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l:NTRODUCCl:ON 

~ el Lduuratorio de Microscopta Electrónica de la Facultad 
de Ciencias de la U.N.A.M., se realiza investigaci6n sobre el 
núcleo celular en inter"fC\:::.e desde hace apr"oximadamente 7 años, 
romo continuación de un grupo de trabajo que se dedjc~ al tema 
desde 1970. Fn partirul~r . se a~ali7~n aspectos ~orfométricos de 
la CrOnl..,I..HId. y de las particülas ¡·ibot,l...lcll;;ooproteicas del periodo 
i nterf • ..;, i co. De est a maner a se han slH3er· i do rl)ecan i smos 
funcionales en los procesos transcripcionales y 
nnstranscripcionale5 . 

El laborator";o , sin ellluargo \ no cuerlta con la metodologfa 
moder · ~~ S~ ~A estuuio del nucl~olo, que es la estructura 
ribonucleoproteica mls conspicua del nctcleo interfAsico. Debido 
ésto, se obtuvo colaboración de parte del Baylor College 04 
I'ledicine par"a r-eal"izar- la presente tesis sobre aspectos 
nucleolares de actualidad. 

E n e lt c a r" ion t e s, e 1 n u c 1 éo loe s e 1 s i t i o d e s f n t e s i s y 
procesamiento del precursor ribos6mico pre-rRNA 458 y del 
ensamblaje de ribosomas. AdemAs, es un indicador preciso de 
estados patológicos determinados. Por ejemplo, en células 
cancerosas es pleomórfico y de may or volumen respecto de células 
normales. En enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso 
sistémico. la artritIS reumatoirle I el escleroderma, varios 
componentes nucleolares son antfgenos reconocidos por 
autoanticuerpos producidos durante el desarrollo de estas 
e nf er flH?d ades. 

En el Departamento de Farmacolugía del Bay lor College of 
Medicine, en el Centro Médico de Te xas. en Houston, E.U.A., se 
utiliza al nucléolo como objeto de estudio, con base en la 
hipótesis de trabajO de que hay diferencias moleculares 
nucleolares entre células en crecimiento normal y células 
cancer osas o en otros estados patológicos como algunas 
enfermedades autoinmunes. 

Par-a llevar a cG!bo lo anterior· osea . l)~a al nucléolo 
integralmente, desde los mecanismos que controlan la expresi6n 
genét i ca hasta la ide n tIficacIón de leSIones moleculares causadas 
por r~~cinógenos, a travéS de un enfoque que combina técnIcas 
bioqu i llllcas v moleculares moder·nas. como las técnicas de 
producción de anticuerpos monoclonales mediante t.ibridomas 
y el uso de t~cnicas de DNA recombinante. Asf, se han logrado 
individualizar algunos de los mecanismos involucrados en el 
control del ciclo celular y en la expresión genética en células 
normales y cancerosas. De especial interés son algunas prote{nas 
especi ' lcas, como los anti~~nos nucleares de proliferación celular 
(PCNA), fosfo~rot~:l,as nucleolares y enzimas involucradas en la 
estructura del DNA nucl~olar (topoisomeras !). También se 
estudian las caracteristicas bioqu I,u lcas y funcionales de tales 
pt~c" .. "~ lIas, asf como la estr"uctur"a '1 función de sus genes. 

El objetivo ~eneral de este qrupo de investigación es 
intentar conocer los mecanismos por los cuales las c.lulas 
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eucariontes regulan la producción de ribcsnma~,asf como 
aquellos pcr los C(J~ l e 5 e l nucléolo se t ~ anstorma, 

convirti~ndose en un indicador de malignidad y proliferación 
celular. 

Desde el punto de vista biom~dico, ese c onocimiento permitirfa, 
en un futuro, el desarr0110 de tecnologia encaminada a la 
inmunodiagnosis temprana y a la quimioterapia dirigida a 
segmentos especfficos de moléculas involucradas en las 
enfermedades mencionadas anteriormente. 

La presente tesis se llevó a cabo in t egrando prin~ipalmente 
la metodologfa ultraestructural y la moíecular. Concretamente, se 
implementó y adaptó la t~cnica de hibridación molecular in situ 
para la localización de genes cuyo producto primario de 
transcripción es nucleolar (DNA ribosómico [rDNAJ y genes cuya 
secuencia contiene la información para el U3snRNA); se analizó la 
distribución de rDNA durante l~ mitosis y en relación con 
proteinas nucleolares especificas; y se analizó la distribución 
de estos mismos elementos en c~lulas tratadas con actinomicina D, 
es decir, sin actividad transcripcional nucleolar. 

El titulo de la tesis hace referencia a la distribución de 
genes nuclpolares durante la interfase y la mitosis y su relación 
con proteitja~ nucl~olares especificas que pudieran tener una 
acción determinante en la regulación de esos genes. De esta 
forma, el anllisis morfológico podrfa indicar los momentos del 
ciclo celular en los que la asociación de esas prote~as con el 
rDNA es determinante en la activación e inactivación de los genes 

Este trabajo representa" una contribución morfológica molecular 
al estudio de los factores que pudieran estar involucrados en la 
regulación de la expresión genética en eucariontes. 



RESUMEN 

En este trabajo se estudió 1) la distribución de DNA 
ribosómico (rDNA) y de algunas protefnas nucleolares durant~ la 
mitosis, 2) la distribución de esos elementos en células tratadas 
con dosis altas de actinomiciná D (acl D) durante tiempos 
prolongados y 3) la distribución del gene U3snRNA en interfase. 

1) Con el objeto de intent r d mostrar asociaciones 
especfficas entre rDNA y prot fnas nucleolares, se analizó la 
distribución de genes ribosómicos durante la interfase y la 
mitosis, en especial durante la nucleologénesis, mediante el uso 
de una técnica en la que se establecieron las condiciones 
óptimas para la hibridación molecular in situ y la preservación 
~e la morfologfa celular. Adem s, a nivel de microscop(a de luz 
se relacionó la localización de rDNA con la distribución de las 
protefnas nucleolares especfficas fibrilarina, RNA polimerasa 1 
(RNA polI) y la(s) protefna(s) responsable(s) de la tinción de 
plata para el organizador nucleolar (protefnas Ag-NOR), mediante 
inmunofluorescencia y tinción Ag- OR. Estos resultados se 
compararon posteriormente con la di tribución de RNA ribosómico 
(rRNA), usando la técnica de azul de toluidina lcohólico-~cido. 

En interfase, las protefnas nucl olares se localizan en todo 
el nucléolo, en tanto que el rDNA s observa en un ~re 

restringida dentro del mismo. En profase, las protelnas 
nucleolares tienden a disminuir en cantidad y a quedar 
distribuidas en zonas similares a las que pr sentan rDNA. 
Durante la metafase y anafase, se observa que aproximadamente la" 
mitad de los sitio para rDNA (3 de los 6 NORs que se detectan 
en la rata mediante hibridacion in situ) se tiñen con plata y 
presentan RNA poI l. Debido a ésto, se concluye que la 
hibridacibn in situ detecta todos los NORs, mientras que la 
tinción-Ag y la inmunofluorescencia para RNA poI l sólo detectan 
NORs -activos·. En telofase, el rDNA y las protelnas nucleolares 
constituyen un juego de cuerpos prenucl oIares (PNB.) que aqul 
se denominan cuerpos prenucleolare -región d 1 organizador 
nucleolar (NOR-PNBs) puesto que representa~ el sitio real de 
formación del nucléolo. Otros PNBs numero~os son de tamaño m~s 
pequeño y no contienen cantidades detectables de rnNA ni de RNA 
poI l. Se concluye que la reconstrucción del nucl6010 tiene su 
origen en sitios especlficos de telotase, i.e. NOR-PNBs, los 
cuales contienen la mayorfa, o todo, el rDNA y la RNA poi l. De 
hecho, estos sitios corresponden a los NORs y dan lugar a 
nucléolos interf~sicos. 

2~ Para conocer si alguno de los elementos del nucléolo 
inactivado experimentalmente, contiene los mismos componentes 
moleculares que los NOR-PNBs y representa la maquinaria 
transcripcional b~sica, se utilizó act D. 

El tratamiento de células PtKa con 1.0 vg/ml de act D durante 
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24 h, promovió la formaci6n de células interflsicas con 2 cuerpos 
nucleares redondos y cercanos entre sf, analizables con 
microscopia de contraste de fases. La tinciOn Ag-NOR en estas 
células demostró el origen nucleolar de esos cuerpos. Uno se tiRó 
muy densamente y el otro mostró sólo un punto central con un halo 
claro alrededor. Este dltimo se llamó "tiro al blanco· 

La inmunofluorescencia en estas células, con anticuerpos contra 
las protelnas fibrilarina y RNA polI, seguida con tinción Ag-NOR 
sobre las mismas células, mostró que la fibrilarina estaba 
presente principalmente en el cuerpo denso te~ido con Ag y en 
cantidades menores en el "tiro al blanco". La RNA pOI estaba 
presente en pequeRas cantidades sólo en el cuerpo denso. 

Mediante mic~oscopfa electrónica (ME), tinción-Ag para ME e 
inmunomicroscopla electrónica, los dos cuerpos pueden ser 
distinguidos. Uno aparece como una masa fibrogranular redonda ! 
densa, te~ida muy intensamente con plata y conteniendo la mayorfa 
de la fibrilarina y toda la RNA poI l. El otro cuerpo también es 
redondo y contiene un cuerpo central peque~o que se tiRe con Ag y 
contiene fibrilarina. La técnica de hibridación molecular in 
situ , utilizando un fragmento de DNA clonado, demostró que el 
cuerpo denso que contiene fibrilarina y RNA polI, tambien 
contiene al rDNA. 

Por lo anterior se concluye que la act D separa la maquinaria 
de transcripción nucleolar, la cual consiste de rDNA y protelnas 
asociadas, del resto de los componentes nucleolares. Como las 
células PtK~ tienen sólo un NOR cromosómico, el cuerpo denso de 
células tratadas con la droga puede ser una estructura 
interfasica de tipo NOR. 

3) Para determinar si la mayorfa de los genes cuyo producto de 
transcripción es nucleolar, se localizan en un mismo 
compartimiento celular, se ha examinado la distribución de los 
genes para los U3snRNA y rRNA 5S, por medio de hibridación 
molecular in si tu sobre c~lulas interflsicas, usando fragmentos 
biotinados de DNAs clonados. 

El uso de un fragmento de DNA Hin! 1, que inclufa las regiones 
"upstream", codificante y "downstream" del gene humano U3snRNA, 
mostró la seRal de hibridación en asociación con los nucl~olos~ 
en c~lulas HeLa y PtK~. La digestión previa con DNasa, pero no 
con RNasa, eliminó la marca. 

Debido a que el fragmento Hin! 1 puede hibridizar 
potencialmente con el U3snRNA, asl como con su DNA, se construyó 
una sonda que inclula la región flanqueadora "upstream" que sólo 
podrla hibridizar con el DNA. Esta sonda sOlo prodUjO seRal en 
nucléolos interflsicos y se eliminó con DNasa pero no con RNasa. 

Finalmente, se construyó una sonda biotinada de U3snRNA y la 
marca se encontró en el nucléolo. 

Los resultados sugieren que, a nivel de microscopfa de luz, 
los genes para el U3snRNA estln asociados estrechamente con el 
nucléolo interflsico. La hibridación in situ en nucléolos 
aislados, confirmaron lo antedi~ho. 

Se obtuvieron resultados similares con una sonda que de tectaba 



Jos genes para el 5S rRNA. La sonda inclula la regiOn 
codificante. 

Quiz. es una caracterfstica com~n que los genes esenciales 
para la función nucleolar est~n yuxtapuestos en regiones del 
nucleoplasma muy cercanas al nucléolo. No se conoce si estos 
genes estln dentro, rodeando o solo asociados con el nucléolo. 

Se concluye que los PNBs no contienen rDNA, que de los 
elementos nucleolares s610 la RNA poI 1 y el rDNA se mantienen 
asociados en estados de inactividad nucleolar total y que el 
gene U3snRNA estl asociado con el nucléolo. Los resultados 
sugieren que la reconstrucción nucleolar ocurre a partir de 
los "NOR-PNBs" , que la diferencia entre el ndmero de NORs y 
centros fibrilares (Fes) en una misma especie se debe a que no 
todos los Fcs contienen rDNA , y que puede haber una 
coexistencia espacial de elementos genéticos cuyo producto de 
transcripción es nucleolar. 
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Desc:ubr"imier.to «el nuc:l.eolo. 

John R. Baker ha sugerido que quiz. fu. M.D. Roffredi en 1775 
quien primero public:6 ilustrac:iones del nucléolo, pues este autor 
sefialó la presenc:ia de "manc:has" dentro de algunos de los n~cleos 
de los ovoc:itos de Rhabditis (4,S) (el tirmino n~cleo, sin 
embargo, no fué introducido en la terminología cel ular hasta 1831 
por Robert Brown (IS), aunque Leuwenhoek [sic] sf los observó 
desde 1770 (86». 

A pesar de lo anterior, generalmente se atribuye a Felic:e 
Fontana el desc:ubrimiento del nuc:léolo en 1781, al estudiar los 
ndc:leos de las C:'lulas epiteliales de recubrimiento de la pared 
c:orporal de las anguilas (4). El desc:ribió al nuc14010 como 
••• l/un corps oviforme, pourvu d' une ta.che en son 'Ni 1 ¡ev... ("un 
c:uerpo oviforme (el n6c:leo], con una manc:ha [el nucléolo] en su 
c:entro ... ") (SO) (F19ura 1.). 

1.0 . 

al , . , e . 

Figura l . Prim~ra ilustración del nucleolo,debida a Fe
lice Fontana en 1781. El nucléolo es la mancha oscura 
mas interna en a; corresponde a una célula epidérmica 
de anguila; e es un eritrocito también de anguila (tom~ 
do de Schwarzacher y Wachtler, 1983). 

La presencia del nucl~olo en los ndcleos de las c~lula5 se f ué 
haciendo una observaci6n comdn durante los afios que siguieron a 
177S. Se asignaron varios nombres al nuc16010. El t~rmino 
nucléolo (diminutivo de n&cleo, del latln nucl.us, nux, que 
significa nuez, almendra o m~dula), fu~ introducido por Valentin 



desde 1836 (106). Posteriormente~ Schleiden y Schwann en 1838 le 
11 amar on "I<er nc hen" y "Ker' nl~dr'per'chen" r'espec ti vamente (106), 
aunque esos nombres no perduraron. 

Primer'a,? obser'vaciones sobr'e la es1;ructur·a. composiciá.n y 
compor·tamiento del nucleolo en el ciclo celular'. 

Fen6menos tales como la "desaparición u del nucl~olo en c~lulas 
en divisi6n~ fueron observados por primera en vez en 1849 por 
De Quatrefage en c.lulas meióticas del gusano 7eredo (36). 
Leydig en 1852 describió a su vez las "vacuolas N dentro del 
nucl~olo de 6vulos de Synapta digitata, iniciando las 
decripciones detalladas del orqanelo (106). 

AI~t) cuando sus r'eportes er·al'l disper·sos y escasos, el nucl~olo 
fué reconocido como una estructur~ celular regular dentro del 
ndcleo, mucho antes de que Montgomery en 1898 hiciera la primera 
gran revisión del tema (106). 

En su revisión, Montgomerj recopila información sobre la 
descripción cualitativa y cuantitativa de nucliolos en una gran 
cantidad de especies animales j vegetales. Menciona que para 
entonces, se habian descrito movimientos nucleolares y variaciones 
de tamaño dur'antE' el ciclo celular. También se habian hecho 
descr'ipcion~9 detalladas de la desapar' ici6n dEll nucl~olo, como la 
que realiz6 Hertwig en 1878, donde señala que el nucléolo se 
disgrega en componentes largos y delgados y en compon~ntes 
granulares dllrante la profase de Asteracanthiun. Por otro lado, 
Flemming habia postulado en 1882 que el nut:l..eolo no estaba 
rodeado por una membrana. El habia supuesto que las vacuolas del 
nucléolo estaban llenas con alg~n lfquido y demostrado que la 
sustancia nucleolar' era difer'ente de la de la cr·omatina. por' su 
parte, Fol en 1883 describió en Ciona intestinalis un nucliolo 
grande y muy refractivo, con un gran ndmero de vacuol~s j cuya 
sustancia deberla ser qufmicamente heterogénea, puesto que se 
teñfa desigualmente con los colorantes utilizados. 

Pfitzer en 1883 describió la asociaciÓn de sustancias 
nucleolares con los cromosomas durante la mitosis. En un intento 
por caracterizar esas s~stancias, Hertwig en 1884 realizó 
tinciones que le permitieron afirm3r que el nucl~olo e~ reposo 
consistfa de una nuclelna intensamente teñible y una paranuclelna 
ten u e , c'-' a n d o s e II s a b a n color' a n t e s par' a n ~ c 1 e o s . 

RabI realizó observaciones en 1885, que indicaban que en la 
profase, el nucl~olo se desvanece gradualmente y toma parte en la 
producci6n de las hebras de cromatina. McMallum en 1895 tambi~n 
describió la asociaci6n de restos nucleolares con los filamentos 
cr·omosómicos. Dos años despuis, Ca.r·no}' y Lebr'un obser'var'on que 
los nucliolos se desarrollaban de esas mismas hebras cromatlnicas 
y que ocasionalmente los nucl~olos se fusionaban. 

En 1887, Schwarz estudi6 la cjtoqulmica d& las plantas y 
estableci6 que el nJcleo constaba de cromatina, pir'enina 
<sustancia nucleolat·), atdipirenina (sustanci¿l de la membr'ana 
celular' ), 1inina ( fibras acrolo.?tica.s) y pélr'anilina (jugo 

7 



8 
nuc 1 ear-) . 

Las investigaciones anteriores permitieron a Mann en 1892, 
proponer que el nucl.olo estarIa compuesto de 1) una membrana 
delgada desteRida, 2) numerosos endonucléolos periféricos, 3) una 
cap a sin e s t r- u c t II r- a , 4) u na c o r-o 11 a d e en d o 1"1" C 1 ~o los y 5) l\ n 
endonucl~010 grande y central. 

Esta primera etapa de investigación del - nucléolo se 
caracterizó principalmente por la descripci6n de su morfologfa y 
de su comportamiento durante la divisi6n celular. 

Establecimiento de la relacibn del nucléolo con los cromosoma~~ 

Los estudios posteriores se centraron en la relación del 
nucl.olo con los cromosomas. Como ya se mencion6, varios autores 
hablan seRalado la asociaci6n de residuos del nucl~010 con 
filamentos de cromatina durante la divisibn de la c~lula. Sin 
embargo, De Mol fu~ quien primero observ6, en 1927, que habla 
correlacibn entre el ndmero m'ximo de nucliolos y el ndmero de 
complementos monoploides er. la planta Hyacinthus oy-ientalis. 
Sugirib tambiin que deberla de haber una relaci6n num~rica entre 
las constricciones secun~arias y los nucl~olos y, aunque encontr6 
esa relación, no le dió importancia (citado en 99). 

La demostración de que los nucl.olos son productos de la 
actividad gen.tica, es decir, se forman por la actividad de 
regiones cromosómicas precisas, ocurrib poco después. 

Emil Heitz en 1930 (67), trabajando con cilulas vegetales y 
utilizando la reaccibn de Feulgen para DNA, seRaló que el 
nucl.olo se originaba durante la telofase, a partir de los 
peddnculos (constricciones secundarias) de los cromosomas 
sat.lites. El ndmero y tamaRo del nucl'olo, dependía del n~mero de 
cromosomas sat.lites. Como las constricciones secundarias no se 
teRlan con la r~acción de Feulgen, él llam6 cromosomas-SAT (sine 
acido thymonucleinico) a aquellos cromosomas co~sat~lites. En su 
articulo original escribi6, uDie Nuklealen entstehen un ter halb 
des 7rabanten am (am, nicht aus!) 7rabantenchromasom ... - ("los 
nucl~olos se forman por debajO de los sat'lites, en (y no a 
partir de) los cromosomas con sat.lites) y que " ... Die Entste 
hung des Nuklealus am ac~romatischen StUck des SAT-Chromosoms 
konnte bei Vicia faba mit Hilfe der Nuklealreaktion ... N 

(" ... la formacibn de los nucl'olos en la pieza acromltica de los 
cromosomas-SAT pudo ser mostrada directamente en Vicia faba por 
medio de la reaccibn nuclear (Feulgen) ... "). 

En 1934, el estudio de las microsporas de tea mays en profase 
meiótica, llevb a B.rbara McClintock al descubrimiento de que no 
es a partir de las constricciones secundarias que el nucl~olo se 
forma en telofase, sino a partir de un cuerpo adyacente al que 
ella denominÓ como cuerpo organizador del nucléolo: R ••• ft is the 
purpose al this paper to fndicate that the nucleolus orlglnates 
not from the stalk or the secDndary constrlction but from an 
arganized bady in the c~rDmDsome directly adjacent ta the stalk 
Df the sa.tell i te". Obser-v6 que en mafz, el cromosoma 6 era el 



por·tador- de ese cHer' po (99). 
En esta misma .poca, McCarty y Haumeder realizaron estudios en 

los que encontraron correlaci6n entre el tamaRo del nucléolo y 
estados patológicos asociados al clncer, es decir, a estados d~ 
proliferaci6n celular anormal. En \934, observaron que el 
nucl~olo de células tumorales era de mucho mayor tamaRo que el de 
c~lulas normale~ y postularon su participación en la función 
proliferativa (98). Actualmente se conoce que el volumen 
nucleolar es indicador de actividad celular; el volumen nucleolar 
total es el parametr-o mor-fológico r-elacionado con la actividad 
transcripcional del nucl~olo (sintesis de pre-rRNA, como se verÁ 
mas adelante) (163a). 

Caracteriza.cinn ci!.Q.Quimica y est ruc tural del nucléolo. 

El papel preciso del nucl6010 en el crecimiento celular fu. 
comprendi~ndose cuando se empezaron a carac terizar sus 
campan ntes qulmicos. En 1940, Casp rsson y Schultz (22) usaron 
t6cnic espectrofoto ~tric s y concluyeron que , tanto 1 
nucl 010 ca o el citoplas a, n ricos n RNA. El i o ño, 
Bt cl t utilizó dig stion s con R obr ovocito d nfibio y 
s ñ ló que, en células con 9r n ctivid d d sint d 
prot tnas, el nu~l 010 I el citopl s r n ricos RNA. La 

nzim limin ba sos ca pon nt ,por lo cu 1 no t Rl n 
po t riorment (11,12). P r 19 0, e p r on e t bl ci6 qu h y 
un r 1 ción dir cta ntr 1 ta ño d 1 nucl 010 y lo niv 1 
de int si d RNA Y prot In (23). Y n 1954, L ttr y Si b 
pudi ron d t ctar fibr d D d 1 nucl 010, utilizando 
la t cnlc d F ulg t) (cit do 

Otro utores, d d ti po ,d cribl n con 
micro copio d luz lo 1 nto truc ur 1 s d 1 nucl ola. En 
1899, Ruzicka ncu ntr cu rpo int n cl s t ñido d n nt 
con pI t cu ndo cambin b 1 tlnción con zul d toluidin 
impr 9n cibn rgéntic nt (cit do n 88). M t rd , 

1 d satrollo d 1 ntic n n urohistol091 , 
po ibilitó t bi n 1 nucl 010. Segun Schw rz ch r 
(145), Caj 1 hizo d scripcion s d tall d d los de 
célul n 1903 y 1910. e j 1 ob ervo, n 

gr nulo int n nt t ñido , 
teñir y r d d ateri 1 po itlvO 1 

H st cu ndo los inv stig dor urugu yo y 
Sot lo (47), utiliz ndo un t'cnic arg ntic 
celul r s, de crib n un tructur n for d 
105 nucl olo~- irlterfaslco . Ellos llamaron nucl sa 

s ructur y la d cribieron soci dios cro o o dur nt la 
mitosis, y reagrupad en los orqaniz dar nucl 01 r n 1 
t lof se. Est bl '1 Sot 10 concluyeron n u tr b jO qu 11 

todo nuclholo verdad tO (F ulq n n 9 tl~O) stA compuesto d do 
part I un de tructura microscbplC ro nt p rc ptlble y 1 otra 
;' OTTl0 9 n a, hallándos aque-lla. en la int rf e e lul r incluId 
en ~sta. La prim r s siempre la m s import nte , por tratarse 
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de Ui7a esf;,--uctura lilaTIJi2i7tGSa., la dEslgi7a.mo5 ilucleoloi7ema. D 
ca.rilionema.; a. la. segunda. la. llRmamo5 pars amorfa ". 

