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Resumen

En la presente tesis se muestran por primera vez, imagenes de diferentes fases de la
mitosis in situ obtenidas con el Microscopio de Fuerza Atomica. Para la realizacion del
estudio se utilizaron cortes semifinos de raices de cebolla procesadas con la técnica
convencional para microscopia electronica de transmision y con otra resina llamada DGD
(Diesterearato de Dietilen Glicol). Los cortes fueron analizados con un microscopio de
fuerza atomica operando en modo de contacto y en modo intermitente (Tapping). Los
resultados muestran diferentes figuras mitoticas a partir de cortes de epon, muy similares
a lo observado previamente con los otros tipos de microscopios. Los criterios utilizados
para definir las mitosis fueron la presencia de un limite nuclear, cimulos de cromatina
compacta y presencia o ausencia de nucleolos. Los resultados abren la posibilidad de

analizar la mitosis con la resolucion propia del microscopio de fuerza atdmica.



|. Introduccion

A lo largo de la historia de la humanidad una pregunta constante ha sido: ;por qué los
hijos se parecen a los padres? o ;como fue que se dio lugar a la transmision de caracteres
de los padres a sus hijos?, aunque pareciera trivial preguntarse ello, gracias a la busqueda
de su respuesta las ciencias bioldgicas intentan conocer e interpretar la regulacion de la
expresion genética en funcion de las estructuras e interacciones que se presentan entre
los constituyentes de la célula, particularmente a la Biologia Celular le interesa conocer
acerca del “sustrato bioldgico de la herencia” preguntandose ;qué parte de la célula esta
relacionada con ella?

Estando ahora en la primera década del siglo XXI, se tiene conocimiento de los
postulados acerca de la célula. Que es la unidad fundamental de continuidad y evolucion
de los organismos, que se autoperpétua y es comuln a todos los seres vivos, que toda
célula proviene de otra célula, que todas las células se forman por la division de células
preexistentes, que en ella tienen lugar las reacciones metabolicas del organismo, que las
células contienen material hereditario y que el organismo como unidad es el resultado de
las actividades, funciones e interaccién de las células ™.

De la misma manera se sabe que los procesos llevados a cabo por todos los organismos
para transmitir su informacion hereditaria estan finamente regulados. A la programacion
de la vida de una célula desde que se forma hasta que ella origina sus dos descendientes,
con todas las caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas de la misma se llama ciclo celular.
La mayor parte de las divisiones celulares en los eucariontes conlleva un proceso llamado
mitosis, el cual es un proceso fundamental en la vida de las células, puesto que asegura que
cada célula hija reciba una copia de cada cromosoma y por lo tanto una copia de cada gen
de la célula progenitora Pl La mitosis forma parte del ciclo celular proliferativo el cual se
encuentra bioregulado con una exactitud necesaria para la supervivencia de las células

hijas, los individuos y las especies .



Para la comprension del sustrato celular de la herencia, es preciso analizar los mecanismos
reguladores de eventos bioquimicos secuenciales y continuos en la célula teniendo en
cuenta que todos los seres vivos utilizan el mismo codigo genético . De igual forma para
conocer lo que sucede en la célula durante la mitosis es preciso delimitar la trayectoria de
los eventos que se llevan a cabo dentro de ella y comprender que la division celular
también es resultado de factores externos a la célula.

En la elaboracion de este trabajo principalmente se usé el Microscopio de Fuerza Atomica
(AFM), un instrumento que en las ciencias biologicas tiene tan sélo algunos anos en
haberse empezado a usar, su mecanismo permite obtener imagenes reales y en tercera
dimension de la muestra en estudio ademas de ofrecer una resolucion mayor al
Microscopio Electronico de Transmision. En el AFM una aguja “barre” el relieve de la
muestra y por medio de un programa de computo lo transforma en una imagen que puede
ser interpretada como una imagen en tercera dimension. La muestra referida es un corte
muy delgado de la punta de una raiz de cebolla que fue procesada con la técnica
convencional de microscopia electronica.

Siendo asi, el contenido de este trabajo comprende una vision diferente a las anteriores de
un proceso fundamental sucedido en todos los organismos eucariontes para generar
nuevas células y nuevos organismos; el de la mitosis.

Aunque el proceso de division celular ha sido caracterizado desde hace muchos afnos atras
en diversos tipos celulares, con diferentes técnicas y con diferentes instrumentos, es para
mi muy satisfactorio mostrar en los resultados de este trabajo imagenes obtenidas con el
Microscopio de Fuerza Atomica (AFM, por sus siglas en inglés) de células de raiz de

cebolla en division celular.



2. Antecedentes

2.1 Un poco de historia

Los primeros seres vivos que aparecieron en la Tierra hace unos 3.7 mil millones de anos
eran organismos unicelulares llamados procariontes, alcanzaron su pleno éxito en su
desarrollo y reproduccion hace unos 3.5 mil millones de afios y en un momento de la
historia evolutiva hace unos 1.5 mil millones de anos surgieron células especializadas
llamadas eucariontes 1. Este tipo de células se diferencian de las procariontes por la
presencia de un nlcleo, lo cual confiere a la célula la capacidad de compartamentalizar el
genoma (ADN) por una envoltura nuclear, realizan procesos especificos como mitosis y
meiosis, son capaces de diferenciarse y forman organizaciones multicelulares. El proceso
evolutivo ha producido una inmensa diversidad de formas de vida altamente organizadas
que sin embargo, al ser estudiadas a nivel celular y molecular presentan en conjunto, cierta
unidad que las relaciona ™.

El estudio de la célula como unidad estructural y funcional de todos los organismos vivos
ha echado mano de diversos métodos y técnicas. De estas investigaciones se ha obtenido
el conocimiento de la composicion intima de la materia viva y de los fenédmenos basicos de
la herencia. Todos los seres vivientes estan constituidos por células, en algunos casos una
sola célula conforma un organismo completo, en otros mas complejos muchas células se
han organizado para constituir un organismo. Lo anterior ha llevado a la especializacion
celular para la realizacion de variadas funciones, producto de lo cual, es posible observar
una muy amplia diversidad celular ™.

El hombre a lo largo de su historia ha necesitado observar objetos cercanos y lejanos a él;
motivo por el cual desarrollé lentes que aumentaran las cosas de tamano a los ojos del

observador. El telescopio de Galileo usado en el siglo XVII es el primer instrumento para



ver a lo lejos, del que se tiene un registro, probablemente el microscopio optico se
desarroll6 a partir de él; sin embargo nadie sabe con seguridad quién invento el
microscopio. El primer registro escrito del empleo de uno de éstos instrumentos se halla
entre 1590 y 1608 en Middelburg, Holanda, donde Zacarias Jansen, Hans Cansen y Hans
Lippershey 'Y construyeron un instrumento que producia un aumento de casi 10 veces
del tamano real. Algunas décadas mas tarde, en 1663 Robert Hooke vio por primera vez
células vivas en unas muestras de musgo y en 1665 publica su grandiosa obra Micrographia.
Poco después, hizo su mas famosa observacion microscopica con delgadas secciones de

corcho. Hooke nombré a esas delicadas camaras “células" ™

, hombre aln empleado en
esas estructuras.

Anthony van Leeuwenhoek, un comerciante holandés nacido en la ciudad de Delft realizd
en agosto de 1674 la primera descripcion precisa de los globulos rojos con ayuda de un
microscopio formado por una lente convexa y un soporte ajustable para el espécimen;
marcando asi el nacimiento de la biologia moderna ™.

Louis Pasteur utilizo un microscopio para demostrar que los gérmenes transmitian
enfermedades de unos seres vivos a otros. Robert Brown, un cirujano escocés estudio el
tejido de las plantas y a él se le atribuye el descubrimiento del niucleo en 1832, aunque
s6lo nombroé la estructura. El botanico sueco Carlos Linneo utilizé un instrumento que
tenia un vidrio de reloj sobre una plataforma circular y la lente se colocaba en foco con un
brazo transversal !'', con este instrumento hizo muchas de las descripciones aln vigentes
en la taxonomia.

Al paso de los anos, los lentes se perfeccionaron y transformaron en microscopios
opticos. La tentativa de interpretar las estructuras celulares con respecto a su funcion es
la caracteristica del siglo XIX. En 1838-1839, Mathias Jacob Scheiden y Theodor Schwann
formularon la teoria celular, que considera a la célula como una unidad estructural comun
de todos los seres vivientes, y que una célula madre es capaz de dividirse en dos células
hijas. Esto Gltimo fue un aporte hecho por Rudolph Virchow en 1858 ['”. Poco después se
dispuso de tincion vy fijacion de los tejidos que permitieron una enorme recopilacion de
detalles celulares como la division celular y la fecundacién. Los fendmenos de evolucién y

herencia empezaron a tener gran importancia.



En la 3* década del siglo XX, la invencion del microscopio electronico hizo posible
alcanzar el millon de aumentos. En este periodo se acentua el conocimiento de la funcién
de los componentes celulares a nivel molecular. En un esfuerzo continuo para obtener
mejor resolucion, se encontro que el poder de resolucion del microscopio estaba limitado
no solo por el nimero y calidad de lente sino, también, por la longitud de onda de la luz
utilizada para la iluminacién. El uso de longitud de onda corta, (azul o ultravioleta)
proporcion6 una ligera mejora; sumergir el espécimen en la parte anterior de la lente
objetiva en un medio elevado indice de refraccion (aceite) proporciond otro ligera mejora,
pero estas medidas juntas, solo llevaron el poder de resolucion del microscopio justo por
debajo de 100nm [,

En los anos veinte se descubrié que los electrones acelerados se comportan en el vacio
como luz, que viajan en linea recta y tienen una longitud de onda que es unas 100,000
veces mas pequena que la de la luz. Ademas se encontrd que los campos eléctricos y
magnéticos tienen el mismo efecto sobre los electrones que el que tienen las lentes y los
espejos de vidrio sobre la luz visible. El Dr. Ernst Ruska, en la universidad de Berlin, uso
dichas caracteristicas, las combino y construyo en 1931 el primer microscopio electronico
de transmision (MET). El primer microscopio electrénico usaba dos lentes magnéticas y
tres anos mas tarde se afadio una tercera lente. Se logré una resolucion de 100 nm,
doblemente mejor que la del microscopio optico en esa época. ' Actualmente hay MET
que usan hasta cinco lentes electromagnéticas en el sistema de visualizacion, y se puede
conseguir un poder de resolucion de 0.1 nm con aumentos de mas de un millon de veces.
El desarrollo de la microscopia electronica se da por el continuo intento de explorar
estructuras celulares y relacionar la organizacion de éstas con un significado funcional.

En el caso de la mitosis que es un proceso continuo en el que estan involucrados
moléculas y mecanismos celulares, los cuales se han estudiado por métodos genéticos,
bioquimicos, por andlisis moleculares o por la reconstruccién del proceso in vitro [%;

también esta involucrado el uso del microscopio.

Resolucién y Aumento

Con luz suficiente, el ojo humano puede distinguir dos puntos separados entre si, 0,2 mm. Si los puntos estdn mas
proximos, sélo se vera un punto. Esta distancia se llama poder de resolucion o resolucién del ojo. Para ampliar esta
distancia se puede usar una lente, o un conjunto de lentes (un microscopio) para hacer posible que el ojo vea puntos,
incluso mas juntos que 0,2 mm. El poder de resolucién de un microscopio determina su aumento maximo. Sélo se necesita
ampliar el poder de resolucién a 0,2 mm, el poder de resolucion del ojo humano, para que se revelen todos los detalles
finos de un objeto. Un aumento superior no revelard mas informacion y es innecesario.

El poder de resolucion de un microscopio es uno de sus parametros mas importantes. La razén por la que se citan los
aumentos es gue dan una idea de cuanto se puede ampliar una imagen.



Dependiendo de diferentes técnicas que se usan para abordar una cuestion en particular,
se puede obtener como resultado un gel bidimensional, una grafica, una tabla o una
solucion dentro de un tubo de ensaye; si la técnica usada es la microscopia, como
resultado se obtiene una micrografia y dependiendo del tipo de pregunta por resolver se
echa o no mano de una o varias técnicas adicionales a ésta.

