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RESUMEN

Etn  la presente Lesis se analiza la posible
relacion existente entre eventos especificos del ciclo celu-
lar y la expresidn de sectores particulares del genoma en

células meristematicas de raices de bulbos de Allium cepa L.

Con este fin se analizd el efecto mutagénico
de la luz ultravioleta de longitud de onda larga (300-400
nm), sobre genomas con DNA bromosustituido. La premisa de es

te analisis es que la irradiacidén, al ser mutagénica, altera

la expresién de todos aquellos segmentos del DNA bromosus-
tituidos que deban transcribirse después de efectuada 1la
irradiacién. Este hecho ocasiona un bloqueo de las células
en todas aquellas etapas del ciclo celular cuya evolucidn
probablemente depende de la expresidn de dichos segmentos
del DNA.

En una primera etapa, se efectuaron experi-
mentos cuya finalidad fue detectar eventos asociados con cre
cimiento radicular que fuesen susceptibles de ser bloqueados
por la irradiacion y establecer su posible wvinculacidn con

etapas especificas del ciclo celular. De esta manera se com
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probé, que la irradiacidén inhibe el crecimiento radicular en
forma proporcional a la frecuencia de células meristematicas
con DNA unifilarmente bromosustituido, en cualquiera de sus
dos cadenas. Estudios citoldgicos efectuados en aplastados
de la regién meristemdtica mostraron una disminucién signi-
ficativa de la frecuencia de células en mitosis. Este hecho
indicaria que la inhibicidén del crecimiento radicular se de-
be, al menos en parte, a una disminucién en la actividad pro

liferativa a nivel meristemdatico.

Mediante wun andlisis microdensitométrico del
contenido de DNA de las células en interfase, se observé que
la disminucién de la frecuencia de mitosis se debe a acumu-
lacion de <células en G, vy en GZ' Este resultado pone en
evidencia la existencia de al menos dos puntos de control ge
nético del ciclo celular de las células meristematicas de la

raiz de cebolla, uno en G, y el otro en GZ'

1

En una segunda etapa, la tesis se centrd en
el analisis mds detallado del punto de control existente en
GZ' Con este fin, se utilizé una poblacidén sincrénica de cé-
lulas meristemdticas seleccionadas y marcadas como células
binucleadas, mediante wun tratamiento con cafeina. Irradia-
ciones efectuadas en distintos momentos del GZ' sobre célu-

las binucleadas con genoma unifilarmente bromosustituido,
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permitieron detectar aproximadamente en la mitad de GZ’ la
expresiéon de una funcidn génica que es indispensable para

que las células puedan iniciar la mitosis.

A través de un estudio secuencial realizado
en células binucleadas, que presentan sélo seqmentos de su
DNA unifilarmente bromosustituido, fue posible vincular esta
funcian del G2 con un sector del DNA que replica aproximada-

mente en la mitad del perfodo S.

Por otra parte, se comprobd que la irradia-
cién de células binucleadas con DNA unifilarmente bromosus-
tituido en cualquiera de sus hebras, efectuada durante la
profase, bloquea el transito profase-metafase. Ademas, es-
tas células pierden las caracteristicas nucleares de células
en profase tomando el aspecto de células en interfase. Este
hecho sugiere que el paso de profase a metafase estaria re-
gulado por una funcidn génica que se expresa durante la pro-
fase, la que ademds controlarfia 1la mantencién del estado

profdasico del nicleo.

Se concluye que en el ciclo proliferativo de

las células meristematicas de la raiz de Allium cepa L.,

existirfan al menos tres puntos controlados genéticamente,




uno en G1, oLro en GZ y un tercero en profase. El control

genético ejercido en G2 estarfa codificado por un segmento

del DNA que replica aproximadamente en la mitad del perfodo

S.




ABSTRACT

The aim of the present Thesis is the study of

the relationship between cell cycle specific events and par-
ticular genomic regions in root meristematic cells of
Allium cepa L. bulbs.

The selected methodological approach was the
mutagenic effect of long wave ultraviolet light (300-400 nm)
upon genomes containing bromosubstituted DNA. The basis of
this method is the radiation-induced modification in the ex-
pression of all the bromosubstituted DNA regions, which
should be transcribed after the irradiation. Thus, cell cy-
cle dependent events may be blocked in those stages requir-

ing the right expression of the involved DNA regions.

