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RESUMEN

Se presentan datos adicionales sobre el nticleo en interfase de jitomate (Lycopersicon
esculentum L), obtenidos por medio de algunas técnicas de microscopia electronica de
transmisién. Se utilizaron células apicales de meristemos de embrién en estado quiescente
asi corr o células en estado activo con 3 dias de germinacion. Se incluyeron en las resinas
Epoxicas y acrilicas. Las muestras se contrastaron con uranilo-EDTA-plomo, meétado
preferencial para ribonucleoproteinas (RNPs), con la tecnica de oxinitrato de bismuto
especifico para granulos intercromatinianos (GICs) y con acido fosfotingstico preferencial
para cromatina, En células en estado activo de jitomate con la técnica para RNPs, los GICs
se obscrvan dispersos en el nucleoplasma y los granulos pericromatinianos (GPCs) se
encueniran asociados a la cromatina compacta; en el nucleolo, la zona fibrilar y la granular
se cont-astan fuertemente. En células en estado quiescente, se presenta gran cantidad de
fibras riezcladas con componentes granulares en el espacio intercromatiniano. En células
activas se notan ocasionalmente cuerpos nucleares en forma de anillo, que son negativos
con ¢l contraste preferencial para cromatina (PTA). Con esta técnica, en el nucleolo se
aprecia1 inclusiones de cromatina o cromatina que penetra hacia el interior. Con la técnica
de oxinitrato de bismuto se analiza la distribucién de los GICs en interfase y mitosis en las
células del meristemo de jitomate y de cebolla (Allium cepa). En interfase los GIC se
encueniran dispersos en el espacio intercromatiniano. Durante la profase, metafase y
anafase, los GICs se asocian a la superficie de los cromosomas y otra parte se distribuye en
el espacio celular circundante, durante la telofase, se observan en las regiones
intercrcmatinianas de las células hijas.  Nuestros resultados sugieren que al menos una
fraccion de los GIC es heredada de la célula madre a las células hijas, lo que podria
involucrar su utilizacidn durante los primeros eventos del procesamiento del ARNpre-m en
células que inician la etapa de G1. Ademas, se describen cuerpos nucleares en forma de

anillo y centros fibrilares heterogéneos en los nucleolos de jitomate.



I.- INFRODUCCION

Las células son las unidades estructurales y funcionales de la vida. Las células
eucariontes estén divididas en diferentes compartimientos, en los que se ejecutan distintas
funciones. En el nucleo existen también varias zonas con actividades muy particulares

como son la transcripeion, procesamiento del ARN y replicacién  ( van Driel y col.1991).

El nicleo fue descrito por primera vez por Leewenhoek en el siglo XVII y en 1831
Brown le da el nombre. Inicialmente, se consideréd como una estructura amorfa, debido a
los conscimientos muy limitados sobre su organizacién uliraestructural y funcional  ( De
Robertis 1981). Recientemente, el desarrollo de nuevas técnicas en el campo del anélisis
ultraestructural, combinadas con técnicas  citoquimicas, auto  radiograficas, de
inmunclocalizacioén e hibridacion in situ, han generado una nueva visién de la estructura
nuclear y de su funcionamiento, por lo que actualmente se considera al ntcleo como una

estructura molecularmente muy compleja v organizada, asi como altamente dinamica.

El ciclo de division celular en células eucaridticas estd convencionalmente dividido en
dos etapas: la interfase y la mitosis. La interfase es un periodo de intensa actividad celular
en la cual la célula se estd preparando para empezar a dividirse y dar origen a dos células
hijas ccn la misma informacion genética y caracteristicas morfoldgicas de la célula madre.
La intecfase consta de tres fases, designados como G1, S y G2. La primera tiene lugar
después de la mitosis y es principalmente una etapa de aumento del material citoplasmatico,
incluvendo varios organelos. También en este lapso, de acuerdo con una hipétesis actuai, se
sintetizan sustancias que inhiben o estimulan el periodo S y el resto del ciclo, como por
ejemplo la sintesis de histonas para la nueva cromatina, las ciclinas C, D y E esenciales
para que la célula entre a la fase S, de tal modo que determinarén si la division celular
tendra o> no lugar. El periodo S sigue al G, los cromosomas de las células eucaridticas
tienen 1multiples origenes de replicacién de ADN que son activados en la fase S del ciclo
celular (Nelly y col 1993. Durante el periodo G2 se forman algunas estructuras implicadas

directarnente con la mitosis, como son los componentes de las fibras del huso, asi como la



sintesis de cichinas A y B que son csenciales para que la célula entre a la fase de mitosis

{Santel a 1998).

Estudios de microscopia optica y electrénica han establecido que los componentes
estructurales del niicleo en interfase comprenden, (a) desoxirribonucleoproteinas (DNP)
como la cromatina laxa y compacta, (b} los complejos de fosfolipidos como la envoltura
nuclear. (3) los complejos proteicos como el poro, la matriz nuclear, la lamina nuclear y (4)
las ribonucleoproteinas como el nucleolo y las proteinas extranucleolares. En este trabajo
s¢ describen brevemente estos componentes, haciendo mas énfasis en las

riborucleoproteinas no nucleolares, especialmente en los granulos intercromatineanos.

I1.- ESTRUCTURAS NO RIBONUCLEOPROTRICAS

- Envoltura nuclear y Poro Nuclear

El nicleo se encuentra separado espacialmente del citoplasma por una doble membrana
denorntnada envoltura nuclear. Se encuentran separadas por un espacio perinuclear con un
espesor variable de 10-15 nm. Es una estructura con una funcién importante en el
intercamnbio nicleo-citoplasma, se piensa que sirve de sitio de anclaje para Ja cromatina en
interfase. La membrana externa se continua con el reticulo endoplasmico rugoso, la
membriina nuclear interna se encuentra adyacente a la ldmina nuclear y a la cromatina (De
Robertis 1981). Ambas membranas se fusionan en varios puntos, formando los llamados
poros nucleares, estos se encuentran ocupados por complejos macromoleculares lamados
complejos del poro nuclear (CPN), que controlan el paso de moléculas hacia el interior vy
exteriol del nticleo (Paine y col. 1975, Carmona-Fonseca y col. 1991, Agutter y Prochnow
1994, Jarmolowski y col 1994).  EL modelo de poro pone de manifiesto su estructura
simétrica y la composicién de las subunidades que los forman. Presentan una simetria
octagonal alrededor de un eje central que es perpendicular al plano de la membrana
nuclear Se componen de dos anillos coaxiales separados ampliamente con un diametro
interno de 80 nm, uno reviste el nucleoplasma y el otro al citoplasma. Ocho proyecciones

radiales se extienden entre ambos anillos haciendo contacto con una particula localizada



centralinente que tiene un didmetro de 35 nm (Gerace y Burke 1988, Reichelt y col 1990 ).
El can:l central de los CPN estd involucrado en el transporte activo, mientras que los
canales perifericos que miden 10 nm de diametro cada uno, al parecer su funcion es dc
recambio de pequefias moléculas ( Goessens 1984, Helslop-Harrison y Bennet 1990,
Agutter y Prochnow 1994, Lamond y Eamshaw 1998). Estudios recientes muestran
nuevos aspectos de los CPN que han ampliado el conocimiento que tenemos de ellos.
Actualrnente sabemos que la cara interna y externa de Jos CPN son idénticas. El complejo
de porc tiene una masa molecular de 124 millones de Daltones y formada principalmente
por proteinas Gerace y col 1982, Snow y col 1987, Holt y col 1987, Wozniak y col
1989,  Chrystopher y Akey 1989, Carmon-Fonseca y cot 1991, Finlay v col 1991).

- Lamiaa Nuclear

Es una capa electrodensa, presente en la mayoria de las células de mamiferos, se
encueniran adyacentes a la membrana interna de la envoltura nuclear, mide alrededor de 30
a 100 rm de espesor.  Las proteinas que forman la lamina nuclear estin compuestas por
uno a ires polipeptidos grandes, las Ilamadas laminas, A Mr=70 K), B(Mr=68K)y C
(Mr =6 K), que se encuentran en la misma proporcién en el nicleo interfasico (Gerace y
Blobel 1980). Las laminas A y C son homdlogas a los filamentos intermedios del
citoesqueleto, y probablemente comparten un antepasado evolutivo comun (Krohner y
Benavente 1986, Aebi y col. 1986, Lebel y Raymond 1987).  El papel de las laminas
nuclearss en la integridad de la envoltura nuclear y su ensamble ha sido estudiado
utilizando extractos libres de células de Xemopus (Newport y col. 1990) y extractos
mitdticos de ovarios de hamster chino (CHO) ( Thibodeau y Vincent 1991). Al extraer
las laminas en estos sistemas se observd la inhibicién del ensambie de la envoltura nuclear

(Newport 1990, Peter y col. 1990).