En 1955, Vincent realizó la segunda gran revisión 
bibliogrlfica sobre el nucl~olo, en la que resume la información 
obtenida en la primera mita1 del siglo ~~ (J61J . 

Hasta entonces, se habla establecido la con~tancia del nucl~olo 
en los n~cleos de las c~lulas~ su comportamiento cfclico de 
"desaparicion" j "reaparición" durante la mitosis j sus 
var-iaciones en tamaño y características tintor-eas. El uso de la 
histoqufmica habla permitido reconocer la presencia de lcidos 
nucleicos, protefnas (algunas enzimas), lfpidos y minerales en el 
nucl~olo. Se sab~a que el - nucl~olo se hipertrofia en c~lulas con 
actividad anab6lica y se reduce en c~lulas en actividad 
catabolica. También se habla suger-ido que, debido a que el 
nucl.olo contiene compuestos cuya distribucion es 
predominantemente citopl.smica, deberla estar relacionado 
funcionalmente con las actividades del citoplasma. Asi, el 
nucl.olo se consideraba como parte importante en la actividad 
sint~tica de la c~lula. 

Debido por un lado a la distribución citopl~smica y nucleolar 
del RNA~ y por otro a la semejanza de esta mol~cula con el DNA, 
se pensó que el nucl'olo podrla actuar de alguna manera como 
mediador- entr-e la actividad ger,~tica del m\cleo ., la expr-esión de 
esa actividad en"el citoplasma. 

El primer estudio ul~raestructural del nucl.olo se debe él 

Borysko y Bang en 1951 (7). Aunque ya hablan sido publicados 
trabajOS con el microscopio electronico en donde se seRala la 
pr-esencia rle nllcl~olo erl el t,"lclE"a~ estos autor-es fuer-on los 
primeros en señalar una estructura filamentosa, inmersa en una 
matriz homog~nea y amorfa del nucl~olo. En 1952, Bernhard y col. 
cor" t~obor-ar- on ese tipo de filamentos en el inter"ior- del nl\cl~olo 
(6), Ya para 1963 se conocla que el nucl~olo estaba constiturdo 
por dos estructuras diferentes, es d e cir, los elementos 
fibrilares de 80 a 100 A de espesor y los qrÁnulos de entre 150 y 

200 A de diAmetro. En este aRo, Marinozzi ! Bernhard J usando 
digestiones enzimAticas en cortes ultradelqados para microscopia 
electr6nic ~ J demostraron que ambos componentes nucleolares son de 
naturaleza ribonucleoproteica (96), El mismo afio J Marinozzi 
describe que los granos v fibras ricos en RNA est~n inmersos en 
una matriz proteica (95), Porter en 1954 habia seKalado la 
similitud entre los entonces llamados »gr~nulos de Palade" 
(ribosomas) -y un comporlente gr-anular del nucl~olo, en lo que se 
refiere a su tamaño y composici6n (102). Posteriormente~ Gall y 
S\·,ift encontrar-on lo misr,lo (J02,160). 

El rlesarrollo de la t~cnica ~utorradiogrlfica para 
microscopia electr6nica J después de pulsos ~ortos con RNA 
marcado con tr-itio, llevo a la Callt Ct¿.\·¡}e/ en 1964 J a 
establecer que en meristemos radicales, la slntesis inicial de 



PNA ~n el nucl~olo ocur~Ja en la reqión fibrilar, concretamente 
e n el nucleolo nema (82). En 1965, Granboulan y Granboulan 
en c ont r ar on que la incorpo r ación de RNA marcado ocurrfa primero 
en l a zo na fibril~r del nucltolo y que despu~s migraba a la 
regibn g r anula r (59). 

En 1969 se describe otro componente estructural del nueliol o . 
Recher ~ col. encontraron unos esp~cios de baja contraste 
elect r ónico, formado por una red la xa de fibrillas con un 
d i ~me tr o de 40 a 80 A. Esos espacios fueron llamados centros 
f i bt i l a res (Fes) (130). 

Cc:mpo~iciár:-_mo l e~1I1 -ª" ~' gel nu0.~ lp_Y_E~.,-r.:EtJªci6r1 con_ lE
!2iog _e§i!5! ~el r'it">os Qm a 

E l desar r o llo de t~cnicas bioqul micas y moleculares 
pe rmiti eron establecer una correlación entre l a est r uc tur a , la 
compos i c i mn y la funciO n de los elementos nucleola r es. 

La primera in d icaci6n realmente v Alida de que el nucl~olo 
estaba involucrado en la producci6n del RNA estable de los 
r i bosomas ocut' ri ó en 1959 . Woods v Ta~tlor' usar·o n all to r-t·a n j oqr·afÍa 
c on 3H-citidifla / observar'on que la marca a parecía pr'imero erl e l 
RNA nucleolar y después erl el r·RnA del citop lasT . Es decir', 
habla una mi9raci6n del rRNA del nucl~o10 al citoplasma (citado 
en 102). 

1 1 

P r'r'y y col. er. 1960 y 1961 (123, c:itado en 125) por·tar·on pruebas 
m~s c rt ras sobre este probl • Utilizando irr di ci6n con un 
microtayo de luz ltravlole sobre el nucléolo de c'lulas Hela, 
obs rvaron que no e producian c i do ceras p rtes del RNA 
citopl ico. Edstrom y c:ol. n 1961 c:umul ron, '5 prueb 5 sobre 
el ori en nuel 01 r del r lA (42). Us ron 'c:nieas d 
~ ictodisec:ciOn y d mic:ro lec:tr tor is y ostr on que 1 
COT po ieibn de bas s nittog n dds d 1 R A nucleolar era la mi ro a 
qu I d l RIA citopl~smie~, pe o el dif-Iente de otros RNAs. es 
decir, r rRNA. 

Por otro lado, B-ir'nstLl . col. n J964, dero",tl ron que la 
seeu nel de amino cidos d 1 prot inas nncleoli'lres el'a siroi lar 
- 1 d algun s prot lnas d ribosoro~ (Clt do en 102). 

POf a epoc t rnbjetl s esta 1 ció la xict nei de un 
prec rsol"' T olecul t d 1 rRNA, la 1 rqo que lo r·R lA 18'; I 285. 
Y 1 xist nCla d_ r dundancia dIos qell.s que los 01' igin ban, 
a sf COlO C:H loc lizélcjóYl en los nORs. 

Perl'v E'n 1962 fu~ qltÍ¡:.tl portó evid nejas de la 
un ptec:ur Ot p rtit' dI cll-l 5 oliqinab ti lo 

xi te Icía e 
As 18S y 28'". 

1'1 lan uto'-f diografl I e t ldio r:le sedufI n e ion ) c 1 u 1 as 
tr tada COtl ctinof lcirla D, encorrtt o q le una p e del RNA 
flllC} 01 r- d m t'c do I ~pido. sedil1 nt ba los rR A 
citopl ieo r pesados (124). 

Po t riorl nt ,Seh r real. . pOt ron 1 ricia e na 
rol c:uJ 1 "g , precursor'a del rRUA (pre-rR lA) n c lul s He-L • 
E t pt cur 01' dilO ntab~ en ~~ pro ucla derlv dos de 3~_ 
tRI (143). 
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Weinberg y col. en 1967, usando geles de electroforesis, 

detallaron el proceso de conversi6n del pre-rRNA 455 en los rRNAs 
185 y 285 en nucl~olos aislados (102). Esto se debi6 en gran parte 
al desarrollo de una t.cnica estlndar y rutinaria pAra el 
aislamiento de los r.ucleolos et. 1963 (110), con la cual Busch y 
col. iniciaron una nueva etapa en la investigaci6n nucleolar, que 
abarca el anllisis molecular de este organelo. 

Por otro lado, Granboulan y 5cheerer en 1969 lograron 
finalmente observar las mol~culas precursoras y derivadas del 
pre-rRNA, por medio de microscopIa electr6nica, estableciendo que 
en el procesamiento ocurren cambios de longitud de la cadena de 
RNA (102). 

Otros estudios mostraron posteriormente la redundancia del 
gene para los rRNAs 18S y 285. A trav~s de experimentos de 
hibridaci6n, Chipchase y Birnstiel en 1963, establecieron que del 
total del DNA celular, aproximadamente el 0.3% era rDNA (102). 
McConkey y Hopkins en 1964 encontraron que en c~lulas HeLa se 
presentaban 400 copias del gene para el rRNA 285 y que estas 
secuencias eran ~bundantes en fracciones nucleolares (100,137). 

Br-m-In v Gllrrlon hablan ya est¿;¡blecirlo f"n 1964, qu_e los 
embrionea mutantes anucleolados de Xenopus laevls no producian 
ning~n tipo de rRNA pero si mRNA (14). Rittosa y col. y Birnstiel 
-/ col. en t966 encont3r-ron ademas una cor-r-elaci6r. gt~ande entr-e el 
nl"mer-o rlt=' NORs -/ Ié'<.S st='tllf"ncias de r-DNA, por medio de 
experimentos de hibridaci6n (137.8). 

Tambi~n en 1966, Birnstiel y col. loqraron aislar- el DNA puro 
qll"" prort\'cia los r-RNA 185 :1 28S, a tr-av~s de qradientes de 
dersidad (8). Brown -/ Weber y Birnstiel y col. en 1968 (16,9), 
utilIzando fragmentos de rDNA de diferentes pesos moleculares, 
coloc~ndolos con tRNAs 185 ~ 28S ! detet -minando la hibridaci6n 
de las moléculas, rlewostt -¡HOn qlle l~s secllenr.ias de esos r-RNAs se 
unian a vn DNA- de ciert~ lOtlqitllrl; cll8nno Ils¿:cban fraqmentos fill.l 

cortos, no se untan, peto a cierto t~maRo, amhas rool~cl\)~s s; 
formaban htbr-idos c'on el DNA. Esto llevo a la cOllclllsirltl dE' qlle 
los dos segmentos qen~ticos estaban colocarlos alternadamente t 
que el pr-oducto de ambos estaba contenido ell e:') pt eCllr-;;Qr 455 
pr·e-r·RNA. 

Un año antes, I-<nlqht ,/ Darn;;ll encontraron que erl la subllnidad 
gr' ande del r-ibosoma, se encontraba una rnolecl.Il.< de rRIU\ ne· !5S~ 
unida por puentes de hidr6geno a la mol~cula de) 28S tRNA (80). 
Pero Brm·m . Webet~ erl 1968 dernostr'ar-on qlle el qer.e p'Ha el 53 
rRNA no estaba unido al tDNA en Xenopus (16). 

Pardue y col. en 1973, hablan dernostt-ado l~ pt'esencia de esos 
genes, cu 'o n~mero de copias es de casi 20 000. en los te)órneros 
de los br azos 1 ar'gos de cas i todos los Ct'OTnosornas de 'ú?:Tto ptl 5 , por' 
medio de hibridacior. in <";ltU (J"I), -Por atta lado, Ptensky'/ 
col. en 19~3 ' Coc~burn I col. en 19~6, encontraron que en 
Dict\'osteliurlJ y 5acchaY om}é'=~ .• esos ql?tles 51? loc~liz~barl en el 
espaciador ne la molécula del rDNA (citc:rdo I?II lO?). 

A pI? '5;;:1 I 'fe que l~ cantida!i de rRllA 58 est!;¡ en ptoporción 1:1 
con el rPNA 288 en el t ibosomo:l, se ";;:1 E:'llcotlttado que su sintesis 
n o e;; t ~ c 00 r d í na d a (e I la 'i o lE' n 102). 



I.a v isualizaci6n de los genes ribosamicos con el microscopio 
electrbnico fu~ posible gracias a )~ ticnica de extendidos 
moleculares ideada por Miller y Beatty en 1969 (101). Ellos 
encontr'ar'Ofa que el componente exter' ior del rlllc)eo)o er·a de 
naturaleza granular y que el interior, al ser extendido, estaba 
formado por hebras de DMA altamente repetitivo, con zonas de 
actividad grande, en donde cada unidad repetida estaba separada 
de los genes adyacentes por u~ segmento espaciador inactivo de 
longitud variable. Ados~das a la hebra activa, se encontraban 
hebr'as de RNA for'mando lln gr'éldietlte de longitudes que le corder·ia 
el aspecto de un RarboJ de Navidad". las hebr'as de DNA activas 
estaban a su vez cubiertas por hileras de RNA polimerasa. 

I a arquitectura molecular del gene rDNA comenzó a describirse 
como una serie de unidades repetitivas, en hilera, las cuales 
consistlara de un gene para rRNA y un espaciador no transcrito 
(NTS). C-3c:t-3 qerle de r·DNA consistia de 3 r'egiones tr'anscr' iptibles: 
la de los rRNAs 18S, 28S y 5.8S. Este óltimo rRNA habia sldo 
descub i er·to por' Pene y co l. en 1968, en un ión COII e J rRNA 28S 
(62). Speirs y Birnstiel en 1974, determinaron que el gene para 
5.8S se localizaba entre los segmentos genicos cuya secuencia 
contenla codificada la informacian para la produccian de los 
rRNA s 18S y 28S (153). Busch y Rothblum en 1982 y Hadjiolov en 
1985, realizaron una amplia revisi6n bibliogr1fica del tema rDNA, 
en donde detallan el conocimiento molecular fino del gene y su 
relacion con la biogenesis del ribosoffiél en eu~ariontes (20,61). 

Los resultados de léls investigaciones nucleolares mencionadas 
hasta el élKo de 19~0, hablan sido deta))~rlas por H~rr1s Busch y 
Kar' ''? ) Smet ana en 1 a ter'cer a )' mas amr 1 i él re,' i ~ i o ... de 1 telil~ 118st a 
Ese momento (21). Esta monoqrafla extensa constituye actualmente 
u n e s c r i t o c 1 á s i e o den t r' o dI?) é-< j n ' €' 5 t i q él e i a n del fa U cIé o 1 o • 

Hasta entonces, se habla establecido ya que el nucliolo es el 
sitio rle m"i)'ol' ploc\lIccion de RNA en la celula (del 80 ai 90%) y 
que en 61 se déln los procesos b~sicos de la formaci6n del 
ribosoma; que el ndmero de NORs es caracteristico de cada 
especie; qUE? debido a su difl?rellr:i<'l 1001 fOlógica entre celLdas 
cancerosas y normales, pudiera ser responsable de la producción 
de elementos aliormales que afectan la r' espu€:'sta de las c~lulas a 
estlmulos externos e in~ernos. Tambi~n se hablan localizado 
acti v idarte5 ellzlm'.tica;: CotoO la HAD sintetasa y la RNA'polirner'asa 
en el nucl~olo. Ultrélestructuralmente se conoclan los elementos 
del nucléolo y, desde el punto de vista molecular', se conocla la 
composici6n principal de este organelo. 

De 1970 a l~ fecha, el avance sigue siendo paralelo entre la 
fIlor'foloqia :,1 la cOlflposici6n molecular' del nucleolo, per'o a mayor' 
velocidad con respecto a periOdOS previos debido al uso de 
t~cnicas mode('nas de imounolocalizaci6n IIltr'aestr'uctur'al, 
autorradiografla ultraestructural de alta resolucion, genitica 
molecular y bioqulmica de Acidos nucleicos y proteínas. 

13 

Existen varias revisiones bibliogr~ficas actuales sobre el 
n'\cléolo, tanto de tipo ultraestr'uctur'al (21,4B.54,55,5~.77,102, 
150) como moleculal' (1~,20,21,61,77,102,125), que permiten tener el 
panol ama t' ec ietlte sobt e el tema descr ita en la siquiellte sE'cci6n 



14 

y que se pretende resumir en la Figur. 2. AdemA~. 1~ 
investigación nucleolar actual (",ll nta ("'01" Utl foro 'ie rllscllsión 
internacional a trav~s del European NucleCol)ar Workshop, que se 
celebra en un pais europeo cada 2 aRos y que, la mayoria de las 
veces, resulta en la publicaci6n de una revisi6n conjunta sobre 
el tema, elaborada por especialistas. 

Estado actual. 

El nucl6010 puede ser considerado el componente 
ribonucleoproteico CRNP) mas complejo y ecltamente ot~en c:Hldo en 
eucariontes. Sus constituyentes moleculares est~n distribuidos en 
dominios ultraestructurales bien definidos, en tal forma que 
llevan a cabo secuencialmente los eventos de sintesis y 
procesam i ento de 1 pr'e-rRNA y el ensamb 1 aj e de par' ti cu 1 as 
prerribos6micas (21, 61). Morfol6gicamente, el nucl~olo est¡ 
compuesto de los c~ntros fibrilares (FCs), la regi6n fibrilar 
densa (DFR) y la regibn granular (6) (55). Los FCs son regiones 
tr'anspa'rentes a los electr'ones cuando se obser'van con las 
t~cnicas habituales para microscopia electr6nica, que contienen 
fibras de aproximadamente 50 A de espesor, como los organizadores 
nucleolares (NORs) (74,104). Contienen los genes 

ribos6micos (rDNA 18S, 5.8S, 28S) (1), RNA polimerasa 1 (97,142), 
las protelnas 'del organizador nucleolar teRidas con plata 
(proteinas Ag-NOR) (10,48,57,69,70,151), as! como las protelnas 
nucleolares principales fibrilarina (114), y la fosfoprotelna C23 
(45,151), y representan quiz~ el sitio donde ocurre la 
transcripción muy temprana del pre-rRNA (162). La DFR est¡ 
compuesta de fibras muy abundantes de 40 a 80 A de espesor. 
Tambi~n contiene proteínas Ag - NOR (48,69,151), fibrilarina (jI4) 
y las fosfoprotelnas C23 (45,151) y B23 (151) Y pueden ser el sitió 
donde tiene lugar la ' actividad transcripcional mas abundante y el 
procesamiento temprano del pre-rRNA (61,120). La G es una zona 
de gr~nulos de 150 a 200 A de di¡metro. Es abundante en la 
fosfoprotelna B23 (151) Y productos intermedios del procesamiento 
del precursor pre-rRNA; representa el sitio de procesamiento m~s 
tardlo, maduraci6n y almacenamiento de prerribosomas (69). La 
región fibrogranular (F) o nucleolonema, es una zona donde se 
mezclan las fibras de 40 a 80 A de espesor y 200 a 400 A de 
.longitud, con los grAnulos de 150 a 200 A de diAmetr·o. Su 
distr'ibuci6n es simili'<r' a IR de la pt ·ot.elna tibrilarina en 
c~lulas PtK 2 ( 114). La cromatina perinucleolar · (PNC) no es un 
constituyente nucleolar propiamente dicho. Es tIna cubierta de 
cromatina que rodea al nucltolo y que ocasionalmente penetra en 
~ste, a travis de fibras delgadas que quiz! tienen conexi6n con 
los centros fibrilares (55). Se podrla considerar como un tipo 
especial de cromatina en donde se localizan los genes que 
intervienen en el funcionamiento nucleolar. 
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Prote'lnas nucleolares no 
.~~-==-~~~~~~~ 

De acuerdo con Busch, en el nucl~olo hay mIs de 400 protelnas 
(19) . Gracias al descubrimiento de una t~cnica para el 
aislamiento de nucl.olos (110), Orrick y col. pudieron fraccionar 
este componente nuclear ' y anal izar sus pr·oteinas por medio de 
geles bidimensionales (119). Encontraron que en c~lulas de higado 
normal de rata y en c.luJas del hepatoma de Novi~off, el nucliolo 
contenla 47 protelnas. Dividieron el gel bidimensional en tres 
regiones (A, B, e) y los compor:entes de cada zona fueron numerados 
en ord~n decreciente de movilidad en las dos dimensiones. 

Posterior~ente, Olson y col. determinaron el grado de 
fosforilaci6n de las protelnas nucleolares y encontraron que de 
todas ellas, las protelnas n~mero 23 de las regiones B y e eran 
abundantes y estaban fosforiladas (JI5). Por ~sto, y considerando 
que la fosforil~cibn y desfosforilaci6n se han postl'lado como 
mecanismos de regulacion de la expresi6n gen~tjca (30), Busch y 
col. l~s aislar'on y car'acterizaron bioql.llmicamerlte (17). Otras 
protelnas han sido estudiadas con base en otros criterios, e.g., 
abundancia, ser mol~culas antig'nicas en ciertas enfermedades 
autoinmunes o ser indicadores cuantitativos de estados 
pato16gicos corno el cAncer. Asimismo otras protetnas est'n siendo 
encontradas como componentes esenciales del NOR, por .ejemplo la 
denominada fosfoprotelna ppj35 (126). 

La RNA polimer'asa 1 es un complejO enzimatico que tr-anscl"-ibe 
los qenes en cuya secuencia se encuentra codificada la 
info;maci6n par~ la producci6n de las moliculas precursoras de 
pre-rRNA (t34L Const~ c1e 8 sublJllid~r1es polipeptldicas 
oenomill;;:¡-I..,s St i":l. 58, con pesos moleculares que van de 17.5 a 190 
kDa. las subunidades 54 y 55 tienen actividad de cinasa (J38). 
Cada una posee un sitio de uni6n para ATP (138). Recientemente se 
ha estudiado la 10calizaci6n de esta enzima en c'luJas 
interfAsicas y mit6ticas (97,142~. Scheer y Rose utilizaron un 
antisuero contra la RNA polimerasa 1 de un coneja inmunizado con 
la enzima purificada. Con inmunolocalizaci6n ellos encontraron 
que la enzima se encuentra presente en 105 FCs interf~sicos y en 
los MOR m~t~f~sicos. Estos resultados son notables en el 
sentido de que la transcripcion se postula que ocurre en la DFR 
del nucl~olo. Varios argumentos se pueden discutir. Uno de ellos 
~erla el de que la enzima usada para inmunizar reconoce un estado 
inactivo de la enzima y por eso no reconoce la DFR. Otro es que 
estos resultados estAn de acuerdo con los encontrados 
recientemente sobre la transcripción inicial en los FCs (162). 
Actualmente . no se puede precisar la causa de los resultados 
contradictorios debidos a la aulorradiografla e inmunomicroscopla 
elE::ctronica. 



C23. 

La -fe!ó'foprotelna a_cida C23, n-tr:leol ina o proteína de 100 kDa, 
t? s 1 d pro t e i na ud\ s él ti II n dan t e e n e 1 n II cié o 1 o d e c é 1 u 1 a s e rl 
crecimiento exponencial (76,117). En c'lulas de hepatoma de 
Novilmff alcanza el 9.5% del total de pr-oteinas de este or-ganel"o 
(25). En celll1as normales su pr-opol"-cion :e incrementa 
proporcionalmente con la actividad de transcripcion nucleolar 
(25). Durante la mitosis se asocia a los NOR y a las superficies 
croruos6reicas, de donde se condensa en PNBs y se fusiona con el 
NOR en telefase (53,112). Se localiza en los NOR de cromosomas 
metaf~sicos y en el nucléolo interflsico estl asociada a los FCs 
y a la DFR (Q5,151). Es una de las protelnas Ag-NOR. 