At the first stage, experiments were develop-
ed in order to detect root-growth associated events which
may be blocked by irradiation and to establish their even-
tual relation to cell cycle specific stages. Accordingly,
irradiation inhibits root growth in proportion to the fre-
quency of meristematic cells containing DNA bromosubstituted

in any of the two strands. Cytological studies on the meris-
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tem region showed that the frequency of mitotic cells was
significantly decreased. This result suggests that inhibi-
tion of root growth is at least partially due to a decrease

in the proliferative activity of the meristematic region.

DNA quantification by microdensitometry show-
ed that the decrease in the frequency of mitotic cells is
caused by accumulation of cells in G1 and Gz. These results
reveal the &existence of at least two genetically controlled
steps in the <cell «cycle of meristematics cells, one in G]

and the other in GZ'

With these results, the emphasis of the The-
sis was focused on the analysis of the control point located
at GZ' For this purpose, a synchronous population of meris-
tematic cells, with any of the two DNA strands bromosubsti-
tuted and tagged as binucleated after caffeine treatment,
was used. These cells were differentially irradiated along

G allowing the detection of DNA controlled functions nece-

2!
ssary for the onset of mitosis. These functions are expre-

ssed at mid-G2 and were related to a region of DNA replicat-

ing around, mid-S.

On the other hand, when binucleated cells

containing DNA bromosubstituted in any of the two strands
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were irradiated during prophase, the prophase-metapha-
se transition was blocked. Furthermore, the appearance of
their nuclei became interphasic again. This fact suggests
that the prophase-metaphase transition would be controlled
by a genetic function expressed during prophase, which would

be also responsable of keeping the nucleus at prophase.

In conclusion, results presented in this The-
sis suggest that during the proliferative cycle of root me-

ristematic cells of Allium cepa L. there would exist at

least three genetically controlled steps located in G1, G2
and prophase, respectively. The genetic control expressed

in G2 is coded for by a genomic region replicating around

mid-S.
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I NTRODUCC1 ON

Se denomina ciclo celular al tiempo que trans
curre desde el nacimiento de una célula hasta su divisién en
dos células hijas. Dos son los eventos mas trascendentales
en este ciclo: la replicacién del material hereditario y la
divisién celular o mitosis. Ambos eventos estan temporal-~-

mente desfasados (Mitchinson, 1971; Prescott, 1976; Baserga,

1976, 1985).

La duplicacién del material hereditario es
una condicién necesaria para que las dos células que se ori-
ginan por mitosis, reciban una copia fiel e integra de la
informacién genética de la célula antecesora. Durante la mi-
tosis, se lleva a cabo el reparto equitativo del material ge
nético en dos nuevos nuacleos y la distribucidén, no necesa-
riamente equitativa, de los constituyentes citoplasmaticos.
Esta Gltima culmina con la divisidn citoplasmatica o citoci-

nesis.

La replicacién del DNA nuclear se lleva a ca-
bo en un perfodo discreto de la interfase (perfodo S) (Ho-

ward y Pelc, 1953). En la mayoria de las células eucarioti-




cas, la sintesis de DNA nuclear va precedida por un interva-

lo comprendido entre el término de la mitosis y el inicio de

S, (G]), y sequido de otro intervalo, que transcurre desde
el término de  la replicacion del  DNA hasta el inicio de la
mitosis (Gz). De esta manera, el ciclo celular queda subdi-

vidido temporalmente en cuatro etapas (G1, Sy G2 y M), du-
rante las cuales deben ocurrir todos los eventos que en Gl-
timo término hacen posible la divisién celular (Mitchinson,
1971; Baserga, 1976, 1985; Prescott, 1976; Pardee y col.,

1978).

Las células en activa proliferacidon pueden
entrar, temporal o definitivamente, a un estado de reposo
divisional abandonando el ciclo proliferativo en G1 y/o en
G2 (Lajtha, 1963; Brunori y Ancora, 1968; Bryan, 1969; Epi-
fanova y Terskikh, 1969; Ley y Tobey, 1970; Peterson y Gel-
fant, 1970; Gelfant y Smith, 1972; Evans y Van't Hof, 1974;

Pardee, 1974; Epifanova, 1977; Baserga, 1978; Evans y col.,

'1979; Sans y De la Torre, 1979; Sans y col, 1980; Yanishevs-

ky y Stein, 1981). ©Estos antecedentes muestran claramente
la existencia de por lo menos dos puntos de control de la
proliferaciéon celular, uno en G, vy otro en G, (van't Hof vy

Kovacs, 1972).




