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Resumen

Se estudiaren los cambios ultraestructurales que se producen en el nucléolo de células
meristematicas tratadas con inhibidores metabélicos. Las bulbos se cultivaron en agua
filtrada a 25°C: d tratamientocon la droga se r ealizo utilizando concentracionesde 100 pug/ml
de bromuro de etidio y 1 pg/ml de cicloheximida. En | as célulastratadas can cicloheximida
se observo d fendmeno de segregacion nucleolar en interfase. Con bromuro de etidio se
evidencid una disminucién en el numer o de nucleolos; dandose la presenci a de estructuras
conocidascomo "granulos intercromatinicos”, "micropuffs” y " cuer pos fibrilares”. Se concluye
que la sintesis de RNA es necesaria para la reor gani zaci 6n final de los nucleolosinduciendo
su inhibicion |la aparicién de cuerpos diferentes a los presentesen las células contrel. Por otro
lado. la inhibicion de sintesis de proteinas afecta |0s nucléolos interfasices, posiblemente
debidoa su accién sobre los precur sor es ribosémicos.

Palabras claves, Bromuro de etidio; células meristematicas; cicloheximida; nucléolo.

Ultraestructural study of nucleoli in meristematic
populations of onion Allium cepa treated with
metabolic inhibitors

Abstract

This paper reports the ultrastructural changes of the nucleoli pmduced in rneristematic
cells treated With metabolic inhibitors. In order to monitor these changes the bulbs wer egrown
in filtered water at 25°C. The treatment Wth drugs was perfomed at the same experimental
conditions, using 100 pug/m! of Ethidium Bromide and 1 pg/ml of Cicloheximide solutions.
The cells worked with Ciclocheximide produced nucleolar segregations during the interphasic
stage. The treatment with Ethidium Bromide produce a decrease of the number of nucleoli

d the presence of the structures known as "interchromatin granules”, "micropuffs" and
ﬁ‘brﬂar bodies". It is concluded here that the RNA synthesis is necessary for the final
h,. . reorganization of the nueleoli causing its inhibition and the aparition of bodies diferent than
those present in the control celis. B/ other hand, the inhibition of protein synthesis afects the

in&rpha:?.\e nucleoll, likely, dueto its action over the ribosomic precursors.
Key words: cicloheximide: ethidium bromide meristematic cells: nucleoli.
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Figura 1. Micrografia de célula meristematica en interfase. Nucléolo (nc); micleo (nu); 34000X.

En el caso de las células control, se
realizd el mismo procedimiento, pero sin
tratamiento con las drogas.

Resultados

La estructura de los nncleos interfasi-
cos en células meristematicas de Allium
cepa, muestra la presencia de dos nucléo-
los, los cuales pueden fundirse en uno sélo
como una estructura bien delimitada (Figu-
ra 1). Estos organelos se presentan como
cuerpos esféricos densos de 2 a 4 mm de
diametro, con sus componentes nucleolares
que pueden ser considerados constantes y
generales en los nucléolos activos (4).

En la Figura 2 se muestra a gran au-
mento un nucléolo de una célula control en
interfase donde clararnente pueden ser dis-
tinguidos algunos de sus componentes: el
componente granular (g); el fibrilar (f) y el
cromosomal, conocido como la region del
organizador nucleolar (NOR) que se observa
como una porcion de cromatina de baja
densidad electronica. En relacion con el

componente fibrilar y con la NOR se obser-
van los centros fibrilares (FC), en los cuales
se asume que esta presente la cromatina de
la NOR que se encuentra en estado de inac-
tividad, entremezclado con una gran pro-
porcion de proteinas (15, 16).

Las alteraciones ultraestructurales de
los nucléolos en las células interfasicas tra-
tadas con cicloheximida (CH) se manifiestan
por una especial redistribucion de los com-
ponentes nucleolares conocida como segre-
gacion nucleolar (SN), caracterizada por
una separacion de los componentes granu-
lar y fibrilar del nucléolo (Figura 3).

Enlascélulas tratadas con bromuro de
etidio (E.B.) se observd una evidente dismi-
nuciin de los nucléolos como estructura
organizada en las células interfasicas (Figu-
ra 4); dandose la presencia de pequenos
remanentes nucleolares de estructura fibri-
lar, en algunos casos asociado con lo que se
conoce como "granulos intercromatinicos”
(ig), los cuales tienden a formar racimos,
con una densidad electronica mayor a la de
los remanentes nucleolares (17).
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Figura2. Nucléolointerfasico. Componente granular (g); fibrilar (f); centros fibrilares (cf); NOR (flecha);

60000X.

Figura 3. Segregacion nucleolar inducida por CH en intertase. Componente fibrilar (f); co
granular (g); centro fibrilar (cf); 30000X.
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Figura 4.

