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Resumen

Se llevo a cabo un estudio citogenético en células radicales de Prosopis juliflora DC (Cuji)
utilizando la técnica de aplastamiento con aceto-orceina, con el objeto de determinar el indice
mitético (IM) y observar las etapas del proceso. Se demostro que la hora mitotica estaba
comprendida entre las 9:00 y 9:30 am. y el IM fue igual a 9,68%. Se contaron 1549 células
en total. Las frecuencias de los estadios mitoticos fueron: 64 células en profase; 52 en
metafase; 20 células en anafase: y 14 en telofase. Ademas, se contaron 1399 células en
interfase. Los indices de fases (IF) obtenidos fueron: 42,66 en profase: 34,66 en metafase:
13 33 en anafase; y 9,33 en telofase. Todas las etapas de la mitosis fueron observadas y se
describen las caracteristicas de cada fase.

Palabras claves: Células radicales; indice mitotico; mitosis; Prosopis juliflora DC.

- Determination of the mitotic process in root tip cells of
Prosopis juliﬁom DC

Abstract

A cytogenetic study in root tip cells of Prosopis juliflora DC (Cuji) was carried out using
squash technique with acetic-orcein in order to determinate the mitotic index (M) and to
observe the stages o mitosis. It was found that the mitotic hour was between 8:00 and 9:30
. and MI was 9.68%. 1,549 cells were counted. The frequencies Of the mitotic stages were:
lIs at prophase; 52 at metaphase: SO eells at anaphase; and 14 at telophase.In addition,
399 cells at interphase were countéd. The phase indexes (FI) obtaitied were: 42.66 at
hase; 34.66 at metaphase; 13 33 at anaphase; and 9. 33 at telophase. All of the mitotic
hases were observed and the ¢haracteristics of each phases described.
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Introducciéon dealturay presentaun tronco cortoy muy

o . _ ramificado, con hogjas compuestasy bipin-

El cuji, Prosopis juliflora DC. es un nadas (2). Sus fI(j)res sonIO blancoXaml;ﬁ-
autéctono de la region venezolana. llentas, agrupadas en espigas axilares de 5
contrado frecuentementé a la largo del a Iocmde longitud (2}). por lo que este arbol
ral, asi comao €N reglonesnetamente ari- queda incluido en |a familia Mimosaceae
vsoportando la ,seqma_ d_d suelo y € (Leguminosae) (1). La reproduceion del cuji
enso sol (1). Este &rbol mide de5 a 12 m: (P, juliflora DC) es por semilla (2); pr esentan-

* Autor para la correspondencia.
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do un crecimiento un tanto lento. Su siste-
ma radical es profundo. EI cuji posee gran
resistencia a las sequias y es de vida larga
(1).

Como se sabe, los tejidos vegetales o
animales, con células en proliferacion, de-
sarrollan el ciclo de division celular. EI es-
tudio clasico de la division celular por mito-
sis establece un periodo de interfase. en
donde la célula aparentemente no presenta
cambios morfolégicos y otro periodo de di-
visioén en si, que cubre las etapas de profase,
metafase, anafase y telofase, mediante las
cuales se obtienen dos células con igual
namero de cromosomas que la célula origi-
nal (5).

La espectacularidad del proceso de di-
vision del nucleo, junto a la falta de técnicas
para abordar el estudio de la interfase, con-
diciono el que los investigadores centraran
su atencion en la mitosis (5).

El término mitosis generalmente es
usado para cubrir el proceso de division
celular, aunque en un sentido estrictamente
etimologico, se refiere solamente a la divi-
sion nuclear de las células eucarioticas (6).
El proceso de mitosis en las células eucario-
ticas es un asunto bastante complejo, con
los estadios convencionales ya conocidos en
los tejidos de las plantas (7).

En las plantas, en regiones de creci-
miento de raices, tallos y otros organos,
existen tejidos denominados "meristemati-
cos", cuya caracteristica primordial es la
division rapida y continua de las células. En
los apices de las raices, las células se dupli-
can mitéticamente cada 12 a 24 horas (7).