Desde finales del siglo XIX y con ayuda de la microscopia, se sabia lo que ocurre en la
célula cuando se divide y lo que pasa en las fases contiguas durante el espacio en que un
nucleo se divide en dos !'®, pero aln era incierto lo que sucede en los nicleos formados
en el final de una mitosis hasta el comienzo de su nueva division. Al nucleo en esta etapa
Flemming lo llamé, nicleo en reposo, actualmente llamado ndcleo interfasico. Howard y
Pelc, empleando P32 demostraron que su incorporacién al nicleo celular no se realizaba
durante todo el periodo postmitotico en los que el nucleo no captaba el isétopo. Ellos
denominaron al periodo de incorporacién del isétopo al nicleo celular con la sigla S, de
sintesis, y a los otros dos con G postmitotico y G2 al premitético. Después para alguien
este hallazgo en el que la interfase divide en GI, S y G2 mas la division nuclear (mitosis),
marca el nacimiento de los estudios sobre el ciclo celular proliferativo.

Posteriormente para conocer mas acerca de como se dividia el citoplasma a través del
proceso de citocinesis; en 1963 Waley y Mollenhauer expusieron como sucedia el
proceso citocinético en células vegetales y en 1966 el grupo de trabajo del Centro de
Investigaciones Bioldgicas de Madrid, encabezado por el Dr. Giménez-Martin, detallaron
las distintas fases del mismo '), dicho grupo se dedicé al estudio del ciclo celular, las
distintas fases de la mitosis, y la nucleologénesis usando principalmente como modelo
biologico Allium cepa (una variedad europea a la que llaman cebolla francesa) y
estandarizaron la técnica del cultivo de la cebolla para estudios celulares.

Después de la primera aplicacion de la microscopia electronica en el estudio de especies
bioldgicas a principios de 1940’s, tomo cerca de 20 anos desarrollar las técnicas de
preparacion que usamos hoy en dia, ademas; el desarrollo y disponibilidad de
microscopios y microtomos comerciales, resinas de inclusion, fijadores, contrastantes y las
técnicas para que el corte resultara suficientemente delgado, fueron practicas

determinantes para permitirnos visualizar las estructura fina de las células.



2.2 El ciclo celular

El ordenado programa de eventos en la vida de una célula es conocido como ciclo celular
y consiste en la programacion de la vida de una célula desde que se forma por mitosis
hasta que ella origina a sus dos descendientes con todas las caracteristicas morfoldgicas de
la misma; sirve también para sustituir a las fallecidas y perdurar la capacidad organica de
cada ser. Aunque los detalles de cada ciclo celular eucarionte varian entre los organismos
asi mismo varian en los diferentes linajes celulares. En las células somaticas, las células
producidas son genética, estructural y funcionalmente idénticas tanto a la célula materna
como entre si, a menos que hayan sufrido mutaciones. Las células nuevas heredan un
duplicado exacto de la informacion genética de la célula madre. Para que esto se lleve a
cabo es necesario que la célula coordine un conjunto complejo de procesos
citoplasmaticos y nucleares.

El proceso de dividir exactamente el material genético es muy complejo en las células
eucariotas debido a la serie de pasos que deben ocurrir para lograr este objetivo. La
solucion estd dada por un conjunto de pasos
llamado ciclo celular, su funcion no es
solamente originar nuevas células sino asegurar
que el proceso se realice en forma debida y

con la regulacion adecuada. Un ciclo celular

tipico se da en dos fases, la interfase y la

INTERFASE

mitosis. La interfase se divide en tres etapas

Gl, S, G2 y la mitosis se divide en profase,
prometafase, metafase, anafase, telofase y

citocinesis.

Antes de que una célula comience la mitosis

INTERFASE
debe duplicar su ADN cromosémico, sintetizar

mayor cantidad de histonas y otras proteinas

Fig. 1 Diagrama que muestra las fase’s del ciclo asociadas al ADN de los cromosomas, PI"OdUCir’
celular; interfase y mitosis. Las fotografias muestran

células dC cebolla en 128 etapas dC la mitosis. uha reserva adecuada de Organelos Para |as dos



células hijas y ensamblar las estructuras necesarias para que se lleven a cabo la mitosis y la
citocinesis. Estos procesos preparatorios ocurren durante la interfase.

El estudio del ciclo celular se ha desarrollado principalmente por dos vias; una de ellas
consiste en estudiarlo con relacion al nucleo y la otra con relacién al citoplasma a través

del proceso de citocinesis.

2.2.| Interfase

El periodo continuo que transcurre entre el final de una Mitosis y el comienzo de la
siguiente se denomina Interfase, aqui las células no estan dividiéndose y pareciera que no
suceden grandes cambios en el nucleo celular; no obstante, es justamente cuando el
nucleo alcanza el maximo de actividad metabdlica. Toda célula realiza las funciones propias
de los seres vivos: se nutre, respira, crece y se reproduce. Uno de los organelos mas
importantes en el proceso mitotico es el nucleo. El nucleo celular es el organelo mas
grande (se puede observar facilmente al microscopio optico a bajos aumentos), pero
también es el menos entendido puesto que su morfologia varia dependiendo de la etapa
del ciclo celular en la que se encuentre la célula; sin embargo sus componentes son los

mismos en cualquier etapa del ciclo celular.

En los eucariontes, el nucleo celular estda organizado en dinamicos dominios
macromoleculares envueltos en el metabolismo del ADN y ARN, contiene el material
necesario para la transcripcion de la informacion, procesamiento de ARN y duplicacién del
ADN. El nucleo interfasico es el nlcleo celular caracteristico, se encuentra envuelto por
una doble membrana lipidica llamada envoltura nuclear, el material cromosémico
denominado cromatina, el nucleolo y un espacio que no es ocupado por el nucleolo ni por
lo grumos de cromatina; llamado zona intercromatiniana. Se ha determinado que este
espacio esta ocupado por particulas ribonucleoproteicas mas pequenas que el nucleolo
que contienen diferentes tipos de ARN (fibras pericromatinianas, los granulos
intercromatinianos, granulos pericromatinianos, cuerpos espiralados). Los cuerpos
nucleares, la matriz nuclear, la lamina y el complejo del poro también son componentes

del nucleo celular. Esos dominios se pueden analizar por varias pruebas citoquimicas y



ademas se pueden observar por medio de la microscopia electrénica (Jiménez-Garcia,
2000). No obstante, dichos componentes no tienen el mismo aspecto en todas las etapas
del ciclo celular (Cormarck, 1988). Una caracteristica del nucleo es que se desensambla y
se reorganiza cada vez que la célula se divide, otro cambio fundamental en la estructura

del nlcleo durante la mitosis es la condensacién de los cromosomas.

La cromatina es la expresion interfasica de los cromosomas, por lo que actualmente
tiende a utilizarse el término cromosomas interfasicos para denominarla. Aunque los
cromosomas siguen individualizados funcionalmente en el nlcleo interfasico,
morfolégicamente no pueden ser observados durante este estadio. En este periodo de
activa transcripcion y duplicacion del ADN, se pueden visualizar cimulos de cromatina de
diferente tamano y posicion, dependiendo del nivel de compactacion. A la cromatina
compacta también se le conoce como heterocromatina y a la mas laxa, como eucromatina.
La eucromatina no se ve con el microscopio opticos, pues los delgados filamentos que la
forman, estan por debajo de la resolucion de éste. (Vasquez Nin, en Biologia celular y

molecular de LFJG).

En las plantas se han caracterizado dos tipos de nucleos el reticulado y el cromocéntrico,
dependiendo del arreglo de la cromatina compacta. En el patron reticulado se observan
numerosas bandas de cromatina densa entremezcladas con regiones de cromatina laxa,
fibrillas y granulos, y el patron cromocéntrico que presenta grumos periféricos de
cromatina densa llamados cromocentros. Las plantas que presentan nucleos reticulados
tiene en general cromosomas muy largos y mas ADN por cromosoma y por célula en

comparacion con los nucleos cromocéntricos. [Jiménez-Garcia, L.F. 1989 ]

La duracion de la sintesis del ADN divide el ciclo de las células eucariotas en cuatro fases
diferenciadas. La fase M del ciclo corresponde a la Mitosis, a la que suele seguir la
citocinesis. A esta fase le sigue la fase GI (gap |, del inglés gap: hendidura) que
corresponde al intervalo (gap) entre la mitosis y el comienzo de la replicacion del ADN.
Durante G, la célula es metabolitamente activa y esta creciendo, pero no se replica su

ADN. Seguidamente tiene lugar la fase S (sintesis), durante la que se produce la



replicacion del ADN. Tras finalizar la sintesis del ADN, se produce la fase G2, durante la
que prosigue el crecimiento de la célula y en la que se sintetizan proteinas en preparacion

para la mitosis.

La fase G/ se caracteriza por ser un periodo de actividad bioquimica intensa. La célula
incrementa el material enzimatico, se replican los organelos, moléculas y estructuras
citoplasmaticas. La célula aumenta en tamano. Se lleva a cabo en el citoesqueleto la sintesis
de microtubulos, microfilamentos de actina y ribosomas, ademas el aparato de Golgi, los
lisosomas, las vacuolas y las vesiculas se derivan del reticulo endoplasmico. Se lleva acabo
la replicacion de mitocondrias y cloroplastos previamente existentes.

Si las condiciones ambientales no son favorables para entrar en el ciclo, las células en Gl
pueden detener su progresion en el ciclo y entrar en un estado de reposo especial,
llamado GO (G cero), donde pueden permanecer durante dias, semanas o anos antes de
volver a proliferar y en ocasiones nunca mas dividirse, como por ejemplo las fibras
musculares esqueléticas que no se dividen, pero si renuevan sus organelos citoplasmaticos.
(I'l, 12) Ademas, desde este estadio de GO la célula es sensible a estados de diferenciacion
(organismos pluricelulares), o de inicio de procesos sexuales (organismos unicelulares). Si
las condiciones ambientales se tornan nuevamente favorables, la célula vuelve a iniciar los
ciclos de division.

Poco antes de finalizar la fase G|, existe un momento en que la célula se divide. Recibe el
nombre de punto de arranque o de control Gl. La division depende de la presencia de

sustancias inductoras provenientes de otras células.

Durante la fase S: Sintesis, comienza la replicacion semiconservativa del ADN, se generan
dos juegos o complementos de ADN idénticos para ser repartidos entre las dos células
hijas. Las histonas (HI, H2a, H2b, H3 y H4) y otras de las proteinas asociadas al ADN son

sintetizadas (ADN, polimerasas, ligasas, topoisomerasas, entre otras).

La preparacion para la mitosis transcurre durante la fase G2. La cromatina recién
duplicada, ya esta dispersa en el nucleo en forma de cordones filamentosos, se enrosca

lentamente y se compacta para formar los cromosomas. Se lleva a cabo el ensamble de



estructuras especiales requeridas para asignar un conjunto completo y equitativo de
cromosomas a cada célula hija lo cual se desarrollara durante la mitosis.

La entrada al ciclo celular, la sintesis de DNA y la regulacion son procesos claves que
estan regulados por dos tipos de moléculas (proteinas quinasas dependientes de ciclina y
ciclinas). Las quinasas dependientes de ciclinas, que al interactuar con las ciclinas fosforilan
y activan a las moléculas responsables de la division celular. Las ciclinas, cuyo nombre se
debe a que en el curso de cada ciclo celular alternan un periodo de sintesis creciente
seguido por uno de rapida degradacion. Existen varias clases de ciclinas, cuyas
concentraciones se elevan y descienden en diferentes concentraciones se elevan y

descienden en diferentes momentos del ciclo celular.

La fase S se produce cuando la ciclina G| activa a la Cdk2. Tomada la decision de dividirse,
la célula deja atras la fase G| e ingresa a la fase S, donde comienza a duplicar su ADN. Ello
acontece cuando una ciclina GI activa a la quinasa Cdk2, la cual inicia una cadena de
fosforilaciones en sucesivas proteinas intermediariuas. La cadena culmina con la activacion
de moléculas responsables de la replicacion del ADN. En la fase G2 actian mecanismos de
seguridad; la pausa impuesta por la fase G2 le provee a la célula un lapso durante el cual
actian mecanismos de seguridad para controlar (antes que la célula se divida) si las
moléculas de ADN han culminado su replicacion y, cuando corresponda, si fueron
reparadas. Aunado a éstos eventos, en la fase G2 se completa la duplicacion de los

componentes citoplasmaticos.



2.3 Mitosis

2.3.1 Significado bioldgico de la mitosis

Todos los organismos vivos en la Tierra estan hechos de una o mas células, las cuales son
la unidad fundamental de la vida capaz de reproducirse y vivir de manera independiente.

La mitosis es el proceso por el cual las células eucariontes aseguran la reparticion de su
material genético a cada uno de los nucleos hijos. Cada nueva célula es sélo producida por
células existentes, de esta manera dicho proceso celular es esencial para la continuacion
de la vida.

La regularidad del proceso de la division celular garantiza que cada célula hija recibira
exactamente el mismo nimero y tipo de cromosoma que tenia la célula progenitora. Por
tanto, la mitosis es un mecanismo que permite a la célula distribuir en las mismas
cantidades los materiales duplicados durante la interfase.