Nucleo de célula interfasica tratada con E.B. Notese la ausencia del nucleolo y presencia de

componentes como los remanentes nucleolares () y granulos intercromatinicos (gi); 34000X.

También se observa la presencia de
‘dos componentes que no son frecuentes en
las células meristematicas de Allium cepa.
Una de esas estructuras se conoce como
"micropuff” (Figura 5), la cual puede encon-
‘trarse sola, inmersa en el nucleoplasma, o
bien puede ser observada en estrecha rela-
ion con el otro componente conocido como
“cuerpo fibrilar" (Figura 6), cuya estructura
difiere de los micropuffs. Estos cuerpos fi-
‘brilares se observan de una forma elipsoi-
dal, con un interior mas o menos regular,
presentando caracteristicas citoquimicas
diferentes a las de los cuerpos prenucleola-
- Tes.

Discusion

El analisis de los resultados de las
s control coincide con lo reportado por
autores en diversos materiales biolo-
(2,3,18,19), quienes establecen la
lencia de un ciclo nucleolar que se en-

cuentra en relacion con el ciclo de division
celular, aunque no existe un paralelismo
entre los estadios del ciclo nuclear y el
desarrollado por los nucléolos. En el caso de
poblaciones meristematicas de Allium cepa.
fue posible evidenciar diferentes tipos de
células, algunas de las cuales presentan
nucléolos organizados. otros con nucléolos
en organizacion y otros aparentemente sin
ningun material nucleolar.

En la Figura 1 se observa dos nucléolos
de aproximadamente 2 a 4 mm de diametro,
con las caracteristicas morfologicas propias
de las celulas meristematicas en interfase
(4,20). La Figura 2 se muestra a mayor
aumento los componentes nucleolares ca-
racteristicos de los nucléolos activos en las
células control: los centros fibrilares (cf) son
claramente visibles rodeados por una capa
muy electrodensa correspondiente al com-
ponente fibrilar (f), constituido por fibras de
6-10 nm de diametro; el componente granu-
lar (g) formado por granulos de 15-20 nm de
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Figura 5. Micrografia de un nucleo interfasico de células tratadas con E.B. Micropuff (mp); cromatina
(chr); 34000X.

Figura 6. Nucleo interfasico tratado con E.B. Microputt (m); cuerpo fibrilar (cf); 40000X.

L Revista Cientifica de la Facultad Experimental
de Ciencias, Volume 3 No. 2, May-August 1995




L. Marcano y A. Del Campo / Ciencia Vol. 3, N° 2 (1995) 73-82

79

diametro y el componente cromosomal
(NOR), siempre en relacion con los cfs y el
componente fibrilar.

Para dilucidar el papel que juegan las
proteinas en los estadios del ciclo de divi-
sion celular, se han llevado a cabo numero-
sos estudios usando inhibidores de sintesis
de proteinas en una variedad de materiales
(21,22); sin embargo, el efecto de los inhibi-
dores de sintesis de proteinas sobre el ciclo
nucleolar en si, ha sido menos inexplorado.

Los resultados muestran la segrega-
cion nucleolar que se produce en células de
Allium cepa tratadas con cicloheximida (Fi-
gura 3). Como se puede observar, el compo-
nente fibrilar toma una topografia central
en el nucléolo rodeado por el componente
granular. Esta segregacion nucleolar parece
ser una respuesta fija de las células a varias
alteraciones, ya que son muchos los traba-
jos en los que se han reportado, utilizando
inhibidores de sintesis de RNA como la
o-amanitina (23), de sintesis de proteinas
como la actinomicina-D(24), de la transcrip-
cion del DNAr como la D-galactosamina (17)
y de agentes fisicos como la hipoxia (25). Se
ha reportado que la cicloheximida ademas
de inhibir la sintesis de proteinas en los
polisomas (26), actua inhibiendo de una
forma indirecta la sintesis del DNA, asi
como también alterando el transporte y ma-
duracion del RNA preribosomal 185(7). Fer-
nandez Gomez y colaboradores (13), en un
estudio realizado a células meristematicas
de Allium cepa tratadas con cicloheximida,
reportan un adelanto de la nucleologénesis,
el cual puede ser debido a que al inhibirse
la sintesis de proteinas se produce un exce-
so de RNA del cual depende la sintesis de
proteinas y reorganizacion nucleolar poste-
rior.

En las condiciones experimentales ex-
puestas, no se observo ningun otro fenome-
no diferente al de la segregacion nucleolar,
lo cual difiere con los resultados obtenidos
por Bernhand y colaboradores (27), quienes
describen ademas, que se da una ruptura

de la membrana nuclear. Otros autores
(28,29), también reportan variaciones en los
centros fibrilares en los que se observa la
aparicion de particulas densas agrupadas
en forma de racimo en los nucléolos trata-
dos con inhibidores metabolicos. En pre-
sencia de cicloheximida se produce la for-
macion de un solo cf similar al observado
después de un tratamiento con actinomici-
na-D (14,24). Del Campo (30), explica la
segregacion nucleolar en Lirio Zephyrantes
sp, como una manifestacion ultraestructu-
ral del efecto bloqueador de la cicloheximida
sobre la sintesis de RNA dependiente del
DNA. Esto se relaciona con los reportes de
Govoni y colaboradores (31) quienes expli-
can la segregacion nucleolar producida por
VM26 como una consecuencia de la inhibi-
cion de la sintesis de RNAr por efecto de la
droga.