- Cromatina

La cromatina esta constituida por ADN combinado con grandes cantidades de proteinas
histonias y proteinas no histénicas. Durante el proceso de division celular, la cromatina se
condensa progresivamente hasta adquirir la forma de cromosomas. El ndmerc de los
cromosomas presentes en las células de los distintos organismos varia, por ejemplo
Haplopappus gracilis, una hierba anual del desierto tiene 4 cromosomas por celula; la col,
120; el uirasol, 34, el trigo 42; Allium cepa;16 , Lycopersicon esculentum; 24 , el humano,
46, (Raven y col. 1991, Howles 1996 ).

La cromatina en eucariontes se ha dividido de acuerdo a su estado de condensacion durante
la interfase en dos clases, la heterocromatina y la eucromatina. La heterocromatina es la
forma condensada durante la interfase y por tanto se considera inactiva
transcripcionalmente. Estd dispuesta en una banda de manera irregular en la periferia
nuclear, nucleolo y en parches a través del nucleoplasma. Este tipo de cromatina se divide
en las formas constitutiva y facultativa. La primera tiene un alto contenido de secuencias
repetidus (secuencias de ADN-SATELITE) que se localiza en la regidn centromérica del
cromosoma, se presenta en grandes formaciones en tandem, comprende aproximadamente
el 10% del genoma humano (Kelly 1985, Stuurman y col 1992) y cuya funcién es
desconocida. Por ofro lado la heterocromatina facultativa consiste de cromatina
potencialmente activa e involucra la condensacién en interfase de un cromosoma o un

grupo de cromosomas de un par homologo tal es el caso del cuerpo de Barr (Kelly, 1985).

La proporcion de la heterocromatina presente en el nicleo se modifica con respecto a la
actividad transcripcional. En las células eucaridnticas, un promedio aproximado del 90% de
la cromatina es transcripcionalmente activa en un tiempo dado, pero toda la cromatina
inactiva no puede estar en estado condensado (Manuelidis 1990, Stuurman y col 1992). Sin
embargo, el 10% de la cromatina que es transcripcionalmente activa se encuentra siempre
en la orma de eucromatina descondensada y se ha confirmado que quizas solo ia
eucromatina de 1a regién pericromatiniana es a partir de la cual se transcriben los ARNms

(Derenzini 1978). La cromatina en la mayoria de las células mantiene un grado de



compaclacidén cn particular, en las células nerviosas (Vazquez-Nin y col. 1983) v
musculires (Zavala y col. 1992) del embrién de ave, que a través una scric de

transformaciones se define gradualmente durante el proceso de diferenciacion.

La cromatina bioguimicamente se encuentra constituida por nucleosomas (ue son
sccuencias repetidas de ADN e histonas. Cada nucleosoma posee dos de cada una de las
fstonas denominadas H2AH2B, H3 y H4, la histona H1 tienc una funcién de unidn
(Felsenfeld 1978, De Robertis 1981, Kurnberg y Klug 1991). Para que se lleve a cabo la
trascripcion, al nucleosoma se le asocian proteinas como la HMG14 y la HMG17 que son
proteinis de alta movilidad (Weisbrod 1982). Cuando el ADN se encuentra asociado a las
histonas formando los nucleosomas se han encontrado sitios hipersensibles a algunas
endoiucleasas, estos se caracterizan por tener un alto contenido de bases A 'y T que sc unen
a HMGS3. El empaquetamiento del ADN en cromatina y cromosomas, por intervencion del
nucleosoma, hace posible que ¢} ADN de eucariontes sea mantenido dentro de un volumen
relativamente pequefio y a la vez su funcién, se conserve de manera adecuada (Derenzini

1978).

- Matriz Nuclear

La mayor parte de la maquinaria nuclear requerida para la replicacién, trascripcion,
procesamiento del ARN y su transporte hacia el citoplasma, esta localizada en dominios
discretos en el nicleo, Estos dominios se encuentran asociados con la matriz nuclear, la
estructura de soporte que realiza una funcidn clave en la compartamentalizacion de este
organclo (Nickerson y Penman 1992). Entre los componentes mejor conocidos de la
matriz estdn las laminas, polipéptidos de 60,000 a 70 000 Mr, que se han localizado
inmunclogicamente en la envoltura residual, pero no en la matriz interna. Se ha observado
gue los filamentos de la matriz nuclear no son completamente desensambiados durante la
mitosis. algunos de ellos quedan adheridos a los cromosomas y otra parte a las demas
estructuras amitdticas, se ha sugerido que esta red mitdtica puede servir como una

estructura central en que la matriz nuclear de las células hijas es construida (Nickerson y



Penman 1992). La organizacion de la matriz nuclear en las células meristematicas en
proliferacién de Allium cepa, essimilar a lo establecido en otros eucariontes en los que se
han realizado extracciones bajo las mismas condiciones, se han descrito tres componenies
morfologicos principalmente : el complejo lamina-poro residual, la matriz interna y el
nucleolo residual. La matriz tiene una estructura fibrogranular compuesta de fibras de 5 a
10 nn v granulos de 20 a 25 nm, su componente proteico residual, tiene un patron complejo
constituido por polipéptidos de diferente tamafio (Moreno Diaz de la Espina, 1991). En la
matriz nuclear de Daucus carota (zanahoria), Vicia faba (haba), Pisum sativam (chicharo)
se presentan filamentos intermedios, el peso molecular de éstos es similar a las laminas que
se presentan en células animaies (Frendirick y col 1992) . Existe poca informacioén sobre la
matriz nuclear de plantas, probablemente debido a que sus ntcleos son dificiles de preparar

y obtener en buenas condiciones in situ (Moreno Diaz de 1a Espina 1991).

- Maduracion del ARNpre-m

La raaduracién del pre-mARN se lleva a cabo por medio de una serie de cortes de la
hebra del ARN mmaduro. Los fragmentos que se liberan de la hebra se les llama intrones,
son secuencias que no codifican para proteinas, en tanto las secuencias codificadoras que
se unen van ha formar parte de 1a hebra madura y se denominan exones. A este proceso de
corte y empalme se le conoce como "splicing" (Alberts y col 1994, Howles 1996). En
celulas Hel.a infectadas con adenovirus se demostrd que el proceso de trascripeion y
"splicirg” del pre-mARN tiene una organizacidén espacial y temporal en el nicleo
interfasico, sugiriéndose que el mecanismo de reclutamiento que regula la localizacién de

transcritos factores de "splicing” surge en repuesta al inicio de la actividad
y p g g P

transcripcional (Jiménez-Garcia 'y Spector 1993).

El "splicing” del pre-mARN nuclear se realiza por medio de una esiructura llamada
spliceosoma. Este se encuentra ensamblado por particulas ribonucleoproteinas peguefas
nuclearss (snRNPs) ricas en uracilo tales como U1,U2,U4,U5,U6 (Sharp 1987, Anderson



y col 1989), demostrandose que estas snRNPs estan asociadas a componentes nucleares
tales como fibras pericromatinianas, granulos intercromatinianos, cuerpos espiralados y
matriz nuclear (Spector 1983, Fakan y col 1984, Nyman y col 1986, Ferreira 1994). Otros
componentes que conforman al spliceosoma son factores esenciales de "splicing” como el
SC35 con una masa molecular de 35 K, que tiene propiedades similares al factor de
"splicing" designado como SF2, ambos son requeridos para los primeros pasos de la

reaccio1 de "splicing” .

Se¢ ha observado que en extractos nucleares en los cuales el antigeno SC35 ha sido
eliminado no hay actividad de“splicing", demostrandose también que este facior es
requerido para el ensamble del spliceosoma (Spector y col 1991). En células HeLa, usando
técnicas de fluorescencia y microscopia electronica se ha detectado el factor SC35
asociado a particulas ribonucleoproteicas pequefias nucleares Unicamente en puntos o

manches (Powell vy col 1997).

Los snARNs v los factores esenciales de "splicing” que no forman snRNPs funcionan
como componentes indispensables para el corte en el pre-mARN, de esta forma, el Ul
interviene en el sitio de corte 5 a través de la interaccion de pares de bases del snARN Ul
y el sitio de corte, forméndose una ramificacidon o "lariat” entre dos exones y un intron,
para la Hiberacién del "lariat" se lleva a cabo un segundo corte en el extremo 3', este

reconocimiento es efectuado por el U2, y principalmente por U5 snRNP, respectivamente.

Se 1a sugerido que el snARNU6 actia como un componente catalitico en el
splicec:ioma y es regulado negativamente a través de su hibridaciéon con U4 snARN
formendo una complejo snRNPU4/U6 . Con la liberacion del "lariat” se unen ambos
exones dando como resultado una hebra de ARNm maduro ( Kandels-Lewwis y Séraphin

1993).



- Maduracién del ARN pre-r

En ¢l nucleolo es el compartimiento en que el precursor del ARN ribosémico {ARN
pre-t) es sintetizado, en €l se realiza una serie de divisiones para la maduracion del ARN
ribosoniico (ARNY), a través de una serie de divisiones nucledtidicas y modificaciones en
los ARNrs maduros 188, 5.8S y 288, los cuales se ensamblan con proteinas para formar las
subuniclades ribosémicas, que también contienen varios ARNs pequefios nucleolares
(snoARNs). La mayoria de estos snoARNs contienen una proteina llamada fibrilanna que

es un componente de la region fibrilar del nucleolo (Steiz y col 1995).