El estudio del ciclo celular en las Gltimas
dos décadas, ha estado orientado fundamentalmente a diluci-
dar los mecanismos que controlan la proliferacion celular
(Mitchinson, 1971: Baserga, 1976, 1985; Prescott, 1976; Gi-
ménez-Martin y col., 1977; Pardee y col., 1978; Houchhauser
y col., 1981; Yanishevsky y Stein, 1981; Lloyd y col, 1982).
En la actualidad esta claro que la actividad proliferativa
de una poblacién celular esta regulada por sefiales del medio
que afectan en dltimo término a los genes o a los productos
de los genes que controlan la division celular, mediante los
cuales las células responden a estas sefales. Desde esta
perspectiva el analisis del ciclo celular se ha traducido
por una parte, en la identificacidn de los factores que es-
timulan o inhiben la proliferacion celular y por otra, en el
estudio de las respuestas celulares a estos factores, con es

pecial énfasis en la identificaciéon de los genes y Sus pro-

‘ductos que regulan la divisién celular (Baserga y col. 1982;

Baserga, 1985).

El andlisis genético del ciclo celular reali-
zado tanto en células eucaridticas inferiores, que tienen la
propiedad de desarrollarse en forma haploide (Howell, 197hk;
Harwell, 1978; Lloyd y col. 1982) como en mutantes termosen-

sibles de células eucariéticas (Sheinin, 1980), demuestra




que la progresién de las células a través del ciclo prolife-
rativo depende de un nimero determinado de genes que se ex-
presan en forma simultanea o consecutiva, en las distintas

etapas del ciclo celular.

La identificacién de genes que regulan el
ciclo celular ha sido particularmente dificil en el caso de
las células eucaridticas superiores, debido a su condicién
de diploide. A fin de soslayar este problema, se han desa-
rrollado diversas estrategias y metodologias experimentales.
Una de ellas es la fusidn interespecifica de células somdti-
cas en cultivo, cue permite por exclusién la adscripcidon de
determinadas funciones a cromosomas. Otra, es el uso de mu-

tantes termosensibles del ciclo (ts) (Basilico, 1977; Levin,

.1978) que dejan de proliferar al ser trasladadas a una tem-

peratura no permisiva. En algunos casos, el uso de las mu-
tantes ts se ha combinado con el procedimiento de hibrida-
cién interespecifica de células somaticas, intentando por
complementacién la localizacidén de algunas funciones particu
lares del ciclo en determinados cromosomas de estas células
(Croce y Koprowsky, 1974; Ruddler y Creagan, 1975; Ming vy
col., 1976; Baserga y col., 1977). Por otra parte, las nue-
vas técnicas de biologia molecular (DNA recombinante, clona-

cién, transfeccién o microinyeccion de fragmentos de genes,




etc., Watson y col., 1983) han hecho posible, por ejemplo,la
identificacién dentro del gen temprano del virus sv-40, las
secuencias nucleotidicas responsables de la induccion de la
replicacion del  DHA y de Ta actlivacion de los cistrones ri-
bosomales de la célula hospedadora (Floros y col., 1981; Ba-
serga y colo, 133825 Galanti vy col ., 1982). En la actualidad
se ha profundizado esta drea lograndose elaborar genotecas
de genes cuya expresion juega un rol fundamental en la pro-
gresién de las células eucariéticas superiores a través del

ciclo celular (Hirschhorn y col., 1984).

Todas estas metodologias y estrategias expe-
rimentales han sido de gran utilidad en el estudio genético
del ciclo celular en células eucariodoticas superiores mante-
nidas en cultivo. Sin embargo, ellas no son aplicables con
este mismo fin a células somdticas dentro de un tejido
en el que se conservan todas las interacciones naturales de
una poblacién celular. En este caso, un camino para el andli
sis genético del ciclo celular es introducir modificaciones
en el DMA, que lleven a la aparicién de productos génicos de
fectuosos. Estos pueden traducirse en alteraciones funciona-
les especificas identificables desde un punto de vista fun-

cional o morfoldgico.