Como consecuencia de la mitosis los organismos multicelulares crecen en tamano y
complejidad por producir mas células y las células viejas y/o dahadas son continuamente

reemplazadas por la division de otras células.
2.3.2 Eventos de la mitosis

Para el acontecimiento de la division celular son importantes dos sucesos; primero la
célula “madre” debe asegurar que cada nueva célula “hija” reciba una copia completa de su
informacion hereditaria. La informacion es transmitida en forma de moléculas complejas
llamadas DNA, y dirige varias actividades de la célula a lo largo de su vida. El Segundo
requerimiento es la particion del citoplasma entre las dos células hijas.

Al principio de la mitosis, los cromosomas se condensan, el nucleolo desaparece y la
envoltura nuclear se disgrega, lo que da lugar a la liberacion del contenido nuclear al
citoplasma. Al final de la mitosis tiene lugar al proceso inverso: los cromosomas se
descondensan y la envoltura nuclear se organiza alrededor de cada juego de cromosomas

hijos. El proceso es controlado principalmente mediante fosforilaciones vy



desfosforilaciones reversibles de las proteinas nucleares, debido a la accion de la proteina
Cdc2, que es un regulador fundamental de las mitosis en las células eucariotas.

Un sistema excelente para el estudio cuantitativo del ciclo mitético es el que permite que
las células se encuentren en perfecta sincronia. Por ese motivo se empleaban en un
principio como modelo, las primeras divisiones celulares de los embriones aunque solo
permanezcan sincronizadas unos cuantos ciclos. Después, la carencia de material
sincrénico natural ha obligado a los cientificos a procurarla mediante tratamientos
experimentales, sometiendo a los modelos biologicos a diferentes periodos de iluminacion
y oscuridad, cambios de temperatura, a la acciéon puntual de algunas drogas sobre algun
punto especifico de la mitosis (hidroxiurea, 5-aminouracilo, colchicina), incorporacion de
nucledsidos marcados (timidita tritiada), hasta llegar al bloqueo de uno de los puntos del
ciclo. Por ejemplo el bloqueo de la citocinesis usando cafeina, para producir células
binucleadas, pero sin alterar la duracion del ciclo celular.

La duplicacién de los cromosomas, su separacion, la citocinesis y formacion de dos nuevos
nucleos son procesos llevados a cabo por elementos del citoesqueleto y existen
diferencias importantes entre células animales y de plantas.

El citoesqueleto de las células eucariotas lo constituyen los microtiubulos que pueden
encontrarse dispersos por el citoplasma, o formando estructuras estables como cilios,
flagelos o centriolos. Son estructuras muy dinamicas, segun la actividad celular se pueden
formar y distinguir. Estan constituidos por moléculas de tubulina (dimeros compuestos
por a y B tubulina), sirven para dar rigidez y conservar la forma celular, regular el
movimiento intracelular de organelos y vesiculas, contribuyen a formar los
compartimentos intracelulares constituyendo el huso mitotico (responsable de organizar
el movimiento de los cromosomas durante la division celular), distribuyen el reticulo
endoplasmico y aparato de Golgi en los lugares apropiados, son los elementos
estructurales y generadores del movimiento de cilios y flagelos. Se estabilizan en el centro
organizador de los microtiubulos (COMT), donde uno de los extremos queda embebido
en él.

La pared celular le confiere rigidez a las células de plantas, las cuales no sufren cambios
dramaticos en su morfologia durante los procesos de mitosis y citocinesis. En la interfase

existen arreglos de los microtubulos y los microfilamentos que participan en la orientacion



y expansion celular que se encuentran rodeando a la célula en la region adyacente a la
membrana plasmatica. También existen arreglos de MT que irradian del nucleo hacia el
citoplasma y que participan junto con los MF en distintos fendmenos de movilidad celular
intracitoplasmica. El huso mitotico de plantas y animales se organiza de diferente manera.
Las plantas no tienen centrosomas y tampoco centriolos. En los vegetales la estructura del
huso mitotico consiste de cientos de microtubulos y de proteinas que se asocian a éstos.
Justo antes de que la célula se divida, los cromosomas son atraidos hacia cada uno de los
dos polos de huso mitético, mediante microtibulos unidos a los centromeros; los
centromeros marcan el camino y los brazos distales de los cromosomas (terminados en
los telomeros) lo siguen después.

El organelo citocinético en las plantas es el fragmoplasto. Este organelo esta formado de
vesiculas de la interzona originarias del aparato de Golgi que viajan a través de los MT y
que seran las membranas plasmaticas de las células hijas. Las vesiculas contienen
polisacaridos, precursores de celulosa y pectina, que se encuentran orientadas
perpendicularmente para formar la pared celular. Por otra parte también se acumula MF,
miosina, MT y algin tipo de kinesina, como la TKRPI25, que fue la primera proteina
motor tipo kinesina aislada de fragmoplasto de tabaco. Posteriormente los MT corticales y
los MF corticales regresan a su posicion submembranal.

La division de los componentes citoplasmicos se llama citocinesis, este proceso en la
mayoria de los casos se lleva de manera continta a la mitosis, comienza generalmente en
la anafase (rara ocasion en la telofase) y se prolonga hasta el final de la telofase. En las
células animales, la citocinesis ocurre cuando un anillo de filamentos de actina y miosina
constrife la membrana plasmatica en el ecuador. Eventualmente, la célula parental es
dividida en dos células.

En las células vegetales, varias pequenas vesiculas se funden en el eje metafasico para
formar el eje celular. Tiempo después la placa celular se extiende alrededor de la célula y
la une con la membrana plasmatica. El proceso de mitosis y citocinesis crea dos células
separadas, cada una con un paquete idéntico de cromosomas. Después de la citocinesis, la

célula hija entrara en interfase.



2.3.3 Etapas de la Mitosis

El comienzo de la mitosis es llamado profase comienza con la condensacion de filamentos
de cromatina, lo que da lugar a los cromosomas, los cuales aparecen como una masa
acumulada dentro del nlcleo. Al principio los cromosomas estirados al maximo, dejan ver
bien los cromdémeros, con distincion de tamaho y forma pudiendo, en condiciones
favorables, identificarse cada uno de ellos. Cuando los cromosomas se contraen
subsecuentemente los cromdémeros se superponen y ya no es posible diferenciarlos entre
si. Cada mitad del cromosoma doble se llama cromatida; las dos cromatidas quedan unidas
al centromero que permanece Unico hasta la metafase.

En las células animales, al comienzo de la profase, el centriolo se divide en dos centriolos
hijos, cada uno de los cuales emigra a los extremos opuestos de la célula. Desde cada
centriolo se proyectan unos filamentos dispuestos de manera radial, llamados aster; entre
estos filamentos y los centriolos se forma un huso. En el tiempo en que se separan los
centriolos y se forma el huso, se contraen los cromosomas del nucleo, de modo que
quedan mas cortos y gruesos.

En células vegetales la profase los cromosomas se condensan, los “husos mitoticos de la
profase” se organizan y pasan alrededor del nucleo, los microtibulos y los
microfilamentos se juntan hasta formar “la banda de la preprofase”. Esta banda marca el
sitio donde ocurrird la proxima division celular. En la profase tardia, la envoltura nuclear
se disgrega y algunos microtubulos se asocian al par de cromatidas. Durante la metafase
las cromatidas se mantienen alineadas entre los polos de la célula.

En la mayoria de las células, la disgregacion de la envoltura nuclear marca el final de la
profase de la mitosis. Sin embargo, el desensamblaje del nucleo no es una caracteristica
universal de la mitosis y no ocurre en todas las células. Algunos otros organismos
eucariotas unicelulares, llevan a cabo la denominada mitosis cerrada, sin embargo las
células de los organismos eucariotas superiores sufren la mitosis abierta, que se
caracteriza por el desarmado de la envoltura nuclear. Los cromosomas hijos entonces
migran a los polos opuestos del huso mitético y los nuevos nucleos se reorganizan a su

alrededor.



La disgregacion de la envoltura nuclear, que ocurre al mismo tiempo que la fragmentacion
del reticulo endoplasmico, implica cambios en sus tres componentes: las membranas
nucleares se fragmentan en vesiculas, los complejos del poro nuclear se disocian y la
lamina nuclear se despolimeriza.

En la prometafase desaparece la banda de la preprofase, la envoltura nuclear se rompe,
maduran los cinetocoros de los cromosomas, los husos mitoticos capturan los
cromosomas que se van hacia el huso del ecuador por orientacion, una copia de cada
cromosoma hacia el eje central de la célula para formar el “eje metafasico”. Se empiezan a
organizar husos mitoticos polares, que difieren en la organizacién de los husos mitéticos
de los centrosomas en animales.

Condensados los cromosomas, no sélo resultan mas cortos sino mas tefidos y con
aspecto de baston. Desaparece la envoltura nuclear y entonces los cromosomas se
disponen alineados en el plano ecuatorial del huso que se formo a su alrededor. Esto
senala el fin de la profase; el corto periodo en que los cromosomas estan en el plano
ecuatorial constituye la metafase.

La metafase se lleva a cabo en el momento que se divide el centromero y las dos
cromatidas se separan por completo en dos cromatidas hijas. La division de los
centromeros ocurre simultineamente en todos los cromosomas. Los centromeros hijos
comienzan a separarse, lo que senala el principio de la anafase. Bajo observacion
microscopica se comprueba que en las células humanas la profase dura de 30 a 60
minutos. Sin embargo, estos tiempos varian mucho segun los tejidos y las especies en
estudio.

Los microtibulos se reorganizan al principio de la mitosis para formar el huso mitotico,
que desempefna un papel central en la division celular al distribuir los cromosomas
duplicados a los nucleos hijos. Esta distribucion critica del material genético tiene lugar
durante la anafase de la mitosis, cuando las cromatidas hermanas se separan y migran a
polos opuestos del huso. El movimiento de los cromosomas se realiza por dos
mecanismos distintos, denominados anafase A y anafase B, en los que intervienen
diferentes tipos de microtubulos del huso y proteinas motoras asociadas. La anafase A
consiste en el movimiento de los cromosomas hacia los polos del huso a lo largo de los

microtubulos cinetocéricos, que se acortan a medida que se mueven los cromosomas.



Este tipo de movimiento cromosémico esta dirigido por proteinas motoras asociadas al
cinetocoro que trasladan los microtubulos a lo largo de los microtubulos del huso en
direccion al extremo “menos”, hacia los centrosomas. La dineina citoplasmica esta
asociada a los cinetocoros y puede que intervenga en el movimiento cromosomico hacia
los polos, al igual que los miembros de la familia de la quinesina dirigidos al extremo
negativo. La accién de estas proteinas motoras cinecoricas se acopla al desensamblaje y
acortamiento de los microtubulos cinecoricos, lo que puede deberse a que algunos
miembros de la familia de la quinesina actien como enzimas desestabilizadoras de
microtubulos.

La anafase B se refiere a la separacion de los polos del huso entre si. A la separacion de
los polos del huso se acompana un alargamiento de los microtubulos polares, y es similar a
la separacion inicial de los centrosomas duplicados para formar los polos del huso al
comienzo de la mitosis. Durante la anafase B los microtubulos polares solapados se
deslizan unos sobre otros, empujando los polos y separandolos. Se ha encontrado que
este tipo de movimiento se debe a la accion de varios miembros de la familia de la
quinesina dirigidos hacia el extremo “mas” del microtubulo solapado —alejandolos del polo
opuesto del huso. Ademas, los polos del huso pueden ser separados por los microtubulos
astrales. El mecanismo responsable de este tipo de movimiento no ha sido totalmente
establecido, pero podria resultar por la accion de la dineina citoplasmica unida al cortex
celular o a otra estructura citoplasmatica. El desplazamiento de este motor de dineina a lo
largo de los microtubulos astrales hacia el extremo “menos” podria tener efecto para
separar los polos de la periferia a la célula. De esta manera alternativa, una proteina
motora asociada con los tipos de huso podria desplazarse por los microtubulos astrales
hacia el extremo “mas”, lo cual también podria tirar de los polos del huso hacia la periferia
celular.

En la dltima fase de la mitosis (telofase), se forman dos nuevos nucleos alrededor de cada
juego separado de cromosomas hijos. La descondensacion de los cromosomas y la
reorganizacion de la envoltura nuclear parece que se ocurre por la inactivacion de Cdc2,
que es responsable de la entrada de la mitosis mediante la fosforilacion de las proteinas

diana, que incluyen las laminas, la histona H3 y las condensinas. La progresion de metafase



a anafase implica la activacion de un sistema de protedlisis mediada por ubiquitina que
inactiva la Cdc2, degradando su subunidad reguladora, la ciclina B.