En el nticleo de células de ratén se han encontrado evidencias de que el primer evento de
procesamiento de pre-TARN  se inicia en el espacio externo 3’ del transcrito ( 5'ETS), en
el cual intervienen por lo menos 4 snoRNAs: U14, U17(E1), E3, y U3. El mas abundante
de éstos es el U3 (~10° moléculas por célula), que es esencial para el corte cerca del
extremno 5' del transcrito. La unién del U3 puede ser considerada indispensable para que se
inicie el proceso, en levaduras esta interaccion es esencial para la produccion del ARNr 188

( Hughes y Ares 1991, Beltran y Tollervey 1995 citados por Steitz y Tycowski 1995).

El segundo componente snoRNP nucleolar mas abundante es el U8 es requerido para la
divisién “upstream” del ARNr 5.8S asi como en el extremo 3’ del ARNr 28S. E! menos
abundaite de los snoRNP es el U22 que es esencial para el procesamiento de ambos
extremos 5’ y 3' del ARNr 18S. El Ul4 es necesario para la maduracion del ARNr 185

(Zagoriski y Fournier 1990 citados por Steitz y Tycowski 1995, Enright y col.1996, Rivera-
Leodn y Gerbi 1997).



111 .- FIBONUCLEOPROTEINAS INTRANUCLEARES

- Nucleolo

Los nucleolos son el sitio de la biogénesis de los ribosomas (Wamner 1990). En el
nucleols ocwire la sintesis, procesamiento y la produccién de las moléculas del pre-ARNr
asi corro su asociacidn con proteinas no ribosdmicas, éstos eventos son coordinados en un
tiempo y espacio de manera dependiente. Se ha establecido que la formacion de ribosomas
es un proceso vectorial que puede ser correlacionado con los diferentes componentes
morfologicamente del nucleolo. (Puvion y Moyne 1981, Hadjiolov y col 1985). En estos
sitios. Jos diferentes tipos de ARNs 18s, 28s y el 5.8s son sintetizados y ensamblados con

proteinis como las ribosdmicas SIy 5 SRNA (Hugle y col 1935a).

Los diferentes pasos en la biogénesis del ribosoma corresponden 2 dominios nucleolares
que puzden ser identificados por su morfologia. Estos tres dominios basicos son : los
centros fibrilares (FCs) que se encuentra delimitado por granulos de 15-20 nm y fibrillas de
5-10 mn en la region central, éste es el sitio donde se localiza el ADNr u organizador
nucieolar (NOR) (Hadjiolov 1985, Echeverria M y col 1994), el componente fibrilar denso
(Dfc), formado por fibrillas de 3-4 nm de didmetro y el componente granular (GC)
constituido por granulos de 15 nm de diametro (Luck y Lafontainen 1980, Somerville

1986, Puvion-Dutilleul y col 1991 ).
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IV.- RIBONUCLEOPROTEINAS NO NUCLEOLARES

Las ribonucleoproteinas se encuentran involucradas en cada paso a lo largo de la
expresidn génica en eucariontes. La mayoria de los ARNs en la célula ademas de los
mRNA3;, son parte de la estructura molecular de la maquinaria ARN-Proteina que son

identifizados como particulas o conglomerados ribonucleoproteicos.

- Las fibras pericromatinianas (FPs). Fueron observadas por primera vez en cortes
ultrafinos, con el contraste preferencial para ribonucleoproteinas (Monneron y Bernhard
1969). Son una poblacién heterogénea de constituyentes fibrilares de diametro variable de
3 a5 min hasta 120 nm de largo, que en cortes longitudinales, exhiben particulas de tamafio
irreguler formando fibras largas. Las FPs se encuentran principalmente en la vecindad del
borde de la cromatina condensada. Esta area cominmente llamada regién pericromatiniana,
represe ita la region nucleopldsmica donde se lleva acabo la sintesis del ARN heterogéneo
nuclear (ARN hn) (Fakan 1978, Novello y col. 1978). Monneron y Bemhard en 1969
sugiere 1 que ellas pueden representar la expresion morfolégica de la transcripcidn del RNA
extranucleolar. Observaciones en diferentes modelos biolégicos han mostrado su gran
variabilidad dindmica, en hepatocitos extraidos de higados de ratas disminuye la cantidad
de Fps, las cuales se restablecen después de la administracién de cortisol (Petrov y
Bernha-d 1971). Un marcado incremento en la densidad de fibras pericromatinianas se

observé durante el proceso de preimplantacion en la embriogénesis de mamiferos (Fakan y
Odartclienko 1980).

Experimentos con autorradiografia de alta resolucion, muestran gue el ARNm se marca
rapidanmente y se encuentra asociado a FPs en la cromatina activa y en la periferia de la
cromatina compacta (Bachellerie y col. 1975) lo mismo se encontrd en cultivos primarios
de hepitocitos ambos bajo condiciones normales ( Fakan y col. 1976). Este tipo de
experimentos demuestra que las FPs representan el sitio de sintesis de ARN extranucieolar

reciente. El desarrollo de anticuerpos especificos para diferentes componentes nucleares
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ha abierto un nuevo campo a la investigacién in situ de los constituyentes nucleares por

inmunclocalizacién a nivel de microscopia electrénica.

Mediante esta metodologia se demostré que las proteinas core RNPhn (Fakan y col.
1984), distintos antigenos ribonucleoproteinas pequefios nucleares (RNPsn) (Puvion y col.
19844, Fakan y col. 1984) y los componentes splaisosémicos SC-35 estan asociados con
las fibras pericromatinianas (Spector y col 1991). Por medio de la hibridacién in situ de
4cidos 1ucleicos en cortes ultrafinos a nivel ultraestructural se ha confirmado la presencia
de snANU1 y U2 asi como de ARN poly A en las fibras pericromatinianas (Benavente y
col. 19870,

- Fibras Intercromatineanas (FIC). Pueden representar el estado intercromatiniano de
las FPC durante su migracién por el nucleoplasma (Puvion y Moyne 1978). Cuando se
utilizan pulsos cortos de 5 minutos de uridina tritiada y experimentos de casa de 2 a 4
horas, ¢n el espacio intercromatiniano aparecen marcas de radiactividad asociada a fibras
ribonucleoproteicas por lo que se ha postulado que éstas podrian representar el sustrato
morfologico de los hnARNs libres en el nucleoplasma o de migracién al citoplasma (Busch

1983).

-Granulos Pericromatinianos (GPC). Fueron observados por Watson en 1962. Se
encueniran en la periferia de la cromatina compacta y se presentan por lo general como
particulas aisladas, caracterizadas por un halo claro alrededor de ellas, su tamafic varia
entre [os 35 y 50 nm. Mediante extracciones enzimaticas y quimicas se ha demostrado que
estas s¢ encuentran constituidos por RNPs y filameutos enrollados (Monneron y Bernhard

1969).

En algunos estudios en los que se han utilizado drogas, agentes fisicos y hormonas se ha
observedo la variacién de estas particulas ribonucleoproteicas en los nicleos de hepatocitos
de higa o de rata expuestos a a-amanitina (Petrov y Bernhard 1971), cortisol (Moyne y col
1977), ‘nitomicina (Daskal y col 1980). Mediante la supresion y estimulacion de hormonas

come ¢l estradiol en experimentos tanto in vitre como in vive se demostrd que esta
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hormora juega un papel importante en la expresion génica de la celula, asi mismo se
consideran que los GPCs son un almacén de ARNm en equilibrio entre la sintesis y su
salida ¢l citoplasma, ademas se encontrd que el estradiol aumenta la salida de los ARNm
con una cinélica mas rapida que con la que se genera el incremento de la transcripcion
(Véazquaz-Nin y col. 1978, 1979). Echeverria y colaboradores (1991) encontraron quc la
testosterona tiene efectos similares sobre el nicleo de células epiteliales de la prostata

ventral de ratas,

En ¢l nicleo de Chirenomus se han identificado estructuras semejantes a los GPCs y
se han designado como granulos de Balbiani, estos se originan de las bandas de cromatina
extendida, y migran hacia la envoltura nuclear, su comportamiento se ve alterado por
sustanclas que inhiben o estimulan la transcripeidn indicando una posible funcién de
almacenamiento y/o transpdrte intranuclear de los complejos de ARN-Proteinas (Vazquez-
Nin y Eernhard 1971). Usando este mismo modelo y mediante la utilizaciéon de anticuerpos
contra RNPsn involucradas en el "splicing” Vazquez-Nin y colaboradores (1990)
encontraron que esté se lleva a cabo fundamentalmente en los sitios de trascripcion sobre la
fibra que posteriormente se pliega para formar los granulos de Balbiani, equivalentes a los
GPCs ce mamiferos. De esto se deduce que ambas estructuras, son equivalentes y parecen
contener ARNm maduro y por tanto se consideran como un almacén de ARNm. El mapeo
con microscopia electrénica con filtro de energia permitié demostrar la presencia de
fosforo en los granulos de Balbiani en glandulas salivales de Chironoemus tentans y Ch.

thummi ( Vazquez-Nin y col. 1997) .