La protelna C23 tiene un peso molecular de 103 kDa y es de 
naturaleza ~cida (punto isoeléctrico, p.I.=5.2) (58). Es 
altA.mer.te fo;;fori l~rta (1.2 moles de fosfoser'ina/mol de C23) (93) 
y metilada (J.3 moles de dimetilarginina [DMAl/mol de C23) 
(89,9 t ) • 

La pr'oteina se une a secuencia.s de r-DMA de hebr-a senci lla, er. 
~lg6n lugar entre el sitio de inicio de la transcripcion y 500 
nuc 1 eot i dos por ele·t ras de ese si ti o, en el espac i ador- t-IO 

transcrito (NTS), en regiones ricas en dAdT (118). Tambi6n se une 
a secuencias de pre-rRNA reci6n sintetizado (72). 

El gene para esta protelna fué clonado recientemente (83,76). 
El producto consta de 713 aminolcidos (aa) que pueden dividirse 
en tres regiones que le confieren capacidad multifuncional. La 
primera region de aa contiene 6 secuencias con residuos no 
polares, seguidas de hileras de aa lcidos. Esta zona es similar a 
la de la protelna HtlG 14 Y podr-{a inter-accionar- con la cr-omatina 
a trav6s de las histonas, posiblemente en la region del NTS. La 
segunda zona, cerca del extremo carbaxilo terminal, contiene 
glicina en abundancia y residuos de arginina dimetilados (N°, N0-
dimetilarginina). Esta regían de la molécula es extendida y es 
similar a regiones de las protelnas de los "splicesomes", por lo 
que se propone que juega un papel importante en la interaccion 
con el RNA. La ter-C'et~a zona se encuentr-a en la parte centr-al de 
la rnol~cula y contiene segmentos alternos de residuos 
hidrofllico~ e hidrof6bicos. 

La pratelna es fosforilada por una proteína cinas~ nucleolar 
de tipo NIl (25). En el n~cleo celular las protelnas nucleares 
san fosf 01'- i 1 adas par' PI' ot e 1 nas c i nasas i ndepend i entes de cAl'lP. 
Hay rlos clases, IR tlI v la NII, que usan caselna como sustrato. 
Las prot@)nas HMG 14, topoisomerasas 1 y 11 Y una subunidad de la 
RNA polimerasa 1 son fosforiladas por la cinasa tipa 11. La 
fasforilaci6n ocurre en las serinas cerca del extremo amino 
ter-minal, que es rico en ex-helict? Los sitios de fosfor-ilaci6n 
son das t~egiones muy acidéls; IIt,a rE'gi6n ocupa los r-esiduos 21 a 
Q9 y la otra las residuos 180 a 221. 

Las pr-otelnéls IIl1cl~ol:3r-es topoisoll.er·~sa 1, RNt, poliroerasa 1 y 
~ C23 per-m:;¡necen asoci~rlas con el r-DNA en la mitosis. 

la pr-ote 1 na C23 se ha ot SE'¡- '/ :'lrlo que puede i Id. j bit' ) ~ 
transcripci6n de rDNA si se desfosforila, pero durante la 
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transcrjpcion esta. fosfor-ilada per-o se degr-ada dur-ante el procese
(25,76). 

Estas caracterlsticas sugieren que la C23 puede intepve~ir en 
la regulacion de l~ conformaci6n de la cromatina nucleolar, 
participar en la especificidad de la RNA polimerasa 1,- controlar
la formaci6n de estructura secundaria de los transcritos 
tem~ranosde rRNA y mantener inactivo el aparato de -
transcripción, hasta que es desfosforilada y f~agm~ntada(25). 

B23. 

La fosfoprotelna ~cida B23 es una de las proteínas nucleolares 
mas abunrlanteos. T j ene" Ufl peso mo 1 eCll i ar- de 37 kDa y un punto 
isoeléctr-ico de 5.1 (30), Se localiza erl la y"e9iOtl qratllLlar- del 
nucléolo en interfase (151). En mitosis, la protelna B23 ~e 
distribuye hacia el nucleoplasma en profase y se asocia con la 
superficie de los cromosomas en met~fas~ y anafase; en telofase 
aparece en los PNBs y se distribuye posteriormente en el nucléolo 
en formati6n (112). 

Su" localizacion en la r-egión gr-anular- del nuch~olo, sugiere 
que puede estar involucrada e~ la sintesis y procesamiento de) 
ribosoma (151). Por otro lado, en células tratadas con 
actinbmicina D O.sus analogos, la proteina B23 transloca hacia el 
nucleoplasma, sugiriendo que esta involucY-ada en algun evento 
postranscripcional de la mol.cu)a del pre - rRNA CI69}. ASimismo, 
en células a las que se les ha suprimido el medio nutritivo y se 
les ha administrado posteriormente, se observa que la proteina 
B23 transloca al nucleoplasma (29). 

Los sitios de fosforilaci6n de la protelna 823 son similares a 
los de la proteina C23, es decir-, la fostoser-jna E-st ~ flRnqllead¡;:l 
por residuos de aa acidos (30). 

La molécula presenta 3 formas qulmicamente distintas, 
denominadas ~, 8 y n (30). Las 3 parecen_ ser fosforiladas aunque 
par-ece que cor-r"esponden a pr-oductos de degradación de una misma 
especie molec~lar (29). Actualmente se trabaja en la clonáci6n 
del gene cuya secuencia contiene la informacibn para la 
produccibn de estaprotelna. 

Fibrilarina. 

Recientemente, usando autoanticuerpos humanos de pacientes con 
la enfermedad autoinmune de escleroderma, Ochs y col. (114) 
identificaron una nueva protelna en el nucl~olo (34 kDa y pI 8.5) 
que fu~ ljamada fibrilarina debido a su localizaci6n tanto en los 
FCs como en la DFR de nucléolos cuando se estudi6 por medio de 
inmunomicroscopla electrónica. En experimentos de digestión con 
nucleasas in situ, se demostrÓ que mientr-as que el tratamiento 
con la RNasa solo elimina parcialmente a la fibrilarina del 
nucleolo, el tr-ataJlliento c:~ Dtlasa la el ilnitla por- completo. Los 
datos de localizacibn y diqestiones Euqirierc.tl que la fibr-ilar-ina 



se asocia con el DNA nucleolar y quiz~ con el pre-rRNA reci~n 
transcrito e~ la DFR. 

Tambi~n se observó una asociac~6n entre la fibrilarina y el 
nivel de sintesis de rRNA. En los nucl~olos hipoactivos de 
linfocitos perifericos, se observó una linción ligera para 
fibrilarina. Sin embargo, nucleolos activos como los de 
c~lulas HeLa y PtK~, · contenlan mucho mis fibrilarina (116). 

Lischwe y col. en 1985 (90). aislaron y purificaron la 
fibrilarina y mostraron que su composici6n de amino~cidos era muy 
especial pues contenta 23 mol~s de glicina y 4 moles de DMA/mol 
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de f~brilarina. Ademls, )~ antifibrilarina podla inmunoprecipitar 
especificamente las partlculas U3snRNP. La composición de la 
fibrilarina, su peso· molecular de 34 kDa y su pI de 8.5 la hacen 
simi lar' a ' la pr'ote{na r¡ue se une a los hr.RNAs (114); especialmente 
es similar a la A~ (114). Ch. iete·tlsen tambien produjO un 
ant i cuerpo contra una pr·ote 1 na de 341<Da en PltysaruTl" y erlcontr'ó 
que se localizaba en el nucl~olo y en las regiones activas de 
cromosomas poJjtenicos (33'. 

Por otro l~do, l~ fibrilarina es similar a la protelna 
desestabilizadora de la h~lice, recientemente descrita (114); 
~sta tiene la capacidad de unir RNA o DNA de hebra sencilla y de 
formar partlculas cuando ~e une a ~cidos nucleicos extendidos. 

La fibrilarina, que se localiza especlficamente en el 
nucleoJo, se relaciona con otras protelnas de 30 a 40 kDa, en el 
sentido de que tienen un alto contenido de 9licina, un pI b~sico, 
un alto contenijo de DMA y tienen la capacidad d~ unir RNA y/o 
RNA (114). Por ~sto, la fibrilarina podrla cumplir las funciones de 
unirse a rDNA para desestabilizarlo y desenrrollarlo para 
permitir ser' h·arlscr·ito por' )a RNA pOlimer'asa 1; puede unirse a 
pre-rRNA en sinlesis o reciin sintetizado para empacarlo en 
part\culas prerribosómicas y pOdrla intervenir, junto con el 
U3snRNA, en el procesamiento temprano del pre-rRNA. 

La fibrilarina ha sido localizada en un gran n~mero de tipos 
celulares y especies biol6gicas, incluyendo c~lulas de ralz de 
cebolla, en donde se presenta como una protelna de 20 kDa (116). 
Tambien se ha local1zado en los nucliolos remanentes de c~lulas 
nucleadas de erifrocitos de rana (116). Por ~sto, la fibrilarina 
es ~na protelna conservada en la evoluci6n, presente en todos los 
nucleos de c~lulas activas e inactivas. Estos descubrimientos 
sugieren que la protelna se une al rDNA en nucl~olos remanentes, 
aun cuando la transcripci6n no e~t' ocurriendo. 

En interfase, la fibrilarina forma un filamento similar al 
nucleolonema y se localiza en la DFR y en los Fes. En mitosis, 
se localiza en los NORs metaf~sicos y en telofase se distribuye 
en 105 cuerpos prenucleolares (PNBs) durante la nucleol09~nesis 
(114) • 

Las topoisomerasas son enzimas que pueden alterar la 
topologla del DNA y por ello se ha propuesto que intervienen en 
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los ev~ntos de transcripción, duplicfrci6n, recombinaci6n y 
rep~ración de esa moljcula en eucariontes. La topoisomerasa 1 
cataliza el relajamiento del DNA superenrrollado al producir 
roturas transitorias de una hebr~ (52). 

Su papel en la transcripcian fu' sugerido por su uni6n 
estrech~ con nucleosomas activos y por su colocalizacian con la 
RNA polimerasa 11 en regiones de genes en transcri~cibn (52). 

La topoisomerasa l. es una fosfoproteina que es fosforilada 
por una protelna cinasa de tipo NII, al igual que la C23. La 
fosforilación ocUrre en un p~ptido rico en serina, cerca del 
extremo amino terminal (41). 

La DNA topoisomerasa 1 est¡ estrechamente asociada con el 
nucl~olo in situ (60). Sin embargo, s610 recientemente se ha 
demostrado que en ~n e~tractos nucleares, el relajamiento del 
gene r-DNA super-(?n r Q 1 1::110! por- Ifle1 i L! d.? 1 a enz i ma. >ss nr-:! i ':3';:- t \:Ir i -_) 
para la transcripci6n, quiz¡ a trav~s de su accj6n COMO un 
"sacacorchos" para disminuir la tensión del DNA debida a la 
tor-sión (13). 

r-DNA. 

En eucariontes, el DNA ribosómico (rDNA) es el DNA nucleolar a 
partit~ del cual 'se sintetiza el pr-ecur-sor- ribosamico pr-e-r-RNA. El 
rDNA se localiza en los Fes del nucl'plo (1,75) y es uno de los 
genes m~s abundant~s en la c~lula. Se presenta COTRO copias 
m61tiples, cada una de las cuales genera varias moliculas de pre
rRNA, que es el precursor de las mol~culas de los rRHAs del 
ribosoma, i. e., 18S, 5~8S y 28S. En humanos se presentan 
alrededor de 200 copias de este gene por genoma diploide (20). 
La mol'cula de rDNA (Fi9. 2, S,C) consta de la secuencia 
codificante que incluy"e un espaciador- tr-anscr-ito externo (ET8), 
las regiones del gene 18S, 5.8S, 288 y dos regiones espaciadoras 
internas (ITS 1, ITS 11). Entre cada unidad repetitiva se 
localiza una region grande denominada espaciador no transcrito 
(NTS), en Qonde se local izan las t~ e'3iones del pl'omotor-, 
terminador y secuencias que aumentan la transcripcion (61). 

El estu.dio de la mol~cLlI2.. ha sido iiruy intenso en los ultimos 
años, desde que se establecia su papel en la biogenesis del 
ribosoma. De hecho, los tres ~ltimos volumenes de la serie 7he 
cell nucleus, editada por el Dr. H. Busch, se dedican 
exclusivamente al tema rDNA (20). Asimismo, la secuencia 
nucleotldica del rDNA de algunas especies estA completamente 
determinada, como es el caso de Xenopus laevis (61). 

La regian codificante del rDNA se ha conservado entre las 
especies relacionadas (20) pero no ocurre asi con la regi6n del 
ETS, que es heterogtneo en secuencias de bases. 

Diversos grupos de in0estigacibn se dedican al estudio de la 
secuencia nucleotidica de los genesd-e r-DI'lA, tanto en humanos 
como en otros mamlferos. De igual manera se estudian a nivel 
molecular los factores involucrados en la regulacibn de la 
expresión genetica del rDNA. 



~ Se ha establecido la nomenclatura de elementos de acci6n cis 
para aquellas regiones del genoma que tienen determinadas 
secuencias de bases que hacen de esa regi6n un candidato para la 
unibn de otros elementos. Los elementos de accibn trans son por 
otro larlo los factores proteicos que se unen a fracciones 
especificas del gene y modulan su actividad (141). 

A continuacibn se detalla la anatomla molecular fina del rDNA 
de la rata (Fig. 2, C). 

En la rata, cada unidad repetitiva de rDNA consta de un total 
de aproximadamente 37 000 pares de bases (bp), 13 000 de las 
cuales corresponden a la unidad transcripcional (inCluyendo el 
ETS, el 18S, ITS 1, 5.8S, lTS 11 y el 28S, en direcci6n 5'-3') y 
24 000 correspondientes al NTS (32). 

La unidad transcripcional del rDNA de rata incluye 4 400 bp de 
ETS, 1 874 bp de 18S, 1 066 bp de ITS I, 156 bp de 5.8S, 765 bp 
de ITS 11 y 4 802 bp de 285, la secuencia nucleotldica de las 
cuales ya ha sido obtenida (27,31,44,49,65,66,109,140,157,165, 
166,J67,168). 
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El sitio de inicio de la transcripci6n y secuencias adyacentes 
fueron determinadas como ·TATA box· (TATATGC) siendo la G la 
primera base del transcrito (140). Por detrls del sitio de inicio I 

de la transcripcibn ("upstream") se han determinado elementos de 
accibn cis como el promotor (P) que incluye desde -40 bp hasta 
mls 10 bp, el sitio de uniÓn del complejO de preiniciaciÓn (PIC), 
que abarca de -167 a -122 bp. 50brepu~sto a una parte del PIC, se 
encuentra un elemento ·enhancer· (E) que incluye desde -1 018 
hasta -286 bp. Enseguida se encuentra otra regi6n conservada 
evolutivamente denominada regi6n variable. 

Las regiones ·upstream· mls alejadas contienen elementos 
repetitivos conocidos como Alu2, pues sonsecue~ias que se cortan 
con la enzima de restricci6n del mismo nombre. 

Aunque se conocen gran cantidad de elementos de acci6n cis 
cerca del sitio de inicio de la transcripci6n del rDNA de rata, 
no se conocen con exactitud los elementos mls lejanos. 
Recientemente, sin embargo, Cassidy y col. (26,28) han descubierto 
que en el ETS del rDNA de rata se localizan dos elementos de 
accibn cis mis. Ellos son un ·~nhancer" y un sitio de inicio de 
la transcripcibn adicional. Este dltimo se encuentra localizado 
entre -732 y -719 bp del sitio de inicio de la trascripclbn 
principal. 

Así mismo, Rothblum y col. (141) han encontrado un elemento de 
acci6n trans que se une especlficamente a ese promotor adicional, 
incrementando hasta de 8 a 10 veces la transcripcibn . Ese 
elemento es un protelna de 16 kDs cuya composiciÓn de aminolcidos 
es similar a las protelnas HMGs. 

Por delante del sitio de terminacibn de la transcripciÓn en el 
285 (Hdownstream") se encuentran localizados diversos elementos. 
Entre ellos hay un terminador (T) llamado SalI box, que es una 
regibn de 18 nllcle6tidos rico en secuencias GTCGAC localizada 
565 nuclebtidos por delante del sitio de terminaci6n, i.e., el 
extremo 3' del 288 (hay otro terminador "upstream· llamado To en 
rat6n que quizl esti presente en rata. Mis adelante hay 
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secuencias repetidas que incluyen regiones SalI y regiones 
denominadas B2. Aproximadamente 2 500 bp "downstream", hay otro 
elemento de acción eis que potencialmente forma DNA Z, es decir, 
una regJbn que puede actuar en la recombinacibn del gene (166). 
Entre 3 818 Y 3 833 bp "downstream" se localiza otro elemento de 
accibn eis, el origen de replicación. 

La compleji~ad molecular del rDNA, sin embargo, pone en 
evidencia la similitud del gene con otros 'genes eucariontes no 
ribos6micos y con los procariontes: la presencia de promotores, 
"enhancers u

, sitios de terminacibn, etc. (88). La mo14cula 
sintetizada a partir de este gene es posteriormente procesada 
(Fig. 2. D.E) (61) para finalmente originar las mol~culas de rRNA 
que, en asociacibn con prciteinas ribosbmicas y no ribos6micas, 
toman parte en el ensamblado y maduraci6n del ribosoma. El papel 
del U3snRNA en el procesamiento postranscripcional del pre-rRNA 
se explica en otra sección. 

Nucleologenesis 

Los componentes nucleolares varlan tanto cuantitativa como 
cualitativamente' concomitantemente con cambios en la actividad 
transcripcional, especialmente durante la mitosis, etapa durante 
la cual la transcripcibn se suspende casi completamente en 
profase y luego reinicia hasta telofase (35,107,146,154). Durante 
la profase el nucliolo se disgrega y se restringe en ciertas 
regiones cromosbmicas, a saber, las regiones del organizador 
nucleolar (NORs). En telofase tardla e interfase temprana el 
nucl'olo se reconstruye (113,154) a partir de transcripción nueva 
de pre-rRNA y fusibn subsecuente de cuerpos prenucleolares (PNBs) 
preempaquetados y discretos (35,107,111) que se condensan a 
partir de material nucleolar pericromosómico rico en protelnas, 
que aparece por primera vez en anafase (154). El proceso de 
reconstrucci6n nucleolar se denomina nucleolog4nesis 
(35,111,113,154). El comportamiento del nucl~olo durante la 
mitosis y en especial durante la nucleolog~nesis, ofrece un 
sistema para estudiar las asociaciones espaciales y transitorias 
entre 1cidos nucleicos y protelnas que pueden estar involucrados 
en la regulacibn de expresi6n genitica. La distribuci6n de las 
fosfoprotelnas nucleolares C23 (53,112) y B23 ha sido reportada 
recientemente durante la mltosis (112) y nucleolog'nesis (113) en 
relacibn con la distribuci6n de proteinas Ag-NOR. Se ha mostrado 
que mientras una fraccibn pequeRa de la C23 queda en el nucliolo 
y quizA se une al NOR, la B23 por otro lado, se distribuye en el 
nucleoplasma,' rodeando a los cromosomas. Ambas protelnas, sin 
embargo, aparecen en los PNBs y luego se fusionan con los NORs. 
En un reporte posterior, estos autores mostraron una distribuci6n 
de la protelna nucleolar fibrilarina en los PNBs y los NORs 
(114), similar a como ocurre con la C23. 

Tambi'n se ha mostrado que los PNBs contienen RtlA (107,108), 
pero la localizacibn del rDNA no se conoce en el estado de PNBs 
de la nucleolog~nesis, ni se conoce la distribuci6n real de estos 



genes durante todos los estados de la mitosis, aunque se ha 
establecido muy bien que istos se localizan en los NORs durante 
la telofase (1). Un reporte reciente indica la localizacibn del 
rDNA por medio de hibridaci6n in situ, pero solo durante ciertas 
fases de la mitosis (94). 

Con el objeto de intentar demostrar asociaciones especIficas 
entre el rDNA y algunas prote1nas nucleolares, aqul se documenta 
la distribucibn de los genes ribos6micos durante la mitosis, con 
especial .nfasis en la nucleolog'~esis, usando un m'todo en el 
que se han hecho bptimas las condiciones para la hibridación 
molecular in situ no isotópica y preservación de morfologla 
celular. A nivel de microscopia de luz se pudo ademis relacionar 
la localizacibn del rDNA con la distribución de las protelnas 
nucleolares espec1ficas fibrilarina, RNA polimerasa 1 y la(s) 
protelna(s) Ag-NOR por medio de inmunofluorescencia y tinción Ag
NOR. Mas a6n, se compararon estos resultados con la distribución 
del rRNA, puesto en evidencia por la t.cnica de tinción con azul 
de toluidina alcohblico a pH lcido (149). De esta parte del 
trabajo se concluyb que la mayorIa de los PNBs no contienen rDNA 
ni RNA polimerasa 1, en tanto que los "NOR-PNBs" 51 contienen 
esos elementos. Ademls se discuten esos descubrimientos en 
relacibn con la reconstrucción nucleolar a partir de los "NOR
PNBs" y en relacibn con la controversia acerca de las diferencias 
ent e el n6mero de NORs y Fes. 

U3snRNA y sus genes. 

Los UsnRNAs (RNAs nucleares peque~os, ricos en lcido 
uridllico) son mol~culas de interés por su papel en el 
proces~miento de RNAs inmaduros (pre-RNAs) (19,131). Entre los 
UsnRNAs, el U3snRNA y el recientemente descrito U8snRNA (132) son 
especies ónicas por su localizaci6n nucleolar. 

El U3snRNA es un RNA pequeRo (de 217 nucleótidos en humanos), 
abundante (unas 2 x 10~ copia~/c41ula de mamlfero), muy 
conservado atrav.s de la evolución (en amibas, dinoflagelados, 
plantas, animales) y uno de los dos RNAs (el otro es el U8snRNA) 
nucleolares de vertebrados que se sabe que tienen un ~xt~emo 3' 
metilado (7-metilguanosina [m~Gcap]) (122). 

El U3 y las protelnas asociadas (U3 RNP) pueden ser 
inmunoprecipitados selectivamente por ciertos autoanticuerpos de 
pacientes humanos y por un anticuerpo monoclonal que reacciona 
con una protelna de 34 kDa asociada (90). La localización 
nucleolar del U3snRNA y las observaciones de que puede estar 
asociado con una part{cula de RNP de mÁs de 608 y CQn un RNA de 
28-358 (despu.s de desproteinizar), sugieren que este RNA puede 
estar involucrado en el procesamiento del rRNA, en el ensamblaje 
del ribosoma o en su transporte (131). 

Las primeras hipótesis en relacibn con la función del U3snRNA 
se hablan basado principalmente en los hallazgos de que se asocia 
por puentes de hidrbgeno a los rRNAs 28S y 328 (3,34,43,122,129) 
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y sobre la complementaridad entre las secuencias de nucl~otidos 
del U3 y el rRNA (122). En c~lulas de mamlferos, un precursor de 
455 pre-rRNA se procesa en varios pasos para producir rRNAs de 
285,5.85 Y 185 (20,61,125). Un r-RNA de 3.2S es un inter-mediar-io 
del procesamiento, que consiste de RNAs 5.85 y 285, unidos 
covalentemente por medio del espaciador transcrito interno JI 
(ITS II). Bachellerie y col . y mis tarde '1ague y Gerbi (3,161), 
~bservaron que la secuencia en el extremo 5' del ITS II estaba 
conservada entre las especies de vertebrados, y era 
complementaria a los nuclebtidos ~5e al 167 del U3snRNA de rata. 
Por ésto, postularon que 'el U3 puede hacer apareamiento de bases 
con esta secuencia y mediar la rotura que separa el 5.8S del ITS 
11. Datos m's recientes no apoyan esta hipbtesis. Por ejemplo, 
Moser y Cavet (citado en 161) sugieren que el U3 se asocia con un 
RNA poliadenilado no ribos6mico en el nuc14010. Aunque los 
nuclebtidos 158 a 167 del U3snRNA se predice que son de hebra 
sencilla cuando se usa un programa de computadora que genera 
modelos de estructuras secundarias, la secuencia en el extremo 5' 
del lTS 11 diverge mucho entre las especies de eucariontes 
prim{tivos. Adem4s, los estudios con inmunofluorescencia sugieren 
que el U3 RNP se localiza en la regibn fibrilar.del nucl.olo, 
donde ocurre la slntesi~ del rRNA y quizl el ensamb.laje temprano 
de las partlculas prerribos6micas, pero no se encuentra en la 
regibn granular, donde parece que tienen lugar los eventos m's 
tardlos del procesamiento del pre-rRNA (incluyendo la rotura del 
5.8S del ITS 11). 

