edstron (1951) y otros donde se comparan datos morfomé-
tricos y autorradiogr&ficos ( 46,47), asT como resultados estereolé-
gicos y fisioldglicos (48, 49),

Se ha determinado que después de que se realiza la sinte-
sis de ARN, es transportado al citoplasma donde es traducido en pro-
tefnas { 12, 15 ).

Nosotros esperdbamos encontrar una mayor densidad de mar-

caje en el citoplasma de aquellas células con nucleolos de mayor vo-
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lumen ya que estos han demostrado que tienen mds cantidades de sinte-
sis de ARN, pero al comparar las dreas citoplasmaticas de células con
uno y dos nucleclos no se encontrd diferencia alguna. Esto podria -
cxplicarse de la manera siguiente: la densidad de marcaje es simi-
lar porque el volumen citoplasmitico de las células con dos nucleolos
sean mayor que los de un s6lo nucleolo o bien que parte de la sinte-
sis de ARN estd siendo almacenado en el nicleo por algun mecanismo de
la propia célula y es por esto que no se aprecia diferencia alguna en
la densidad de marcaje en el citoplasma. '

Durante la década de los cuarenta se llevaron a cabo mu- -
chos estudios citoquimicos sobre los Acidos nucleicos nucleolares y
citoplasmiticos, los que permitieron llegar a conocimientos tan im=- =
portantes como la constancia del ADN por nicleo y la relacién del ARN
con la sintesis de protefnas ( 14 ). '

Por medio de la técnica de Feulgen se ha permitido deter-
minar la cantidad de ADN en diferentes tipos celulares, en las célu-
las mer istemSticas interf§sicas de AL{wn cepa la cantidad de ADN no
presentd alguna diferencia significativa en aquellas células con uno
y dos nucleolos. Hasta el momento no se ha podido establecer una -~
relacién directa entre el volumen nuclear observado y la cantidad de
ADN en &stos, se ha observado que a menudo los niicleos de diferentes
tejidos varfan ampliamente en el volumen, pero conservan una cantidad
constante de ADN ( & ploidia ). Se ha observado que en la transfor-
macidn de neuroblastos bipolares a neuroblastos multipolares es acom-
pafiado por una descompactacién de la cromatina, como un pequefio aumen
to en el volumen nuclear y en el aumento total de partfculas RNP, Se
puede pensar que esta descompactacién observada en la cromatina sea -
el inicio para que se desencadenen una serie de procesos que aumenten
el volumen nuclear ( hQI). .

" Varios trabajos se han realizado para tratar de determinar
‘los lugares o sitios donde se lleva a cabo la sintesis de ARN en la

célula, para esto se han desarrollado técnicas citoquimicas y autorra-
diograficas, la técnica de tincién de plata amoniacal impregna Unica-
mente a |os organizadores nucleolares activos. Con esta técnica se ha
determinado que la transcripcién‘tiene lugar en los centros fibrilares

que cont{enen ADNr en el nucleolo. Se ha observado que con esta técnica
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el ndmero de centros fibrilares se incrementa cuando la actividad ce-
lular aumenta ( 17, 21, 24, 34, 43 ).

Con base en esto y de acuerdo a nuestros resultados sobre
la constancia en la densidad de marcaje, en el ploidisme asi como en
la variacidn del volumen nucleolar, nos indican una mayor actividad -
metab8lica en las células que contienen un mayor volumen nucleolar y
este aumento en la transcripci6n del ARN prerribosomal se debe proba-
blemente a las variaciones fisioldgicas de activaci6n de estos cen-
tros fibrilares existentes en el juego diploide normal de ‘los cromo--

somas.
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CONCLUSIONES
Nicleos de células meristemiticas de Al&iwn cepa  con
uno y dos nucleolos tienen iqgual cantidad de ADN,
En ALLium cepa fa actividad de sintesi~ de ARN pre-
rribosomal es mayor en célutas con mayor vnlumen nucleolar

debido a una mayor actividad del organizador nucleniar,

La sintesis de ARN prerribosomal en ALLium cepa es

independiente del ploidismo,
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