-Cuerpos nucleares (CN) Presentes en nicleos de células animales y de plantas. En
células de plantas tanto en nucleos de tipo reticulado y cromocéntrico se presentan como
estructuras esféricas y pequefias. En Cicer aietinum los cuerpos nucleares se localizan
cercancs al nucleolo y se encuentran constituidos por una estructura filamentosa y de una
sustancia amorfa. Las técnicas citoquimicas revelan que los cuerpos esféricos se tifien en
forma similar 2 la regidn fibrilar del nucleolo ( Luck 1982), en Licopersicon esculentumn,

se han localizado en contacto con la parte granular y también dispersos en el
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nucleoplasma, su nimero varia de uno a tres { Moreno Diaz de la Espina 1992), estas
estructuras exhiben una organizacidn fibrilar, al parecer representan centrdmeros. Su centro
es de naturaleza ribonucleoproteica ya que es positiva a la técnica para RNPs. Desaparecen

durante la mitosis, reapareciendo en G1. Su funcién no es conocida.

-Los cuerpos espiralados (CE). Han sido conocidos por afios como componentes
nuclearss ocasionales, asociados frecuentemente al nucleolo, tienen 1 pum de diametro.
Monneron v Bemhard en 1969 los denominaron cuerpos espiralados. En estas estructuras
se han localizado una cantidad de proteinas nucleolares y ARNs importantes para el
procesamiento del ARNr incluyendo fibrilarina y el ARNsn U3 (Jiménez-Garcia y col
1993).

Los CZ pueden ser faciimente reconocidos por inmunofluorescencia mediante la
localizecidn de la proteina p80 coilina (Andrade y col, 1993, Raska y col. 1991) . La
inmunclocalizacién ultraestructural reveld que los CE contienen componentes snRNP  (
Fakan y col 1984) tales como snARNU1 y U2. Estos datos fueron confirmados por
inmunc fluorescencia (Carmo-Fonseca y col. 1991,1992), sin embargo se encontrd que el
factor ¢e "splicing" SC-35 no esta asociado con los CE . Estudios recientes han demostrado
que los cuerpos espiralados son estructuras dindmicas durante el ciclo celular, desaparecen
en la mitosis v se reensamblan en G1  (Spector y col. 1992, Andrade y col. 1993).
También se encontrd que los cuerpos espiralados en plantas presentan un patrén de marca
con uridina H3, asi como cationes inorganicos, ortofosfatos y actividad de fosfatasa acida
nuclear, lo que sugiere que estas estructuras deben estar relacionadas con el metabolismo
del ARN en el nucleo, pero no involucradas en la transcripcion (Moreno Diaz de la Espina

y col 1980).
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-Granulos Intercromatinianos (GIC) fueron descritos por primera vez por Swift en
1959 (Swift 1959). En células de mamiferos se presentan en cimulos formados de granulos
de 20-25 nm interconectados por fibras muy delgadas formando una red en el espacio
intercrcmatiniano del nicleo y en plantas se encuentran dispersos o constituyendo
pequefiys climulos (Moreno Diaz de la Espina y col. 1992). Mediante analisis citoquimicos,
extracc ones enzimaticas , quimicas y contrastes preferenciales se ha evidenciado que los
GICs contienen un ARN bien protegido por proteinas principalmente fosforiladas
(Grapboulan y Bernhard 1961, Swift 1963, Waseff 1979, Fakan 1986). Se ha indicado que
estos componentes se marcan débilmente con uridina tritiada (Fa'kan 1978, Puvion y Moyne
1981) v contienen pocas proteinas core RNPhn (Fakan y col 1984, Leser y col 1989) lo
cual sugiere que estas RNPs no son un sitio de trascripeién. Se ha observado su variacion
en infecciones virales (Wassef 1979) y con agentes fisicoquimicos que actian en diferentes

etapas (el metabolismo del ARN (Puvion y Moyne 1981).

Recientemente con hibridacion in situ se ha notado la presencia de ARN poly A en estos
cimulos (Visa y col 1993b). En plantas (Alliun cepa y  Lycopersicon esculentum } por
medio «le contraste con oxinitrato de bismuto se ha observado que los GICs tienen una serie
de caracteristicas comunes a los GICs de animales, son resistentes a una doble digestion
con pronasa y ARNasa | y poseen un alto contenido de fosfoproteinas (Medina 1989,
Moreno Diaz de la Espina 1992). Los GICs son parte de la matriz nuclear interna, esto se
encontrd mediante nucleasas y extraccion de nucleos con detergentes y amortiguadores
con alto y bajo contenido de sales ( Berezney 1977). En afios recientes, la utilizacién de
diferentes anticuerpos contra componentes nucleares ha permitido un gran avance en la
comprensidn del funcionamiento de los GIC, ellos contienen snRNPs { Fakan y col 1984),
muestran una acumulacion de todos los factores de "splicing” que han sido probados tal es
el caso de antigenos siRNPs (Spector 1983, Carmo-Fonseca y col 1992), la proteina SC-23
(Spector 1991) asi como U1 y U2 snARN. Sin embargo el analisis de cortes semifinos, de
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c¢lulas brevemente marcadas con uridina tritiada € inmunomarcadas para los antigenos
Sm snFNPs muestra que los sitios de sintesis de ARN intranucleolar no coinciden con el
area nuclear enriquecida con snRNP que corresponde a los cimulos de GIC (Spector
1990).

Los GICs se han estudiado mas ampliamente en células animales tanto en condiciones
normalus como experimentales, se ha demostrado que forman parte de la matriz nuclear
interna y se supone que son un sitio de acumulacion de snRNPs y/o maduracion vy
transporte de rRNPs. ( Spector 1983). La presencia de algunas proteinas nucieolares en
ellos corrobora la relacién entre los GIC y el nucleolo (Clevenger 1984). Recientemente
Mintz v col 1999 han purificado bioquimicamente los GICs del higado de raton ,
identifizaron 33 proteinas conocidas , varias de ellas relacionadas con la maduracién del

pre-ARNm y tres nuevas proteinas.

Los GICs se han estudiado durante el ciclo celular en celulas animales, usando contrastes
preferenciales para RNPs, plata amoniacal y con anticuerpos dingidos contra snRNPs
(Thiry 1995), y con el contraste preferencial con oxinitrato de bismuto (Krzyowska-Gruca
1985). En estos trabajos, se reporta que durante la mitosis los GICs se dispersan en el
citoplasma, desaparecen a finales de la telofase y reaparecen en las células hijas. En células
de plartas, estas ribonucleoproteinas (GIC) se han estudiado poco y por tal motivo se
desconoce su comportamiento durante la fase de divisién o mitosis por lo que en este
trabajo se realizara la identificacién de estas RNP durante la division celular en meristemos
de raices de jitomate y cebolla mediante la utilizacion de la técnica de contraste preferencial

con oxinitrato de bismuto desarrollada por Locke y Hui (1977).
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V.- MITOSIS

Una célula puede originarse s6lo mediante la divisién de ofra célula pre-existente. Esta a
su vez, depende de la previa division del micleo. Los micleos se dividen por mitosis
produciéndose la separacién en partes iguales de los cromosomas entre las dos células

hijas, manteniéndose as la continuidad del niimero cromosémico.

Se ha observado que el periodo mitético en células meristematicas de raiz de Allium cep'a
es de 2.4 horas a una temperatura de 20°C y de 1.75 horas a 25°C , en Arabidopsis
thaliana a 23°C es de 2.8 horas ( Lépez-Saez y col 1966, Deltour y col. 1985). También
se ha demostrado que la temperatura afecta la duracién absoluta de cada uno de los
diferen eé estados morfolégicos del ciclo celular (interfase y fases de la mitosis), pero la
relacion proporcional entre la duracidn de cada uno de estas etapas del ciclo y la duracién
total del mismo, permanece constante (Gonzalez- Femnandez y col 1971, Comai y Harada
1990).

La -egulacién de la duracién del ciclo celular tiene lugar principalmente por su

deteccidn en un punto especifico de G1 y se dice entonces que la célula se encuentra en

estado (30; se considera que la célula es retirada del ciclo. Cuando las condiciones cambian
y se rennuda su crecimiento, las células entran nuevamente en periodo G1 { Mazia

1975).

La célula transcurre la mayor parte de su vida en interfase y en ella como se ha
mencionado, se llevan a cabo intensas actividades metabdlicas, de sintesis proteica
{Thibodeau y Vincent 1991, Tang y col 1994 ), duplicacion del material genético (
Kelly y col 1993, Howles 1996) y de muchos elementos celulares que seran divididos

equitativamente durante la mitosis.