Por otro lado, en un estudio reciente (121) Parker y Steitz 
analizaron la constitucibn proteica del U3snRNP, los sitios de 
interaccibn protelna-RNA en la partlcula y la estructura 
secundaria del U3snRNA. Los resultados indicaron que las U3snRNP 
de c~lulas HeLa contienen proteínas no fosforiladas de 36, 30, 13 
y 12.5 kDa y dos protelnas fosforiladas de 74 y 59 kDa 
respectivamente. Los nuclebtidos 72 a 90, 106 a 121, 154 a 166 y 
190 a 217, deben interaccionar con protelnas p~es estas zonas 
inmunoprecipitan luego del tratamiento con RNasa A. La estructura 
secundaria del U3snRNA incluye zonas de hebra sencilla, 
conservadas evolutivamente (como los nucle6tidos 104 a 112) y no 
conservadas (como los nuclebtidos 65 a 74, 80 a 84 y 88 a 93). 
Estas zonas pOdrlan establecer enlaces con el rRNA . Las 
secuencia nucleotldica de 159 a 168 no es accesible y por ello 
no interaccionarla con el rRNA 5.85. Los autores concluyeron y 
discutieron que el U3snRNA puede participar en el procesamiento 
del pre-rRNA, cerca del extremo 3' del rRNA 285 (unos 30 a 80 . 
nuclebtidos por delante del sitio de terminaci6n de la 
transcripcibn) (Figura 3). 

Recientemente, Suh y col. han aislado, clonado y obtenido la 
secuencia del gene humano para el U3snRNA (158). Ellos 
encontraron que, aunque el U3snRNA es transcrito por la RNA 
polimerasa 11 (igual que los otros UsnRNAs, excepto el U6, que es 
transcrito por la RNA polimerasa 111 (133»las secuencias del 
promotor y del "enhancer N son diferentes de las de los genes para 
mRNAs (158). Las secuencias flanquedoras, como el "enhancer N

, el 



promotor y la seRa! de procesamiento en el extremo 3' del gene, 
son homólogas a las de los genes para el Ul y U2snRNAs. Ademls, 
encontraron que el gene U3 contiene lo que se ha llamado la "U3 
Box· cerca del enhancer, similar a la de rata (156). Esta 
secuencia estl involucrada en la unión de un factor de 
transcripci6n (156). 

En 1987, Suh y col. hicieron extractos nucleares y nucleolares 
y encontraron que el gene para el U3snRNA se localiza 
principalmente, pero no exclusivamente, en el nucleoplasma y que 
hay 10 copias del mismo en c~lulas humanas (159). Ellos hablan 
pro~uesto previamente, experimentos en los cuales se utilizaran 
las regiones codificante y flanquedora del gene como sondas 
moleculares, para detectar su localizaci6n subcelular en 
int~rfase, es decir, para conocer si los genes eran 
nucleopllsmicos o nucleolares (158). 

Con el objeto de complementar los resultados obtenidos in 
vitro y de estudiar la regulación del gene para el U3snRNA en 
humanos, y la funcibn de su producto, se iniciaron en esta tesis 
una serie de experimentos de hibridaci6n molecular in situ con 
diferentes sondas, las cuales inclulan la regi6n codificante y/o 
flanqueadora del gene. En esta tesis se presentan los resultados 
de esos estudios, que indican la localización nucleolar de los 
genes mencionados. 

inicio 5.8 S terminaciSn 
5' ETS 18S 28S 3' 

f t j ( If 
~t ~ I 

1 2 3 4 56 7 8 10 
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Figura 3.- Sitios de procesamiento postranscripcional 
(1~10) del pre-rRNA humano. El U3snRNA humano tiene se 
cuencias nucleotídicas complementarias a algunos de los 
sitios. El analisis detallado de esas secuencias ha si
do descrito (122). Hay complementaridad con los sitios 
1, 2, 3 Y 7 "upstream", e~ decir, a los sitios de inicio 
de la transcripción (1), al sitio de procesamiento del 
ETS (2), al extremo 5' del l8S (3) y al extremo 5' del 
28S. "Downstream", hay complementaridad con el sitio 
9, es decir, con el extremo 3' del 28S, antes de la se 
fial de terminaci6n de la transcr~pci6n. 1, II especia
dores transcritos internos I y 11. (Tomado de 122). 
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MATERXALES y METO DOS 

Cultivos y lineas celulares. Se cultivaron células 
epiteliales renales de macho adulto de la rata canguro "narizona" 
(Potorous tridactylus apicalis Gould, 1851 (Marsupialia: 
Macr"opodidae; 2n=13, · 1 NORJ), 1 fnea PtK:z (NBL-S) (ATCC CCL 56, 
Rockville, MD), ctlulas de carcinoma epitelioide de cérvix humano 
(Hamo sapiens linnaeus, 1758 (Primates: Hominidae; 2n=46, 10 
NORs]), linea Hela 53 (ATCC CCl 2.2, Rockville, MD) y células 
epitelioides renales de rata (Rattus norvegicus Berkenhout, 
1769 [Rodentia: Muridae; 2n=42, 6 NORs]), linea NRK-52E (ATCC 
CRL 1571, Rockville, MD) sobre cubreobjetos de vidrio estériles 
en cajas de cultivo de 35 mm de dilmetro, suplementadas con medio· 
Eagle modificado de Dulbecco (DNEM, Gibco) c.onteniendo glutamina, 
piruvato y 10% de suero fetal de ternera (FCS, Gibco) en una 
atmOsfera de CO:z al 2% y a 37a C. 

Sondas qerdcas moleculares utilizadas. Las sondas génicas 
moleculares utilizadas y sus principales caracteristicas se 
muestran en la Tabla 1 y en las Figuras 4 y 5. 

Constr"ucc ión de sondas qén i cas mo 1 ecu 1 ares. Las sondas 
fueron biotinadas por el procedimiento de "nick translation· 
(135) con Bio-16-dUTP,. un analogo biotinado del TTP, de acuer"do 
a las instrucciones del proveedor (Enzo Biochemical y 135). En 
resumen, 1 ~l de cada plasmido, a una concentración de 1 ~g/ml, 
se incubO por 2 h a 14 cC en amortiguador de reacción (0.5 M 
Tris-HC1, pH 7.5 "y 50 mM MgCl~), HzO destilada, solución de 
desoxinucleótidos (0.3 mM dATP, 0.3mM dGTP, 0.3 mM dCTP en 50 mM 
tris-HC1, pH 7.5), Bio-16-dUTP (0.3 mM en 50 mM Tris - HCl, pH 
7.5), DNA polimerasa I (3 U/mI en 0.1 M amortiguador sódico de 
fosfatos, pH 7.2/50% glicerol [v/vl/l.0 mM DDT) y DNasa I (0.5 
mg/ml en 0.1 M MgCl:z diluida 1:2000 en amortiguador 10 mM Tris
HCI, pH 7.5/1mg/ml BSA libre de nucleasas). Inmediatamente 
despu~s se agregó amortiguador de paro (0.2 M EDTA) Y se incubó 
por 10 min a 65°C. Posteriormente se agregó tRNA (70 ~g) de E. 
coli y se incubO a 4 a C sobre hiele. Para recuperar las sondas se 
utilizó precipitación con etanol. A los 50 ~g de la solución con 
los componentes mencionados, se aRadieron 2 7 .5 ~l de acetato de 
amonio 7.5 M Y 110 ~l de etanol absoluto. Se incubo a -80c c o 
sobre hielo seco por 15 mino En seguida, se centrifugO a 10 000 
rpm por 15 min y desputs de eliminar el sobrenadante 
cuidadosamente, se repitió el procedimiento con acetato de 
amonio y etanol. Después se enjuagó con etanol al 70% y una vez 
eliminado el alcohol y los restos de sales, el DNA fué 
liofilizado por 30 mino Finalmente, cada sonda fue resuspendida 
en a.mortiguador T.E. (T.E. es 10 f¡ltt Tris-HCl, pH 7.5, 1.0 m 1'1 
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rene 10rillen Clona Vector FraQmento usado Longltud del Jragmento usadolOp} 
vector gene total 

"upstream" codlficante "downstream 

U3snRNA humano hU3-1 pBR322 HinfI-tli!lfI 
(-280 a +250) 

----- 2BO 217 250 747 

U3snRNA humano hU3-1 pBR322 HinfI-~III .... --- 275 --- --- 275 
í-fao a +5) 

1u3snRNA humano hU3-178 pBR322 BamHI-BamHI 
T-12ooa-300) 

----- 900 --- --- 900 

~3snRHA humano BST-U3 pRS Todo el plásmldo 2746 5 217 50 3018 
HaeI II-SmaI 

I 

j"u3snRNA" humano hU3-178 sp6 Hae I II-EcoRI ----- 5 178 --- 183 
l-5 a +178) 

I - --
U3snRNA humano hU3-5 sp6 EcoRI -Hi nfl --- 240 217 250 707 
pseudogene í-240 4+250) 

ss rRNA hc1mster pTHl pBR322 Todo el plAsmido 4362 1500 500 500 6832 
sirio BamHI-BamHI 

~lsnRIIA humano pHUI-ID pBR322 Todo el plAsmido 4362 200 160 236 4958 
lliRl-~RI 

~6snR'¡A rat6n pKU6-149(B) Bluescrlpt Todo el p16smldo 2959 150 107 85 3301 
ru,y 1 -ru,y 1 

lBS 1 TSlI5.BSIITS ·1 285 
OllA rata p59 pBR322 Todo el p14smtdo 2959 2'0 1 l0661 156 r s 1 1317 6490· 

EtoR l-1W1H I 

Tabla 1 . Caracterlsticas de las diferentes sondas moleculares utilizadas. IU3snRNA" es el 
fragmento de restricción HaeIII-EcoRI correspondiente a la hebra no codificante del gene; 
esta sonda solo hibridiza con la~ra de ONA codificante pero no con el RNA. El vector es 
el plAsmido en el cual el gene fue originalmente clonado. los fragmentos usados fueron obte 
nidos por digestión del vector con enzimas de restricción. Los nómeros entre paréntesis in=
dican la posici6n de los sitios de restriccj6n con respecto al sitio de inicio {-} o termi
naci6n (+) de la transcripci6n. "U~streamfl es la posici6n por detrás del sitio de inicio de 
la transcripción; "downstream ll

., por delante del sitio de terminación de la transcripci6n. 
Para el rO A, se señalan los fragmentos del gene 455 pre-rRNA: parte del 185, el espaciador 
transcrito interno 1 (ITSl), el 5.85, el ITS 2 y parte del 285. bp, pares de bases; para el 
"U3snRNA", bp significa nuc1eótidos pues es la hebra sencilla no transcrita del gene. 
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, '0 10 lO '0 '0 '0 10 5 c .... "cccact.acfcccc:cTC.TI.cctTc:cCTTGln&lc;tcccfCCCCtTT:T~C'C.CcC:C(CCIC 

Figura 4. Sonda génica molecular 
de rDNA de rata. a) p59 es el 
fragmento EcoRI (E)/~HI (B) c10 
nado en los sitios E/B del vector 
molecular pBR322. b) Secuencia de 
bases del fragmento E/B. La se-
cuencia de nucleótidos 1 al 2282 
fue reportada por Rothblum y col. 
(139) Y corresronde a la hebra no 
transcrita de rDNA. El resto de 
la secuencia fué logrado por Had
jio10v y col. (62 ) y corresponde 
al rRNA. El fragmento contiene 
227 pares de bases tbp) del 18S, 
los espaciadores transcritos in
ternos (lTS) 1 Y 11, el 5.8S y 
1318 bp del 28~. En total, p59 
contiene 3531 de los 13063 bp del 

Ge' le, .c~~., Tcca rC~~Tt le tC":~CCTc"a ;~CCCCCC~~GTCCCCC!~:CCCC'GG~~ 
lIS 

'10 ICO no 1'0 "0 lOO 11. 
lGCCCTcaC."ICCTCC •• CTTC1C'I,cra"C;'UCT".lGTCGr'.CIGG"ncccTaceTC"C 

~ p ~ ~ m . m ~ 
CTCCc;G •• 'C;" Te. Tt cce .,a.CCiCCC&GCC," TC'"CCCCTCCt(,cnGCGcctCTG,caGTC 

1'0 lOO llO . llO no "O )\0 
T"CTCCTtCTcCCCc;GC.GCCCC'TCCCCC~TCGGTCCCCCTGTCCecCGTCC1GGCGlcel"cee' 

J60 Jl0 J" JIO '00 "O 010 
fGCCGTGGCCCCCccccCC.",CCTTT~.IC.CGTctCCCCTGGC.GG~TGTCCCCTCTGCTCCGCC 

GCCCCAC~~~CTCC"TT~;~TCCCTCT;~~CTeG"CC¿~;CCGtCCG~~~GCCtCCG~~;,"CCGC;~: 

CGTCOGC:g~CACGOCG~~~TGCCTCT~~~CCGlCCC~~~CCCTClT~;~GTGTCClmGGCGTccm lT$1 

STO ~.o StO 600 "0 "0 'JO 
CtcITCTCTCC(i"ecCT<iGCCCCG.C&CCCTC&CTCTC"CGAGGCGCCTCCC&CTCt1CCCCCCCCGC 

~ _ ~ ~ ~ m ~ 
&GCTCTCC"CICT'.C<iGT(iCC'GrCCCTCCCCCCC'TGCCCr~T~T'TGt<iCCGGT,cce; 

110 110 1)0 "O no 710 no 
C<iGcrcCGCTCCCGCCCCCCCCCCCCTccnCTCCC;CCTCCCTCTCCGCCCCGCTcCtCTCCCiG'TaceT 

110 790 '00 110 no UO "0 
cc,crcGCCTrcCCCCGCGC&CCTnCCCGlCCCCCCOGCCGTcccccr&CccTCCC=CCTCCCCCGC 

ISO a60 110 110 110 'OO· "O 
CCCCTCCCCCCCOUCOGACCTCCCTCCTCCCCCGCICcccnCCCCGTCCCTCCCCCCG"COGCCCTC 

no "O "0 11. 16. no 110 
CCTCACACTCAGCCC;CC;CAcc:c:crCTGCCGCCCCCGCTTCCCGAGGCCGCGGTTCCCtGGGCCGTGTCGC 

990 1000 10 la 1020 10)0 IOta '0'0 
C&CCCCCCTCTCOGCGtCCCl=nCCCOGCCCGlCCCCCTOGcnCTCcccccccnCGcccccccc 

ene 45S pre-rRNA de rata. 1060 1070 10'0 10'0 . "00 tilO 1120 
cccq;GCTCCCCGClfCCTCC:C'TCCCCTGrcc""T,rcc~cc,nrccCtCTCCGICCCTGTCTnT 

"la IUO "'0 1160 "10 "'0 1ItO 
nnrTTlTTTTcnlccTCTcccCT,rccTTTCCCccrCGccCGccrC&CGCCC&cccCCCTCCCCGtC 

noo Il10 IUO UlO UtO 'HO "'0 
CGrccccccccrccc.rCCCGcCClCC.CCCGCCCGCCCGCGCGCTtGUGCCGTCCTUCUCCCCGtG 

Gene 455 pre-rRNA 
tl70 '110 11'0 IJOO .,.. ']la tilO 

1CCCC&GTTCCCCTC&.CICCTC&GITlICCCT GACTCnAGC<iGTGGATcaCTCGGCTCCn;C'TC\ia , .. S 

'Jto 'no 'JIO '110 UIO U'O UOO 
tGucuCCCACCIICCTI,;C",AITTUTGIC;.1TTG-t&GC&CA,AtTG&TC&TCGAeaettCGI&CGe 

B E B B E 
'''0 r 1'20 "la "'0 .. •••• "'O 

aeTtGtC;CCCCCCC;C;TTCCTCCC,",CTlC'CCTGTCTG&GCG1CGC G&CGATeUTCGCCGCcecc 

"'0 .. ,. ISO. "'0 'SlO "'0 "'0 
CTTGCOGrnccccccccCCC;OGCGClrccc.rccccccc;ctGCGlGrcrccTCCClCGGCCCGCrcccc 

,"so "60 "10 I~'O .,.. '600 "'0 
GGGl:CCCTCCGtCTcccc .. cnCCGlCcrcCC;CGCCOTCCGCccnCCCCCGCGCCCCCTCGGfCCGCG 

t610 16]0 16_0 ' 'So "" 1610 "10 
CCGGCTCCTccrcCCtCCCCCCCCTCGtCcrcCGCCCCCCCCGCccrcCTCCCGCCTccncccccccCG 

"'0 '100 l' 10 'UO 11)0 ".. lno 
CTCCGCCC;CTCCCC;CTCC"TCttCGCCCOCTCTCCCCCGCCGTGGGICGCCTCCGeOGCiGCCGGreGGG 

. mi 
1160 "'0 1110 "to 1'00 1'10 1110 

TGCTCCCiCCC'C'G'GGCCCiGCC.I.GTCCCGTCGC(CCGGTCGTT"CCGCGCCTCCGGT~ 

'1)0 "'0 'no '16. '"O ... , "'0 
~CC"C.CCCCCCillCCGCGCtCCCCCGTc(~.~CCCCGCCGCCCCCCCCCCCGCTGCCTGCGcaG.,. 