Las células radicales de cebolla, Allium
cepal.y las de habichuela, Vicia faba L. han
sido ampliamente usadas para llevar a cabo
estudios sobre el ciclo de division celular y
la mitosis en si (6), debido a su facil dispo-
nibilidad y manejo, sencillas condiciones de
crecimiento, bajo costo y otras caracteristi-
cas. El uso de este material, tenido con
diferentes colorantes, ha proporcionado

una gran cantidad de datos cuantitativos
asi como cualitativos sobre los efectos cito-
logicos de drogas (5), estudios citotaxono-
micos (8-11), mejoramiento genético de es-
pecies vegetales (e.g., trigo, Triticum aesti-
vumn L., (12); maiz, Zea mays L. (13-17):
alfalfa, Medicago sativa L. (18)) y otros que
contribuyen a enriquecer el conocimiento
sobre la citologia de los organismos estudia-
dos.

Casi todas las plantas terrestres foto-
sintéticas y virtualmente todos los animaies
multicelulares han sido estudiados citologi-
camente (6). Esto sugiere que el significado
de la division celular es fundamental para
el conocimiento de la genética de un orga-
nismo.

Sin embargo, la revision bibliografica
realizada muestra que actualmente no exis-
ten reportes cientificos sobre la citologia del
cuji (Prosopis juliflora DC), lo cual es moti-
vante para realizar un estudio citogenético,
aunado al hecho de que éste es un arbol
muy abundante en tierras venezolanas con
vegetacion de bosque seco tropical.

Para realizar este estudio, existe un
extenso numero de procedimientos y técni-
cas desarrolladas para visualizar la con-
ducta mitotica de las plantas, entre las cua-
les se tienen las técnicas de aplastado
(squash), las cuales son faciles, rapidas y
muy convenientes.

En este trabajo se llevo a cabo un
estudio citogeneético en células radicales de
Prosopis juliflora DC. Para ello, se utilizo la
tecnica de aplastado con aceto-orceina, con
el objeto de determinar la hora mitotica y el
indice mitético (IM) asi como también cal-
cular las frecuencias de las fases de la mi-
tosis ademas de realizar una descripcion de
los diferentes estadios mitoticos. Fue propo-
sito de este estudio aportar informacion
sobre el proceso mitotico de P. juliflora DC
con el fin de que sirva como base para
investigaciones posteriores sobre esta plan-
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ta de tan amplia distribucién en suelos
venezolanos.

Materiales y Métodos

Se utilizaron semillas de Prosopis juli-
flora DC obtenidas directamente de las
legumbres de las plantas. Las semillas se
lavaron con agua destilada v jabon, luego
se escarificaron con una lima y se imbibie-
ron en agua destilada por 15 min. Final-
mente se colocaron en placas de petri con
papel filtro humedecido con agua destilada
a 25°C. Cuando las raices alcanzaron 2 a
2.6 cm de longitud, se cortaron en un lapso
de tiempo comprendido desde las 6:00 has-
ta las 10:00 a.m. con intervalos de corte de
30 min. Una vez cortadas las raicillas, éstas
se fijaron en Carnoy (etanol-acido acético
3:1) y se colocaron en nevera por 24 h a4°C.
Después de la fijacion, se lavo el material en
etanol al 70% y se hidrolizo el tejido en HCI
50% durante 10 min a 60°C en bano de
maria. Para la tincion de las raices, se uso
aceto-orceina 2% y el extremo apical de la
raiz, calentandose levemente en mechero.
Se hizo el aplastado cuidando de no romper
ni deslizar el cubreobjetos.