Al comienzo de las fases S y de la mitosis se producen sefales citoplasmicas solubles;
como san el factor activador de la fase S y el factor promotor de la fase de mitosis (MPF)

( Alber s y col 1994). El primero promueve la fase Sy prepara a la célula para la fase M.
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El MPT se identifico inicialmente en ovocitos de rana detenidos en profase 1 y se considerd
como ¢l principal factor encargado de la maduracién del ovocito y su progresion en los
demas eventos de la divisidon meidtica ( hasta la etapa de metafase II); sin embargo el MPF
se ha lcgrado identificar en la mayoria de las células eucariontes en fase M. Actualmente se
sabe que ¢! MPF puede regularse por fosforilacién (Murray y col 1983, Alberts y col
1994). La regulacién del paso de interfase a mitosis en células eucariontes es disparada
universalmente por la proteina kinasa 34kDa cdc2 (Nurse 1990, Rosemblatt y col 1992),
dicha proteina (cdc2) se incrementa rapidamente al final de la interfase, asociandose con
una ciclina mitética p34cde2, por tanto el MPF es una proteina cinasa que fosforila a H1 ,
ta activacidn e inactivacién del MPF es el elemento que controla el ciclo mitdtico de las

células eucari6ticas ( Murray y Kirschner, 1989 Frank 1992).

Por otro lado, se ha identificado una proteina de 56 Kd que se acumula durante la
interfase y desaparece en la fase de M, reapareciendo nuevamente en la siguiente interfase,
debido al surgimiento en forma ciclica de estas proteinas se han denominado ciclinas

(Rosenblatt y col 1992).

Las ciclinas permanecen en concentraciones estables en células que sufren division

celular, siendo necesaria su degradacion para que la célula alcance el estado de interfase,

etapa ¢n Ja que se ha seflalado con anterioridad, comienza nuevamente a sintetizarse y
acumuiarse intracelularmente hasta activar nuevamente al MPF { Gu y col 1992, Rosenblatt
y col 1992). Se ha propuesto una enzima inactivadora del MPF ( inactivasa del MPF) que
tendria una funcién antagdnica al de la ciclina; sin embargo aun no se ha podido demostrar
su exis:encia. El MPF en forma activa es una cinasa que fosforila un gran niimero de
proteinas (enzimas) indispensables para desencadenar los eventos caracteristicos de la fase

M ¢ Grandin y Charbonneau 1991).

Al término de Ia mitosis las fosforilasas eliminan los fosfatos y con ¢llos inactivan todas

la enzirias, resultando en el restablecimiento de la estructura interfasica de la célula.
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Dwante la mitosis se observan los siguientes rasgos bioquimicos generales:
disminucién de la sintesis profeica (hasta un 75%), disminucién de los niveles de AMPc,
fosforilacién de las histonas (en particular la H1) durante la condensacién cromosomica y
detencisn de la sintesis de ARN, que se demuestra por la falta de colocalizacién de uridina
tritiacla en células en divisidon ( Prescott 1976, De Raobertis1987, Meclntosh v Koonce
1989).

Desde un punto de vista practico las etapas de la mitosis se dividen en : profase,

prometafase, metafase, anafase y telofase.

- Profase

La t-ansicién de la etapa G2 a la profase es paulatina y poco nitida (Alberts y col 1994).

Entre los principales eventos celulares de la profase tenemos los siguientes:

a) Los microtibulos y microfilamentos del citoesqueleto se desensamblan,
desestasilizandose la forma celular original, adquiriendo una forma esférica caracteristica
de las células en divisién. La despolimerizacion de los microtubulos se debe a cambios en
el centro organizador de microtubulos (COMT) del centrosoma o centro celular. E1 COMT
estd constituido por un complejo proteico de material electrodenso a partir del cual se
generar. microtibulos (sitios de nucleacién y produccién microtubular), cuando este
materizl rodea a los centriolos a esta region celular se le conoce como centrosoma o centro
celular ( aunque en los vegetales superiores sabemos que no existe centriolos durante el
procesc mitoético, esta presente €l

COMT que organiza y genera los microtiibulos correspondientes). Se ha estudiado el ciclo
del centrosoma, en el cual se observa una duplicacién del par de centriolos que se inicia
desde (i1, siguiendo una etapa de transicion de esta duplicaciéon en la fase S y terminando
en G2 1} completarse integramente la duplicacién centriolar. En profase los dos pares de
centriolos (y por ende | par de centrosomas) se van separando gradualmente dirigiéndose a
fos extremos opuestos de la célula ( sitios conocidos como “ polos”). Cada COMT del par

de centrosomas organiza un grupo de microtibulos que parten en forma radial de éste,
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constituyendo los asteres y conforme se alejan paulatinamente hacia los polos, surgen
alguno: microtibulos polares , que participan en la formacion del huso mitdtico
( MacIntosh y Koonce 1989). Las plantas superiores, como las angiospermas y la mayoria
de las gimnospermas, carecen tanto de centriolos como de asteres ( lo cual como ya se ha
sefialado, implica que et COMT organice el resto de las estructuras del huso mitético); por
lo que n estos casos puede hablarse de una mitosis anastral o bien de mitosis astrales en
los orgunismos que si presentan centriolos y steres ( Wolfe 1980).

b) El trafico general de membranas se detiene, de tal forma que no puede observarse
pinocitosis, fagocitosis y exocitosis. Ademés durante la profase se suprime la sintesis de
ARN y de proteinas .
¢) La condensacién paulatina de la cromatinz en cromosomas. Es bien sabido que los
cromosamas ( dos crométidas hermanas unidas por un centrémero o constriceion primaria)
solo scn observables durante la division celular. En un estudio realizado a nivel de
microscopia de barrido de alta resolucion en células meristematicas de raiz de cebada y
centenc se observé que el inicio de la condensacién se lleva a cabo en la region
centroniérica y las cromatidas son frecuentemente discernibles en la region telomeérica sin
descondensar (Martin 1996); sin embargo, cuando las células interfasicas son fustonadas
con céulas en fase de M, se logra condensar prematuramente la cromatina, lo que
demuestran la existencia de una cromaétida simple en GIl, mientras que en G2 los
cromosomas estan constituidos por dos cromatidas lo que prueba la duplicacién del ADN
en la e.apa iniermedia (S) ; este hecho también sugiere la existencia en las células en
divisién de un factor citoplasmico (MPF) responsable de provocar en las células en
interfase los cambios propios de las células mitdticas ( MacIntosh y Koonce 1989).

La riaxima condensacion de la cromatina se presenta hasta la metafase, por lo que esta
etapa suele utilizarse para estudios citogenéticos del cariotipo. Como resultado de la
condenacion de la cromatina se forma un nimero caracteristico de cromosomas propios de
la especie por ejemplo Lycopersicon esculentum tiene 24 cromosomas y Alllium cepa

16.
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La condensacion de la cromatina es dirigida por la fosforilacién de una serie de cinasas
de histonas que provocan a su vez la fosforilacién de las histonas H3; asi como la

hiperfo sforilacién de las histonas H1 ( Hohmann 1976)

La tapoisomerasa II es la principal enzima que organiza la cromatina en cromosomas,
esto ha sido comprobado mediante el uso de inhibidores especificos de esta enzima (

Mclntosh y Koonce 1989).

-Estructura y Funcion del Cinetocoro

Las cromatidas hermanas se encuentran unidas entre si por medio de estructuras
conociclas como centrémeros, su ubicacién a lo largo de los cromosomas es variable, ello
permite  clasificar morfologicamente a los cromosomas: en metacéntricos,
submetacéntricos o acrocénticos y telocéntricos. Los centrémeros presentan a ambos
lados. estructuras especializadas, que al observarse con el microscopio electrénico  se
encueriran formadas por tres laminas sobrepuestas con diferentes grados de densidad
electrdriica : a) la lamina interna esta en contacto con la cromatina, b) la ldmina intermedia
de dentidad menor vy c) la lAmina externa constituida por material denso y tiene un grosor
de 40 nm , ademaés sobre su superficie se observa una corona o collar de finos filamentos.
Existen dos cinetocoros por cada cromosoma metafésico, es decir uno por cada cromatida y
represe1tan el sitio especifico donde los microtitbulos del huso se unen fuertemente para
dirigir Ja migracion de las cromatidas en la fase M (Brinkley y Stubbefield 1970, Blaczon
y Brinkley 1987, Earnshaw 1991).

En las células del endospermo de Haemanthus, la regién cinetocérica de los
cromosomas durante la prometafase temprana estd compuesta por lo menos de 4
subuniclades (granulos), dos por cada cromosoma hermano, estas subunidades se asocian
después de su unién con los microtiibulos. Los microtibulos se unen asincrénicamente 2

cada subunidad , después del rompimiento de la envoltura nuclear (Bajer 1987).
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- Prometafase
La prometalase puede dividirse en dos etapas principales :

a) Prorictalase temprana se caracteriza por la fragmentacién de la envoltura nuclear y
marca el final de la profase y el inicio abrupto de la prometaiase.

b) Prorictafase tardia consiste en la conexidn e interaccidén de los microtubuios con el
cine ocoro, dando comeo resultado la orientacién de los cromosomas y su movilizacion
hastu situarse en un solo plano ( el placa metafasica). Este marca el fin de la prometafase

y el inicio de la metafase (Dyson 1977).