Esto termina la division nuclear también llamada cariocinesis, a la que sigue la division del
cuerpo de la célula, la citocinesis.

En las células del reino animal, la division se acompana de un surco que rodea la superficie
de la célula en el plano ecuatorial. El surco se hace gradualmente mas profundo hasta que
el citoplasma se separa en dos mitades, lo que forma dos células hijas, cada una con su
nucleo. En los vegetales se forman una placa celular en la region ecuatorial del huso, la
cual se prolonga hasta la pared de la célula. La placa celular es secretada por reticulo
endoplasmico. Cada célula hija forma entonces una membrana celular en el centro de la
placa, formandose finalmente las paredes celulares de celulosa sobre cada lado de la placa

celular.



2.4 Estructura del cromosoma

Durante la mitosis, la formacion de cromosomas metafisicos requiere la compactacion del
DNA en niveles superiores de empaquetamiento. El genoma de los organismos eucariotas
se encuentra organizado y empacado en forma de cromatina, que es una estructura tenida
diferencialmente en el nucleo. En el interior del cromosoma metafisico se encuentra
reducida la longitud del DNA en un factor de 10*.La cromatina es un nivel de organizacién
que permite regular muchos genes a lo largo del ciclo de vida de los organismos
eucariontes. La unidad primaria de empaquetamiento es el nucleosoma, esta formado por
un octamero de histonas, dos de cada una de las proteinas histonicas: H2A, H2B, H3 y H4
y una molécula de la histona HI que queda en el exterior de la estructura.Un fragmento
de 146 pares de bases de DNA se arregla alrededor de cada octamero. (recillas targa). La
sucesion de nucleosomas, conectados por el DNA espaciador, origina el denominado
nucleofilamento, cuya estructura recuerda a las cuentas de un collar. El plegamiento
posterior del nucleofilamento conduce a estructuras de orden superior de la cromatina.

Cada cromosoma contiene aproximadamente la misma proporcion de DNA, histonas y no
histonas. Debido a las interacciones entre éstas proteinas y el DNA, este dltimo se
compacta sobre su longitud aproximadamente 40 veces para formar la fibra de cromatina.
El mecanismo por el cual esta fibra de cromatina se empaqueta las siguientes 250 veces
hasta llegar al nivel maximo de compactacion durante la formacion del cromosoma
metafisico, ha sido objeto de muchos estudios. Se sabe que la condensacion es necesaria
para que los cromosomas se muevan a lo largo del huso mitético sin enredarse o
romperse durante su segregacion a las células hijas. EI ADN en este estado altamente
condensado ya no puede ser transcrito, por lo que durante la mitosis cesa toda la sintesis
del ARN. A medida que los cromosomas se condensan y la transcripcion termina, los

nucleolos desaparecen.



Cuando la célula entra en mitosis, la condensacion de la cromatina conduce a la formacion
de los cromosomas en la metafase que consiste en dos cromatidas idénticas. Estas
cromatidas hermanas se mantienen unidas por el centrémero, el cual se considera como
una region cromosomica compacta o como la region especializada del cromosoma cuyo
papel es asegurar la correcta distribucion de los cromosomas duplicados a las células hijas
durante la mitosis. Una vez iniciada la mitosis, los microtiubulos del huso mitético se
adhieren al centromero, y las dos cromatidas hermanas se separan y se dirigen a los polos
opuestos del huso. Al final de la mitosis, la envoltura nuclear se restablecen y los
cromosomas se descondensan, resultando la formacion de los nilcleos de las células
hermanas que contienen una copia de cada cromosoma parental.

Los centromeros, por lo tanto, sirven como sitios de asociacion de las cromatidas
hermanas y como sitios de unidn para los microtibulos del huso mitético. Son secuencias
especificas de ADN a las que numerosas proteinas de unidn asociadas a los centréomeros,
formando una estructura llamada cinetocoro. La union de los microtibulos a las proteinas
del cinetocoro dirige la union de los cromosomas al huso mitotico. Las proteinas
asociadas al cinetocoro actllan como “motores moleculares” que conducen el movimiento
de los cromosomas a lo largo de las fibras del huso, segregando los cromosomas a los

nucleos de las células hijas.



2.5 Biologia de la cebolla, Allium cepa.L.

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase Liliidae
Superorden: Lilianae
Orden: Aspargales
Familia: Alliaceae
Género: Allium
Especie: Allium cepa
Nombre binomial: Allium cepa. L.

Fig. 2 Fotografia de cebolla, A/ium cepa. Cuadro 1 Clasificaciéon Taxonémica segun
Dahlgren,

Es una angiosperma monocotiledonea, terrestre. Es originaria del occidente asiatico, una
de las especies mas cultivadas en regiones templadas y subtropicales, puede encontrarse
en forma silvestre. Se obtienen con facilidad a partir de semillas o, mas comUnmente,
plantandola con pequefas matas provistas de un bulbillo. El zumo de cebolla es antiséptico
y el bulbo se utiliza como diurético e hipoglucemiante. Contiene vitaminas B, C y D,
calcio, magnesio, fosforo y potasio.

Su filotaxia es alternada con hojas cilindricas, largas, huecas y engrosadas, tienen venacion
paralela en la base y éstas constituyen la mayor parte del bulbo. El bulbo esta formado por
numerosos catafilos, capas gruesas y carnosas al interior que realizan las funciones de
reserva de sustancias nutritivas necesarias para la alimentacion de los brotes y estan
recubiertas de membranas secas, delgadas y transparentes, que son base de las hojas.

Las flores son monoicas, blancas o rosadas y dispuestas en umbelas de 6-10 cm de
diametro soportadas por bracteas y sobre un robusto tallo que se ensancha en la mitad
inferior. Tienen ovario supero, trilocular, con dos o mas ovulos por loculo y placentacion
axilar. Estan conformadas por seis sépalos, seis pétalos, seis estambres dispuestos en dos
verticilos de tres y un solo pistilo, tienen anteras tetrasporangiadas y bitecas. El fruto es
una capsula con tres caras, de angulos redondeados, que contienen las semillas, las cuales
son de color negro, angulosas, aplastadas, de superficie rugosa, con una gruesa testa negra
y un embrién mas o menos curvado. El sistema radicular es fasciculado, corto y poco

ramificado; siendo las raices blancas, espesas y simples.



El cariotipo de A. cepa fue descrito por Mensinkai en 1939 (W.F.Grant). Su complemento
consiste en ocho pares de cromosomas (2n=16) los cuales son metacéntricos Yy
submetacéntricos (545), miden entre 8 y 16 pm y solo el par de cromosomas satélite es
subtelocéntrico. Posee uno de los genomas mas grandes de todas las plantas estudiadas

(546).

2.5.1 La raiz y su estructura

Cuando un bulbo de cebolla (Allium sp)  Fig. 3 Derecha: Corte =
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unos pocos milimetros de largo; el meristemo fundamental. En esta zona hay constante

division celular, el patron de division es especifico en cada especie y esta dado por una
combinacion de divisiones longitudinales y alargamiento de su tamano. En el apice de cada
raiz en crecimiento hay una cobertura cénica de células parenquimaticas que protegen al
meristemo, la caliptra provee proteccion mecanica a las células meristematicas cuando la
raiz crece a través del suelo e indica la direccion del crecimiento del meristemo porque
sus células contienen estatolitos, que son granos de almidon que se hallan dentro de la
célula y son muy pesados, por lo tanto se mueven en respuesta a la fuerza de gravedad y

de ese modo regula el crecimiento de la raiz.



La superficie externa de la raiz es llamada epidermis, las células epidérmicas nuevas
absorben agua del medio ambiente circundante y producen unos vellos o pelos radiculares
los cuales incrementan el area de absorcion de agua de la célula epidérmica.

Bajo la epidermis se encuentra el cértex, comprende a la mayor parte de la raiz y su
funcion principal es almacenar almidon. Los espacios intercelulares en el cortex permiten
el aireamiento de las células, lo cual es muy importante para la respiracion.

La endodermis es una capa delgada formada por haces de protoxilema, es el limite mas
interior del cortex alrededor del tejido vascular. Las células que la conforman; contienen
una suberina la cual sirve para crear una especie de barrera impermeable. De esta manera
el agua solo puede fluir hacia adentro de la raiz.

El cilindro vascular comprende todo lo que se encuentra de la endodermis hacia adentro. La
parte externa es llamada también periciclo y rodea al cilindro vascular. En las plantas
monocotiledéneas el xilema y el floema estan distribuidos al azar (en haces alrededor del
cilindro vascular), las raices carecen de crecimiento secundario y son de forma y tamaho

relativamente homogéneo.

2.5.2 Duracion del ciclo celular en Allium cepa L.

Después de la primera mitad del siglo XX se realizaron experimentos con la intencion de
sincronizar el ciclo de algunas células, se usaron drogas (hidroxiurea y 5-aminouracilo), se
trabajo en el marcado celular (tratamientos con colchicina o con la incorporacién de
timidina tritiada (553)) y en el bloqueo especifico del proceso citocinético procurando no
alterar la velocidad del ciclo; en esta Ultima investigacion el caracter binucleado era la
condicion de marcado en esas células (554-2). Uno de los tipos celulares empleados en
estos estudios fueron las células meristematicas de la raiz de la cebolla; ahi analizaron las
diferencias entre longitudes de los ciclos a diferentes temperaturas, logrando comprobar
la permanencia de los indices mitoticos y de las fases de cada una de ellas, aunque las
duraciones de los ciclos cambiaban al modificar la temperatura, obteniéndose la valiosa
conclusion que la proporcion de las duraciones de cada una de las fases era constante

independientemente de la duracion del ciclo. (555) de igual forma se demostro el



mantenimiento de la proporcionalidad entre GI, S y G2 (papaer en mit. Plan G2
checkpoint targets late replicating DNA) a diferentes temperaturas (556).

Los datos de la Tabla | muestran los resultados de dichas investigaciones en la duracion
del ciclo celular de Allium cepa, las diferencias en los resultados reportados pueden

deberse a las diferencias de temperatura bajo las que se llevaron a cabo los experimentos.

(554)

Tabla 1 Duracién del ciclo celular de AZzum cepa estudiados con diferentes temperaturas.

. duracion del duracion de la
autor ano . temperatura .
ciclo celular mitosis
Gonzdlez- 1966 13.5h - 23h
Fernandez
Nuti Ronchiy 1967 205h 19°C -
Arcara
, , 20°C 24h
Lopez-Séez 1967 18.8h 250 C 175h
Matagne 1968 23h 21°C 4h
Gonzalez- 1971 N 20°C 22h
Fernandez 25°C 16 h




2.6 Diferentes tipos de microscopios

2.6.| Microscopio optico

Es un instrumento 6ptico destinado a observar objetos diminutos, haciendo perceptible lo
que no lo es a simple vista, el microscopio 6ptico mas simple es la lente convexa doble
con una distancia focal corta. Un microscopio de luz es sin duda el elemento mas
importante para el estudio de la morfologia celular, se sirve de la luz visible para crear una
imagen aumentada del objeto. Desde su descubrimiento en el siglo XVII, el microscopio
de luz ha resultado clave para los nuevos descubrimientos médicos y bioldgicos. La luz,
que se propaga en forma de ondas, esta sujeta no obstante al denominado fenomeno de
difraccion que limita la resolucién del objeto en el microscopio.

Los efectos que limitan dicha resolucion fueron descubiertos por primera vez en 1873 por
el fisico aleman Ernst Abbe que observé que las estructuras que se encuentran a una
distancia inferior entre ellas a 200nm no podian separarse visualmente cuando son
observadas mediante luz visible; cuando se les observa a través del microscopio optico
aparecen como una unica entidad borrosa. Es decir; la resolucion del microscopio de luz

tiene como limitante la longitud onda de la luz visible.

2.6.2 Microscopio Electronico de Transmision

La introduccion de este instrumento en la década de los 50 abrid el campo de la Citologia
clasica a la Biologia Celular actual. Su principio es relativamente simple, puesto que la
optica usada es andloga a la del microscopio de luz (o compuesto), pero no usa la luz
visible, si no que usa electrones, los cuales tienen una longitud de onda de fracciones de
nanometros.

El concepto de resolucién esta relacionado con la capacidad de distinguir detalles finos en
una imagen. En otras palabras, es la distancia minima r; a la cual podemos distinguir,
claramente, dos puntos como entidades separadas. La resolucién teérica del microscopio

* Un nanémetro es una millonésima parte del milimetro (10° metros). Una unidad intermedia es la micra (abreviada

um), que es la milésima de milimetro, 0 1000 nm. Alguna literatura hace referencia a la unidad Angstrém (abreviada A)
aue es 0.1 nm v la milésima parte del micrémetro.
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Para valores de A= 0.037 Ay [0[0= 0.1 radianes, la resoluciéon nominal es 0.2 A.