El calculo del numero de células a
estudiar o tamano de la muestra "n", se
realizo utilizando la siguiente ecuacion es-
tadistica (19):

n=72 alfa/2. S*n /e’ (1]

donde Z alfa/2 es el valor de la abscisa,
levantada sobre la distribucion normal (de-
Jimita el 95%), representando un nivel de
confianza Z de 1,96: Sn es la desviaciéon
‘estandar de los valores del estudio; e repre-
‘senta el error de muestreo, con un valor del
10% de la media de los valores del estudio.
Segun esta ecuacion estadistica, 1188
‘es el nimero minimo de células que deben
‘analizarse para obtener resultados confia-
‘bles. En este trabajo se estudi6 un total de
1.549 células, discriminadas en células en
‘interfase y células en mitosis. Los calculos
‘del Indice Mitotico (IM) y de los Indices de

Fases (IF) en P._juliflora DC se llevaron a cabo
usando las ecuaciones utilizadas por Del
campo (5) en trabajos realizados con Zephy-
rantes sp. (cebollin). De esta manera. e!
Indice Mitotico (IM) se obtuvo mediante la
siguiente ecuacion:

IM = (No. de células en mitosis/No. total
de celulas) x100 2]

El calculo del Indice de Fase (IF) se
llevo a cabo utilizando la siguiente ecuacion
para los conteos de células realizados en
cada una de las fases de la mitosis:

IF = (N. de células en fase/No. total
de celulas en mitosis) x 100 [3]

Por altimo, se llevo a cabo el analisis
microscopico de las preparaciones. Las mi-
crofotografias se ampliaron 1000X en un
microscopio ZEIZZ con camara incorpora-
da, usando peliculas a color KODAK
135 mm asa 100/21°,

Resultados

El estudio microscopico de las pobla-
ciones meristematicas en mitosis y en inter-
fase permitio conocer cuantitativamente es-
tos periodos en P. juliflora DC. En este tra-
bajo se observo un mayor naumero de células
en mitosis a las 9:30 a.m. Los datos que se
presentan en las Tablas 1 y 2, que son
discutidos en este estudio, corresponden a
los conteos realizados a dicha hora. Las
frecuencias de las diferentes fases de la
mitosis en P. juliflora DC se muestran en la
Tabla 1. Para tal efecto se analizaron 1549
células y se obtuvieron los siguientes resul-
tados: se contaron 64 células en profase, 52
en metafase, 20 células en anafase y 14 en
telofase, para un subtotal de 150 células en
mitosis y 1399 celulas en interfase.

De acuerdo con la Tabla 2y la Figura 1,
todas las fases de la mitosis fueron obser-
vadas. Los indices de fases obtenidos para
células de meristemos radicales de P. juliflo-
raDC son: 42,66 para la profase, 34,66 para
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Tabla 1
Frecuencias de la mitosis y de la interfase en
Prosopis juliflora DC

Fase Frecuencia
(No. de células)
Profase 64
Metafase 52
Anafase 20
Telofase 14
Total Mitosis 150
Interfase 1399
Total General® 1549

a Total General = No. total de células en mitosis mas

numero total de células en interfase.

Tabla 2
Indices de fases mitoticas en
Prosopis juliflora DC

Fases Profase Metafase Anafase Telofase
Indices 42,66 34.66 13:33 9,33

metafase, 13,33 en anafase y 9,33 en telo-
fase. Es necesario recalcar que el [F senala
el porcentaje de células que se encuentran
en cada una de las fases de la mitosis al
realizar el estudio.

La Figura 2 muestra los porcentajes de
células que se encontraban en mitosis y en
interfase a la hora del corte (9:30 a.m.).
Cuando se calcula el IM, éste indica el por-
centaje de células que se encontraban en
mitosis. Si se supone que todo el ciclo celu-
lar dura 100% y el IM 9,68, entonces el
porcentaje de células en interfase sera igual
a 90,32.

Discusion

Las raicillas son un excelente material
para estudios celulares y cromosomales en
plantas. Es por ello que este estudio se llevo

a cabo utilizando células del tejido meriste-
matico de raices de Prosopis juliflora DC.