- Fragmentacion de la Envoltura Nuclear

L a fosforilacidn de las tres ldmina, ocurre durante la prometafase, esta se produce en
diferenies sitios de las cadenas polipeptidicas de las laminas provocando la fragmentacion
de la ervoltura nuclear en pequefias vesiculas (Gerace 1980). Se ha propuesto que una de
las tres proteinas permanece adherida a los fragmentos vesiculares de la envoltura nuclear,
mientras que las dos restantes se encuentran soiubilizadas en el citoplasma. Durante la
telofase ocurre un fendmeno inverso de reensamble, por un procedimiento bioguimico de
desfosforilacién, organizandose nuevamente los tres elementos estructurales de la
envoltura. Esta sucesidn de eventos se conoce como ciclo de la envoltura nuclear (Gerace v
Blobel 1980). Inmediatamente después de la fragmentacion de la envoltura nuclear ocurren
interacciones de los microttibulos del huso mitético con los cinetocoros de los cromosomas,

a este conjunto de microtiibulos se les denomina fibras cromosomicas.

Los microtibulos presentan dos extremos, uno de ellos se conoce como extremo (-}
“menos ““ 0 de crecimiento lento, este extremo se localiza en los polos; y el extremo (+)
“mas “ o de crecimiento rapido se encuentra en la parte media de los microtubulos polares,
o bien adheridos al cinetocoro. Los microtubulos son polimeros dindmicos constituidos por
una proteina dimérica designada como tubulina. El ensamble y desensamble de las
subunicades de la tubulina tienen lugar en el extremo (+), €l cual se adhiere al cinetocoro,

en este sitio se han identificado por inmunolocalizacién una serie de proteinas que
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posible nente participan en la union de la tubulina al cinetocoro  { Blaczon y Brinkley
1987).

- Metaiase

Cusndo los cromosomas se encuentra alineados en la placa metafasica, existe un
equilibrio de fuerzas provocada por los microtibulos. Los cromosomas avanzan hacia
adelant: y atrds en forma oscilatoria, ajustando constantemente su posicién metafasica
( Mc Irtosh y Koonce 1989, Alberts y col 1994). Si se fragmenta un microtibulo con un
haz de rayo laser , el cromosoma migra inmediatamente hacia el polo opuesto. Esto
demuestra que las mismas fuerzas que provocan la formacién de la placa metafasica, son
las que provocan la migracion de los cromosomas a la fase siguiente (anafase) (
Mclntosh y Koonce 1989).

La t:nsién generada en ambos lados de los microtibulos cinetocdricos con orientacién
bipolar permite la estabilidad de los cromosomas, estableciéndose una relacidn de fuerza de
tension con la estabilidad del anclaje y viceversa. Cuando los cromosomas se alinean en €l
ecuador , su eje longitudinal forman un angulo recto con las fibras del huso (Ault y Nicklas
1989).

Corno ya se ha mencionado, la fosforilacion especifica de las histonas H1 y H3 (de
los nucleosomas), debe terminarse antes de que la condensacién cromosomica sea total.
La condensacién de los cromosomas puede bloquearse utilizando un inhibidor de la
topoisomerasa II como es el caso de la novobiocina que actia de una manera reversible,
ademas de esta enzima existen otras cinasas de histonas, algunas de ellas son sintetizadas

durante G2 ( Hernandez 1984 , Earnshaw y col 1985, Newport y Spann 1987 ).

Se ha propuesto como base de la condensacién la formacién de puentes S-S a través de
las fibras de las proteinas. En los cromosomas de células meristematicas de raiz de cebada
y cente1o durante la metafase y anafase se presenta el mayor grado de condensacion de los

cromosomas mostrando una estructura compacta con una superficie lisa ( Martin 1996).
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- Anafise

Durinte la anafase se rompe el equilibrio de fuerzas existentes en metafase y los
cromosomas se mueven hacia los polos a una velocidad constante ( De Robertis 1987,
Mclintosh y Koonce 1989 ). La anafase comienza abruptamente con la separacion
sincronica de las cromatidas hermanas de cada cromosoma metafisico, ya que cada uno de
sus ext-emos esta relacionade con microtiibulos cinetocoricos. La sefial no se gjerce
directainente sobre el huso mitético; se ha sugieren que la sefial involucra un incremento
en las concentraciones citosolicas de calcio. Esta liberacidn de Caz+ esta mediada y
regulada por las vesiculas de reticulo endoplasmatico que se encuentran alrededor de las
fibras del huso ( Santella 1998). Con la utilizacién de colorantes como el quin-2 y fura 22
para tefiir Caz+ libre intracelular se ha observado un incremento de Caz+ (0.4 M) en la
transicidn de metafase a anafase ( Ratan y Shelanski 1986). El mecanismo por el cual las
células pueden generar un gradiente sustancial de Cax+ en el citoplasma durante la anafase
es desconocido; sin embargo se piensa que pude ser una sefial quimica que modifica la
permeabilidad de los canales de calcio en las vesiculas que rodean a los microtubulos del
huso, quedando aun incierto que factores intervienen en la liberacién de esta hipotetica
sefial quimica ( Earnshaw 1991).  Una vez que el “disparador” ha sido liberado, se inicia
subitamrente la anafase, con la separacién de las crométidas hermanas en su punto de union
con el centrémero. Aparentemente este evento es independiente de que el cromosoma este
unido o no al huso, por lo que se considera un evento regulado a través del mismo
cromosoma. Un mecanismo propuesto considera al centrémero como ¢l responsable de este
procesc debido a que este es una secuencia de ADN que bloguea su duplicacion en la fase
S, v per lo tanto, el centrémero es un segmento de ADN no replicado, por tal motivo
mantiene unidas las cromatidas. Durante la anafase ocurriria la repentina duplicacion del
centroniero y con ello las cromatidas se separan mutuamente. Este modelo no ha podido
comprcbarse.  Los movimientos de las crométidas comprenden dos mecanismos distintos
y bioquimicamente independientes que se denominan anafase “A” v anafase “B”. La
anafase “A” se refiere al movimiento de las cromatidas hacia los polos asociado a un

acortaniiento progresivo de los microtibulos de cinetocoro; mientras que la anafase “B”
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consiste de un alargamiento de los microtibulos polares ( o continuos )} al doble de la
distanc a que presentaban en metafase. En los vegetales, la anafase “B” practicamente no
provoca aumento en la longitud de los microtubulos polares ( Ratan y Shelanski 1986).
La anaiase “B” aparentemente requiere de ATP ya que es inhibida por vanadato , una droga
que bloguea la accién de ATPasas y reactivos sulfhidrilos en bajas concentraciones (Cande
1986). En cambio la Anafase “A” no es afectada por el vanadato, sin embargo la
aplicac:6n de drogas como: taxol, D20, colchicina, vimplastina, o bien bajas temperaturas
o presiones hidrostaticas bloquean la despolimerizacién de los microtubulos. (Cande 1936,
Ratan y Shelanski 1986).

La anafase “A” : el mecanismo exacto que generan las fuerzas que conducen las
cromitidas hacia los polos no esta bien aclarados; recientemente se han propuesto
(Alberts vy col 1994) dos posibles modelos mediante los cuales el cinetocoro pudiera

generar las fuerzas necesarias para el movimiento anafasico de la cromatidas,

a) Prot:inas “caminadoras” de microtibulos semejantes a la dineina o cinecina del
cine ocoro, las cuales hidrolizan ATP, utilizando la energia de estd para jalar la
cromatida a lo largo de los microtiibulos ; el extremo positivo de los microtibulos es el
que se despolimeriza. El movimiento de las cromatidas es dirigido por la hidrdlisis del
ATE.

b) El movimiento de las cromatidas depende del desensamble de los microtibuios,
conforme las subunidades de tubulina se separan , el cinetocoro tiende a deslizarse a lo
largo del microtibulo, esto se debe a que las proteinas del cinetocoro tienen gran
afinidad por la tubulina polimerizada, de tal manera que con la finalidad de restaurar la
unién con las paredes de los microtiibulos, el cinetocoro avanza en direccion a los polos.
En metafase las fibras del cinetocoro permanecen con una misma longitud, por un

mecanismo equilibrado, existiendo perdida de subunidades en el extremo (), mismas que

son reciperas por la adicién de subunidades en el extremo {positivo) del cinetocoro. En la
anafase este equilibrio se pierde, ocurriendo en la mayoria de los organismos la pérdida de

subuniclades en el extremo positivo , en levaduras y otros organismos, la pérdida ocurre en
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ambos zxtremos de las fibras ( Alberts y col 1994).  Recientemente se han reconocido
mediante anticuerpos ( anti-MAP 1C) proteinas semejantes a la dineina citoplasmatica
asociada a los cinetocoros de mamiferos ( Yoshida 1990), este hecho refuerza la idea de
que el ATP maneja la migracién de crométidas a través de proteinas caminadoras quc

tienen :ctividad ATPasa.