La gran diferencia en los aumentos logrados en el MET estriba en el limite de resolucion
(d). Tanto en et microscopio de luz como el MET la resolucion obedece a la ecuacion de
Abbe: d = 0,62 /2 AN. Donde ~ se refiere a la longitud de onda empleada para generar la
imagen y AN es la abertura numérica del lente. En el caso del microscopio de luz,
corresponde a 0,55 im (promedio del espectro visible humano) y la AN oscila alrededor
de [,3. El valor 2 se refiere a que suma la AN del objetivo y la del condensador que deben
ser iguales segin la ley de Rayleigh. Esto produce un limite de resolucion de
aproximadamente 0,22 im para el microscopio de luz (I). La limitante en el poder de
resolucion del microscopio de luz es la propia longitud de onda de la luz; lo que fue
superado en el ME empleando electrones acelerados a gran velocidad (alto voltaje) de
manera que se mueven en forma ondulatorio, con una que depende del voltaje de
aceleracion. A 100 000 v, es de aproximadamente O, ; no obstante, debido a las
imperfecciones o aberraciones de los lentes electromagnéticos, la resolucion del MET es
de L4A(5).

Un microscopio electronico de transmision esta formado por cuatro componentes
principales: una columna de optica electronica, un sistema de vacio, la electronica
necesaria (alimentacion de las lentes para el enfoque y desviacién de haz, y el generador
de alta tension para la fuente de electrones), y el software de control. ['!

Todo el trayecto de los electrones desde la fuente generadora hasta la pantalla emisora de
la imagen esta al vacié y el espécimen en observacion debe ser muy fino (delgado) para
permitir que los electrones lo penetren. En el Microscopio Electronico, la fuente de luz es
sustituida por un candn de electrones incorporado en la columna que consiste en un
filamento de tungsteno calentado, al vacio. Los electrones se producen ahi y son
acelerados por una diferencia de potencial para lograr una longitud de onda pequena.

El Microscopio Electronico de Transmision (MET) consta de una columna donde esta el
canon de electrones, en ella hay bobinas que crean campos electromagnéticos las cuales
sustituyen las lentes de vidrio utilizadas en el Microscopio Optico (MO). ¥ Los campos
electromagnéticos hacen las veces de lente objetiva, ocular, condensadores y lentes

intermedias. Otra caracteristica importante es que las lentes electromagnéticas son



variables; es decir, modificando la corriente que pasa por la bobina de la lente, se puede
variar la distancia focal (la que determina el aumento).

Ademas como los electrones no son visibles al ojo humano, el MET tiene una pantalla
fluorescente que tiene como finalidad modificar la longitud de onda de los electrones que
chocan en ella, creando una imagen real aumentada y derecha de la muestra. Un sistema
fotografico captura la imagen formada y envia una senal a una camara o a una
computadora para adquirir la imagen que sera virtual. ['

La microscopia electrénica es una de las técnicas con mayor aplicacién en la Fisica, en las
Ciencias Bioldgicas y en las Ciencias de Materiales. Esto se debe principalmente a que
permite obtener informacion sobre la forma, medida y distribucion de entidades

microestructurales de la muestra.

2.6.3 Microscopio de barrido por sonda

En los microscopios de barrido por sonda se utiliza una sonda que recorre la superficie de
una muestra, proporcionando una imagen tridimensional de la red de atomos o moléculas
que la componen.

La sonda es generalmente una punta muy delgada de algin alambre conductor de
electricidad o de algin otro material como el silicio o el nitruro de silicio. Dicha punta
puede ser tan afilada que llega a tener tan sélo un nandmetro de grosor en el extremo
final de ella como radio de curvatura.

Todas las técnicas de SPM (Scanning Probe Microscopy por sus siglas en inglés) se basan
en el rastreo de la superficie de la muestra por una palanca o cantilever en la que se
encuentra acoplada una sonda, que se desplaza sobre la muestra siguiendo lineas paralelas.
U1 Las alteraciones de la posicion de esta sonda proporcionan informacién de las
propiedades de la superficie de la muestra a los sensores, éstas a los detectores, los que a

su vez mandan la senal a una computadora, que por medio del software produce una

imagen.



Microscopio de efecto tinel

El microscopio de efecto tunel o Scanning Tunneling Microscope (STM) es un tipo
importante de microscopio de barrido por sonda, fue desarrollado en 1981, !'% utiliza un
fenomeno de la fisica cuantica denominado efecto tunel, es ampliamente utilizado en la
industria y fundamentalmente en la investigacion para obtener imagenes a una escala
atomica de superficies conductoras de electricidad. Proporciona un perfil tridimensional
de la superficie la cual es muy util para caracterizar superficies rugosas, observar defectos
de la superficie, determinar el tamano y conformacion de agregados y moléculas en la
superficie.

La sonda se coloca a una distancia de pocos nanometros de la superficie del material y se
aplica un voltaje pequeno entre la superficie y la sonda. A causa de la poca distancia entre
el material y la sonda algunos electrones se escapan a través del hueco, generando una
corriente. La magnitud de la corriente del efecto tinel depende de la distancia entre la
superficie y la sonda. El flujo de corriente es mayor cuando la sonda se acerca al material y
disminuye cuando se aleja. A medida que el mecanismo de barrido mueve la sonda por
encima de la superficie, se ajusta de modo automatico la altura de la sonda para mantener
constante la corriente del efecto tunel. Estos ajustes mindsculos permiten dibujar las
ondulaciones de la superficie. !'*! Después de varios barridos hacia adelante y hacia atras se
utiliza una computadora para crear una representacion tridimensional del material.
Modulando el voltaje que llega a la punta, estos microscopios pueden no solo ver atomos,

sino moverlos, colocarlos y manipularlos. !'”}

Microscopio de Fuerza Atémica

En 1986, G. Binning y H. Rohrer fueron galardonados con el Premio Nobel de Fisica por
idear el microscopio de efecto tunel. Ese mismo ano, G. Binning, C.F. Quate y Ch. Gerber,
desarrollaron el primer Microscopio de Fuerza Atémica ' basado en modificaciones del
microscopio de efecto tunel. Este tipo de microscopia no requiere de lentes, tampoco de

un sistema de iluminacién y no utiliza electrones. !'*



El Microscopio de Fuerza Atomica (AFM por sus siglas en inglés permite visualizar los
materiales y muchas de sus propiedades con una extraordinaria resolucion espacial
inferior al nanémetro, presenta como ventajas a los otros tipos de metodologias que no
solo sirve para “mirar” si no también para “tocar”, puede ser utilizado para observar
muestras no conductoras, como las biologicas. Ademas se puede obtener como producto
final una imagen topografica que involucra tres dimensiones. En los ejes X y Y se puede
obtener resolucion de escala nanométrica y en el eje Z se puede lograr una resolucion
atomica.

A medida que la sonda (cantilever) se mueve a lo largo de la superficie de la muestra los
electrones de la sonda de metal son repelidos por las nubes electrénicas de los atomos de
la misma. La altura de la sonda se ajusta de modo automatico para mantener constante la
fuerza recibida. Un sensor registra el movimiento ascendente y descendente de la sonda y
entrega la informacion a una computadora, que a su vez la utiliza para dibujar una imagen
tridimensional de la superficie del espécimen. ') De este modo el microscopio de fuerza
atomica (AFM) trabaja con el mismo principio que el microscopio de efecto tunel; pero,
en lugar de utilizar la diferencia de potencial, se encuentra en contacto directo con la
muestra y detecta la topografia de la superficie por los efectos de las fuerzas atomicas
(atraccion y repulsion).

En el AFM, un haz laser incide sobre la superficie de un brazo voladizo, como una palanca,
en el extremo de la cual se encuentra la punta. Las deflexiones de la palanca, producidas
por la interaccion entre la punta y la muestra, son detectadas por un detector oOptico
(fotodiodo) I'* ') mediante la variacion del angulo de reflexidn del laser. La sefal recibida
por el fotodiodo es utilizada para regular y minimizar la fuerza aplicada sobre la superficie,
mediante un sistema piezoeléctrico capaz de regular el movimiento de la muestra.

El rastreo de la superficie por la punta da lugar a la obtencion de imagenes topograficas
tridimensionales de alta resolucion, tanto lateral (x, y) como vertical (z), derivadas del
movimiento del piezoeléctrico. ® De forma similar a otros tipos de microscopia, la

muestra para AFM debe encontrarse fijada sobre un soporte solido (la adhesion de la



Fig. 4 Ilustracién que muestra al centro el microscopio de fuerza atémica marca Veeco, modelo Bioscope. Se
encuentra sobre un microscopio invertido, marca Olympus. A la izquierda se muestra el sistema externo de
iluminacién. En el extremo sup. izq., el principio de operacién de un STM y un AFM [14]. Se ilustra el dltimo
atomo de la punta (azul), la cual recorre la superficie de la muestra (rojo). En caso del STM se mantiene constante
la corriente de tunelamiento y en caso del AFM la fuerza entre la punta y la muestra que puede ser conductora o
no. A un sistema se le “inyecta” energfa potencial para que los electrones (morado) pasen de la punta a la muestra y
viceversa. En el extremo sup. der., la imagen obtenida con el AFM de un corte de una célula de Lacandonia
schismatica; [27] dado que el equipo asigna una tonalidad para cada punto registrado durante la medicién, la cual es
proporcional a las caracteristicas de la superficie que estin siendo analizadas (altura o densidad), genera en la
imagen una gama de tonos, tomando como referencia el valor minimo y maximo obtenido durante el analisis. En
una imagen donde se desea conocer la topografia de la muestra, las partes mds claras representan las regiones mas
elevadas, mientras que las partes mas profundas, estin representadas por un tono mds oscuro. La barra (sobre el
nuicleo) corresponde a las tonalidades del relieve de la muestra obtenida en la imagen y el monitor con la misma
imagen, muestra el registro en los ejes X,Y y Z.
* Jlustracion de M. en A. Aldi de Oyarzabal, Facultad de Ciencias, UNAM.



muestra al sustrato se produce en general a fuerzas electrostaticas) y de manera optima,
éste debe ser atdmicamente plano. La resolucion de microscopio esta relacionada
directamente con la fineza de la punta (usualmente 100-200 #zm de largo, con una
pequena punta de silicio o de nitruro de silicio, el diametro del pico de la punta o radio de
curvatura que toca la muestra es de 15-60nm) que se utilice para rastrear la muestra;
entre menor sea ésta, mayor resolucion se alcanzara. Otros factores que interviene en la
resolucion de este instrumento son la velocidad y el tamafo con que se barre la topografia
de la muestra (con una velocidad menor y con barridos de tan solo algunas micras, se
permite que el software adquiera mayor informacién), la densidad de puntos y lineas con
las que sean capturadas las imagenes y la electronica del equipo.

Las importantes ventajas que presenta el AFM frente a otros tipos de microscopios
[23,24] son: relacidn senal-ruido muy elevada que permite la visualizacion de superficies a
una resolucion inferior al nanémetro, la capacidad de estudiar la nanoestructura de la
superficie de peliculas de lipidos y cambios conformacionales de biomoléculas en medio
acuoso y en tiempo real, ademas la posibilidad de medir directamente propiedades fisicas
de la muestra. Los tres modos de operacion del instrumento son principalmente la
microscopia de fuerza atomica de contacto, de no contacto y Tapping. En el presente
trabajo se usé el Modo contacto o Medicion de fuerzas y Tapping o Modo Intermitente;
en este modo la superficie de la muestra esta en contacto todo el tiempo con la punta de
la sonda donde actlan fuerzas de repulsion idnica. Dicho modo permite identificar las

diferencias de friccion en la superficie y variaciones en las propiedades de la muestra.

laser electrénica del

fotodetector controlador
/

cantilever y punta
z
[ ] fotodetector I escaner
()(Iy > electrénica ~<
del detector S~ | piezo .
escaner con i S~a _/ cantilever y punta
z .
muestra electrénica
a del detector b muestra

Fig. 5 Diagrama esquematico del escaneo de una muestra en el AFM. Modificado de [21]. Muestra las
partes principales que intervienen en el funcionamiento de AFM con geometria 1.
Fig. 6 Esquema modificado de [22] muestra componentes de un AFM con geometria 2.