Hasta donde nos fue posible conocer,
el estudio de la mitosis en P. juliflora DC no
ha sido reportado en la literatura cientifica.
Por ello. los resultados obtenidos en este
trabajo se relacionaron con aquéllos descri-
tos en estudios similares realizados con
otras especies vegetales.

Determinacion de la hora mitética y del
Indice Mitético (IM)

El numero de células que se encuen-
tran en mitosis en las especies vegetales
varia de una a otra. Mas aun, en la misma
planta el numero de células en mitosis no
es igual a todas horas (6). Por lo general, en
células de meristemos radicales la hora mi-
totica se encuentra en horas de la manana
hasta aproximadamente las 11:00 a.m. (6).
Otros autores han investigado la hora mito-
tica en células radicales de diferentes plan-
tas. Zabala y Molina (20) demostraron que
la hora mitotica de la lechoza, Carica papa-
ya, var. Thailandia red, estaba entre las
7:00y 7:15 a.m. En el material de estudio y
a través de la metodologia utilizada se en-
contro que la hora mitotica estaba compren-
dida entre las 9:00 y 9:30 a.m.: es decir,
durante este periodo de tiempo ocurrio la
mayor actividad mitética en las células ra-
dicales de Prosopis juliflora DC.

El indice mitético se refiere al porcen-
taje de células que se encuentran en mito-
sis. Diversos autores han realizado estudios
sobre indice mitético con distintos proposi-
tos y con diferentes especies, entre ellos Del
Campo (5). utilizando Zephyrantes sp. (ce-
bollin) con el fin de estudiar los cambios
citologicos al aplicar distintas drogas a los
meristemos radicales. De igual manera, Ric-
kards (21) estudié el comportamiento mito-
tico en inflorescencias de Allium triguetrum
(Liliaceae).

De acuerdo con lo que se conoce, la
mitosis ocupa solo del 5% al 10% del total
del ciclo celular (21). Los resultados conse-
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Figura 1: Microfotografias de células en mitosis del meristema radical de Prosopis juliflora DC X 1000.
A) Célula en profase. Se observa también una célula en interfase. B) Dos células en metafase.
Se observan también células en interfase. C) Se observa una célula en anafase temprana. Puede
notarse también una célula en metafase y varias en interfase. D) Célula en anafase, las restantes
células se encuentran en interfase. E) Se cbserva una célula en anafase temprana y otra célula
en telofase. F) Célula en telofase tardia en la cual puede notarse levemente la placa celular
formandose. Puede verse también una célula en profase y otras en interfase.
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Interfase

Anafase 13,33

Figura2: Periodos de mitosis e interfase en meristemas radicales de Prosopis juliflora DC. El periodo de
interfase ocupa un 90,32% del ciclo celular mientras que la mitosis alcanza un 9,68%. En la
figura también se muestran los indices de fases (IF) correspondientes a cada una de las fases

de la mitosis.

guidos en este trabajo de investigacion con-
firman lo reportado anteriormente ya que el
indice mitotico obtenido fue 9,68, lo cual
significa que el ciclo mitotico de Prosopis
Jjuliflora DC en este estudio tiene un 9,68%
del total del ciclo celular, quedando un
90,32% que corresponde al periodo de inter-
fase (Figura 2).

Descripcion del proceso mitético en

Prosopis juliflora DC.
En el ciclo de division celular pueden
distinguirse dos periodos principales: 1) la

interfase y 2) las etapas de division de la
mitosis. La interfase es el periodo entre las
divisiones mitéticas, en el cual el material
genético de la célula se prepara para la
mitosis (22). En general muestra pocos
cambios morfologicos de facil observacion
microscépica (7) y los cromosomas comun-
mente no son visibles porque se encuentran
en un estado de dispersion muy intenso
(23).

Los estadios de la mitosis son relativa-
mente cortos comparados con la larga du-
racion de la interfase, pero todas las fases
pueden ser variables en longitud. depen-
diendo del organismo o la especie, tipo de
célula, temperatura y otras variables exter-
nas (6, 22).