Se ha visto que la sustitucidén de la timidina
por 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdUrd) durante la replicacidn
del DNA, induce una serie de cambios celulares. Asfi, inhibe
la diferenciacidn célular (Bischoff y Holtzer, 1970; Goz,

1978; Merril y ‘col. 1980), en algunos casos disminuye y en

otros aumenta la actividad de algunas enzimas {Goz, 1978; Co

lleta y col., 1979; Sander y Hadwiger, 1979; O'Brien, 1980),
e induce la expresidén de oncogenes (Goz, 1978), entre otros
efectos. Estos cambios han sido atribuidos a un efecto muta-
génico del BrdUrd. Este, se deberia a la existencia de apa-
reamientos andmalos de este nucledsido con la guanina. Se
postula que el bromo electrofilico en posicidn 5, favorece
la forma anidénica o endlica tautomérica de la base halogena-
da®* (configuracidén poco frecuente para la timina). En estas
condiciones, el andlogo puede formar tres puentes de hidrd-
geno y tiende a aparearse preferentemente con la guanina

(Lawley y Brookes, 1962; Goz, 1978).
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Hopkins y Goodman (1980), han propuesto que
el BrdUrd puede producir dos tipos de cambios de pares de
bases en el DNA. Uno en la que un par A-T es sustituido por
un o par G C o causa de un error en la replicacién, y otro, en
la que un par G-C es cambiado a un par A-T, como producto de

un error en la incorporacion.

En el primer caso, BrdUrd se incorpora al DNA
en reemplazo de la timidina durante el periodo replicativo.
Al replicarse este DNA bromosustituido, el andlogo incorpo-
rado tiende preferentemente a aparearse con la guanina. En
un seqgundo ciclo de replicacién, esta guanina se aparea nor-
malmente con la citosina. De esta manera se produciria la
transicién de un par A-T a G-C después de dos ciclos repli-

cativos.

En el segundo caso el BrdUrd presente en el
""pool'" interno se aparearia en forma andmala con la guanina
durante la incorporacién, probablemente como consecuencia de
una caida en el '"pool'" interno de desoxicitidina trifosfato
(dcTP) (Hopkins y Goodman, 1980). €En el ciclo replicativo
siguiente, el BrdUrd incorporado en su forma similar a timi-

dina, puede aparearse con adenina. En este caso, durante la

"replicacidn siguiente la adenina puede aparearse normalmente




con timina, dando como resultado una transicion de un par
G-C a A-T. En todo caso, esta transicidén parece ser menos
frecuente que la anterior. Al respecto, Laskin y Goodman
(1985) han demostrado claramente en un sistema de replica-
cién in vitro, que usa como molde el DNA del bacteridéfago
M13 (M13 mp-8 6 9), que el BrdUrd incorporado al DNA se apa-
rea en una alta frecuencia con la guanina. Este apareamien-

to es 4-10 veces superior a apareamientos entre timina-gua-

nina.

Por otra parte, Skopek y Hutchinson (1982)
han demostrado en fago lambda, que el BrdUrd induce prefe-
rentemente una transicién de pares A-T a G-C, la que es de-
pendiente de la secuencia nucleotidica del sector del genoma
3

1
involucrado, existiendo la gradiente > A-C-G-C > A-C (A, C

o T) > A (A, Go T).

La existencia de apareamientos anémalos du-
rante la replicacién del DNA, sugiere que este mismo fendme-
no puede ocurrir durante la transcripcién de la informacidn

genética.

Hill y col. (1974) han demostrado en células
376, que el reemplazo de aproximadamente el 20% de la timi-

dina por BrdUrd en el DNA, provoca una mayor incorporacidn
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de guanosina y una menor incorporacién de adenosina al RNA.
Esto es mas evidente cuando se usa como molde cromatina en

vez de DNA aislado.

Este resultado sugiere que la |incorporacidn
de BrdlUrd al DNA, por cualquiera de los mecanismos discuti-
dos, puede expresarse en una alteracidn en el proceso de
transcripcion. Este hecho llevaria invariablemente a la apa
ricion de proteinas modificadas en su secuencia de aminodci-
dos, lo que puede implicar una pérdida de su actividad bio-
légica. Apoyan un tanto esta sugerencia estudios recientes
realizados con técnicas de biologia molecular {genética in-
versa o mutagénesis dirigida, ver Watson y col., 1983), que
han demostrado que el cambio de un nucledsido de un codén,
que implique el cambio de un solo aminodcido, puede producir
una baja considerable en la actividad bioldgica de la pro-,

tefna (Weinmaster y col., 1984; Mishina y col., 1985).