Aplicaciones del microscopio de fuerza atémica

La microscopia de fuerza atdmica se empezd a aplicar a muestras biologicas dos anos
después de ser desarrollada, en 1988 ™! aunque debido a las dificultades observadas en la
manipulacion y observacion de este tipo de muestras, fue hasta 1992 cuando se establecio

o. #?1 A diferencia de otros microscopios de elevada resolucién, el AFM

su uso biologic
permite la visualizacion de muestras sin necesidad de tincion previa y en solucion
(himedas), permitiendo la observacién de muestras in situ, * en tiempo real y con
diferentes medios acuosos biologicos de la muestra.

El AFM se ha utilizado en diversos estudios con materiales biologicos. Una de las primeras
moléculas de tipo biologico que fue visualizada por AFM fue el ADN. ! La visualizacion se
realizé en aire, sobre una mica recubierta con una delgada capa de oro. Algunos ejemplos

de muestras biolégicas analizadas con el AFM incluyen los acidos nucleicos, ! proteinas

en solucién, P% membranas; se ha observado también el arreglo de la pared celular en

32 35]

células vegetales " 3 células vivas, ®* *7 relaciones entre células ®*! y la estructura y
arreglo tridimensional de cromosomas metafisicos humanos, ¢33 3 %1 |3 medicién de la
altura y el volumen en muestras secas " y himedas. ¥ Ademas el uso del AFM ha
abarcado aplicaciones en farmacologia, biotecnologia, microbiologia, biologia estructural y
genética molecular. Combinando la gran resolucion espacial de las imagenes que permite
el AFM, se han estudiado las caracteristicas topograficas de espermatozoides humanos !
para analizar defectos que pongan en riesgo a dicha célula relacionados con infertilidad o
el desarrollo del embarazo. También el AFM también se ha usado en la visualizacion y
andlisis de complejos procesos biologicos ™ *1 in vivo.

Otras aplicaciones en las que se aplican las propiedades del AFM son las usadas para hacer
mediciones de fuerzas de superficie, elasticidad, adhesion, rigidez, friccién o viscosidad en
diversas muestras. Los estudios realizados con el AFM en cuanto a manipulacion molecular
permiten un mayor conocimiento de las moléculas aisladas y el control de las mismas,
pudiendo dar lugar a nanosensores especificos de aplicacion biolégica directa. !

En la actualidad se ha modificado la constituciéon del AFM y segun el tipo de investigacion

que se realice, los investigadores han innovado las técnicas y las maneras de aprovecharlo

para resolver sus necesidades, lo han asociado con microscopios opticos, confocales o de



epifluorescencia 7 y lo usan para manipular las muestras, para hacer surcos, devastar o
cortar materiales. Ademds de imdgenes topogrdficas, el AFM permite obtener informacion de
diferentes propiedades de la muestra, tales como adhesion, dureza, viscoelasticidad o friccion.

La investigacion con el AFM en células se ha enfocado a usarlas vivas o fijadas, humedas o
secas pero siempre completas, cuando se estudia algin componente celular (cromosomas)
ha sido porque fueron extraidos. Sin embargo para el continuo desarrollo del
conocimiento es también muy importante reconocer los procesos biologicos que se llevan
a cabo dentro de ella. En 1998 Jiménez-Garcia y Fragoso ¥ con el propésito de indagar a
ese respecto; utilizaron cortes de material biolégico procesado con la técnica
convencional para microscopia electronica de transmision para llevar a cabo registro de
imagenes con el microscopio de fuerza atomica. Se dieron cuenta de que esas “rebanadas”
tan delgadas de tan solo unas cuantas milésimas de milimetro de las muestras biologicas
contenidas en esos bloques endurecidos por la resina, tenian cierto relieve, el cual podia
ser apreciado con ayuda del AFM para obtener una imagen tridimensional.

La estructura in situ de varios tipos celulares has sido ampliamente estudiada,

(28495051521 ciando

recientemente se ha comenzado a usar el AFM para éste proposito
posible reconocer en las imagenes el contorno de las paredes celulares bien definidos,
vacuolas, el nucleo celular, un patrén reticulado en la cromatina, poros nucleares; los
resultados de dichos trabajos demuestran que la estructura celular puede ser analizada

con microscopia de fuerza atdmica en esas muestras procesadas de esa manera.



Tabla 2 Comparacién entre 3 tipos de microscopios (MO, MET, AFM).



3. Obijetivos

Objetivo General

¢ Observar las fases de la mitosis de la raiz de cebolla con el microscopio de

fuerza atomica.

Objetivos particulares

¢ Analizar si el microscopio de fuerza atomica permite resolver estructuras
celulares involucradas en el sustrato celular de la herencia.
¢ Conocer la utilidad del DGD como una resina de inclusién para observar

muestras biologicas con el AFM.



4. Hipotesis

Si la estructura de la cromatina se ha observado en interfase con el Microscopio de Fuerza
Atdmica en cortes semifinos de material bioldgico procesado para Microscopia de
Electronica de Transmision, entonces las diferentes fases de la mitosis se pueden observar

porque la cromatina esta condensada formando los cromosomas.



5. Justificacion

Durante la mitosis las células se dividen y dan lugar a células nuevas; siendo un proceso
elemental en los organismos eucariontes, tanto su adecuado estudio como su
entendimiento permiten adentrarse en la adquisicion de conocimiento del sustrato celular
de la herencia y de la composicion intima de la materia viva.

Estudiar muestras biologicas in situ con el microscopio de fuerza atomica y llegar a hacerlo
con una resolucion propia de dicho instrumento, permitira adquirir una idea mas clara de
la continuidad genética de los organismos y de la morfologia de sus sistemas de
organizacion.

Como modelo bioldgico se usé Allium cepa porque presenta varias ventajas, entre ellas
estan; que las condiciones de cultivo y crecimiento de sus bulbos son faciles y se pueden
obtener varios meristemos de raiz por cada uno, es un sistema economico de facil manejo
que permite obtener resultados reproducibles en poco tiempo, el tamano de los
cromosomas es adecuado para el andlisis citologico y se pueden llevar a cabo estudios
sobre su organizacion celular in situ.

La posibilidad de estudiar muestras biologicas en el AFM, demostrar que las observaciones
provenientes de ese microscopio son fidedignas, que la topografia y medidas obtenidas
corresponden al material biolodgico; abre la posibilidad de que posteriormente se obtenga
una mayor resolucion con este tipo de instrumentos para poder adentrarse en el
conocimiento de la biogénesis de la maquinaria de traduccién y la visualizacion de los

genes en accion.



6. Metodologia

Se trabajé con cebollas (Allium cepa) comunes adquiridas comercialmente. Para obtener
raices se pusieron varios bulbos sumergidos en frascos llenos de agua a temperatura
ambiente, cada bulbo sujeto con dos o tres palillos, de manera que la parte inferior de
éste quedara vertical e inmerso en el agua. Al cabo de 3 a 4 dias aparecieron numerosos
meristemos radiculares en crecimiento con una longitud que iba de 3 a 4 cm. Se cortaron
de 2-3 mm de la porcidn apical de las raices sobre una placa de parafina, la cual contenia
unas gotas de la solucion fijadora (glutaraldehido o paraformaldehido segun el tipo de

resina a utilizar).

6.1 Procesamiento para resina epdxica (Epon 812)

Las raices cortadas se colocaron en un frasco con Iml de solucion fijadora (mezcla 1:1 de
glutaraldehido al 6% y paraformaldehido al 4% en PBS al 0. My pH 7.2) durantel.5 horas,
extrayendo el aire por medio de una jeringa para generar un vacio durante los primeros
cinco minutos. Transcurrido el tiempo de fijacidn, se realizaron tres lavados de cinco
minutos con PBS y se postfijo con tetraoxido de osmio al 1% durante una hora. Se
volvieron a hacer lavados de 5 minutos cada uno, con buffer de fosfatos.

La deshidratacion se llevoé a cabo con alcohol etilico a concentraciones graduales para
evitar danos en la ultraestructura celular (30,50,70,80,90 y 96%) durante 10 minutos para
cada una de ellas, asimismo se realizaron tres cambios de |5 min con etanol absoluto.
Posteriormente se le hicieron a las muestras tres cambios con el agente intermediario
(oxido de propileno) de 10 minutos cada uno.

Para poder cortar la muestra en rebanadas muy delgadas es necesario introducirle un

material que le confiera dureza, para ello se utilizan diversos tipos de resinas que en cierto



momento son monomeros, pero bajo ciertas condiciones (T°) se vuelven polimeros,
endurecen y permiten que el material en interés se pueda cortar tan delgado.

Para la preinclusion las raices se dejaron en una mezcla hecha de una parte de oxido de
propileno y una parte de Epon, al término de 20 horas a temperatura ambiente se
abrieron los frascos en los que se procesé el material para lograr la completa evaporacion
del 6xido de propileno.

Se incluyeron las muestras con resina pura (Epon 812) de dureza intermedia en moldes
planos de silicon; cada raiz se acomodo a lo ancho y en los extremos de cada cavidad del
molde, para que posteriormente se pudieran obtener cortes longitudinales de cada raiz. La

polimerizacion del Epon se llevé a cabo en una estufa a 60° C durante 48 horas.

6.2 Procesamiento para resina acrilica (Lowicryl K4M)

La muestra se fijo con una mezcal |:1 de paraformaldehido al 4% en PBS al 0.1 My pH 7.2,
durante una hora. Transcurrido el tiempo de fijacion, a la muestra se le realizaron tres
lavados de cinco minutos con el mismo buffer. Se deshidrato el tejido con alcohol metilico
al 30 y 50% a 4°C durante cinco minutos con cada uno, después con metanol al 70% a -
20°C por cinco minutos y con metanol al 90% también a -20°C durante 30 minutos.
Después se infiltré la muestra con una solucion |:1 de metanol al 90% y Lowicryl durante
una hora a -20°C, continuando con una mezcla |:2 de metanol al 90% y Lowicryl por 30
minutos a -20°C.

Posteriormente se hicieron dos cambios de Lowicryl puro, el primero durante una hora a

-20°C y el segundo durante 20 horas. Las muestras se incluyeron en capsulas de gelatina y
se polimerizaron en una camara de luz ultravioleta a -20°C durante 48 horas a

temperatura ambiente por 24 horas mas.

6.2.1 Corte, tincidn y contraste

Los bloques de Epon y Lowicryl se trabajaron en un ultramicrotomo modelo ultracut R,

de la marca Leica y se obtuvieron cortes semifinos y ultrafinos.



Explico brevemente el proceso de corte; a los bloques se les tallé una piramide en el
extremo donde se encontraba el tejido y se obtuvieron los cortes con cuchilla de vidrio.
La cuchilla cubierta con cinta adhesiva forma una barquilla que se llena de agua y en ella
son recibidas las rebanadas de los bloques, éstas se mantienen “flotando” en la interfase
del aire y agua. Posteriormente con ayuda de un asa bacterioldgica se recogen los cortes
semifinos (2 ym de grosor), se depositan sobre un portaobjetos, se fijan al vidrio con
calor y se tinen con azul de toluidina o paragon, ambas al |%.

Del material incluido en resina epoxica se obtuvieron cortes ultrafinos (60 y 90 nm de
grosor) que fueron montados en rejillas de cobre previamente cubiertas con una
membrana de formvar.

La tincion de los cortes semifinos se llevo a cabo calentando suavemente el portaobjetos a
la llama del mechero hasta que la gota de agua que contenia los cortes se evaporara y
éstos quedaran adheridos al vidrio. Se agregaron sobre los cortes unas gotas de azul de
toluidina al 1% y se calenté la laminilla hasta conseguir la emisién de vapores tenues,
evitando la ebullicion. Al observarse alrededor del colorante un halo de color verde, los
portaobjetos se lavaron con suficiente agua y se dejaron secar para su observacion.

Otros cortes semifinos de lowicryl se tiferon con DAPI (4,6-Diamidino-2-fenilindol
bicloruro) y se observaron en un microscopio de epifluorescencia.

Para el contraste de los cortes ultrafinos se hizo flotar cada rejilla sobre una gota de
acetato de uranilo al 4%, durante 20 minutos, en una camara himeda. Se lavaron por
goteo con suficiente agua bidestilada, después en otra camara hiumeda y en presencia de
NaOH las rejillas se flotan sobre una gota de citrato de plomo al 0.35%, durante 10
minutos. Finalmente se lavan con agua bidestilada y se dejan secar a temperatura ambiente

para su posterior observacion en el MET.

6.2.2 Registro de imagenes

Los cortes semifinos tenidos con azul de toluidina incluidos en Epon, se observaron en
campo claro en un microscopio eclipse E800 (Nikon) con un objetivo 100X. Las imagenes
se registraron digitalmente con una camara CCD (3CCD, MTI) acoplada al microscopio

con el programa FLASH Point 3D FPG.