1'00 1"0 1910 lt10 "'0 "" 1'" 
~~~ctCCCC"GCCfCC1TCCGCCCGCCCGt.CCGCGC"CCGGGGCCGCTCTCGCGT . 

Ino 19110 'fto . 1000 lOtO 10lO 10 JO 
CtctCTCCTCCCCCCCTCCC"'.CCGGGGCCGAtCGCTCCGGCGCCGGCccotGGcGCCCCGGeGTcca 

10'0 lOSO 1060 lOTO 1010 10'0 1100 
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EDTA) para lograr una concentración final aproximada de 
40~g/ml. Las muestras se almacenaron a 4D C o a -20°C hasta su 
uso. 

Filtros de nitrocelulosa. Con el objeto de .verificar la 
incorporación .de nucleótidos biotinados en las diferentes sondas 
moleculares g~nicas utilizadas, se llevó a cabo la detección de 
~stas luego de adherirlas a filtros de nitrocelulosa por la 
t~cnica de "dot blot" (78). El procedimiento, generalmente 
utilizado para detectar hibridación de lcidos nucleicos, 
consistió en colocar 1 ~l de cada sonda disuelta en amortiguador 
T.E. en diferentes tubos de microcentrffuga y agregar a cada tubo 
24 ~l de agua destilada, desionizada y esterilizada. 
Posteriormente se aRadieron 2.8 ~l de NaOH 2N fresco a cada tubo 
para desnaturalizar el DNA. Se centrifugaron por 5 s a 10 000 rpm 
para concentrar la solución. Los tubos con NaOH fueron incubados 
a 65a C por 10 min, al cabo de los cuales se enfriaron 
r.pidamente sobre hielo. Luego se aRadieron 27.8 ~l de una 
solución de acetato de amonio (NH~-Ac) 2M a cada tubo, para 
neutralizar los grupos OH-o La mezcla se agitó ligeramente para 
homog~neizar los componentes. En este punto, se colocaron filtros 
de nitrocelulosa de 0.4~ mm de grosor y 25 mm de dilmetro 
(Schleicher and Schwell) sobre tiras de papel filtro del ndmero 3 
(Whatman), evitando cualquier contaminación posible con las 
manos. Los filtros fueron despu~s humedecidos con una o dos gotas 
de una solución de acetato de amonio 1M hasta que se absorbió 
todo el liquido. Posteriormente las muestras de DNA fueron 
dispersadas (aproximadamente 55 ~l) sobre el correspondiente 
filtro de papel de nitrocelulosa. Se dejó absorber la solución, 
pero no secar y se agregó una gota de acetato de amonio 1M a cada 
filtro, dejando absorber pero no secar, para dispersar el DNA 
sobre el filtro. Inmediatamente despu~s los filtros fueron 
pasados rlpidamente por una solución de 4X SSC (citrato salino 
est~ndar, SSC es 0.15 M NaCI, 0.015 M citrato d, sodio) y se 
colocaron sobre papel filtro del ndmero 3 hasta que la muestra 
se absorbió en el filtro. Finalmente los filtros fueron 
colocados en un horno, entre dos hOjas de papel filtro, a una 
temperatura de 80D C durante 2 h en vacfo. 

Para delectar el DNA biotinado se siguió el procedimiento de 
detección con el complej~ de vidina-biotina-peroxidasa (ABC) , 
descrito en la parte de hibridación molecular in situ. En 
resumen, despu~s de secos, los filtros se colocaron en una 
solucibn de prehibridación conteniendo 1% de albdmina de suero de 
bovino (BSA) y 50% de for·mamida, par·a bloquear· los sitios a 105 

que se puede ~nir inesp clfic men e el compleja ABC, durante 1 
6 h, a temperatura rubienle ~ con agit ción ligera y constan e. 
En seguida se retiró la solución y s Radió el compleja ABC 
(Vector) diluido en PBS (PBS: 10 mM PO~, 0.85% NaCl), sin 
magnesio y conteniendo aSA al 1%, incub.ndose a 37°C durante Jh. 
D spu s se retiró esta solución y e enjuagO en amortiguador 
Tris-HCl 0.05 M, pH 7.6. Inmedial mente despu s se reveló 1 
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Figura 5. Sonda molecular del gene U3snRNA humano. a) En el mapa de restricción se 
muestran también las regiones funcionales del gene: los sitios de unión spl, la re
gión "U3 box/enhancer" y el promotor por detrás del sitio de inicio de la transcriQ. 
ción (upstream) ; l a región codificante (U3); el terminador delante de la región trans 
crita (downstream). b-e) diferentes sondas utilizadas: b) Fragmento tlinfI con la re-~ 
gión codi!icantey secuencias upstream y downstream; c) fragmento ~III con la región 
upstream lnmediata; d) fragmento BamHI con la secuencia uostream lejana. e) Gene com
pleto clonado en el vector pBR322. f) Secuencia de bases del gene mostrando las dife
rentes regiones funcionales . La secuenc ia corresponde a la hebra no transcrita. 
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reacciOn con una soluciOn de DAB al 0.1% y HaOz al 0.02% en el 
amortiguador Tris-HCl mencionado. La reacción se detuvo 
eliminando la solución de DAB y enjuagando con agua destilada 
por tres veces. Los filtros se dejaron secar al aire y se 
analizaron. 

Digestiones enzimlticas. Como controles para la hibridación 
molecular in situ, algunos de los cubreobjetos con c~lulas 
fueron tratados con 100 ~g/ml de RNasa A (Sigma) en 2X SSC por 
60 min a 37°C o con 1000 U/mI de DNasa 1 (Worthington, libre de 
proteasas y RNasas) en PBS. En el caso de la RNasa, la enzima se 
aplic6 despu.s del tratamiento con glicina y los cubreobjetos 
fueron sumergidos enseguida dos veces en etanol helado al 70% y 
dos veces en etanol helado al 95%, cada vez durante 5 min antes 
de secar al aire. Posteriormente los cubreobjetos fueron 
tratados con la solución de NaOH como se explica en la siguiente 
parte. En el caso de la DNasa, las c~lulas en cultivo fueron 
enjuagadas 3 veces en PBS y luego fueron fijadas en acetona al 
100% durante 5 min a -20°C. Despu~s se lavaron en PBS por 10 
min, 3 veces y se aplicó inmediatamente la enzima durante 2 h. 
Luego se lavaron las c~lulas en PBS, 3 veces y durante 10 min 
cada vez. Los pasos restantes comenzaron con otra fijación en 
paraformaldehido al 4% y continuaron con el siguiente 
procedimiento: 

Hibr-idacio..n molecular- in situ. El protocolo de 
hibridacib~descrito originalmente por Gall y Pardue en 1969 
(51), se bas6 principalmente en el de Pardue (120) y en el 
de Singer' y col. (147), con algunas adaptaciones y 
modificaciones de otros autores (64,84,85). Despuis de 1 o 2 
dlas en cultivo, las cilulas fueron enjuagadas 3 veces en PBS 
con 5 mM de MgCl a • Despu~s fueron fijadas de 5 a 10 minutos en 
paraformaldehldo preparado en ese momento. Despuis de la 
fijacibn, las cilulas fueron permeabilizadas con acetona al 100% 
a -20°C por 2 min o con etanol al 70% a temperatura ambiente 
durante 10 mino Una vez permeabilizadas, las ctlulas tueron 
rehidratadas en PBS por 10 min a temperatura ambiente. Despu's se 
eliminaron lo~ restos de fijador utilizando un tratamiento con 
glicina 0.1 M en Tris-HCI 0.2 M, pH 7.4, durante 10 mino El DNA 
celular fue desnaturalizado durante 1 a 3 min con NaOH 0.07 N 
preparado en ese instante. En seguida se aplicaron 2 lavados de 5 
min cada uno, tanto con etanol helado al 70% como con etanol 
helado al 95%. Despu's se secaron al aire. Tambi'n se utilizaron 
otros agentes desnaturalizantes del DNA, incluyendo SSC O.IX 
a 100°C de 30 a 180 s, HCI 0.2 N a temperatura ambiente por 20 
min, formamida al 90%/SSC O.IX (pH 7.2) a 65°C por 2.5 h Y 
formamida al 60%/EDTA 2 x 10-~ M (pH 8) a 55°C por 4 min (148). 
Todas las condiciones prodUjeron resultados similares. 

La sonda biotinada y el DNA de esperma de salm6n 
desnaturalizado se resuspendieron en formamida (Sigma), se 

31 



32 
calentaron a 90a C durante 10 min y se enfriaron rapidamente 
sobre hielo. La sonda fue combinada con la soluci6n de 
hibridaci6n previamente hecha antes de colocarla sobre las 
c¡lulas. AsI, la soluci6n de hibridaci6n final consisti6 de 
formamida al 50%, SSC 2X, alb6mina de suero de bovino (BSA) al 
0.2%, sulfato de dextran al 10%, 1 mg/ml de DNA de esperma de 
salm6n y aprOximadamente 0.3 ~g/ml de sonda molecular. Se 
aplicaron 20~1 de la mezcla sobre los cubreobjetos y éstos se 
invirtieron sobre portaobjetos siliconizados previamente. La 
incubaci6n se Ilev6 a cabo a 37a Cdurante 16 a 20 h en c'maras 
h6medas. Despu's de la hibridaci6n, los cubreobjetos fuerpn 
flotados y enjuagados durante 30 min con SSC 2X/formamida al 50% 
a temperatura ambiente, durante 30 min con agitaci6n suave, con 
SSC lX/formamida al 50% a 37a C dur"ante 30 min, con SSC IX 30 
min y con PBS durante 10 mino Se obtuvieron resultados similares 
cuando solo se utilizaron 3 enjuagues de 10 min cada uno, con PBS 
y ~sto se llev6 a cabo subsecuentemente. 

Para detectar la hibridaci6n con la sonda biotinada, las 
células fueron incubadas a 37a C por 1 h con el complejO 
avidina-biotina-peroxidasa de rlbano (complejO ABC, Vector 
Labo~atories, 2 ~g/ml en PBS). Después se lavaron las c'lulas en 
PBS durante 10 ·min a temperatura ambiente y el complejO ABC fu~ 

visual izado haci~r,dolo "r"eaccionar" dur"ante 5 a 10 min con 
diaminobenzidina al O.I%/H~Oz al 0.02% en PBS (pH 7.5), 
preparado en el momento de usarlo. Las células fueron lavadas 
nuevamente durante 5 min en PBS y el precipitado café-oscuro en 
los sitios de hibridaci6n fu' intensificado con tetra6xido de 
osmio (0504 ) al 1% durante 1 h. Las muestras fueron enjuagadas 
con H~O bidestilada varias veces y despu4s de deshidratarlas en 
una serie creciente de etanol, se pasaron a xilol y se montaron 
en Permount. Las preparaciones se observaron en un 
fotomicro~copio Leitz Laborlux 11, equipado con una cAmara Nikon 
FX-35A, fot6metro microflex UFX y un objetivo de inmersión 
planoapocromltico de campo claro. 

Tincibn de RNA con azul de toluidina. La t'cnica de 
tinci6n con azuldetoluidina alcoh61ico ácido para RNA se 
realizb de acuerdo con Smetana (149). En resumen, los 
cubreobjetos con c~lul~s fueron enjuagados con PBS, secados al 
aire y colocados horizontalmente para agregar despu~s unas gotas 
de una soluci6n de azul de toluidina alcoh6lico y ácido. La 
soluci6n consisti6 de azul de toluidina al 0.025% en etanol al 
10%, la cual fué diluIda 10 veces con una solu~i6n de ~cido 
cftrico 0.1 M Y fosfato dis6dico 0.2 M, amortiguada a pH 5-5.4. 

Despu's de 30 min con la soluci6n de azul de tOluidina, los 
cubreobjetos fueron drenados verticalmente y se observaron sin 
llevar a cabo un enjuague previo. 

Tincibn con plata amoniacal. La tincion de plata 
amoniacal para organizador nucleolar fue llevada a cabo de 



acuerdo a Goodpasture y Bloom (S8). Esencialmente, las células 
fueron enjuagadas 3 veces con PBS y fijadas con glutaraldehldo 
al 1.6% o con formaldehldo al 2% ourante 10 min a 4 oC. 
Inmediatamente despu6~ fueron posfijadas con la solució~ A de 
Carnoy durante S mino Despu6s fueron rehidratadas en etanol al 
70% y al SO%, durante S min cada uno. Luego se colocaron en agua 
destilada durante 10 min, al cabo de los cuales se les agregó, 
luego de drenar y eliminar el exceso de agua (sin secar), una 
solución de nitrato de plata (AgN0 3 ) al 50% en agua destilada. 
Los cubreobjetos se colocaron sobre portaobjetos y se 
depositaron en una plancha de calor a 4S-SSoC durante 10 mino 
Posteriormente se enjuagaron con agua helada varias veces. Para 
el revelado de la reacci6n se prepararon 2 soluciones: 
1) Reactivo NH~-As. A una soluci6n de hidr6xido de amonio 
(NH~OH) al SO% (S mI de NH 4 0H + 5 mI de agua destilada) se 
agregb AgN0 3 para dar una concentraci6n del 40% (4 g). 
2) Revelador. Una solucibn de formaldehIdo al 3% se neutraliza 
(pH 7) con cristal~s de acetato de sodio. Posteriormente, el pH 
es disminuIdo a entre 5 y 6 con unas gotas de ~cido fórmico al 
88%. 

El revelado se lleva a cabo mezclando ambas soluciones en 
proporcibn de 1:1 y colocando la mezcla sobre las cilulas; istas 
se colocan nuevamente sobre un portaobjetos y se dejan revelar 
durante aproximadamente 1 min o hasta el momento en que el color 
de la prepar'acibn se torna amar'illa clar·o. Poster'ior'mente se 
enjuaga con agua destilada frIa, se deshidrata en etanol a 
concentraciones crecientes graduales, se coloca en xilol y se 
monta para su observación. 

Inmunofluorescencia. Despuis de 1 o 2 dlas de estar creciendo 
en monocapas sobre cubreobjetos, las c6lulas fueron enjuagadas 
con solucibn salina amortiguada con fosfatos (PBS) y fijadas por 
20 min a 2SoC en formaldehldo al 2% (grado microscopIa 
electrbnica, Polyscjences) amortiguado en PBS. Las c~lulas 
fijadas fueron permeabilizadas por alguno de los siguientes 3 
mitodos, obteni~ndose resultados similares: a) en acetona al 
100% por 3 min, a -20°C, b) en etanol al 95% ~or 3 min a -20°C, 
c) en Tritbn X-lOO al 0.02% amortiguado en PBS, por 5 min a O°C. 

Despu~s de ld permeabilizaci6n, las cilulas fueron enjuagadas 
con PBS 3 veces, durante 10 min cada una. Posteriormente se 
incubaron debajO de los cubreobjetos con: 
1) anticuerpo ~onoclonal de ratbn contra la protelna B23 a una 
dilucibn de 1/20 en PBS, 
2) anticuerpo policlonal de conejo contra la protelna C23 a una 
dilucibn de 1/200 en PBS, 
3) anticuerpo monoclonal de rat6n contra la protelna fibrilarina 
C72B9) a una diiucibn de 1150 en PBS, 
4) suero autoinmune humano contra la protelna RNA polimerasa I a 
una dilucibn de l/lOO en PBS, durante l h a 37Q C, en c~maras 
hl~medas . 

Posteriormente las cilulas fueron lavadas en PBS 4 veces, por 
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15 mi~ cada una, a temperatura ambiente, e incubadas con el 
segundo antjcll~rpo, ya fuera anti-conejo 19G de cabra conjugado 
con rodamina (C23), anti-rat6n 19G de cabra conjugado con 
isotiocianato de fluorescelna (B23) o anti-humano IqG de cabra, 
diluIdos 1/20 en PBS, durante 1 .1 a 3 7 °C. Las c~lul~s despu~s 
fueron lavadas en PBS 4 veces, por 15 min cada una y montadas en 
medio para fluorescencia (90% glicerol/l0% PBS, pH 8, conteniendo 
4% de rl-pr-opi 1 galato (-t.33a». Las pt'epar-aciones se examirlat'on 
con ~l objetivo de inm~rsi6n en un microscopio Leitz Laborlux 
11, eql.ipado con iluminaci6n de epifluorescencia ':1 con una 
c~mara Nikon FX-35A y fot6metro Microflex UFX. Para los 
controles, se utilizaron anticuerpos primarios (preinmunizados) 
de suero normal de conejo (NRS), de raton (NMS) o de humano 
(NHS) . 

Estudios ~ droqas. Los cultivos de celulas PtK:a fuer-on 
tratados con una rlosis de 1.0 ~g/ml de actinomicina D (Act. D) 
durante 24 h a 37°C . 

Microscopia electró.nica. Las c~lulas creciendo en monocapas 
se procesaron para microscopia electr6nica de acuerdo con la 
te~cnica descrita por Spector / col. (151). 

I nmunomicroscopi a eleclr6.nica. Se r-ealiz6 b~sicamente de 
acuerdo con procedimientos previamente descritos (114,151). En 
gerler-al, las ce.lulas fuer'on fijadas en glutar'aldehido al 1% en 
PBS. Se permeabilizaron en Trit6n X-lOO al 0.2% ! se lavaron en 
PBS con suero normal de ternera al 1% antes de incuba~las con el 
anticuerpo primario'o con suero preinmune durante i h a 37°C. 
La c~lulas se lavaron luego con varios cambios de PBS. 
Posteriormente, las c61ulas se incubaron con los anticuerpos 
secundarios correspondientes conjugados con peroxidasa, a una 
diluci6n de 1:20 durante 1 h a 37a C. El producto de la reacci6n 
de la peroxidasa se reve16 a~adiendo diaminobenzidina (DAB) al 0.5% 
con per6xido de hidr6geno (H:aOz) al 0.01% por 5 min a temperatura 
ambiente. Las c.lulas despues se fijaron con tetra6xido de osmio 
al 1% y se prepararon para microscopia electr6nica de acuerdo con 
t~cnicas estlndar. 

Preparac ion de cromosomas. Los cr-omosomé<S se P" epar-ar'on 
por t.cnicas estlndar (~3). Se obtuvieron linfocitos de sangre 
perif.rica humana y se cultivaron durante 66 a 72 h en suero 
humano al 20%, inactivado por calor y conteniendo adem~s 5 ~9/ml 
de leucoaglutinina (PHA-Ll. despu.s se aRadi6 colcemida a una 
concentracibn final de 0.1 ~g/ml durante 2 h, a 37Q C. 
Posteriormente se cosecharon las c.lulas y se trataron con una 
soluci6n hipotónica de KCI al 0.075 M durante 10 min a 
temperatura ambiente. En seguida las c.lulas fueron fijadas en 



Acido ac~tico-etanol (1:3) por 15 min, 5, veces. Las 
preparaciones sobre portaobjetos s realizaron con técnic s 
estandar (44b). Algunas de las muestras se tiñeron con Giemsa , 
a pH 6.8, du r ante 5 mi n o 
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RESULTADOS 

HIBRIDACION IN SI7V. 

Luego de intentar varios procedimientos (Figura 7), el 
protocolo de la t6cnica de hibridaci6n in situ adaptado al 
presente estudio se detalla en la Figura 9. Seg~n se aprecia, hay 
varios aspectos que se pueden resaltar: la desnatUralizaci6n del 
DNA celular se puede llevar a cabo sin problemas con una soluci6n 
de NaOH 0.07 N. El tiempo de desnaturalizacibn es un punto 
crItico en el procedimiento pues oscila entre 45 segundos exactos 
y 3 minutos, variando entre los tipos celulares utilizados. El 
tiempo exacto de desnaturalizaci6n debe ser encontrado para cada 
c61ula, con una precisi6n del orden de unos pocos segundos. otro 
punto importante es el uso de un enjuague, posterior a la 
hibridaci6n, con PBS durante 10 a 30 minutos. Este enjuague es 
suficiente para evitar ruido de fondo y no es necesario el uso de 
condiciones salinas mls fuertes. 

El ndmero de.c61ulas que pueden hibridizar en una sola 
preparacibn es variable. Con las condiciones 6ptimas reportadas 
aqut, se logra el mAximo de hibridaci6n <Figura 8). Sin embargo, 
el porcentaje de c~lulas hibridizadas por preparaci6n puede ser 
eventualmente muy elevado, pero generalmente la hibridaci6n se 
obtiene hacia los bordes de la preparacibn. Es necesario realizar 
estudios mAs intensos s~bre estos aspectos para llegar a tener un 
m6todo de rutina en el que se obtengan porcentajes cercanos alOa. 

La elaboracibn de filtros de nitrocelulosa para checar la 
incorporaci6n de riucle6tidos biotinados en las diferentes sondas 
<Fi9ur. 9.) indica que el problema de la falta ocasional de 
hibridaci6n no se debe a falta de marcado, sino a fallas en el 
procedimiento. En este trabaja se han logrado condiciones 6ptimas 
que permiten llevar a cabo un protocolo rutinario de hibridacibn 
in sit~ con buenos resultados. 
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Figura 6. Generación de señ.al no isotópica en el procedimiento de hibridación in situ 
utilizado. La sonda es incubada con DNasa 1 pancreatica para producir cortes o "nicksrriil 
azar. El DNA es incubado luego en presencia de DNA polimerasaI de E. coli, nucleótidos 
trifosfatados (DNTP) y uridina biotinada (Bio-16-dUlP). La DNA polimerasa 1 cataliza la 
adiciónde residuos nucleot1dicos del extremo S' fosforilo. El "nick" es movido o tran¡;fe
rido linelamente a lo largo del DNA. En presencia d~ nucle6tidos biotinados preexistentes 
los nucleótidos no modificados del DNA son sustituídos por biotina (B). Posteriormente,el 
DNA biotinado y celular son desnaturalizados e hibridizados in situ. Los h1bridos son de
tectados con el complejo avidina-bi~tina~peroxidasa. El complejo avidina-biotina tiene 
una constante de afinidad alta (10 M-l) que mantiene la unión estable. La enzima peroxi 
dasa actóa sopre su sustrato H202 y en presencia de diaminobenzidina (DAB) como donador -
de electrones. se produce un precinitado oxidado oscuro. El tetraóxido de osmio (Os04) 
añade mayor contraste a la ~reparación. Al final, el producto de la reacción. en forma de 
precipitado, indica los lugares de hibridización in situ. 



Sonda Tipo celul ar Tratamiento Fijación 

*-rDNA de rata (p59) 
*-gene U3snRNA humano 

fragm. Hin61 (codif.) 

*-PtK2 (marsupial)*-4 ~g/ml de *-Paraformaldehído 
al 4% 4-15 min 

-Sol . A de Carnoy 
5 min 

- Formaldehído al 
4% 15 min 

*-NRK (rata) * Actinomicina D 
*-HeLa (humano) 24 hs 

" IlI(codif.) -No 
,~ HI (flanq.) 

*-U3snRNA (hebra no transc.) 
*-gene rRNA 5S de hamster 
*-gene U6snRNA de raton 

-No 

Permeabil i zación 

*-etanol al 70% 10 min 
-acetona al 100% 3 min 

-20°C 
-l~g/ml proteinasa K 
15-20 min 3rC 

-Triton X-lOO 0.2% 
5 min 

Desnaturalización 

*-NaOH 0.07 N 15 seg-
10 min 

- HCl 0.1 N 20 min 
-O.lX SSC 100°C 15-

180 seg 
-50% de formamida/2X 

SSC 60°C 10 min 
-60% de formamida / 2 x 

10-4 M EDTA pH 855°C 
4 min 

-90% de formamida/0.1X 
SSC 65°C 2 . 5 hs 

Condiciones de hibridacion 

Concent ración --- - ----o 
*-4-166 ng por 

muestra 

Mezc l a de hibridación 

*-50% de formamida 
*-0.2% de BSA 
*-10 mM de VRC 
* - 2X SSC 
*-10% de sulfato de dextran 

+ 

*-sonda desnaturalizada 
*-DNA de esperma de salmón 
* -Formamida 

(calentar a 90°C 10 min, en
friar sobre hielo) 

*-DNA de esperma de salmón 

y/o 

- Tritón X-lOO a l 0 .2% 

*-sobre parafilm 
- sobr e vi drio 

- --s el l ado -calentado 3 mi n a 80 0 e * en baño de*-en cámara de 

Lavados 

-50% de 
30 min 

-50% de 
30 min 

-IX s se 
*-PBS 10 

--~no sellado *-no cal entado agua i ncubación 

de posthibr idación 

formam ida/ 2X sse 3re 
y/o 

f ormamida/ 1X SSC 3re 
y/ o 

30 min y/ o 
min 

Detección 

-Complej o ABe 
*-nuevo 

-antiguo 
-Fosfatasa al calina 
-Quimiosonda 

-en plancha *-con amortigua-
cal iente dor(atm.) 

-sin amortigua
dor 

% de celulas hibridizadas 

- 1-16% (% del área del cu
breobjetos con hibridación) 

Figura 7. Diferente condiciones ensayadas para la hibridación ~ ~~u . Se marcan con 
* las me i nrp~ rnn~ ~r~n"n~ 
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Figura 8. Efecto de diferentes agentes desnaturalizantes sobre el porcentaje de células hibridizadas 
in situ. Cada cuadro renresenta un cubreobjetos sobre el cual crecieron células NRK en monocapa· hasta 
l1egar al estado de confleuncia. El área sombreada indica la zona del cubreobjetos que contien~ célu·· 
las hibridizadas con la sonda de rONA. El porcentaje es el área del cubreobjetos ocupada pot celulas 
que resultaron positivas a la hibridización molecular in situ. a) 0.07 N NaOH 3 min, 16%; b) 0.07 N 
NaOH 4 min, 12%; e) 0.07 N NaOH 5 min, 10%; d) O.lX S5(100 e, 30 seg, 11% e) O.lX 5Se 100 e, 60 seg, 
4%; f) O.IX SSC 100 e, 180 seg, 1%; g) 0.2 N Hel 20 min, 4%; h) 90% formamida/0.1X sse 65 e, 2.5 h, 
14%; i) 60% for~amida/ 2 X 10 M EOTA, pH 8.0, 55 G 4 min, 5% j) 50% formamida/2X sse, 60 e,10 min, 
15%. 