Por otra parte, se ha sugerido que la incor-
poracién de BrdUrd al DNA puede inhibir la transcripcidn del
genoma. Preisler y col., 1973, han demostrado en células de
ratén con eritroleucemia de Friend, que el BrdUrd bloquea la
sintesis de globina, como consecuencia de la inhibicidn de '

la sintesis de RNA mensajero para esta molécula. Lykkesfeldt
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y Andersen, (1977), han demostrado en Tetrahymena pyriformis

que el BrdUrd inhibe preferencialmente la sintesis de RNA
nucleolares 17 y 25S.Estos resultados estan sugiriendo que

el BrdUrd puede inhibir la expresion génica.

La inhibicidn de la expresion de un gen, pue-
de llevarse a cabo al menos por dos mecanismos. La incorpo-
racién del BrdUrd en el DNA puede inducir un mayor grado de
condensacidn de la cromatina que lleva a una menor capacidad
transcriptiva. Al respecto, Augenlicht y col. (1974), han
demostrado que la incorporacién de BrdUrd al DNA produce al-
teraciones en las propiedades fisicoquimicas de la cromati-
na, tales como cambios en el patron de dicroismo circular vy
una mayor resistencia a la desnaturacidn térmica. Lapeyre vy
Bekhor (1974) confirman estos resultados en un estudio mas
detallado. Los autores atribuyen estos cambios a un incre-
mento en la interaccidon de proteinas cromosomales con el DNA
bromosustituido. Ling y col. (1976), confirman en parte esta
apreciacién, demostrando que las histonas se unen mas inten-

samente al DNA bromosustituido.

Un incremento en la interaccidn de las pro-
teinas cromosomales al DNA puede ser importante cuando se

trata de genes requlados por proteinas represoras. Una mayor
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interaccién del represor con el promotor impediria la unidn
de la RNA polimerasa al DNA, blogueando su transcripcidn
(Lin y Riggs, 1974). También puede ocurrir que la presencia
de BrdUrd en un promotor puede alterar su reconocimiento por
la RNA polimerasa. Se sabe, que practicamente todos los ge-
nes eucaridticos presentan a nivel del promotor una regidn
rica en AT (caja TATA), localizada 25 a 30 bases antes del
sitio de iniciacién de la lectura del gen, y otra region
(caja CAT) ubicada 70-80 nucleétidos antes del codén de ini-
ciacidén. Ambas =zonas presentan en su secuencia un ndmero
apreciable de timidinas, susceptibles de ser reemplazadas

por BrdUrd durante la replicacidn.

Por otra parte, se ha visto que la bromosus-
titucién transforma al DNA en una molécula altamente fotola-
bil a diversos tipos de radiaciones (Djordevic y Saybalski,
1960; Saybalski, 196L4; Eisenstark, 1971; Hutchinson, 1973).
Asi, se ha comprobado que la bromosustitucién incrementa con
siderablemente la cantidad de fracturas cromosémicas induci-
das por distintos tipos de radiaciones (Hutchinson, 1973; Ja
cob, 1979 y 1982) y que el DNA bromosustituido es cien veces
mas sensible a la luz ultravioleta que el DNA nativo (Regan
y col., 1971). En particular, es muy sensible a la luz wul-

travioleta de longitudes de onda larga (300-400 nm), radia-
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ciones que no afectan al DNA nativo (Eisenstark, 1971).

También se ha observado que la exposicidn a
la luz blanca de células cuyo DNA ha sido unifilarmente bro-
mosustituido*, incrementa significativamente la frecuencia
de intercambio entre cromatidas hermanas (Kato, 1977; Sch-

vartzman y col., 1979).

Por otra parte, se ha sugerido que la irra-
diacién de un DNA bromosustituido con luz de 300-400 nm in-
hibirfa la transcripcién sin alterar su capacidad replicati-
va (Scaife, 1970; Jones y Doves, 1972; Lin y Riggs, 1974) .
Sin embargo, resultados obtenidos en células meristemdticas

de Allium cepa L. han demostrado que la bromosustitucion uni

filar sola, o bien la bromosustitucién unifilar seguida de
irradiacidn con luz de 300-400 nm, incrementa significativa-
mente la incorporacién de ribonucleésidos pirimidicos (uri-
dina y citidina) manteniéndose relativamente inalterada la
incorporacidn de los nucledsidos purinicos (adenosina y gua-
nosina) (Sans y col., 1982). Estos resultados sugieren que
en este sistema la bromosustitucién y la irradiacién no inhi
ben la transcripcién, pero que podrian alterarla como produc

to de un aumento en la incidencia de apareamientos anémalos.