Los cortes montados en las rejillas de cobre se observaron en un Microscopio Electronico
de Transmision 1010 de la marca Jeol a diferentes aumentos, las imagenes se registraron
digitalmente con el programa Scion Image.

Para la Microscopia de Fuerza Atomica se llevaron a cabo observaciones en dos equipos
diferentes; en un Bioscope marca Digital Instruments con un controlador NanoScope Il A
y en un microscopio de tunelamiento modelo Innova, marca Veeco.

En el Innova se puede llevar a cabo la Microscopia de Fuerza Atomica y asi se registraron
las imagenes, en modo Tapping™. En el portamuestras de éste equipo no cabe un
portaobjetos convencional por eso se usaron portaobjetos de | cm® para montar los
cortes semifinos, después fueron pegados con una etiqueta de doble cara a un
portamuestras metalico y se colocaron en el escaner de Innova para llevar a cabo la
observacion de las muestras que se registr6 en modo Tapping™ con una punta
premontada TESP, de un radio de curvatura entre 10-15nm.

Las imagenes obtenidas en el Bioscope fueron registradas en modo de Contacto con una
punta DNP de 20-60nm de radio de curvatura.

Todas las micrografias obtenidas fueron optimizadas con el Software para NanosScope

version 7.30.
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Cuadro 2: Procesamiento de las raices de cebolla, incluidas en resina Epoxica y Lowicryl para
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6.3 Procesamiento de material bioldgico incluido en DGD
(Diesterato de dietilen glicol)

Las raices de cebolla (Allium cepa) se fijaron con glutaraldehido al 6% en PBS (amortiguador
de fosfatos, 0.16 M a pH 7.2) como vehiculo del fijador, durante tres horas. Se hicieron 3
lavados de 20 minutos cada uno con buffer PBS.

La muestra se postfijo con una solucion |:1 de tetradxido de osmio y PBS toda la noche,
se enjuagaron 2 veces con PBS haciendo cada cambio de 10 minutos cada uno.

La deshidratacion se llevd a cabo gradualmente primero con etanol a diferentes
concentraciones (50, 60, 70, 80, 90, 95%) transcurriendo diez minutos en cada una,
terminando con tres cambios de etanol absoluto de 20 minutos cada uno. El proceso
continia poniendo las raices en una solucién de n-butanol (nBA) diluido con etanol
absoluto a las siguientes concentraciones: n-butanol: etanol (2:1) | hora, n-butanol: etanol
(1:2) | hora, n-butanol: etanol (I:l) toda la noche. Y termina con 5 cambios de n-butanol
puro a 60°C en una estufa. Los dos primeros cambios fueron de 30 minutos cada uno, el
tercero fue con una duracién de 30 a 45 minutos, el cuarto de | hora y el quinto cambio
durante toda la noche.

Para preincluir el material se utilizaron soluciones de n-butanol: DGD vy se llevo a cabo en
una estufa a 60°C. El primer cambio fue de n-butanol: DGD a una dilucion 2:1durante 3
horas, el segundo fue de n-butanol: DGD — |:2 por 3 horas y el tercero de n-butanol:
DGD - I:1 toda la noche.

La infiltracion se llevd a cabo con DGD puro a 60°C; haciendo dos cambios con una
duracion de tres horas cada uno y el tercero durd una hora. Por ultimo las muestras se
incluyen en capsulas de gelatina tapadas (importante evitar contacto de los bloques con la
humedad del ambiente) con DGD puro a temperatura ambiente tardan 30 minutos en
polimerizar. Los bloques se cortan en un ultramicrotomo con cuchillas de vidrio con un
angulo de inclinacion de 10°.

El asa utilizada para recoger los cortes de DGD debe limpiarse (quemandola y después
enfridandola con agua limpia) antes y después de levantar cada rebanada encontrada en la
barquilla de la cuchilla. Se sugiere sumergir en la barquilla el asa para levantar por abajo los

cortes; “se pescan”.



En la realizacion de cortes ultrafinos la rejilla debe ser descargada (quitarle cargas) para
poder sumergirla en la barquilla y levantar por debajo los cortes ultrafinos. Esto se logra

lavando la rejilla por goteo y quitando el excedente de agua de la pinza y la rejilla haciendo

contacto con pequeho trozo de papel filtro.
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sirve como soporte.

Cuadro 3: Procesamiento de las raices de cebolla, incluidas en DGD, Diesterato de Dietilen Glicol.




/. Resultados

En este trabajo se obtuvieron imagenes in situ de células en mitosis del meristemo de la
raiz de cebolla con el microscopio de fuerza atdmica a partir de cortes semifinos de
muestras preparadas con técnicas de rutina para microscopia electrénica de transmision.

Se obtuvieron micrografias con el microscopio electronico de transmision; sin embargo
solo se muestra una serie de imagenes obtenidas con microscopia de luz, y micrografias de

fuerza atomica de las distintas fases de la mitosis.

7.1 Imagenes obtenidas con Microscopio de Luz,
inclusién en Epon

Los cortes semifinos se tineron con azul de toluidina para reconocer las fases de la
mitosis. Las muestras se observaron en el microscopio de campo claro. La Fig. 7 muestra
los resultados. En la Fig. 7* se muestra una célula en interfase. La cromatina es reticulada y
se observaron dos nucleolos.

En la 7B se observa una célula en profase. La cromatina esta mas condensada y se nota la
presencia de un nucleolo pequeno. En la metafase (7C), no se reconoce el limite nuclear y
los cromosomas se observan condensados y distribuidos en el ecuador de la célula. En la
anafase (7D) los cromosomas migran a las células hijas. En telofase (7E) los cromosomas
se descondensan y se adquiere la estructura de la cromatina. También se observa el surco

de division celular y los nucleolos en formacion.
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Fig. 7: Micrograffas de Microscopia de Luz obtenidas a partir de cortes semifinos, 40X. A) Interfase, B) Profase,
C) Metafase, D) Anafase, E) Telofase. Se sefialan las siguientes estructuras V, Vacuola; N, Nucleo Celular; Nu,

Nucleolo; Pc, Pared Celular, C, Cromatina; Cr, Cromosomas.



7.2 Imagenes obtenidas con Microscopio de Fuerza
Atomica, inclusion en Epon

Las imagenes de figuras mitoticas obtenidas con microscopio de fuerza atomica a partir de
cortes semifinos se muestran en las figuras de la 8 a la 17. La determinacion de cada fase
se llevo a cabo con parametros similares a los de microscopia de campo claro, como son
los limites celulares determinados por la pared celular, el espacio nuclear deformado por
la cromatina o los cromosomas.

En interfase el nucleo presenta cromatina reticulada similar a lo observado con el
microscopio de luz. El nucleoplasma se nota oscuro. En proyeccion tridimensional la
resolucion vertical muestra la cromatina como una red de material elevado.

En profase (Figs. 10 yll) la cromatina es mas condensada y el perfil topografico es mas
evidente.

En metafase el nicleo no se observa pero si los cromosomas como cuerpos discretos (Fig.
[4) y en proyeccion tridimensional, como cuerpos que sobresalen sobre la superficie del
corte de manera muy evidente.

En anafase (Figs. 16 y 17) los cromosomas migran a los polos y se aprecian los brazos
individuales. La resolucion vertical se encuentra en el rango de los cientos de nanémetros.
En telofase (Figs. 18 y 19) se ha formado el tabique celular y los nucleolos se reforman, al
mismo tiempo que los cromosomas se descondensan y se comienza a apreciar el

nucleoplasma.
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Fig. 8: Imagen topogrifica de fuerza
v atémica en dos dimensiones obtenida con
un AFM Modelo BioScope en modo de
contacto con una punta DNP. Muestra
células en interfase con cromatina
reticulada (C) delimitadas por la pared
celular (Pc), la flecha verde seflala un
nucleolo. Nétese la presencia de vacuolas
en el citoplasma las cuales se distinguen
f del resto del material celular por los tonos
mas oscuros que presentan. Barrido de
369um. La escala de color a la derecha de
la imagen representa la profundidad de
campo visual de la imagen (501.2 nm).

Pc

Nu

Fig. 9: Micrograffa de Microscopia de Fuerza Atémica muestra una imagen en tres dimensiones de una célula
de Allium cepa delimitada por una pared celular (Pc), ntcleo interfasico (N), nucléolo (Nu), cromatina reticulada
(©), limite nuclear (flecha azul), espacio intercromatiniano (flecha verde). El relieve muestra diferentes
tonalidades que hacen referencia a la topografia de la muestra, el rango entre el punto mas elevado y el mas
profundo de la muestra es de 512nm. Proyeccién en paralelo y girada 315° mediante el Software 7.30 de Veeco.



Fig. 10: Imagen de 256 lineas x 256 puntos,
obtenida en modo de contacto con un
\ microscopio de fuerza atomica (BioScope) y
puntas DNP, con una velocidad de barrido
de 3.30 Hz, barrido de 28.7um.
Las estructuras mas oscuras son las vacuolas
(V), al centro en tonos amarillos Ia
cromatina (C) y entre ella, de tonos mas
oscuros los espacios intercromatinianos

(flecha azul).

Pc

Fig. 11: Proyeccion en perspectiva de una micrografia de Microscopia de Fuerza Atémica. Imagen obtenida en
un Bioscope en modo de contacto y optimizada con el Software 7.30 de Veeco para NanoScope. Rotacion de
329°. Area rastreada en los ejes X y Y de 28.7um y en el eje Z de 434.9 nm. Al centro, célula en profase, ndtese
la cromatina (C), los espacios intercromatinianos (flecha verde) y la variedad en la coloracién y topografia de la
muestra.



Fig. 12: Micrograffa obtenida con

Microscopia de Fuerza Atémica-Innova, en

Pc modo Tapping que muestra una célula en

metafase. Notese con ayuda de la escala de

Cr color prsentada a la derecha de la imagen;

en el centro de la célula de tonos amarillos

y con material mas denso, los cromosomas

(Cr) alineados en el ecuador celular, es

claro también el limite celular (Pc) y la

v vacuolas (V) del material. Imagen de altura,
barrido de 35.1um.

Fig. 13: Proyeccion tridimensional en paralelo obtenida con un Innova (microscopio de fuerza atémica) en
modo de Tapping con una punta premontada TESP de un radio de curvatura que oscila entre los 10 y los
15nm. El barrido tiene 35.1 pm por lado y una concentracién de 512 lineas x 512 puntos. Proyectada con
el Software 7.30 para NanoScope. Las flechas verdes sefialan las paredes celulares, al centro de un material
mas tupido y de tonos mas claros se encuentran los cromosomas (Cr). Las vacuolas (V) se notan con
hendiduras en la topografia de la muestra.



Pc

Fig. 14: Imagen de altura obtenida con un
microscopio de fuerza atomica que muestra al
centro una célula en Anafase. Obsérvese la

Cr escala de color a la derecha de la imagen,
nétese la variedad de tonos en la imagen que
evidencian variedad en la topografia de la
muestra. Las vacuolas (flecha verde) rojas y
los cromosomas (Cr) y paredes celulares
(amarillos).

Fig. 15: Proyeccién en paralelo de un barrido de 52.9 pm de lado, obtenido en un BioScope con puntas DNP,
velocidad de barrido de 2.39 Hz, imagen de 256 puntos x 256 lineas. Muestra al centro una célula en Anafase
con los cromosomas (Cr) alineados hacia los polos. Se hallan sefialadas Vacuolas (flecha azul) y paredes
celulares (flecha verde). Girada 312° con el Sofware 7.30 para NanoScope.



— Fig. 16: Imagen de Microscopia de Fuerza
Atémica que muestra una célula en telofase.
Modo de contacto, barrido de 29.4 um, a una
velocidad de 1.13 Hz, 256 lineas x 256
puntos. Tabique (T) de division celular
sefialado con la flecha rosa, paredes celulares
(Pc) limitando las células, cromatina (C) y
f vacuolas (V) presentes.

Fig. 17: Proyeccién tridimensional en paralelo de una célula en Telofase, girada 317° obtenida con un BioScope
en modo de contacto. Las flechas verdes seflalan las paredes celulares, la flecha rosa muestra el tabique que
separa a las células hijas, la cromatina (C) se observa mas conspicua y es evidente también el espacio
intercromatiniano (flecha roja). La imagen en el eje Z alcanza 461.2nm de altura.



8. Discusion

En este trabajo se observaron las de diferentes fases de la mitosis con el microscopio de
Fuerza Atomica a partir de cortes semifinos de raiz de cebolla procesada con la técnica
convencional de microscopia electronica de transmision con resina epoxica.