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CELULAS, NUCLEOLOS AISLADOS, CROMOSOMAS 

. . pI (3X)_ 

'- ----... · --.l~ ...... ACETONA AL 100% 
PARAFORMALDEHIDO FRESCO AL 4% 5 min -20 P)C 
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EN PBS, 5-10 min , 
ACETONA AL 100%." . ~ 
-200C 3 min . . PBS 10 min (3X) 

ETANOL AL 0% 10 min ! 
PBS 10'min '(2X) , 1000 U / 11 DE DNasa 1 

----------------~ .. ~PBS 10 min 2 h 20°C 

TRIS-HCl 0.2 M, pH 7.~ GLICINA 0.1 M 10 min PBS 10 !in (3X)100 llg/ml ~e ~ 
RNasa, 1 h 
3rC 

ETANOL'HELADO 'AL 
70% 5 min (2X) . 

ETANOL'HELADO AL 
95% 5 roin (2X) 

SECADO' AL AIRE 

. NaOH 0.07 N 4t seg-3 min 

ETANOL HELADO 1 70% 5 min (2X) 

ETANOL HELADO Al 95% 5 min (2X) 

SECADO J AIRE 

37°C, 18 hs . 
HIBRIDA~ION~ I ~~NICK TRAN SLATION" CON 

NUCLEOT IDOS BIOTINADOS 
(BIOTIN-16-dUTP) DE LAS 

; SONDAS: PBS ¡fin 
2 ~g/ml DE COMPLEJO ABC EN PBS, 1 h 37 QC 

. , rDNA de rata (p59) 
gene U3snRNA humano 

fragm. H~6I (codif.) 
fragm. HaeIII(flanq .) 
fragm. BamHI (flanq.) 

PBS 10,min I 
DAB AL 0.1% EN PBs70.02% DE H202 

PBS 5 'in 

Os04 AL 1I 1 h 

AGUA DESTI~ (5X) 

ETANOL AL 2!% 3 min 

ETANOL AL 5~% 3 min 

ETANOL AL 7~% 3 min 

ETANOL AL 9!% 3 min 

ETANOL AL 9iF 3 min 
ETANOL AL 1~% 2 min (2X) 

XILOL 5 min 

MONTA! 

U3snRNA (hebra no transc .) 
gene rRNA SS de hamster 
gene U6snRNA de ratón 

t 
MEZCLA DE HIBRIDACION 

1 l'g/ml de DNA de esperma de' 
saLIllon, cortado 

0.3 ~g/ml de sonda (varía) 

50% de formamida 

2X SSC 

0.2% de BSA 

10% de sulfato de dextran 

(HERVIR 10 min, ENFRIAR SOBRE 

HIELO RAPIDAMENTE, AGREGAR) 

FILTROS DE NITROCELULOSA ...... 1--...... 

Figura 9. Protocolo de la técnica de hibridación ~ ~itu seguido en el presente 
trabajo. El tratamiento con enzimas es opcional, así como la permeabili¿acion con 
acetona o con alcohol etílico. El calentamiento de la mezcla de hibridación depen
de de la sonda utilizada. 
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Biotinac ión 
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-280 +250 ______ ~I_-~--~.~--~I-

Hinf 1 Hae1Il 
-2~0 -? ~ 

BamHI BamHI 
-12pO -3?0 ., 

EcoRI 
-240 

I 

Hinfl 
+250 I 

EcoRI EcoRI 
J~----~~~"~----~C 

-200 +236 

BamHI BamHI 
J---i I~( -_.......:..-_-.~------j/ j-[ 

-1500 +500 

Figura 9a. Sondas genicas moleculares biotinadas por "nick translation" (135) 
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y adheridas a filtros de nitrocelulosa por el procedimiento de "dot-blot" (78). 
A la derecha se representan los fragmentos de restricción utilizados en los 
filtros. La flecha representa la región genica que puede ser transcrita. La 
sonda se adhiere a los filtros y se pone en evidencia con el complejo ABe des 
crito en Materiales y Metodos. a) Control, la sonda del gene para el U3snRNA
no fue biotinada; b-d) gene humano de U3snRNA; e) pseudogene humano de U3snRNA; 
f) gene de UlsnRNA humano; g) gene de rRNA 5S de hámster sirio. No todas las 
sondas fueron utilizadas para hibridación ni todas las sondas fueron ensayadas 
en filtros. 



Especificidad de la t~cnica de hibridación in situ. Para 42 
confiimar que nuestro procedimiento de hibridación in situ 
detecta secuencias de rDNA, se hicieron digestiones enzim.ticas 
previas a la reacción de reunión de l~s cadenas. En la Fig. 10 no 
se llevó a cabo pretratamiento alguno y el producto de la 
reacción de la peroxidasa, e~pecffico para rDNA, se observó en un 
sitio precjso dentro de cada nucléolo. No se encontró ffia~ca en el 
nucleoplasma ni en el citoplasma. Cuando se utilizó DNasa 
(Fig. 10 b), no se encontró el producto de la reacción en las 
c~lulas, aunque ~stas most~aron los nucléolos bien fijados. En la 
Fig. 10 c:, las células fuer-on pr-etr-atadas con RHasa A y la señal de 
hibridación fu~ similar a la de la Fig. 10 •. La ausencia de un 
patrón de marcado ribosómico en el citoplasma, demostró que las 
condiciones de hibridación resultaron en la formación de hfbridos 

a 

Figura 10 a-c. Digestiones con nuc1easas que 
'demuestran la especificidad de la hibrida-
cian in ~itu para detectar híbridos de rDNA
rDNA en los nuc1eo10s. a) Control, sin enzi
mas, b) DNasa, c) RNasa. Las cabezas de fle
cha indican los nuc1eo10s. Se nota la ausen
cia de marca en las células NRK tratadas con 
DNasa. Campo claro. La línea representa 5 ~. 

tipo rDNA-rDNA j no rDNA-rRNA. Por lo anterior, las siguientes 
evidencias apoyan el hecho de se estln detectando •• fbridos de 
rDNA-rONA: 1) La ONasa, pero no la RNasa previenen la hibridaci6n 
(Fig. 10 b, c:); 2) la hibridación de (DIlA es estt ictamente 
nucleolar y no citopllsmica (como en el caso del rRNA E?Jidenciado 
por medio ~e la técnic a de azul de toluidina) (Fig. 12); 3) el 
ndmero de NORs cromos6micos (79) en rata es igual al ndmero de 
sitios de hibridación en cromosomas metaf.sicos (Fig. 11). 

rDNA DURANTE LA MITOSIS 

Distribución de rDNA durante la mitosis por medio de hibridación 
in ~itu. Posteriorment~, qu~rf3mos establec~r la localización 
precisa del rONA dura~te la mitosis y compararla con la 
distribuc i On de pr-ot e f n a s nu cleolares Espe cific a s. La Fig. 11 



muestra la localización de secuencias de rDNA en células NRK 
durante la mitosis. Un ndcleo interf~sico tfpico tiene 3 
nucl.olos marcados (Fig. lla. cab.zas d. fl.cha). En 2 de ellos, 
la marca aparece como una pareja en dominios discretos. En 
prof~se (Flg. 11b), cundo los nucléolos se est~n dispersando, se 
observaron 3 pares de puntos (cabezas de flecha) en los sitios 
prob?bles de 10= MORs. En metafase (Fig. llc), la seRal de 
hibri1~ción se presentó en 6 regiones diferentes (cromosomas), 
alineadas sobre la placa metaf~sica, correspondientes a los 6 
NORs (le 1-'3.5 célll1~s de rata (79). En la arlafase (Fig. 11 d), la 

""3 

6 
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Figura 1Ia-h. Hibridación molecular in ~itu no isotópica en microscopía de luz con 
una sonda biotinada de rDNA de rata contra el rDNA de celulas NRK durante la mito
sis. a) Interfase, b) profase, c) metafase, d) anafase, e-h) telofase, correspon-
dientes a la etapa de PNBs de la nucleologénesis. El producto de reacción de la pe 
roxidasa es igual, en general, al número y posición de los 6 NORs en la rata (fle= 
chas y cabezas de flecha). Se nota la ausencia de marca en los sitios que corres-
ponden a los PNBs en telofase. Campo claro. La línea representa 5 ~m. 

marca fué vista sobre las crom~tidas hermanas. Durante la 
telofase (Fig. 11 ~), las ~r'eas de hibr'idación (cabezas de flecha) 
indican los sitios de la construcción nucleolar durante la 
nucleolog.nesis. La marca estuvo ausente en los cuerpos 
prenucleolares, excepto en los NOR-PNBs (comparar con la Fig 
13.) . 

Distribución de rRNA durante la mitosis. Para confirmar que los 
experimentos de hibr i dación in Sltu habian detectado rDNA y no 
rRNA, algunas c.lulas fueron te~idas para RNA con azul de 
toluidina alcohOlico a pH .cido. Esto nos permitió comparar la 
d i s t r ' j bu ció n d e r R r-I A Y r· D H A d u r-a n t E' E' 1 c i c loe e 1 u 1 éH-. La F i 9 • 12 
muestra el patrón de ti n ciOn en c.lulas NRK durante la mitosis. 
E n c • lLl 1 a 5 i n ter f .~ sic a s ( F i 9 • 1 2 .), 1 a t i n ció r. o e u r' r' E' 

principalmente en el citop]~sma y en los nucl~olos. La masa 
nucleolar no fu. te~ida homogéneamente, como lo muestra la 
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presencia de lreas claras (cabezas de flecha) que indican 
ausencia de colorante. Estas lreas tienen un patrón punteado y 

pueden representar a los FCs (151). Con esta técnica, la mayoría 
del RNA detectable puede ser rRNA puesto qu~ sólo el nucléolo y 
el citoplasma son te~idos muy intensamente. En profase (Fig. 12b). 
la tinción se distribuyó en el citoplasma, pero una parte del 
colorante se depositó entre los cromosomas en condensación 
(cabezas de flecha). En metafase (Fi9. 12 c), la tinción fue muy 
intensa~ particularment~ alrededor de la masa cromosómica 
(cabezas de flecha). En anafase (Fi9. 12 d), la tinción se localizó 
en la interzona de cromosomas en separación (cabezas de flecha). 
Durante la telofase (Fig. 12 .), la tinción se restringió al 
citoplasma y no se detectó en la masa cromosómica descondensante. 

a e d e 

Figura 12a-e. Tincion con azul de toluidina alcoholíco-acido en ce lulas NRK duran
te la mitosis. a) Interfase, b) profase, c) metafase, d) anafase, e) telofase. La 
tincion se restringe al citoplasma y al nucléolo (cabeza de flecha en a). En prof3 
se, la tincion se locali~a en el citoplasma y entre los cromosomas en descondensa· 
cion (cabezas de flecha). En metafase, la tincion esta distribuída alrededor de 1 
cromosomas y como una envoltura bien definida, mientras que en anafase se observa 
como una interzona.entre las celulas hijas (cabezas de flecha). Durante la telofa" 
se, la tincion ocupa el citoplasma, como en las etapas previas. No se pudo detec-
tar tincion alguna en los PNBs con esta técnica. Campo claro. La línea representa 
5 11m. 

Localización de proteInas Ag-NOR d~rante la milosis Puesto q~e 
nos i nter'esaba conocer 1 as a.soc i 3C iones pr' o?c i sas en t r e el r DNA .1' 
protelnas nucleolares especIficas durante la inactivación 1 
reactivaci6n de la transcripción ocurridas durante la mitosis, 
decidimos utilizar' la técnica a.r ·3é ~·,tica par·e<. r·IOR (Ag-NOR) como 
marcador de los genes ribosómicos activos (103). En la interfase 
( F i 9 1 3 a), f lJ. é e-.IÍ den t e 1 a ¡:¡ r ? s ,? n C i a ct e L.r", p a t;.- ó n p Ll n t i f o r' m e en 
e a dan u cIé o 1 o , l o c u a 1 i n d í e ó 1 a p r e s e t", c i a d e va r i o s F e s. e u a n d o 
el nucl~o10 se di~9r'\?ga en pr'ofase (Fig. 13 b), los depósito~ de 
plata se restri~gieron a los NORs y obtuvieron un tama~o mInimo 
en metafase (Fig. 13 c) y anafase (Fig. 13 d). Los depósitos de 
plata aparecieron como tres parejas de puntos bien definidos 
sobre la placa metaf~sica~ los c u ales se separaron 
subsecuenteme~tE par~ dar 1u3ar a 3 NOP te~idos en cada ce1ula 
hija (flechas). Dur'ante la telofa.se (Fig. 13 4.), los granos de 
plata aparecieron en n u merosos PNBs (cabezas de flecha) que se 



fusionaron con los 3 NOR-PNBs teRidos m~s intensamente 
(flechas). Estos se distinguieron de los otros PNBs debido a su 
tamaRo y a su i ntens i dad de ti nc ión mayores. El mlmer·o de NOR
PNBs teRidos con plata fué igual al ndmero de regiones teffidas 
cuando se aplicó la técnica de hibridación in situ, i.e., fué de 
3 (Flg. 11 e). 

Localización de fibrilarina durante la mitosis. Para caracterizar 
m~s especfficamente cuales pr·otefnas se asocian al r·DNA y/o al 
rRNA a lo largo de la mitosis y de la nucleologénesis, se utilizó 
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Figura 13a-e. Tincion Ag-NOR para microscopía de luz en celulas NRK durante la mi
tosis. a) Interfase, b) profase, c) metafase, d) anafase, e) telofase. La marca se 
observ~ en los FCs en interfase y solo en los NORs de metafase a anafase (flechas). 
Durante la telofase, es característica la aparicion abrupta de PNBs numerosos (cabe 
zas de flecha) y la presencia de "NOR-PNBs" mas grandes (flechas) en este estado de 
la nucleologenesis. Campo claro. La línea representa 5 ~. 

la técnica de inmunomarcado con anticuerpos contra las protefnas 
nucleolares fibrilarina y RNA polimerasa l. Debido a que la 
fibrilarina ~s quiz~ una protefna asociada al rDNA y/o al pre-
rRNA (116), se siguió su comportamiento durante la mitosis y se 
comparó con el de el rDNA. En células NRK, la fibrilarina se 
encontró en un patrón puntiforme o filamentoso en interfase (Flg. 
1~ • Y f, cabezas de flecha). Esta distribución fué similar a la de 
las protefnas-Ag pero varió con r·especto de la distribución de 
rDNA (Figa. 11. Y 13 .). Durante la profase (Figs. 15 b,g), la 
fibrilarina se dispersó en el nucleoplasma, hasta que 
virtualmente no pudo detectarse en la metafase (Flga. 1~ e, h). En 
la anafase (Figa. 1~ d, i), la fibrilarina apareció gradualmente en 
la superfici~ de los cromosomas (cabezas de flecha). Durante la 
telofase (Figa. 1~ e, j), la fibr-i lar·ina tuvo el mismo 
comportamiento que las protelnas-Ag y apareció en PNBs numerosos 
(cabezas de flecha)asl como en los NOR-PNBs (flechas). 
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Localizacibn de la RNA polimerasa 1 durante la mitosis. Se hizo 
inmunofluorescencia con anticuerpos contra la RNA poi 1 puesto 
que' se ,sabe que esta enzima se encuentra en los NORs en 
cromosomas ' metaf~sicos y en los Fes en la inte~fase (142) y es 
respons~ble de la sfntesis de pre-rRNA. Por ésto, es de 
inter~s determinar su localizaci6n durante la mitosis, en relación 
con su ~sociaciOncon el ~DNA.La Fig. 16 il 'ustr~ ,la distribución de 
la RNA polI durante la mitosis. En la interfase (Figs. 16 a, f), 
se observó un patr6n puntiforme en cada uno de los nucléolos 
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Figura 14. Distribución de frecuencias 
que indica el número de nucleolos por 
cada celula NRK. Aproximadamente el 60% 
d~ la población celular muestra 3 nu--
cleolos en interfase. 

(cabezas de flecha). Este patrón de tinción fu. similar al 
observado con tinci6n-Aq y fibrilarina (Fig_. 13 • Y 15 .). En 
profase, la enzima RNA ~ol 1 se distribuy6 hacia el nucleoplasma 
(Fig_. 16 b, g). En metafase (Figs. 16 c, h) , se observ6 como pares 
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de puntos en la placa m tafAsica,(flechas). En la a~afase (Fíga. 
16 d. i), 1 as cr'DTn'¡H i d s herr an epar·ar·or. '1 se obser'var'on 

Figura I5a-j. Contra te de fases (a correspondiente inmunof1uorescencia in-
directa (f-j) de ~e1u1as NRK durante marcadas con un anticuerpo contra 
la proteína nuc1eo1 fibri1arina. a, , b,g) profase, c, h) metafase, 
d, i) nafase, e, j) te1ofase. En la i observá un patrón puntiforme y/o, 
filamentoso. De la profase a la metaf s, a 1br arina se dispersa gradualmente 
y,. n nafase, reapar c sobre 1a sup fici de lo cromosomas (cabezas de flecha). 
Dur nte la telofa e, la fibrilarina ·s a e s de ect b1 los PNBs (cabezas de 
flecha) y muy abundante en los 11 O -P "(flec ). La . °litud con la tincion
Ag es muy clara, especialmente durant la telofa e (C p r con la Figura )0 La 
línea representa 5 PID. 

vario puntos (indicativos d la pr nci d R polI) u 
refleJ b n la distribuci6n de NO 5 • ctlVO· Durant 1 t 10f se 
(Figs. 16 e, j-n), la nz~ma e asoció con los O -P s (fl~chas n 
la i. 16 l' pero no con los otro P B • 

TUD! eo eT! !e! J) 

aba conocer
la cción d 

pr'esenc i o 
a drog 

al nucl 010 n u 
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Figura 16a-n. Contraste de fases (a-e, k, m) y la correspondiente inmunof1uorescen
cia indirecta (f-j, 1, n) de ce1u1as NRK durante la mit')sis, marcadas con un anti
cuerpo contra la RNA po1imerasa l. a-f) Interfase, b, g' profase, c, h) metafase, 
d, i) anafase, e, j-n) te10fase. En la interfase, el pa"tron puntiforme refleja la 
10ca1izacion de los FCs (cabezas de flecha). Posteriormente, la RNA po1imerasa 1 se 
localiza en los NORs en metafase (cabezas dE' flecha) y anafase. Durante la te10fase 
la RNA po1imerasa 1 se asocia con los "NOR-PNBs" (flechas en j) pero no con otros 
PNBs (j-n). La línea representa 5 uro. 

¿omponentes estructurales y, a ciertas dosis, produce PNBs que se 
han" caracterizado en cuanto a algunos de sus componentes 
qulmicos. Contienen las protelnas nucleolares B23, C23 y 
fibrilarina (113,114) . Realizando estos experiment6s, obtuvimos un 
resultado no descrito antes en la literatura. 

En la Figura 17 se observan 105 resultados. En contraste de 
fases de c61ulas adn vivas (posteriormente mueren) Fig. 17a), el 
nucl~olo se observa disgregado en 2 cuerpos principales, redondos 
y t"elat"ivamente grandes (cabezas de flecha), y en otros cuet"pos 
pequeffos del tipo de los PNBs (flechas). Las mismas c~lul "as de 



a)fueron tratadas con la tinci6n-Ag b) y se observ6 Que uno de 
los cuerpos densos y grandes en a) era teffido muy intensamente 
con plata (cabeza de flecha), mi~rt~as que el otro sblo se teRla 
en su centro (cabeza de flecha doble). Tambi~n se observ6 la 
presencia de una masa homog~nea y amarillenta (flecha). Las 
mismas c~lula en b) y en a) fueron analizadas en contraste de 
fases y se notb que los lugares te~idos c~n plata eran 

, I 

Figura 17. Efecto de la aplicacion de 1 ~g/ml de actinomicina D 
durante 24 horas sobre células PtK2 en cultivo. a) En contraste 
de fases, el nucleolo se observa separado en 2 cuerpos redondos, 
grandes y densos (cabezas de flecha) y en otros cuerpos pequeños 
(flechas). b) Tincion-Ag de las mismas celulas. Uno de los cuer
pos grandes se tiñe intensamente (cabeza de flecha) y el otro so 
10 en el centro (cabeza de flecha doble). Se observa una masa -
mas laxa de material ligeramente teñido (flecha). c) Las mismas 
células teñidas, en contraste de fases. Los cuerpos teñidos con 
plata dan una apariencia birrefringente (cabeza de flecha en uno 
de ellos). d) Inmunolocalizacion de la proteína nucleolar fibri
larina en las mismas células. Se tiñen las mismas zonas teñidas 
con plata en b), es decir, contienen fibrilarina (cabeza de fle
cha y cabeza de flecha doble). X 100. 

birrefrlngentes y por lo tanto, mis facilmente observables y 
distinguibles. El cuerpo denso en a), que en b) se tiRó muy 
intensamente con plata, mostr6 la mayor birrefringencia en c) 
(cabeza de flecha). Exactamente las mismas c~lulas fueron 
tratadas con un anticuerpo marcado con fluore~celna, contra la 
protelna nucleolar fibrilarina, previo a la tinción-Ag. Los 
resultados se observan en d). El mismo cuerpo teffido 
intensamente con plata, b i rref r i ngent@ y denso en contr"aste de 
fases, contenla la mayor parte de la fibrilarina (cabeza de 
flecha). El otro cuerpo tambi6n contenta fibrilarina, pero sblo 
en la misma parte central que fu6 teRida con plata (cabeza de 
f lecha doble). 
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Figura 18. Tincion de plata específica para la reg10n del 
organizador nucleolar (NOR) a) y microscopía de contras
te de fases ~) en células PtK2 de rata canguro, tratadas 
con 1 ~g/ml de actinomicina D durante 24 horas. En micros 
copía de contraste de fases b), las celulas tratadas con
actinomicina D resultaron en la formacion de dos cuerpos 
densos' redondos y de igual tamaño (cabezas de flecha). La 
tincion-Ag en este tipo de celulas resulto en la formación 
de un cuerpo redondo teñido con plata 2) y un cuerpo ar
gentafín redondo mas pequeño 1), rodeado por una zona cla 
ra (halo) 3) que daba la apariencia de un "tiro al blanco". 
Una masa amarilla 4) a su vez circundaba esta última es-
tructura. X 100. 

Local izacio.n de pr-oteLnas-Ag en cé..lulas PtK;a tr·al.c3.das con 1 b!g/ml 
de actinomicina D durante 24 hs. E~se3uida se analizó más 
detalladamente la figura producida por el tratamiento con la 
droga. En la Figura 19 se observan c~lulas PtK? teRidas con la 
tinci6n-Ag y en contraste de fases. En b) se nota~ los dos 
cuerpos densos en contraste de fases (cabezas de flecha). En a) 
se obser'va una de las celulas con las 4 zonas pr·odu-cid.as por' la 
segregacibn nucleolar. Uno de los cuerpos (~2) fu' teRido muy 
intensamente con plata, es redondo y grande. El otro cuerpo estl 
formado por un centro pequeRo, redondo y teRido tambi'n con plata 
(MI), rodeado por un halo claro (M3). Ambas estructuras semejan un 
,-tiro al blanco" y por ello, fui nombrado asI. Hay adn otro 



elemento que s 
rodea 1 halo, 
t mbilm se ob 

Figura 19. Inmunofluorescencia de las proteínas nucleola 
res fibrilarina y RNA polimerasa 1 en células PtK2 trat~ 
das con 1 ~g/ml de actinomicina D durante 24 horas. a y 
b) Contraste de fases e inmunofluorescencia de la proteí 
na fibrilarina. Uno de los cuerpos densos en contraste -
de fases se tiñe intensamente con anti-fibrilarina (cabe 
za de flecha doble); el otro s610 en el centro (cabeza -
de flecha). c y d) Contraste de fases y la correspondie~ 
te inmunofluorescencia para la RNA polimerasa l. Solo 
uno de los cuerpos densos es positivo con anti-RNA poli
merasa 1 (cabeza de flecha). X 100. 

tiñe homogen a ent de color- amar-illo cl.ar-o '1 que 
unque no sim trica ente ("4). En el nucleoplasma 

rv n PNBs muy pequeños y abundantes. 

I~munofluor scenci obre ealulas PtK g en cultivo. tratadas con 
lU9/ml de actino tein D. Posteriormente se utiliz6 la t.cnica d 
in unofluor se nci para corrobor risos cu rpo eran 
d riv dos nucleol res o no. En 1 igura 19 a y b) se observa a 
l s e~lul en contraste de fas y la inmunolocalizaci6n de la 
protelna fibrilar-ina, respectivamente. uno de los cuerpos densos 

n contraste de ~ ses s tiñe co pletamente cuando se utiliza 
anti-fibrilarina eop. do con fluor e In (cabeza de flecha 
doble), El otro solo se fIlarc n 1 centro (cabeza de flecha). 

5J 
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Figura 20. Microscopía electronica de celulas PtK2 tratadas con 
1 ~g/ml de actinomicina D durante 24 horas. a) Tincion-Ag que 
muestra la marca del cuerpo teñido densamente (cabeza de flecha) 
y del "tiro al blanco" (cabeza de flecha doble). b) Fijacion con 
glutaraldehído y tincion con acetato de uranilo y citrato de plo 
mo, en donde se muestra la morfología de los 2 cuerpos produci-
dos despues del tratamiento con la droga (cabezas de flecha). c) 
Inmunomarcado con anti-fibrilarina acoplado a peroxidasa (cabe-
zas de flecha) en los cuerpos nucleolares producidos por el tra
tamiento con actinomicina D. d) Inmunomarcado con anti-RNA po1i
merasa 1 acoplado a peroxidasa (cabeza de flecha) en solo uno de 
los cuerpos nuc1eo1ares producidos por la droga. X 8 000. 

En la Fig. 19 e y d) se utilizó un anticuerpo contra la RNA 