Los indices de fases (e.g., los porcenta-
jes de células presentes en cada uno de los
estadios de la mitosis) encontrados en este
estudio se muestran en la Tabla 2. Compa-
rando con los datos aportados por Del Cam-
po (5), los indices de fases no sufren altera-
ciones, manteniéndose dentro de los limites
normales, excepto para la telofase cuyo va-
lor fue menor. Segun Raven et al (22), las
fases de la mitosis son variables, sin embar-
go la profase es la mas larga y la anafase es
la mas corta. Esto ultimo contradice lo en-
contrado en este trabajo donde la telofase
fue el estadio que se hallé con menor por-
centaje en el ciclo mitético de P. juliflora DC.
Esta situacion podria explicarse por efecto
de la temperatura, tipo de célula, tipo de
organismo o especie, longitud de la raiz al
ser cortada y otras variables (5, 6, 22).

El proceso mitotico de P. juliflora DC
aparece como una serie de acontecimientos
morfologicos que incluyen la condensacion
de la cromatina y la desorganizacion y nue-
va organizacion del nucleo en dos células
hijas.

La Figura |1 muestra las diferentes eta-
pas de la mitosis en P. juliflora DC observa-
das en este estudio. Nuestras observacio-

nes, que fueron eminentemente descripti-
vas, confirman lo que se conoce hasta hoy
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dia sobre el proceso mitotico en celulas
vegetales.

En este sentido, las frecuencias de
las fases mitéticas (Tabla 1) permanecen
dentro de los rangos normales reportados
en la literatura (22, 23) con excepcion de la
telofase cuya frecuencia fue menor, lo cual
puede explicarse tomando en cuenta las
variables antes mencionadas para los IF,
tales como temperatura, longitud de la raiz
al ser cortada y otras mas (5, 6. 22).

La profase es la fase donde los cromo-
somas sufren una fuerte contraccion y co-
mienzan a hacerse visibles (6, 22) mediante
un proceso de enrollamiento o plegamiento
(23). En la Figura 1A puede observarse que
la célula aumenta de tamano y de igual
manera el nucleo se hace mas grande. La
profase es el estadio dominante en la mito-
sis de P. juliflora DC con un indice de fase
de 42,66 (Tabla 2).

La metafase es el periodo que sigue a
la profase y es un estado de equilibrio mo-
mentaneo (6). En este estadio, los cromoso-
mas estan unidos por los centromeros y se
disponen en el centro de la célula en lo que
se conoce como plano ecuatorial (Figu-
ra 1B). El huso acromatico que comienza a
formarse desde la profase y esta presente en
metafase y anafase (22) no es visible en
nuestras preparaciones. El indice de fase
(IF) obtenido para esta division segun el
presente estudio fue 34,66 (Tabla 2).

La anafase es un periodo de movimien-
to del ciclo mitotico en el cual las cromatidas
hermanas de los cromosomas se mueven
hacia los polos opuestos de la celula (Figu-
ras 1C, 1D, 1E ). Este estadio tuvo un indice
de fase (IF) igual a 13,33.

En la telofase se constituyen dos nu-
cleos a partir de cada uno de los grupos
polares de cromosomas para formar lo que
seran las proximas células hijas (Figuras
1E, 1F). Comienza a formarse de nuevo la
membrana nuclear y los cromosomas pier-
den su estructura compacta para pasar

otra vez al estadio de interfase y entonces la
citocinesis divide la célula emn dos con
igual carga genética (6, 7). El indice de fase
(IF) obtenido para la telofase en el ciclo
mitético de P. juliflora DC fue 9,33.

El presente trabajo es un aporte para
lograr el pleno conocimiento de la citogené-
tica del cuji. Sin embargo, se hace indispen-
sable realizar estudios cariotipicos adicio-
nales que permitan la apreciacion cuantita-
tiva de los cromosomas y de la morfologia
de éstos.
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