Anafase “B” : Reconstrucciones tridimensionales por medio de cortes seriados para
microscopia electronica han demostrado que los microtibulos polares se sobreponen en la
zona ecuatorial del huso en forma antiparalela; estos microtibulos se deslizan entre si en
las porc iones de sobreposicion y aumentan su longitud a partir de sus extremos (positivos),
incrementando igualmente la distancia existente entre los polos de la célula (Hernandez
1984, alberts y col 1994). El crecimiento de los polimeros se da en forma simultanea (
Ratan y Shelanski 1986).

Otri molécula capaz de unirse a los microtibulos y que puede generar el deslizamiento
por hidrélisis det ATP es la cinesina; su posible participacion esta latente, ya que no ha

podido demostrarse hasta ahora { Alberts y col 1994).

- Telofase

Es I etapa final de la mitosis, en este periodo los fragmentos de la membrana nuclear se
asocian en la periferia de las cromatidas , rodedndolas parcialmente, posteriormente se
fusionan entre si para formar de nuevo dos niicleos, cada uno correspondiente a una célula
hija. La repolimerizacién de la envoltura nuclear es dirigida por fosfatasas que

desfosforilan las proteinas de la envoltura nuclear, o que determina su reconstitucion.

Un “ipo de proteinas unidas a los fragmentos vesiculares de la membrana nuclear, se
autoensamblan, por otro lado dos tipos de proteinas solubles en el citoplasma que forman
la 1ami 12 nuclear permiten el restablecimiento no solo de esta tltima sino ademas de los

poros nucleares y de las membranas nucleares.
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La desfosforilacion de las histonas, es un fenémeno crucial para que los cromosomas se
descompacten hasta cromatina, el inicio de la descondensacién se lleva a cabo en la region
teloméiica, adquiriendo finalmente una apariencia microscépica propia de la interfase (
Tolosa 1984, Martin 1996), reanudandose la sintesis de ARN, una vez que las envolturas
nuclearss se ha formado, reagrupandose los elementos que conforman el nucledlo en cada
uno de los ntcleo hijos con lo cual se hacen evidentes y funcionales (De Robertis 1987,
Alberts 1994). Los cromosomas en profase y telofase son particularmente adecuados para
realizar estudios del arreglo y organizacién de la cromatina en cromosomas de plantas
(Martin 1996).

- Citoc .nesis

Conesponde a la divisién citoplasmatica de las células hijas, se inicia durante los
iltimos eventos de la anafase, y se continda a lo largo de la telofase, culminando en el

momento en que las células comienzan 1a interfase ( en particular G1).

En as células animales, se forma el surco de divisidn celular, en angulo recto en
relacion con el eje longitudinal de la célula. El huso mitético desaparece gradualmente
exceptc en la porcién media de la célula en la que s¢ observa un mayor nimero de
microti bulos  que atraviesan la porcidn electrodensa a ambos lados, mientras otros

terminan en el ecuador. (Beams 1976).

La ssgmentacién de las células hijas es debida a la participacién de filamentos de actina,
la agrupacion de estos elementos en haces, forman el anillo contractil, que se relaciona con
Ja porc on citoplasmica de la membrana plasmatica. Este anillo contractil se ensambla
esponténeamente alrededor de la célula a nivel del cuerpo medio, de tal manera que la
superficie celular se pliega y se profundiza formando el surco, inicidndose asi la division
celular . Con este mecanismo el cuerpo medio se comprime y se estrecha, formandose un
pequefiy istmo que mantiene la comunicacién citoplasmatica entre las dos células hijas,

hasta s¢pararlas finalmente.
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La {ierza que determina la constriccion del anlio es gjercida segun diversas evidencias
experimentales por filamentos de actina y miosina, interaccionando de una manera similar a

12 que ocurre en el musculo.

Es importante sefialar que de todos los elementos del citoesqueleto, solo los
microti bulos y microfilamentos ( actina y miosina) tienen una participacion activa en la
division celular; en tanto los filamentos intermedios no son utilizados, permaneciendo
estaticcs alrededor de los micleos hijos hasta que son separados por efectos de la

segmentacion ( Mc Intosh y Koonce 1989).

Durinte la citocinesis de las células animales se requiere una mayor cantidad de
membranas plasmaticas, la biosintesis de estas se da poco antes del inicio de la division
permaneciendo almacenadas en forma de vesiculas, durante la mitosis (Hemandez 1984).
En las »lantas superiores, este mecanismo tiene como rasgo especial la formacién de una
estructura conocida como placa celular, constituida por microtibulos polares con una
organizacién paralela dando una configuracion cilindrica conocida como fragmoplasto;
ademas existen vesiculas provenientes del aparato de Golgi que son transportadas a lo largo
de los nicrotabulos hasta la regién ecuatorial donde se agrupan y fusionan construyendo
con elly una estructura discoidal en la parte media de la célula, llamada placa celular
temprana; las vesiculas contienen los precursores bioquimicos de esta estructura como son
la pectina y hemicelulosa, estas sustancias son liberadas por ellos en el momento de su
cohesencia. Los microtibulos localizados a ambos lados de la placa celular precoz se
desens: mbla reorganizandose nuevamente, ahora en las porciones laterales, conduciendo
nuevamente otras vesiculas (con sus correspondientes precursores), permitiendo que la
placa s extienda en direccion periférica hasta unirse con los limites celulares laterales. El
tltimo paso consiste en la depositacién de microfibrillas de celulosa en el interior de la
placa con lo que obtiene su consistencia habitual. ~ Las dos células hijas mantienen clerta
continuidad citoplasmatica a través de ciertos poros llamados plasmodesmos ( Bajer 1968,
Alberts 1994 ).
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VI- OBJETIVOS

e Caracterizar por medio de técnicas citoquimicas para microscopia electrénica el nicleo
de cilulas meristematicas de Lycopersicon esculentum en estado quiescente y en estado

activo, con énfasis en los cuerpos nucleares y los centros fibrilares de los nucléolos
s Estudiar la distribucién de los granulos intercromatinianos durante la mitosis en células

meristematicas de Lycopersicon esculentum y Allium cepa por medio de teécnicas de

cont-aste preferencial como el oxinitrato de bismuto.
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VII .- MATERIALES Y METODOS

Procesamiento para resina acrilica (LR White)

Para este estudio se utilizaron meristemos de raiz de cebolla y jitomate. Las semillas de
jitomat: se colocaron en una cdmara himeda a temperatura constante de 25°C para su
germinacién, por otro lado los bulbos de cebolla se colocaron en contacto con agua para el
crecimiento de las radiculas a temperatura ambiente. A los 3 dias de germinacion los
menstemos de 3 a 4 mm de largo fueron fijados con glutaraldehido al 6 % en amortiguador
de fosfatos 2 0.16 M a pH de 7.2 durante 90 min, manteniéndolos al vacio durante 5 min,
posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno con ¢l mismo amortiguador, se
deshidrataron con alcoholes graduales de 30,40,50,60,70,80,96 y 100% en cada uno de
ellos s dejaron una hora excepto en el alcohol absoluto en-el cual se realizaron tres

cambios de una hora cada uno.

En 11 preinclusién se efectuaron tres cambios, en el primero se colocaron los meristemos
en una nezcla con una parte de resina LR White por dos partes de alcohol absoluto durante
3 horas, el segundo cambio fue dos partes de resina por una de alcohol absoluto durante
tres ho1as y el tercer cambio con resina pura durante 24 horas. Todo este proceso desde la
fijacion hasta la preinclusién se realizd a una temperatura de 4°C. Los meristemos
finalmente se incluyeron en resina pura en capsulas de gelatina que se polimerizaron a
temperatura de 50°C durante 18 a 20 horas. De los bloques obtenidos se hicieron cortes
para m:croscopia optica de aproximadamente 0.5 um de grosor, de estas preparaciones se
seleccionaron las zonas de mitosis y se cortaron para microscopia electrénica , los cortes
con un grosor de 60 a 90 nm, se colocaron sobre rejillas de cobre de un solo agujero para su
posterior contraste con oxinitrato de bismuto. Se utilizé como testigo higado de raton para

verificar el contraste procesandose en las mismas condiciones que el tejido vegetal.

La solucion de contraste se prepard de la siguiente manera :
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Solucién A .~ oxinitrato de bismuto: Se disolvieron 400 mg de tartato de sodio en 10 ml
de cloruro de sodio al IN , se mantuvo en agitacion y se le agregaron 200 mg de oxinitrato

de bisnr uto.

. Soluci¢n B .- amortiguador de trietanolamina 0.2M apH de 7.0

Mezela final .- Se adicionaron 2 partes de la solucidn B a una parte de la solucién A , las
rejilla con los cortes se flotaron en esta solucion durante una hora, posteriormente las

rejillas se iavaron con amortiguador de trietanolamina 0.1 N, pH7.