polimerasa l. S610 uno de los cuer~os densos en contraste de 
fases fu. marcado (cabeza de flecha). Ese cuerpo es el mismo que 
se ti~e con anti-fibrilarina. 

Mi croscopl.a e 1 €oc t ra.n i ca. ti nc i Or,-Ag par'a mi cr'oscopLa el ec tr'ord ca 
e inmunomicr·oscopl.a electr'ÓIlica de ce.lulas PtK¡a en cultivo. 
tratadas con 1 ~~/ml de actinomicina D durante 24 hs~ El 
siguierite paso fu~ el de Fonocer la composici6n proteica y la 
estructura fi~a ~€o e~o~ cuerpos densos, por. medio de microscopia 
electrbnica. Los res~ltados se ilustran en l~ ~i9ura. 20. En la 



Fig. 20 ., se utiliz6 la tinci6n-Ag modificada para c~lulas en 
cultivo y microscopia electr6nica (69). Uno de los cuerpos se 
tige intensamente (cabeza de flecha)$ en tanto que el otro s6lb 
se contrasta en el centro, de manera id~ntica a como se observó 
con microscopia de luz. La masa amarillenta presenta un 
contraste ligero. El halo claro no se ti~e con plata. En la 

Figura 21. Hibridaci6n 
molecular in ~itu en 
ce1u1as PtK2 tratad3s 
con 1 ~g/m1 de actino
micina D durante 24 ho 
ras; utilizando una 
sonda biotinada de rDNA 
de rata. El producto de 
la reacción de la pero
xidasa se observa sólo . 
en uno de los cuerpos 
redondos producidos por 
la droga (cabeza de f1e 
cha), indicando.que con 
tiene rDNA. El otro 
cuerpo carece de marca, 
es decir, de rDNA (cabe 
za de flecha doble). -
Tanto el citoplasma co
mo el nucleoplasma son 
negativos a la reacción. 
X 100. 

Fig. 20 b) se obser'va la tlltr-ai?stl"uctur'a de ambos cuer'pós cuando 
5~ utiliza la t6cnica estÁndar para microscopia electrón(ca, es 
deci~, fijaci6n con glutaraldehldo y contraste con acetato de 
uranilo y citrato de plomo. El cuerp6 que se con~rasta con plata 
es de naturaleZa f ibr·j lar' . (.cabeza de flecha) j hornogeneo. El otr'o 
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cuerpo es fibrilar en la periferia (halo claro, cabeza de flecha) 
y poco denso a los electrones en su centro. La masa amarilla es 
de naturaleza granular. 

En la Fig. 20 e) se utilizo inmunomicroscopla electrónica con 
anticuerpos marcados con peroxidasa, contra la protelna 

Figura 22. Localización del gene ·para el U3snRNA humano en 
celulas ReLa, por medio de hibridación molecular bt .6ilu 
con el fragmento de restricción Hbt61 biotinado . La marca 
se observa exclusivamente en ciertas zonas del nucleolo 
(cabezas de flecha) cuando no hay tratamiento enzimatico 
previo a y b). En c), se hizo un tratamiento previo a la 
reacción de hibridación, con 100 ~g/ml de RNasa A durante 
1 hora a 37°C; la marca se observa en los nucleolos (cabe-
zas de flecha). d) Cuando se ~tiliza DNasa 1 a una concen
tración de 1000 U/mI previo a la hibridación, la marca no 
se observa en las celulas. Sin embargo, la enzima no daña 
la morfología nucleolar. Campo claro. X 100. 

fibrilarina. Uno de los cuerpos se contrasta compl~tamente, 
aunque se observan espacios debido a la preservación ineficiente 
del material dada la t~cnica (fijaciór, en formaldehldo) (cabeza 
de flecha a la derecha). El otro cuerpo se contrasta s610 en una 
~egi6n, de igual forma cQmo ocurrió cuando se observó con 
microscopia de luz. No hay marca en el nucleoplasma. 

En la Fig. 20 d) se observa la inmunolocalizacion al 
micrQscopio electr6nico tuando s~ utiliza un anticuerpo contra la 
protelna RNA polimerasa l. Solo el cuerpo positivo a la plata y a 
la antifibrilarina, es positivo también par·a la anti-RNA 
polimerasa 1 (cabeza de flecha). Los espacios corresponden 
seguramente a 1 a mal a pr"eser·vac i on de 1 a muestr·a deb i do a 1 a 
f i j ac i 6n. 

Hibridación mo l e c u l ar ill situ con una sonda de r·DNA bi o tinado de 
r ata. c o n t ra c4 1u l as PtKa en c u l t ivo, trat adas con 1 ug/ml de 
ac t inomi c ina D durante 24 hs. Enseguida, se investigó la 
distribuci6n de los genes ribosomicos en celulas tratadas con la 
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Figura 23. Localizaci6n del gene para el U3snRNA humano en celulas PtK2 por medio de 
hibridación molecular ~ ~itu, con un fragmento Hin61 biotinado. a) Aumento bajo de 
la zona de hibridación. La marca ocurre en casi todas las celulas y es muy intensa, 
pero estrictamente nucleolar. b y c) Campo claro y el correspondiente contraste de 
fases de una zona en a), a mayor aumento. Las zonas discre~as en b) (cabezas de fle 
cha), corresponden a los nuc.leolos, como se observa en c), en donde se marca el lí
mite de los núcleos con cabezas de flecha grandes. a X 10; b Y c) X 100. 

droga, mediante la t.cnica de ~ibridaci6n in situ, utilizando un 
segmento de la reg i bn cad i f i cante de 1 r·DNA de rata, prev i amente 
biotinado. Esta sonda forma hlbridos con el rDNA de otras 
mamlferos puesto que la regi6n codificante se ha conservado 
durante la evolucibn de este grupo. Así, las cilulas PtK 2 de 
marsupial efectivamente formaron tales hlbridos. En la Figura 21. 
se observan los resultados. SOlo uno de los cuerpos fu~ marcado 
con este procedimiento (cabeza de flecha). El otro cuerpo no 
contenta cantidades apreciab~es de rDNA (cabeza de flecha doble). 
Ese cuerpo corresponde, seg6n nuestras observaciones, al mismo 
cuerpo que contiene fibrilarina, RNA polimerasa 1 y las , . 
protelnas-Ag. 

LOCALIZACION DEL GENE U3anRNA 

Localizacibn del gene para el U3snRNA en c~lulas HeLa en 
interfase, por medio de hibridacibn molecular in situ. Para 
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Figura 24. Hibridación molecular in ~itu con 
sondas biotinadas del gene U3snRNA humano so 
bre nucléolos aislados del hepatoma de Novi
koff. A-D) Campo claro y el correspondiente 
contraste de fases en la columna derecha. A) 
Control negativo; la solución de hibridación 
no contenía sonda de DNA. Los nucléolos se 
marcan con flechas. B) Control positivo; hi
bridación con-el plasmido p59 (rDNA). La mar 
ca aparece en los nucléolos (flechas). C) Hf 
bridación con el fragmento H~I (región co~ 
dificante) del gene para el U3snRNA; la mar
ca aparece en ciertas zonas del nucléolo 
(flechas). D) Hibridación con una sonda de 
la región adyacente a la secuencia codifican 
te, por detras del sitio de iniciación de la 
transcripción. La marca aún se puede observar 
en los nucléolos. X 100. 



conocer la regulaci6n de 1a "expresión de un gene especifico, uno 
de las aspectos que es necesario investigar primero es su 
localizaci6n subcelular. El U3snRNA es el snRNA mis abundante en 
el nucl~olo. Debido a que no se ronocla la ubicaci6n del gene que 
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Figura 25. Caracterizacion citoquímica de los nucléolos 
aislados. a) Contraste de fases de células vivas de "he
patoma de Novikoff. Los nucléolos son grandes y de for-
ma irregular (flechas). b-f) Campo claro. b) Tincion-Ag 
de los nucléolos aislados. Las flechas señalan la tin-
cion de elementos de tamaño similar al de los nucleolos 
en a). Las cabezas de flecha dobles indican las regiones 
del nucléolo que se marcan (FCs). c) Tincion con azul de 
toluidina pera RNA. Los nucléolos se tiñen intensamente 
(flechas), salvo en algunos espacios que son claros (do
ble cabeza de flecha) y apenas perceptibles (FCs). d) 
Tincion con azul de toluidina para DNA (Feulgen modifica 
do). Los nucleolos son negativos (flecha) pero se obser~ 
va material teñido alrededor de ellos (cabezas de flecha) 
que corresponden a cromatina perinucleolar. e) RNasa-a
zul de toluidina para RNA. Los nucleolos no se tiñen 
(flecha). f) DNasa-azul de toluidina para RNA. La enzima 
no elimina el material nucleolar principal (flecha). X 100 

lo produce, se estudiO EstE aspEcto por técnicas de hibridaci6n 
:n situ. En la F1g. 22 se ilustran 105 resultados obtenidos con 
una sonda de del gene U3 humano, hibridizado sobre c~lulas HeLa. 
En a y b) se observan las marcas de la hibridaci6n en los 
nuc16010s, ya sea en c'lulas mononucleoladas (a) o 
multinucleoladas (b). En c) se utiliz6 RNasa previamente a la 
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hibr'idación. Los resultados indican que los hibr'idos for'mados sor. 
del tipo DNA-DNA. Sin embar90, cuando se utilizan 1000 U/mi de 
DNasa por 2 hs a 37°C, la marca es evitada, indicando que los 
hlbridos formados señalaban la localizacion del gene. Ni la RNasa 
ni la DNasa alteran en gran medida la morfol091a nucleolar. 

Figura 25. (Continuación)~ Ultraestructura de los 
nucleolos aislados, teñidos con acetato de urani-
10 y citrato de plomo. G) Aumento bajo en donde 
se observa que los nuc1eo10s no son los únicos e
lementos de la fracción utilizada. Se notan los 
nuc1eolos (flechas) y residuos de cromatina adya
cente (cabezas de flecha). H) A mayor aumento, se 
observan los elementos estructurales característi 
cos del nuc1eo10 y la cromatina adyacente (Chr). 
DFR, región fibrilar densa; FC, centro fibrilar; 
G, región granular. 

Localizacian del gene para el U3snRNA en ce.lulas PtKa en 
interfase, por medio de hibridacio.n molecular' in situ. Debido a 
que la sonda gerdca mo-Jecular' u..ti 1 izada corr'espondla a un 
fragmento de restricci6n que incluía la región codificante del 
gene! ya que este se ha conservado durante su evolución (158), se 
realiz6 hibridaci6n in situ en otro tipo celular. S~ utilizaron 



Figura 25. (Continuación). U1traestructura de 
uno de los nucleolos aislados. Después del pro 
cedimientot los nucleolos conservan sus elemen 
tos característicos, que aquí se notan clara-
mente. Las siglas son las mismas que en la fi
gura anterior. Acetato de urani10-citrato de 
plomo. X 8000. 
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ctlulas PtK2 mononucleoladas, de marsupial. los resultados se 
observan en la Fig 24. En a) se observa que la marca sblo se 
localiza en el nucl~o)o y que el porcentaje de c~lulas con 
hlbridos en el campo del microscopio es alto. b) A mayor aumento, 
con campo claro, se distinguen marcas en zonas discretas (cabezas 
de flecha), que al observarse en contraste de fases Ce), 
demuest~an ser nucleolos (cabezas de flecha Chicas), dada su 
localizacibn en el interior del nucleo (cabezas de flecha grandes). 



Figura 26. Contraste de fases de cro
mosomas metafasicos de linfocitos hu
manos luego de la hibridacion in ~itu 
con la sonda genica correspondiente al 
fragmento Hin61 (región codificante) 
del gene U3snRNA humano. La marca,(ne 
gra en campo claro, brillante aquí) se 
localiza en diferent€:s regiones en di
ferente's preparaciones cromosOmicas 
(cabezas de flecha). Sin embargo, la 
señal se observa en 10$ bra~os largos 
de dos cromosomas grandes,' en o cerca 
de los telOmeros. La marca no.~e obser 
va en las constricciones secundarias 
de los cromosomas acrocentricos. X 100. 

Localizac:iOr: del~~ pat-'a €'1_Jj3snRNAen nlJ.c:le.olo~ aislados, por' 
medio de hibr-idac:ibn molec:ular' in situ.. Para conoc:er' si el gene 
analizado es o no intranuc:lear, se aislaron nuc:l.olos d€'l 
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Figura 27. Localización del gene para el U6snRNA en celulas interfasicas PtK
2 por medio de hibridación ~ ~~u. Las celulas fueron tratadas con RNasa pre-

vio a la hibridación. La sonda es la región codificante del gene de ratón. La 
marca es nucleoplasmica, como se aprecia en varias celulas (cabezas de flecha). 
N, núcleo; n, nucleolo. Campo claro, X 100. 

hepatoma de Novi~off de rata y se trataron con la t~cnica de 
hibridaci6n in situ con diferentes sondas g'nicas.La Fi9u~. 24 
fftU.@S..t..ra en la columna de la izquier"da, los resultados obtenidos, 
en campo claro (A-D). En la c:otllmna d-e !a der"echa se obser"van los 
correspondientes contraste de fases. A) Control negativo. Los 

Figura 28. Localización del gene para el rRNA SS en celulas interfasicas PtK2 
por medio de hibridación ~ ~~u. La sonda es la región codificante del gene 
de hamster chino. a) Campo claro, X 100. La marca es nucleolar (cabeza de fle 
cha). b, c) Campo claro y el correspondiente contraste de fases para observar 
detalles de la celula. La marca es nucleolar (cabeza de fleCha). d, e) Contras 
te de fases de células tratadas previamente con RNasa. La marca es menos inten 
sa pero estrictamente nucleolar (cabeza de flecha). 

~ucliolos fúeron hibridizados con la mezcla de reacción pero sin 
sonda gtnica. Los nucl~olos no presentan marca (flechas). En B) 
se usó una ~onda de rDNA como control positivo. La sonda 
utilizada fu. el pllsmido p59. Los resultados indican que la 
marca es nucleolar (flechas). En C) se us6 el fragmento Hin'I 
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(regibn codificante) del gene U3snRNA como sonda. La marca es 
nucleolar (flechas). En D) se us6 una sonda que contenla la 
re~ibnadyacente del gene (fragmento BamHI) para el U3snRNA. 
Curiosamente (debido a que la sonda utilizada pr·ovenla de humano 
y los nucl~olos de rata; la regien ginica utilizada no estA 
conservada entre las especies), los nucl~olos mostraron 
hibridacion (flecha) aunque en zonas r~stringidas, como en el 
caso antet' i or. 

Para comprobar la pureza de las fracciones nucleolares 
aisladas y la preservacibn de sus ~lementos estructurales, se 
realizaron pruebas citoqulmicas y ultraestructurales. Los 
resultados se observan en la Fig. 2~ a-1). En a) ~e observan, en 
contraste de fases, las c~lulas vivas con sus nucleolos 
prominentes y de forma irregular (flechas). Una vez aislados, los 
nucleolos fueron analizados para confirmar su origen y 
naturaleza. En b) se utiliz6 la tincian-Ag. La reacción ocurr·ie 
en los nucl~olos (flechas) y en su mayor la, en regiones discretas 
(cabezas de flecha dobles) que corresponden a los FCs y a la DFR. 
Con la t'~nica de azul de toluidina para RNA (e), los nucliolos 
se ti~eron intensamente (flecha), pero algunas zonas no fijaron 
el colorante (cabeza de flecha doble). Estas zonas claras 
corresponden a los FCs (151). En d), los nucl'olos fueron te~idos 
con la t¡cnica de azul de toluidina para DNA (Feulgen 
modificado). Los nucl~olos fueron negativos (flecha) pero 
mostraron una zona de cromatina adyacente (cabezas de flecha). En 
.), se utilizb RNasa a una concentraci6n de 100 ~g/ml durante 1 h 
a 37°C, seguida de tinci6n para RNA con azul de toluidina. Los 
nucl~olos (flecha) no se ti~en pues el RNA fue eliminado. En f) 
se utilizb DNasa y se hizo tincian con azul de toluidina para 
RNA. Los nucl~olos (flecha) se ti~en, indicando qu la enzima 
elimina el DNA pero no altera los elementos ribonucleoproteicos. 

La ultraestructura de las fracciones nucleolares utilizadas 
indicb la presencia de impurezas, como los fragmentos de 
cromatina adyacente al nucl~olo Fig. 2~ G (C~ntinuaci6n. eab.za. 
d. fl.cha), aunque los nucl'olos fueron preservados adecuadamente 
(flechas). A mayor aumento (H) se observan las impurezas (Ch) 
pero los nucl~olos adn conservan elementos estructurales como la 
regibn fibrilar densa (DFR) , los centro fibrilares (FCs) y la 
regibn granular (G). Los riucleolos puros (Fig. 2~ 1 
(Continuaei6n» muestran igual conservacion de elementos 
estructurales caracterl~ticos de este organelo. 

Localizacibn del gene U3snRNA en cromosomas metaf~sicos humanos, 
por medio de · hi b ridacibn molecu l ar in situ. ·Con el objeto de 
conocer si el gene humano para el U3snRNA se encuentra asociado a 
genes nucleolares a lo largo de todo el ciclo celular, se estudió 
la localizacion del gene en cr·omosomas metafasicos humanos de 
linfocitos estimulad~s. Los resultados de l~ t~cnica de 
hibridación in situ con una sonda del gene correspondiente a la 
regibn codificante (fragmento Hin/I) se muestran en la Fig. 26. 
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La seRa} de hibridaci6n se observa en regiones distintas a los 
sitios correspondientes a los organizadores nucleolares (NORs), 
lugar en donde se localizan los gen~del rDNA. Estos ~ltimos se 
encuentran en las constricciones secundarias de los cromosomas 
acroc~ntricos (68). No se ha determinado a4n la regi6n cromosómica 
~speclfica en d6nde se localizan los gene~ U3 en humano. 

Con el objeto de utilizar un control positivo para la 
detección del gene U3snRNA, se 1lev6 a cabo la ticnica con una 
sonda del gene para el U6snRNA de rat6n en c~lulas PtK 2 • los 
resultados se ilustr~n en la Fig. 27. Como resulta claro, el gene 
es nucleopl'smico. 

Otro control positivo utilizado fu~ el gene para el rRNA 5S de 
hlmster chino. Los resultados fueron inesperados pues, al igual 
que el gene para el U6snRNA, tste habJa sido reportado como 
nuc]eopl~smico y, en metafase en los tel6meros de la mayorla de 
los cromosomas (121,133). La Fig. 28 muestra la localizaci6n 
nucleolar del gene para el rRNA 5S de h'mster chino, en cilulas 
PtK~. Los resultados presentes, sin embargo, concuerdan con los 
reportados recientemente en la reunibn anual de la Sociedad de 
Biologla Celular de los Estados Unidos (72a). Ahf se reporta la 
asociacibn estrecha de estos genes con el nucliolo. 
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D:ESCUS:J:ON 

HIBRIDACION IN 5I1U 

Varias evidencias apoyan la especificidad de la detección de 
hlb~idos rDNA-rDNA: 1) la DNasa y no la RNasa elimina la marca, 
2) la tinción-Ag y la localización de RNA poi 1 semejan la 
posición del NOR durante )a mitosis, de igual manera como lo 
hace el rDNA, 3) el marcado es estrictamente nucleolar' y no 
citopl~smico o hucleopl~smico como en el caso del rRNA, cuando se 
utiliza la t~cnica de azul de ioluidina. El rRNA se comporta de 
la misma manera que la vaina de snRNP alrededor de los cromosomas 
(152) y no como el NOR. Es posible que el rRNA no haya sido 
detectado, debido quiza a que est~ unido fuertemente a protefnas 
desde que est~ siendo sintetizado (61). En los ribosomas lo 
protegen gran cantidad de protelnas, en tanto que el rDNA en el 
nucléolo se encuentra en una configuración extendida y no 
nucleosomal (37~38), lo cual facilita su desnaturalizaci6n y 
posterior hibridaci6n, 4) El ndmero de NORs en rata es igual al 
ndmero de sitios de hibridaci6n en metafase. Debido a que no hay 
reportes sobre la distribuci6n de rDNA durante la mitosis por 
medio de hibridación molecular in situ, salvo el de Manuelidis en 
1985 (94), el cual es incompleto~ esta parte de la tesis se 
enfocó en ese aspecto. 

En 10 que se refiere a los NORs, la metafase y la telofase 
resultaron ser puntos claves. En rata, hay 3 cromosomas con 
secuencias genicas rDNA (79). , Esto si9nifica que debe haber 
6 sitios en telofase puesto que cada crom~tida hermana contiene 
tales secuencias. Pero, debido a que en , metafase se presentan 
adem~s cromosomas homÓlogos, era de esperarse que la hibridación 
in situ pusiera de manifiesto 12 sitios, si l~ resolución era lo 
suficientemente buena. En efecto, se pudieron detectar 6 sitios 
de hibridación alineados en la placa metaf~sica, cada uno de 
ellos correspondiendo muy probablemente a pares de crom~tidas. 
Por otro lado, la tinci6n-Ag puso de manifiesto 5610 3 pares de 
sitios en metafase, lo cual implica el ~arcado de 3 sitios 
cromosómicos o 3 crom~tídas; las otras 3 crom~tidas de los 
homólogos no han sido marcadas debido quiz~ a que sus NORs no 
fueron activos en la dltima interfase premitótica (103). 

Estas observaciones nos llevaron a investigar el ndmero de 
nucl~olos que. pueden formar'se a par·tir· de 6 NORs er. las c~lulas 
NRK. El histograma de la Figura 14 indico que la mayor' fa de las 
c~lulas son capaces de construir 3 nucléolos interf~sicos. Esto 
significa que solamente 3 NORs son activos o que cada 2 de ellos 
se fusionan para formar un solo nucl~010, 4~nómeno que ya ha sido 
observado varias veces (21). Como la tinción-Ag detecta 3 NORs 
en metafase y anafase~ podemos aceptar la primera opción, o una 



combinada en la que un nucl~olo contiene 2 NORs, uno activo y el 
otro inactivo. Nosotros hemos visto 1 o 2 sitios marcados en 
interfase en nucl¡olos individuales. Otra posibilidad seria la de 
encontrar rDNA extranucleolar, q~~ indicarla la presencia de 
genes inactivos. En este trabaja no se encontró marca fuera del 
nucl~olo. 

La distribución de RNA poI 1 semeja la de la tinción~Ag mAs 
que la del rDNA durante la mitosis~ La fibrilarina no es 
detectable en metafase, aunque se ha reportado anteriormente su 
presencia en el NOR de c~lulas PtK 2 (114). 

Ademls de la especificidad de la t~cnica, se observó que las 
condiciones utilizadas para desnaturalizar e hibridizar no 
destruyen la morfologia celular. Asi que es posible suponer que 
los subdominios nucleolares no estln siendo alterados 
estructuralmente de manera importante. 

Basados en la especificidad de la t~cnica, nuestros resultados 
indican que el rDNA se localiza en los NORs a lo largo de la 
mitosis, como se esper-aba. Adem.s, se ha mostr-ado evidencia de 
que: a) en interfase, el rDNA no ocupa todos los FCs, y tal vez 
ni siquiera toda la región fibrilar; b) la hibridación in situ, 
comparada con la tinción-Ag y la distribución de la RNA polI, 
detecta el n~mero real de NORs en metafase, i.e., el doble. c) 
Durante la nucleolog~nesis, los PNBs no 
contienen cantidades detectables de rDNA ni de RNA poI l. La 
totalidad de estos elementos se mantiene en los "Nor-PNBs·, junto 
con algo de las protefnas-Ag y tal vez una pequeRa cantidad de 
fibrilari~a; otro PNBs si contienen fibrilarina y protefnas-Ag. 
Esto implicarla que la RNA polI no es una de las protefnas 
responsables de la tinción-Ag, como ya se ha propuesto antes 
(164a)~ La protefna C23 (92) o la fibrilarina podrfan ser 
entonces las responsables de tal tinción. 

rDNA DURANTE LA MITOSIS 

Quiz. no todos los ~Cs de los nucléolos interf~sicos de células 
NRK contienen rDNA. Cuando se comparó el patrón de ~arcado para 
rDNA con el patrón para RNA, tinción-Ag, fibrilarina y RNA polI 