* En este tesis se denomina genoma unifilarmente bromosusti-
tuido al que se encuentra en células que fueron incubadas
con BrdUrd durante un ciclo replicativo.
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Estos antecedentes han |llevado a sugerir que
la irradiacién con luz de 300-400 nm de un genoma bromosus-
tituido altera la expresién génica (Eisenberg y Pardee 1969;
Scalfe, 1970, Jones y Dove, 1972; Chang y Baserga, 1977), al
parecer por un efecto mutagénico (Szybalski, 1964; Carlson,
1969, Chu y col., 1972, Davison y Kaufman, 1972; Goz, 1978 ;

Nakamura y Okada, 1979; Skopek y Hutchinson, 1982).

Por otra parte, la propiedad de alterar la
expresion de un genoma bromosustituido por mutagénesis indu-
cida por irradiacién con luz de una determinada longitud de
onda, ha sido utilizada por diversos autores como método pa-
ra la localizacién dentro del periodo replicativo de segmen-
tos del genoma responsable de diferentes funciones celulares
(Kajiwara y Mueller, 1964; Balazs y Schuldkrout, 1971; Gimm-
ler y Schweizes, 1972; Stambrook,1974; Suzuki y Okada, 1975;
Lough y Bischoff, 1976; Chang y Baserga, 1977; D'Andrea vy

col., 1983).

. Un material biol6gico adecuado para aplicar
estas estrategias metodolégicas en el estudio genético del

ciclo celular en wun tejido es el meristema radicular

de los vegetales superiores. Al respecto, los bulbos de
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Alljum cepa L. presentan incluides, alrededor de la corona,

una serie de blastemos radiculares cuyo meristema estd en
dormancla (Sans y De la Torre, 1979). La embibicién de los
bulbos en agua induce la proliferacldn celular en estos me-
ristemas alcanzando un equilibrio proliferativo aproximada-
mente a las 48 horas, a 15°C (Sans y col., 1980). Estos me-
ristemas constituyen un material bioldgico de fdcil manejo,
en el que el bulbo proporciona los nutrlientes para su crecil-
miento. El medio de cultivo puede ser tan simple como agua
potable convenientemente alireada. No se requiere condicio-
nes estériles para su cultivo. Ademas, por ser la rafz el
6rgano de absorcién de la planta, su meristema tiene una al=
ta permeabilidad que facilita la entrada y salida de metabo*
litos vy drogas. MAas atn, los meristemas radiculares estan

formados por cé&lulas carentes de cloroplastos y Sus rutas me

tabdlicas son semejantes a las de otras células eucaridticas.

En condiciones controladas de cultivo, la po-
blacién de células meristematicas proliferan en equilibrio
dindmico, de manera que los parametros del ciclo celular
se mantienen constantes a lo largo del tiempo. Por dltimo,

de cada bulbo surgen de 30 a 40 rafces, todas genéticamente

iguales.
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Todas estas caracterlsticas han hecho de este
material un sistema adecuado para el estudio de la prolife-
racion celular, en especial de la regulacién de los procesos
que controlan esta actividad celular (Giménez-Martin y col.,

1977, 1981, 1982).

Se ha comprobado en este sistema celular que
la exposicién de células meristemdticas con DNA unifilarmen-
te bromosustituido a luz blanca, incrementa significativamen
te la frecuencia de intercambios entre cromatidas hermanas
(Schvartzman y col., 1979). €Este hecho sugiere que la bro-
mosustitucidon fotolabiliza el genoma de las células meriste-

maticas.

Por otra parte, se ha observado que la bromo-
sustitucion unifilar del DNA de las células meristematicas
por si sola, o bien la irradiacién con luz de 300-400 nm de

longitud de onda de células con DNA nativo, no altera la pro
gresién de una poblacién de células que avanza sincrénica-
mente por el ciclo celular. Sin embargo, la irradiacion des
pués de la bromosustitucion unifilar del DNA impide que las

células lleguen a mitosis (Gonzdlez-Ferndndez y de la Torre,

1379) .
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Con estos trabajos surgid la posibilidad de
identificar segmentos del genoma de células meristematicas

de Allium cepa L. cuya expresidn regule el transito de las

células por puntos definidos del ciclo proliferativo, em-
pleando (como agente mutagénico) la irradiacién con luz de

300-400 nm, y como blanco, células del meristema radicular

con genoma unifilarmente bromosustitufldo.