Las preparaciones fueron observadas al microscopio electrénico (Carl Zeiss EM-10 ) vy
se tomzron micrografias electrénicas de las diferentes etapas de la mitosis, para su postertor

analisis en papel.
Procesiimiento para resina epddica (Epon 812)

Las radiculas de semillas de jitomate en estado quiescente, meristemos de jitomate con
tres dias de germinacidén, fueron fijados con glutaraldehido al 2.5 % en amortiguador de
fosfatos a0.16 M apH 7.2 durante 90 min, posteriormente se realizaron 3 lavados de 5
minwios cada uno con el mismo amortiguador para continuar con una deshidratacién con
alcoholzs graduales (30,40,50,60,70,80,96 vy 100%) se realizaron dos cambios de 10 min
en cade uno, excepto en el absoluto en el cual se hicieron tres cambios de 15 minutos,
posteriormente los meristemos se colocaron en 6xido de propileno, en el cual se efectuaron
tres cainbios de 10 min cada uno, finalmente los meristemos se dejaron por 24 horas a
temperatura ambiente en una mezcla que contenia una parte de éxido de propileno por una
de resina (Epon 812). Los meristemos se incluyeron en resina pura y se polemirizaron a
60°C d wrante 24 horas. Los cortes ultrafinos de 60 a 90 nm para microscopia electrénica,
se contyastaron con la técnica de contraste preferencial para ribonucleoproteinas (Monneron
y Bermhard 1969), las preparaciones se flotaron durante 3 minutos en acetato de uranilo
posteriormente se lavaron con agua bidestilada para flotarlos en EDTA (4cido
etilendiaminotetracetico) durante 20 minutos, se realiza un lavado con agua bidestilada para

flotarlos durante 2 minutos en cifrato de plomo, finalmente se lavan con agua bidestilada y
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se dejan secar para su observacién al microscopio electronico. Otras preparaciones sc
flotaron en 4cido fosfotingstico a pH 2.3 durante una hora para el contraste de la
cromatina (Vazquez-Nin y col 1973). Cada una de estas preparaciones se observo al

microscopic electronico tomandose micrografias electronicas de las mismas.
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Vil .- RESULTADOS

- Interiase

En niicleos de células meristemos de raices de jitomate en estado quiescente con el
contras.e preferencial para ribonucleoproteinas, en el interior del niicleo, en el espacio
intercrematiniano se presentan gran cantidad de fibras mezcladas con componentes
granulares; estos ultimos son mas grandes que los ribosomas, la cromatina se observa
blanqucada en cumulos grandes y compactos al igual que la cromatina perinuclear, el
nucleolo se aprecia pequefio, compacto y en su periferia cromatina compacta. En su interior
destacan dos componentes principalmente una parte granular mas clara y menos abundante
entremezclada con zonas mas compactas de material fibrilar denso (Fig 1).

En células meristeméaticas de jitomate con 3 dias de germinacion, con el contraste
preferencial para ribonucleoproteinas a diferencia de los nicleos de células en estado
quiescente no se presentan tantas fibras en el espacio intercromatiniano, la cromatina se
observ: blanqueada y distribuida en pequefios cimulos en el nucluoplasma, cromatina
perimuclear, y otra adosada a la periferia del nucleolo. Los nucleolos se notan de mayor
tamafto que en el estado quiescente, observindose los centros fibrilares, los centros
fibrilarcs densos y los componentes granulares, en cuanto a los grénulos pericromatinianos
son escasos y se encuentran principalmente cerca de la cromatina compacta. Los granulos
intercrc matinianos se evidencian generalmente dispersos o bien formando pequefios
cumulos en el espacio intercromatiniano unidos por finas fibras. Las fibras
pericromatinianas se presentan en el borde de la cromatina compacta, los cuerpos nucleares
sor positivos a esta téenica, en su interior se aprecia un componente granular, cuando estan
present s, se encuentran de uno a tres y siempre cercanos al nucleolo (Fig 2).

Ocasionalmente en los nicleos activos se encontraron estructuras anulares, siendo
negativos al contraste preferencial para cromatina (acido fosfotungstico) (Fig 3a) al 1gual
que otrys cuerpos nucleares (Fig 3b), en estas micrografias se destaca principalmente Ia
distribucién de la cromatina perinuclear, perinucleolar y pequefios cimulos en el

nucleoplasma (Fig 3a y b). En el nucleclo con esta misma técnica, se observa mejor la
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inclusion de cromatina intranucleolar (Fig 4a) siendo mas densa en la parte perifcrica en
donde t¢ aprecian gran cantidad de fibras (fig 4b).
- Mitcsis

El seguimiento de los GICs durante el ciclo celular en los nucleos de células
meristematicas de Lycopersicon esculentum y Alium cepa no se llevo a cabo con la técnica
tradicicrial de contraste preferencial para ribonucleoproteinas, ya que cuando la cromatina
se ha compuctado y ha desaparecido la membrana nuclear, el espacio del nucleoplasma es
invadido por proteinas nucleares y nucleolares, formando una capa pericromosomica que
rodea a cada cromosoma durante la mitosis, como se puede observar en la figura 5 con un
contras.e preferencial para ribonucleoproteinas, esta zona es mas densa alrededor de los
cromosomas, la organizacion de esta estructura es distinta a la que se observa en los
cromosomas y el citoplasma, durante la interfase. Sin embargo con el contraste preferencial
de oxinitrato de bismuto preferencial para los GICs se logré obtener buenos resultados en
ambas 2species, se utilizé un fragmento de tejido de higado de ratén como muestra testigo
para ¢s.e contraste, en los cortes ultrafinos de los hepatocitos se pueden apreciar cimulos
de GICs en el espacio intercromatiniano fuertemente contrastado al igual que los granulos
pericromatinianos asociados principalmente a los cimulos de cromatina compacta, el
nucleolo permanece ligeramente contrastado al igual que la cromatina (Fig 6a). En los corte
de cebclla vy jitomate la distribucidén y comportamiento de los GICs en interfase se pueden
aprecia- dispersos o en pequefios cimulos en el espacio intercromatiniano (Fig 6b,c),
durante la raitosis, en profase, conforme la cromatina se va compactando algunos GIC se
adosan a los cromosomas quedando una fraccidén dispersa en el nucleoplasma (Fig 7a.b).
Cuandc los cromosomas se han alineado en el ¢je del huso durante la metafase (Fig 7c,d) o
bien se han desplazado hacia los polos en anafase (Fig 7e,f), algunos de los GICs se
encueniran asociados en la periferia de los cromosomas. Al final de la telofase (Fig 7g,h),
cuando la placa de divisién (fragmoplasto) se esta formando y los cromosomas se han
empezado a descompactar una parte de los granulos intercromatinianos se encuentran
asociado a la cromatina, se puede apreciar un incremento de estos granulos en el

nucleoplasma al inicio de la fase G1 de las células hijas (Fig 8).
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FIG. 1.- Célula quiescente de jitomate, contraste con Ur-EDTA-Pb. Nucleolo (Nu) pequefio y compacto
rodeado por cromatna blanqueada (Cr). En el nucleoplasma se presentan grandes cumulos de cromatina
blanqueada y compacta. En el espacio intercromatimiano se observa material granular y fibrilar entremezclado

( cabezas de flechas), 31 500 X.  FIG. 2.- Céhila de jitomate en interfase . Coniraste con Ur-EDTA-Pb,
nucleolo (Nu) es grande con material granular y fibrilar denso entremezclado .Se presentan pequefios ciimulos
de cromatina (Cr) blanqueada. En su borde se observa fibras pericromatimaﬂ‘asi\(ﬁechas). Cercanas a la
cromatina s¢ presentan granulos pericromatinianos(cabezas de flecha),los granulos intercromatinianos dispersos
0 en pequefios cimulos (dobles flechas). 32 000X, = -
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K1G.3a.~ Nicleo cn interfase dc ;1&9}}}9}0.
Contraste con fosfotingstico’ Desiaca ia
presencia de estructura anular (Ea) y
nucleolo (Nu) negativos a esta técnica,
Se presenta cromatina perinuclear (Cr) en
negro 28 000X,

i

FIG.3b.- Nicleo de jitomate en
interfase. cont aste con acido
fosfotunctmo acieolo {Nu) cercano
‘ a él se puedey presentawr de uno 2 tres

s : ’ . cuerpos nucleares (Cn), en negro se
. . SRR observa cumulos de cromatina (Cr)

’ “.. . perinuclear y perinucleolar
\ ‘ ' - (flechas), envoltura nuclear (EN).
S 31 000X.
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FIG. 4a.- Niicleo de jitomate en interfase. Contraste con acido fosfotamgtico. En el nucleolo (Nu)
se ohserva una inclusion de cromatina intranucleolar(flecha). 31 250X.

i

FIG.4b.-Cromatinainiranucieolar, a
mayor aumento. En la parte central es
més densa que en la periferia en donde se
aprecian gran cantidad de fibras.

40 000X.
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