en metafase, se obtuvo un resultado imprevisto: el rDNA estaba 
restringido a una o 2 .r-eas discretas en cada nucléolo, mientras 
que la plata y la RNA poI 1 mostraban un patrón punteado, 
correspondiente a los FCs. La presencia de 1 o 2 sitios para rDNA 
puede indicar una diferencia en la etapa del ciclo celular. 

La fibrilarina tambi~n mostró un patrón punteado, aunque la 
mayorla de las veces se presentaba como una hebra gruesa que 
semeja la estructura nucleolonemal. 

La presencia de un patrón punteado de .reas claras en 
nucl~olos teRidos con azul de toluidina alcohólico-Acido, sugirió 
nuevamente la presencia de numerosos FCs carentes de RNA. 

Estas observaciones se contraponen a los resultados 
encontrados por otros autores utilizando autoradiograffa 



66 

ultraestructural con [3H]U~ (162) y técnicas especificas (37), 
exclusivas (2,128) o preferenciales (162) para cromatina, con las 
cuales se ha demostrado repetidamente que en el nucléolo hay 
fibras de DNA que provienen de la cromatina perinucleolar y que 
llevan a cabo actividad transcripcional en el componente 
fibrilar. 

Por lo anterior, aq~f se postula que no todo el DNA nucleolar 
debe consistir derDNA, sino que debe contener otros genes, ya 
que hay continuidad entre la cromatina nucleolar y la 
perinucleolar (2,37,163). Fué necesario el uso de la 
hibridaci6n in situ para demostrar de manera inequfvoca qué 
parte del DNA nucleolar es rDNA. En efecto, hay evidencias de que, 
al menos al nivel de la microscopia de luz, la mayorfa del rDNA se 
localiza exclusivamente en los Fes (1) en interfase y en los 
NORs en metafase (62). 

En este trabajO se encontr6 que, en rata, hay rDNA en 
cantidades detectables en zonas restringidas del nucléolo, 
correspondientes probablemente a un ndmero limitado de Fes. En 
microscopta electrbnica, ademls, se observa que en c~lulas PtKz 
hay numerosos Fes, lo que indica que este tipo celular tiene un 
nómero de estas estructuras mayor que el de zonas de hibridacibn 
en microscopIa de luz (Fig. 29).No obstante, no se puede excluir 
la posibilidad de que el rDNA forme parte de un acomplejo 
fibrilara (72b) o de que emita hebras muy delgadas hacia afuera, 
que no puedan ser detectadas con el microscopio de luz. 

Estos hechos nos han llevado a sugerir que aquellos Fes que 
contienen rDNA son los mjsmos que se forman a partir de los NORs, 
y que los que no contienen estos genes podrfan ser el resultado 
de la fusi6n de PNBs que no estln involucrados con la actividad 
transcripcional temprana en la fase G1 • Estos ultimas entonces, 
representarfan estiucturas de almacén con protefnas listas para 
ser usadas o transferidas a la siguiente generaci6n . Mls adn, 
estas suposiciones pueden justificar o explicar las diferencias 
que se observan entre el ndmero relativamente grande de Fcs en 
interfase y el correspondiente ndmero menor de NORs en metafase 
en la misma especie. Aslque, algunos Fes no son .n r.alidad la 
contrapart. d. 10. NOR. m.taflsicos. Analizando con cuidado la 
nucleologénesis, obtuvimos apoyo parcial para esta hipótesis. 

Los aNOR-PNBs D y no otros PNBs, contienen la mayoria, ~i no es 
que todo, el rDNA v la RNA poI l. Recientemente, Ochs y col. 
(113) plantearon la siguiente pregunta: ¿D6nde estl el rDNA 
durante la nucleologénesis? Este aspecto es de inte~és especial 
porque durant~ la telofase ocurre un rearr~glo y 
desenrrollamiento de rDNA, que da lugar al nucl'olo inte~f.sico. 
La pregunta ha tratado de ser respondida antes. Por ejemplo, 
Mirre y Sthal (105) sugirieron, basados en estudios 
autorradiogrlficos después de la incorporación de [3H1Ur en 
ovocitos de rat6n, que el rDNA se encuentra inicialmente 
compactado en los Fes al inicio de la nucleologénesis, pero que 
se desenrrolla progreSivamente y se distribuy e hacia todo el 



Figura 29. Nucleolo interfasico de una celula PtK2 en 

cultivo. Fe, centros fibrilares; DFR, región fibrilar 

densa; G, región granular. NE, envoltura nuclear. Ace 

tato de uranilo-citrato de plomo, 8000 X. 

67 

j 



68 

componente fibrilar. Otros autores encontraron que en meristemos 
radicales de cebolla, sólo 105 PNBs m~s grandes incorporan 
[-H1Uri sugiriendo adem~s que otros PNBs no son ni el producto 
ni el sitio de actividad transcripcional en telofase (108). Por 
otro lado, se habfa establecido que el rDNA se localizaba en los 
FCs en interfase (1). _ Sin embargo, como la autor-r-adiogr-affa sólo 
muestra genes activos y querfamos establecer la posición r-eal de 
los genes r ibosómicos durante la nucleologénesis, llevamos a cabo 
estudios de hibridación in situ con sondas de rDNA. 

Esencialmente, estamos de acuerdo con el hecho de que sólo los 
PNBs m~s grandes llevan a cabo actividad transcripcional al 
inicio de la nucleologénesis, puesto que sólo ellos contienen 
rDNA. Pero por el contrario, sugerimos que el desenrrollamiento 
de este DNA estl limitado a dominios especificas, justo alrededor 
de los FCs, pues no se detectó marca en otros sitios. 

Los resultados de Thir-y y col. (162) sobt"'e la actividad 
transcripcionalmuy temprana y los de Scheer y Rose sobre la 
localizaci6n ultraestructural de la RNA polI (142), apoyan la 
idea de la actividad transcripcional dentro, o mUj cercanamente a 
los FCs, aunque no se puede eliminar la posibilidad de que la 
localización interna se deba a invaginaciones de la DFR en el 
FC. Quiz.' los métodos de autorradiograffa ultraestructural no 
son lo suficientemente precisos para resolver diferencias 
transcripcionales que ocurren en tiempos muy cortos, de tal forma 
que la marca se encuentra en sitios distintos de donde ya ha 
ocurr-ido la transcr'ipción. Erltonces, ~s posible s.tpono::-r' qüe 
durante la nucleologénssis, el rDNA de los "NOR-PNBs" no se aleja 
demasiado sino que sufre un desenrrollamiento local, a ~artir del 
cual se inicia la transcripción. Este desenrrollamiento local 
puede originar mls tarde la DFR. A pesar de ésto, pudieran haber 
asas de rDNA no det~ctable. El procedimiento de hibridaci6n in 
situ utilizado aquf, es potencialmente aplicable a nivel 
ultraestructural, 10 cual ayudarfa a responder esta inter' o~ante. 

Se podrfa plantear un esquema en donde los PNBs gr'andes, que 
contienen rDNA y RNA polI, asf como protefnas-Ag y fibrilarina, 
representan entonces los NORs en etapas previas de la mitosis. 
Estas estructuras crecen en tamaKo y se convierten en centros de 
nucleaci6n a partir de los cuales comienza la transcripción, 
a~adiendo una DFR alrededor (24,56,87,113,127,154,155). Estos 
PNBs también contienen protefna C23 (113). Estas estructuras 
fueron llamadas "NOR-PNBs" para distinguirlas de otra población 
de PNBs vistos en telofase durante la nucleologénesis. Es 
interesante notar que, durante la nucleologénesis, ,los "NOR
PNBs" presentan un patr6n punteado cuando se usan anticuerpos 
contra la RNA poi l. También _se observó un marcado muy ligero 
sobre la superficie de los cromosomas~n descondensación, pero 
no mostraban un patrón de PNBs. La presencia de RNA polimerasa 1 
con un patr6n puntiforme en los "NOR-PNBs", se puede explicar 
que es debido a una sfntesi~ y transporte muy rlpidos de la 
enzima en telofase, o por acumulaci6n por una vIa diferente a 
los PNBs. Asl mismo, pOdrla ser que la enzima no fuer 'a 
reconocida por el antieuerpo debido a un estado conformacional 



durante este perlado. Queda por aclarar si la enzima se conserva 
cuantitativamente durante la mitosis (98), Los otros PNBs son 
mas peque~os y contienen las protelnas-Ag, fibrilarina, C23 y 
B~3, p~ro no conti~nen cantidades detectables de RNA polimerasa 
! o t--DNA, ni ,-ct.i ,j.jE,~ transcr ipcional (108). Por- consiguiente, 
lo~ ~N0R -PNBs" sa~ las E5tructuras reales que originan el 
~u ~leolo m~duro dUfante la lelofase-interfase temprana, a trav4s 
d~ la iniciaci6p de la lranscripci6n del rDNA y a trav4s de la 
capacidad para atraer o atrapar al3unas protetnas que han sido 
preempacadas e" PNBs pre-Ji~Mente. Entonces, los otros PNBs, o el 
~aterial en ellos~ se reorganiza~ j dan lugar a Fes sin rDNA en 
l~ siguiente interf;se y pLteder: ser los FCs que no son la 
~0ntra~arte de los ~IOR5 melafÁsicos. Los centros aclivos de 
r~rD'5trucci6n nucleolar, sin embargo, ya sea que ocurran 
directamente a partir de las constricciones secundarias (67) o 
p.3;--tir de f(-3. 3~,1E";¡tos de DnA 2-dyacentes a ellas (99), es ún 
prohle~a qUE queda por resolver, quizl con ayuda de la 
h:hrirl2~i6n in situ de alta resoluci6n. 

A:"lnr:¡l.le se ha pr¿-sentadu evidencia de colocalizacion del rDI-JA, 
RN~ pc1imerasa 1, fibrilarina y protelnas-Ag durante la mitosis 
e j~t~rfase, aqul no se tla demostrado si estas protelnas tienen 
,::, 13:1". I'¡?o-pel é'n l~ tr3.nscr-ipci6n del rDNA en el inicio de la 
!W c ! lE- o l 0':1 e n e s i s • 

La tHJ.cleolo'3enesis involucr-a al menos los eventos de 
ewpaquetamiento de PNBs, posterior fusi6n con los "NOR-PNBs" q~e 
2p':' t":.?s injci¿¡ron la transcr ipcian :' el r-ear-reglo de componentes 
en el nu..::l~olo ints-rf2,sico. La sintesis de pre-r-RNA juega un 
papel importante en todo el proceso j por ello, los eventos 
re l~cio~~dos con ella son c~uciales. El conocimiento de los 
eleme~tcs je accion - cis y los factores transcripcionale~ del 
reMA 1141 , J del tiempo exacto en que las protelnas nucleola~es 
se aso~i.;_n a los "tfOR-PNBs" , sor. factor-es que van a contribuir- a 
descifrar el ~ecanismo de la nucleolog~nesis in vivo. 

La transcripci6n del rDNA parece ser independiente de la 
Estru~tu~a de la cromatina (39) o de la presencia de RNA 
poli~2r~c~ J, pero parece depe~de~ de modificaciones en el DNA, 
e.9 . metilari6n (61) o cambios confcrmacionales debid06 a la DNA 
tnpCTl:-s-Q.n!.l?raSa 1 (41) Y ·j~be tambien ser dependiente de la 
e a 1 ida -j y can 1: i::ta4 d e e 1 e fI) en t o s e s t r-u e tu r- a 1 e s 'J r e '3~..Il a do r- e s de 
!a maqUir13r-ie tr-~nscr- ipciwnal, 2.l3u,-,OS de los cuales pueden ser 
prüte!--c,~> nu: ~pol.:?(es e:-speci-ficas (18). 

ESTUDIOS CON ACTINOl'1ICINA D 

V~rias drogas inducen seg~egaci6n nucleolar, es decir, 
sE-paracian de los c<.:lfl1ponentes estructurales del tlL\cleolo in s/tu 
(21!'7, 118). L~ ~ctinomicina D a dosis de 0.1 ¡l-:¡/rol dur-ante 1 a 

:? hs , irl':lt1r:e l~ fút"íf>acion de cuerpo:; silililar'es a los PNBs, luego 
1~ 1-labE-r- fcr-madc t'na <?st{-uctura a. ma(tE-ra dt? r-o,:lpecabezas que 
c~ntjere a 10~ 01e~~~t05 d¿.l nucl~olo sepa.(ados (113). Esos 
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cuerpos se han caracterizado por t6cnicas inmunocitoqulmicas y 

se han considerado como nucl6010s pequeffos (113). La colchicina 
a concentraciones de 0.5 a 2.0 ~g/ml durante 17 a 72 hs, induce 
la formaci6n de micronJcleos que, desde el punto de vista 
estructural, contienen nuc16010s pequeffos carentes de Fes y 
regibn G (71). Ademls, algunos no contiene actividad de RNA 
polimerasa 1 (71). La D-galactosamina produce un tipo de 
segregaci6n en la que algunos de los restos nucleolares 
contienen rDNA j RNA polimerasa 1 (63). Estos remanentes han 
sido considerados como Fes dada su estructura y su 
caracterizacibn inmunocitoqulmica y bioqulmica (40,63). 

De esta forma, hay tres enfoques similares en los que se 
produce segregaci6n nucleolar con el objeto de inducir la 
formacibn de una estructura tipo NOR-FC que pudiera ser aislada 
y caracterizada, con el fin de estudiar la regulacibn de la 
expresibn gen~tica del gene rDNA in vitro. 

En este trabajo se utilizb actinomicina D a dosis eleV~-das 
(1.0 ~g/ml) y tiempos largos (24 hs), con el objeto de co .ocer la 
distribuci6n del rDNA y de algunas protelnas nucleolares n los 
PNBs inducidos experimentalmente. Los resultados indican la 
ause~cia de esos elementos el los PNBs, pero su presencia en los 
uNOR-PNBsu. Los· PNBs sI contienen, en cambio, las protelnas Ag 
NOR y fibrilarina. 

Un descubrimiento importante, referente al uso de la droga, 
es el de la producci6n de dos cuerpos redondos, grandes y 
densos, observada en contraste de fases, indistinguibles uno jel 
otro. Con la tinci6n Ag-NOR se puso en evidencia una figu ra que se 
nombrb Utiro al blanco" y que es carcterlstica s610 de c~lulas 
PtK~. Se intent6 producir la misma figura en c~lulas HeLa, HeF-2 
y NRK sin ning~n resultado. Lo mls que se logr6 fu~ producir una 
segregacibn nucl~olar tlpica. 

Uno de los cuerpos redondos en c6lulas PtK 2 , contiene rDNA j 

RNA polimerasa 1, adem~s de fibrilarina. El otro cuerpo 
contiene esta ~ltima protelna pero no presenta la enzima ni el 
rDNA. 

En los experimentos de Hadjilova y col. (63), usando D
galactosamina, se indUjO la formaci6n de cuerpos nucleolares que 
fueron caracterizados bioqulmicamente. Sin emba~go, la 
segregaci6n lograda por ellos no es tan marcada como la 
encontrada aqul, en la Rue se pueden distinguir perfectamente 
los cuerpos producidos, uno de los cuales es un cuerpo tipo NOR
FC, que pudiera ser aislado f~cilmente. Por otro lado, los 
estudios de Hernandez-Verdun y col. (71) en micronócleo 
inducidos es otro buen sistema para estudiar cuerpos que se 
semeja~ a los NOR-FCs. Sin embargo, ningu~o de esos gr'upos de 
trabajO ha demostrado de manera concluyente que los cuerpos 
obtenidos contengan rDNA. En este trabaja se ¡la demost r ado, de 
manera i~equlvoca, mediante t~cnicas de hibridación molecular 
in situ, que uno de los cuerpos producidos en cilulas PtK~, 
contiene rDNA, adem.s de RNA polimerasa l. Esta enzima sI ha sido 
encontrada por aquellos autores. A~n cuando la sonda molecular 
utilizada en nuestro trabaja no proviene de rDNA de c~lulas del 



pa~5upial, sina d~ rata, la regibn g.nica usada se ha conservado 
~ travhs de la evoluci6n (20), por lo que se cree que forme 
hlbrido5 con la mayorla, o todos los mamiferos. 

LOCALIZACION DEL GENE PARA EL U3.nRNA 

En este trabajo se dan evidencias de la localizacibn 
~ucleo13r, o al menos- de la asociacibn estrecha con el nucl'olo, 
de los genes para el U3snRNA. 

En los experimentos de hibridación in situ con una sonda que 
incluyb la regi6n codificante del gene para el U3snRNA en 
humanos, apl icado a difer-entes tipos ce-lulares, la mar-ca 
apareci6 siempre en el nucl~olo. Como la regi6n codificante se 
ha conser~ado en la evoluci6n, se esperaba que hubiera 
hibridaci6n de la sonda con el DNA de diferentes especies~ (en 
este caso se usaron c.lulas humanas, de mar5upial y de rata). 
Los experime~t05 con digestiones enzim~tica~ previos a la 
reacci6n de hibridaci6n in situ, indican q~e los hlbridos 
formados so~ del tipo DNA-DNA y no RNA-DNA. Los controles tanto 
positivos como negativos confirman estos resultadris. AsImismo, 
se di6 evidenci3 de que el tratamiento de desnaturalizaci6n del 
UNA celular con NaOH a 0.07 N, no implica p4rdida de RNA ni de 
DNA~ ni altera la morfologla nucleolar. 

El uso de sondas g~nicas que incluyen los genes parB el U6 
(nucleopllsmico) confirmaron que el DNA nucleoplAsmico tambi'n 
es accesible a la hibr-idacibn y no unicafilente el nucleolar. 

El uso de sondas con regiones adyacentes al gene indic6 
tambi~~ que en iste se localiza en el nucl~olo. 

Los experimentos COn nucl6010s aislados apoyaron la v31idez 
de 1 a observacJ bn de que los genes par-a el U3 son nuc 1 eo 1 ar-es; 
sin embar-go, dos ~chos poner. en entr-edicho la localizacion 
nucleolar: 1) la sonda 9~nica que incluye la regi6n "upstream" 
Cfr-a_gmento Ea.". HI) del gene hum'ano, forma hlbridos con 
nucl~olos aislados de hepatoma de Novi~off de rata. Esto fu~ un 
r'esu l tado par-adoj i co pues esa sect,;..enc i a no está conser-vada en 
la evolucibn )' se esper-aba_ que no fo.rmara hIbr-idos. 6!uizá la 
formacibn de hlbridos se deti6 a que, ~or ser secuencias muy 
r-epetitivas, for-man doble cadena con otr-a:ii pegiones I~epetitivas 
d~ otros genes, o del espaciador no t~anscrito del rDNA, el cual 
si se localiza en el nuc!~olo. 2) El an~lisis citoqu{mico y 
ultraestructural de los nucl~olos aislados mue~tra que la 
fracci6n nucleolar no es pura, pues se presentan restos de 
cr or/lat i na per- i nlJc l ea 1 ar-. 

Prsibleuenle en gene p3ra el U3snRNA se localiza en esa zona 
perinucleolar, lo cual hace dificil de establecer si está en, o
solo muy asociado al nucl~010. Es posible que el gene U3snRNA 
forma parte del DNA nucl~olar, que tiene continuidad co~ la 
~e9i6n de pericromatina nucleolar, como se ha mostrado en varias 
ocasiQl1es PQI~ rl·~.jio de <?stu.1ios ultr-a_estr-uctur'-ales (21,38,163). 

Un re~ultado novedoeo en este trabajO es el reporte de que el 
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gene para el rRNA 5S ~e encontr6 localizado ~l el nucl~olo o 
estrechamente asociado con ~1. Recientemente se r"epor"tó lo mismo 
(44a) y quiz. es una caracteristica que los genes vi~culados en 
una funci6n se encuentren a~ociados espacialmente, quizl en la 
regi6n de cromatina perinucleolar. Los resultados encontrados 
por Pardue previamente (74a), que indican la localizaci6n no 
nucleolar del gene, pueden cor¡"esponder a mala preservaci6n 
celular, la cual aqul hemos conservado en gran medida. El 
presente resultado sugiere al menos que este problema merece una 

atenci6n m~s detallada. " 
Los experimentos de hibridacibn in situ a nivel 
ultraestructural seguramente darlan la respuesta a estas 
interrogantes. Asi el DNA que contiene los genes en cUja 
secuencia se encuentra codificada la informaci6n para productos 
nucleolares, pOdrla estar compartamentalizada espacialmente en 
una regi6n nuclear bien definida como es el nucl4010. 

Esto no implica que los genes se localicen en la misma zona 
cromos6mica como se muestra aqui para el U3 en Cromosomas. Estos 
genes no se encuentran en la misma zona que el rDNA, i.e. las 
constricciones secundarias, y ni a~n en los mismos cromosomas, 
i.e: los acrocintricos. 

Sin embargo, los cromosomas se mantienen unidos en la 
c~lula, formando una red que los hace casi indistinguibles uno 
del otro durante la mitosis. Asl, no puede descartarse el hecho 
de que a~n en mitosis~ los genes de segmentos cromos6micos 
diferentes, pero involucrados en una misma funcibn, se 
encuentren localizados en una ~isma zona celular, expuestos a un 
mismo ambiente de factores de ~egulaci6n g4nica. De hecho, se 
obser v 6 en el trabaja de rDNA en mitosis, que el rDNA se 
localiza en un lugar muy esp~cifico en esa etapa j en interfase, 
es decir, en los NORs j los Fes, respectivamente . 

Estudios recientes de la reconstrucci6n tridimensional de la 
cromatina en hepatocitos de rata, indican que los c~mulos de 
cromatina en interfase sigue un patr6n orden~do dependiendo del 
tipo celular. Uno de los c~mulos que p~esentah un orden mAs 
discernible es el de la cromatina perinucleola~ <46 y com.per.). 
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CONCLUSXONES 

-Du~ante la mito.i., el ~DNA pe~manece a.ociado a la. ~e9ione. de 

105 NOR., junto con ot~a. p~otelna5 del nucleolo. 

-Los cu.~pos p~enucleola~.s (PNS.) dife~ente. de 10B uNOR-PNSs·, 

no contienen RNA polimera.a 1 ni rDNA. 

-La actinomicina D, a dosis de 1~g/ml durante 24 ho~as a 37a C, 

produce la se9~.gacion de dos cuerpos nucleola~e. p~incipales 

en cilula. PtK z en cultivo. Solo uno de e.os cuerpo. contiene 

protelnas-Ag, fibrilarina, RNA polimera.a 1 y rDNA. E.to. 

elementos nucleolares 10 hacen .imilar a lo. centro. fibrilares 

(Fe.) del pe~lodo int.rf~sico. 

-El gene en cuya secuencia se encuentra codificada la info~mación 

pa~a la p~oduccion del U3snRNA nucleolar, esta asociado 

espacialmente, de manera e.trecha, con el nucl_olo. 
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Entonces, la asociaci6n de rDNA y algunas proteínas nucleolares, i.e., proteínas 
Ag-NOR, RNA polimerasa 1, fibrilarina y DNA topoisomerasa 1 durante er-ciclo celular, 
indica que pueden f ormar parte de la maquinaria e8encial de transcripci6n y/o dupli
caci6n, ya sea como elementos funcionales o estructurales. Tales componentes molecu
lares definen un dominio nuclear: el nucleolo. 
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E S T U DIO S e o N A e T 1 N o M 1 e 1 N A D 

El tratamiento de celulas PtK2 en cultivo, con 1 g/mI de actinomicina D duran
te 24 hs, produce una figura estructural del nucléolo que esta representada prin
cipalmente por un cuerpo grande y redondo (1), cuyo contenido molecular es rDNA, 
RNA polimerasa l, fibrilarina y pro~eínas Ag-NOR. Por su contenido, esa estructura 
es similar a los Fes del nucleolo in~erfasico. La maquinarla transcripcional básica 
se encuentra localizada en Ln dominlO específico en celulas en las que la transcrip
cion se ha detenido. Este cuerpo es un Fe potencialmente aislable. 



L Q CAL 1 Z A e ION DEL G E N E U 3 s n R N A 

El gene de u3snRNA se encuentra locallzado en estrecha asociación con el nucleolo, 
según se mostro con hibridación in situ. Los d~tos no concuerdan con estudios molecu
lares- del gene. Sin embargo, comonose ha determinado la localiúlcion ultraestructu
ral precisa de este gene, es posible que se encuentre s610 en estrecha asociaci6n con 
el nucléolo, formando pé'Tte de la cromatina perinucleolar (PNC) . Asimismo, es posi-
ble que se encuentre formando parte dE:-l DNA nucleolar que se distribuye en todo el nu 
cleolo, Quizá: forma parte de un segmeI'to de DNA que une la PNC con algunas hebras de 
rDNA en los FCs y/o la DFR. 

La asociacíbn de genes y proteínas nucleolares en un mismo dominio interfásico, 
pareceindícar que las moleculas que intervienen en una misma función (nucleolar), 
se reúnen en un microambiente nuclear, independientemente de que los genes se encuen 
tren en cromosomas metafásicos diferentes . 
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