De acuerdo con los resultados obteni-
dos por Mahneron (32), para que se produz-
ca la segregacion nucleolar es necesario un
suministro continuo de proteinas sintetiza-
das durante la nueva distribucion de los
componentes nucleolares inducidos por
aflatoxina B o lasioearpina, es decir, para
que la segregacion nucleolar tenga lugar, es
necesaria la sintesis de proteinas. Supo-
niendo que esta hipotesis es correcta, po-
dria ser que la segregacion nucleolar indu-
cida por cicloheximida se deba a que la
sintesis de proteinas no es bloqueada total-
mente, sino que sea debido a un bloqueo de
la sintesis de RNA.

En cuanto a las células tratadas con
E.B., si se define al nucléolo como un gen o
una secuencia de genes idénticos localiza-
dos en regiones especiales de ciertos cromo-
somas, siendo uno de sus constituyentes la
region del organizador nocleolar (NOR) que
contiene los cistrones del RNA ribosomal
(33), es de esperar que su morfologia varie
cuando las células son tratadas con inhibi-
dores de sintesis de RNA, como el bromuro
de etidio, el cual es un agente intercalante
del DNA que selectivamente inhibe la trans-
cripcion de los cistrones ribosomales, asi
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como también la maduracion del precursor
del RNA 45S (34).

El tratamiento de las células con E.B.
induce la aparicion de alteraciones, como la
presencia de remanentes nucleolares (rm}y
granulos intercromatinicos (gi), en los nia-
cleos interfasicos (Figura 4). Ambos compo-
nentes surgen ya que segun los datos repor-
tados por otros autores (1,11), la coalescen-
cia de los cuerpos prenucleolares para la
formacion de los nuevos nucléolos depende
de la sintesis de RNA. Mikhaylova y Marcov
(17). reportan la presencia de granulos in-
tercromatinicos como un producto de la
segregacion nucleolar inducida por D-ga-
lactosamina en células hepaticas de raton,
asociandolas probablemente con modi fica-
ciones bioquimicas como consecuencia de
las técnicas de tincion utilizadas.

Otro componente encontrado en los
nucleos interfasicos de las células tratadas
con E.B. es el conocido como "micropuff’ (m)
(Figura 5); el cual ha sido descrito como una
estructura formada por una masa fibrilar de
RNA inmersa en una matriz proteica (35).

También se observa la presencia de
estructuras fibrilares compactas denomi-
nadas cuerpos fibrilares (fb), los cuales en
algunos casos se encuentran en estrecha
relacion con los micropuffs (Figura 6), con
caracteristicas morfologicas, estructurales
y citoquimicas diferentes a los cuerpos pre-
nucleolares. Moreno Diaz de la Espina y
Risueno (36) describen los fb como estruc-
turas constituidas por proteinas, pudiendo
presentar pequenas cantidades de DNA.

Ambos componentes son poco fre-
cuentes en meristemos de Allium cepa, sien-
do mas comunes en células pertenecientes
a otras zonas de la raiz; sin embargo, en
células meristematicas su aparicion puede
ser inducida por tratamiento con inhibido-
res de sintesis de RNA o de proteinas
(35.36). Tanto los "m" como los "fb" solo se
hicieron presentes en células meristemati-
cas interfasicas tratadas con E.B., no sien-

do visibles en células mitéticas, lo cual coin-
cide con los resultados reportados por Mo-
reno Diaz de la Espina y Risueno (36): no
obstante, Racher y colaboradores (19) re-
portan que ellos persisten durante el perio-
do de reorganizacion nucleolar, y Goessen y
Lepoind (2) han observado que estan pre-
sentes a lo largo del ciclo celular, aunque en
ambos casos los estudios fueron llevados a
cabo en cultivo de células provenientes de
tejido animal. Ochs y cols (37), tambien
reportan la presencia de estructuras simi-
lares a los cuerpos fibrilares en células de
cancer de mama.

La significacion fisiologica de estos
componentes esta aun en controversia; sin
embargo, debido a que estas estructuras no
son visibles en las células control y solo
aparecen en gran numero cuando la sinte-
sis de RNA nucleolar o extranucleolar es
bloqueada, es probable que correspondan a
la expresion morfologica de una transcrip-
cion bloqueada, constituyendo quizas un
sistema de eliminacion de proteinas y pro-
bablemente de RNA y DNA del nucléolo.
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