Las figuras corresponden a diferentes fases de la mitosis pues la morfologia de los
elementos celulares es similar y comparable a lo observado con el microscopio de luz.

De acuerdo a la escala en ambos tipos de imagenes, la observacion de la cromatina es de
tipo reticulada, correspondiente en ambos casos a elementos fibrosos de similares
dimensiones; asi como se ha visto la cromatina reticulada en trabajos previos con
microscopia de fuerza atémica ['®2"2% %,

La morfologia de los brazos de los cromosomas tanto en su posicion central en metafase
como en anafase en los polos, observada en las micrografias de fuerza atomica
corresponde con las descripciones morfoldgicas clasicas'™. La telofase ha sido determinada
por el surco de division, el tamaho de los nucleos hijos, que es mas pequeno y la
descondensacion de los cromosomas.

La posibilidad de analizar con el microscopio de fuerza atomica, la reactivacion de la
expresion genética se deduce de la capacidad para observar los espacios nucleoplasmicos

presentes en la telofase, por lo que este trabajo abre esa posibilidad.



9. Conclusion

Las diferentes fases de la mitosis se pueden visualizar con el microscopio de fuerza
atomica a partir de cortes semifinos de raiz de cebolla procesada para microscopia
electrénica de transmision.

El AFM nos permite ver las imagenes de las diferentes fases de la mitosis en la raiz de

cebolla en tercera dimensién con una resolucion mayor que con el MET.
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RESUMEN

La estructura in situ del nicleo de la célula ha sido ampliamente estudiada con el microscopio de luz y con
el microscopio electrénico. Recientemente se ha comenzado a utilizar el microscopio de fuerza atémica para
este proposito. En este trabajo se presentan observaciones con el microscopio de fuerza atémica sobre la
estructura del ndcleo a partir de cortes semifinos de material preparado con métodos estandar para microscopia
electrénica. En los nicleos de las células de la raiz de cebolla se observan elementos nucleares como los
cimulos de cromatina compacta, espacios que corresponden al nucleoplasma, poros nucleares y nucléolos. Las
imagenes son similares a estructuras observadas con el microscopio de campo claro, aunque la resolucién es
mayor.

Palabras Clave: Cebolla, cromatina, microscopia de fuerza atomica (AFM), niicleo, nucléolo.

ABSTRACT

The in situ structure of the cell has been extensively studied by light and electron microscopy. Recently, atomic
force microscopy has been also used to this aim. In this study, atomic force microscopy observations on the
nuclear structure are presented from semi-thin sections of material prepared for standard methods of electron
microscopy. In the onion root tip cell nuclei, clumps of compact chromatin, nucleoplasm space, nuclear pores
and nucleoli are observed. Those images well correspond to those observed by bright field, although at higher
resolution.

Key Words: Onion, chromatin, atomic force microscopy (AFM), nucleus, nucleolus.

INTRODUCCION

iversos estudios de biologia celular y molecular han
contribuido a la concepcion actual sobre la
organizacion funcional del nticleo celular. Elnucleo es
un organelo que presenta una gran cantidad de
compartimientos y es muy dindmico. La presencia de
compartimientos fue vista a partir de los estudios de microscopia
de luz y electronica combinadas con métodos de

Nota: Articulo recibido el 17 de mayo de 2006 y aceptado el 19 de junio
de 2006.

inmunolocalizacion e hibridacion in situ'. Lanocion de dinamica
ha surgido principalmente de esos estudios?, aunque de manera
mas notable de estudios de microscopia de fluorescencia y
confocal en los que se detecta y sigue en el tiempo la expresion
de productos proteicos derivados de la expresion de genes
acoplados en construcciones moleculares con la proteina
fluorescente verde (GFP)’.

Recientemente, se hautilizado el microscopio de fuerza atdmica
para el estudio del niicleo® con el objetivo de analizar su
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estructura a escala nanométrica y conocer las posibles
aplicaciones de este instrumento en estudios que nos ayudaran
a entender la estructura y funcién de este organelo, en donde
reside la mayor parte del genoma de las especies eucariontes.

Elmicroscopio de fuerza atomica fue inventado hace 20 afios!?.
Su potencial de lograr resoluciéon molecular y atdmica lo han
colocado en una posicion fundamental para el analisis de la
materia a escalananométrica, sin el problema de la preparacion
de material que debe colocarse en un ambiente de vacio, como
sucede con el microscopio electronico. Sus aplicaciones en el
area de materiales desde entonces ha sido intenso. En el 4rea
bioldgica, sin embargo, su uso es mas reciente. Principalmente
se ha utilizado en el andlisis de moléculas aisladas y procesos
moleculares in vitro''. Mas atn, su uso en el analisis in situ de
la estructura celular es més reciente.

En este trabajo presentamos nuevas observaciones de la
estructuranuclear de células del meristemo delaraizdelacebolla
(Allium cepa) con el microscopio de fuerza atémica.

MATERIAL Y METODOS

Material bioldgico. Seutilizaron meristemos deraices de cebolla
obtenidos a partir de crecimiento de cebollas en agua, durante
3 a4 dias, a temperatura ambiente.

Procesamiento de muestras. Las muestras se procesaron de
acuerdo con técnicas estandar para microscopia electronica de
transmision descritas anteriormente'?. En breve, se tomaron los
meristemos de laraiz de cebolla y se fijaron con glutaraldehido
al 6% en amortiguador PBS a pH 7.2 durante 16 horas. Las
muestras después se lavaron con PBS y se postfijaron con
tetradxido de osmio al 1% durante varias horas. Posteriormente
se enjuagaron y se deshidrataron en una serie de etanol a
concentraciones graduales, finalizando con 6xido de propileno.
La preinclusion se llevo a cabo con una mezcla de 6xido de
propileno y resina epoxica, en proporcion 1:1 durante 16 horas.
Finalmente las muestras se incluyeron en resina epdxica durante
16 horas a 60°C. Se obtuvieron cortes semifinos de unos 200 nm
de espesor, con una cuchilla de vidrio y utilizando un
ultramicrotomo modelo Ultracut (Leica). Los cortes se montaron
al calor sobre portaobjetos de vidrio y se tifieron con azul de
toluidina. Otros cortes se montaron sobre portaobjetos y no
fueron teflidos.

Microscopia deluz. Los cortes semifinos tefiidos se observaron
en campo claro en un microscopio eclipse E800 (Nikon) conun
objetivo 100X planapocromatico. Las imagenes se registraron
digitalmente con una cdmara CCD (3CCD, MTI) acoplada al
microscopio con el programa FlashPoint 3D FPG.

Microscopia de fuerza atémica. La observacién con el
microscopio de fuerza atdmica se llevo a cabo de acuerdo a
protocolos previamente descritos’®. De manera resumida, los

cortes semifinos tefiidos o sin teflir se observaron con un
microscopio de fuerza atémica modelo BioScope (Digital
Instruments, Santa Barbara CA, USA) operando en modo de
contacto con un controlador Nanoscope Illa. El microscopio
trabaja sobre un microscopio invertido Diaphot 200 (Nikon). Se
utilizé un scanner de 100 pm y puntas de nitruro de silicio de 20-
50nmderadio de curvatura(modelo NP). Seutilizaron velocidades
de barrido de entre 1.969 a 1.285 Hz, una fuerza de 10 nN y una
ganancia de 0.5 unidades arbitrarias.

REsuLTADOS

Microscopia de luz. Utilizando campo claro, las células del
meristemo de la raiz se observan definidas por la presencia de
pared celular y el citoplasma con vacuolas, asi como con un
nucleo voluminoso en donde se aprecia la cromatina reticulada
y nucléolos prominentes (Figura 1).

Microscopia de fuerza atémica. Con el microscopio de fuerza
atomica, en cortes semifinos se distinguen las células por la
presencia de pared celular. A bajo aumento, en el interior de la
célulase observael citoplasma con vacuolas, asi como el nicleo
celular interfasico voluminoso (Figura 2). A mayor aumento, en
el ntcleo celular se observan discontinuidades a lo largo de la
envoltura nuclear. En el interior del nacleo, se notan las hebras
de cromatina compacta en formadered, embebidas en el espacio
del nucleoplasma. Asimismo, se nota un cuerpo redondo
voluminoso (Figura 3). La proyeccion en tercera dimension de
esta figura muestra la textura de los elementos nucleares, en
donde resalta de manera notable el nucléolo (Figura 4).

Discusion
En este trabajo hemos obtenido imagenes de células del
meristemo de la raiz de cebolla con el microscopio de fuerza

\. J

Figura 1. Micrografia de luz de células del meristemo de la raiz
de cebolla. Las células se definen por la presencia de paredes
celulares (cw). En las células, el citoplasma contiene vacuolas
(V), un nicleo (N) grande y redondo con cromatina reticulada
(flecha) y nucléolo (nu). Azul de toluidina. Barra, 10 pm.
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Figura 2. Micrografia de fuerza atémica de células del meristemo
de raiz de cebolla. Aumento bajo en donde se observan las
células con pared celular (cw). Se observan vacuolas (V) y
ndcleos (N) redondos. Barra, 10 pm.
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Figura 3. Micrografia de fuerza atémica de células del meristemo
de raiz de cebolla. Aumento mayor en el que se observa un
nicleo celular. Dentro del nicleo interfasico (N) se muestran
tanto la cromatina reticulada (ch) como el nucléolo (nu) y los
poros nucleares (flechas). Barra, 2 pm.

atodmica a partir de cortes semifinos de muestras preparadas
para microscopia electronica de transmision.

Anteriormente se ha intentado utilizar un enfoque similar para
observar la estructura celular'® y nuclear de otras plantas como
Lacandonia schismatica®’ y Ginkgo biloba®. En efecto, en el
caso de Ginkgo biloba, utilizamos las imagenes de la cromatina
reticulada como un criterio adicional al de microscopia de luzy
microscopiaelectronica.

\. J

Figura 4. Micrografia de fuerza atébmica en proyecciéon 3D a
partir de la figura 3. Dentro del ndcleo interfasico (N) se
muestran tanto la cromatina reticulada (ch) como el nucléolo
(nu) y los poros nucleares (flechas).

Los criterios utilizados para concluir que se trata de estructuras
celulares son:

1) Los limites de las células se definen por la presencia de
paredes celulares evidentes. 2) Las dimensiones de las células
son similares si se obtienen con microscopia de luz o de fuerza
atomica. 3) Las células presentan en su interior espacios en el
citoplasma que corresponden a vacuolas. 4) El organelo
voluminoso en el interior celular corresponde por su forma
redonday posicion central al nicleo. 5) En el interior del mismo
se observa una red de filamentos gruesos que también se
observan en microscopia de luz y que corresponden a lo que se
ha descrito en la literatura como cromatina reticulada, presente
en varios tipos celulares de diferentes plantas como la cebolla
(Allium cepa), el ginkgo (Ginkgo biloba)?, Lacandonia
schismatica y Triuris brevistylis'. Las discontinuidades a lo
largo de la envoltura nuclear corresponden a poros nucleares,
como se hamostrado anteriormente’. Ademas, los porosnucleares
aislados han sido estudiados en detalle con el microscopio de
fuerzaatomica'.

Recientemente hemos estado estudiando las posibilidades del
uso de la microscopia de fuerza atomica en el analisis de la
estructura celular in sifu. Para ello hemos utilizado un protocolo
que consiste en la preparacion de muestras para microscopia
electronica de transmision y la generacion de cortes de células
y tejidos”®). De esta forma, aunque el microscopio es un
instrumento de analisis de superficies, cada corte de las células
representa una superficie cuya textura corresponde a su vez a la
estructura de la célula, como hemos documentado previamente.

Enestetrabajo hemos obtenido imagenes de células del meristemo
deraizdecebolla, lo que abre mayores posibilidades de analisis
aescalananométrica debido a que se ha estudiado previamente
con microscopia de luz y electronica. En particular, hemos
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validado el uso del microscopio de fuerza atdmica en el estudio
de estas células, lo que nos permitira posteriormente profundizar
en el estudio de estructuras nanométricas como los ribosomas
o el nucléolo en resinas hidrosolubles o en cortes por
congelacion.

CONCLUSIONES

Las estructuras nucleares observadas con el microscopio de
fuerza atomica en cortes semifinos de meristemos de la raiz de
cebolla, corresponden a poros nucleares, cromatina compacta
reticulada y nucléolos. Estas estructuras son similares a las
observadas en este estudio con el microscopio de campo claro
y a aquellas que se han publicado utilizando el microscopio
electronico. Este trabajo deja abierta la posibilidad de estudiar la
estructura nuclear con alta resolucion sin las limitantes de
trabajar en condiciones de vacio.
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