La presente tesis tiene como objetivo general
realizar un estudio genético del <ciclo celular en células
meristematicas de rafces adventicias de bulbos de Allium ce~-
pa L., mediante la utilizacién del efecto mutagénico de la
luz de 300-400 nm de longitud de onda, sobre genomas bromo-

sustituidos.

Los objetivos especificos de esta tesis son:

a) ldentificar eventos propios del ciclo celular dependien-

tes de la expresion del genoma.

b) lIdentificar dentro del perfodo S del ciclo proliferativo
el momento en que replican los sectores del DNA involu-

crado en dichos eventos.
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MATERIAL Y METODO OS

1. MATERIAL

Se utilizé meristemas radiculares de bulbos

a

de cebollas Allium cepa L. variedad perla.

Las rafces se obtuvieron sumergiendo la base
del bulbo en agua potableﬁf}ltrada, contenida en tubos de
vidrio de -80 ml. de capacidad, El agua era Eambiada cada
2k horas y sometida a un continuo buerjeo mediante una
bomba de acuario a razén de 10-20 ml de aire por minuto.
Los cu]tigos fueron hechos en un incubador termoregulado

(Precision Grl. Corp. USA), mantenido a una temperatura

constante de 15 % 0.5°C y en total oscuridad (Fig. 1A).

TRATAMIENTOS

Lles tratamientos fueron realizados en rafces

—

unidas a los bulbos y se iniciaron cuando éstas alcanza-
ron una longitud de 15-20 mm. En estas candiciones se
considera que la rafz presenta un crecimiento en equili-
brio dindmico (Sans y col., 1980). Durante las incubacio
nes se mantuvo las condiciones de cultivo descritas en 1.

Una vez finalizado cada tratamiento, las raices se lavaron

R e |




Fig. 1: A) Cultivo de bulbos para la obtencidn de rafces.
A la izquierda se muestra un bulbo cultivado por
72 hrs., en el que se puede observar alrededor de
30 rafces de 4-5 cm de longitud; a la derecha se
muestra un bulbo al momento de iniciarse la imbi-
bicién en agua.
B) Vista general de una gradilla de cultivo.

Se muestra un cultivo de bulbos con raices bromo-
sustituidos. Tanto los receptdaculos que contie-
nen el agua, como los bulbos en cultivo son cu-
biertos con papel aluminio, a fin de evitar la
irradiacién accidental de las rafces con luz am-

biental.
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Fig.
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Irradiacidén de los bulbos con luz de 300-400 nm.

-

La fuente de luz se ubica a 30 cm. por sobre los
apices radiculares. Los bulbos sumergidos en agua
son dispuestos con las raices hacia arriba. Sobre

las raices se coloca una capsula de Petri con una so

3

lucién de timidina 10 M, a modo de filtro ultravio-

leta.
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Tratamiento con cafeina

Con el objeto de seleccionar una poblacién de
células meristemdticas naturalmente sincrénica, las
rafces wunidas a los bulbos se incubaron en cafeina

5 mM (Merck) por espacio de una hora.

Con este tratamiento, todas aquellas células
que se encuentran en telofase quedan marcadas como
células binucleadas, facilmente distinguibles del
resto de las células meristemdticas (Giménez-Martin

y col., 1965).

Irradiacidn con luz de 300-400 nm

La irradiacidn de las raices se efectud de la
forma estandarizada previamente por Gonz3dlez-Fernan-

dez y de la Torre, 1979, con algunas modificaciones.

Los bulbos se colocaron en una cubeta de
acrilico convenientemente disefiada para que las raf-
ces queden orientadas hacia arriba y sumergidas en
agua (Fig. 2). El agua previamente hervida y mante-
nida a 15°C, fue sometida a un burbujeo con nitrége-
, a razon de 100 ml. por min. durante wuna hora,

no

con el propdsito de eliminar el oxigeno disuelto en
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con agua potable filtrada y el cultivo se continud en las
condiciones iniciales, o bien fueron sometidas a un nuevo
tratamiento, si el caso lo requeria. Todas las solucio-
nes de incubacién fueron preparadas en aqgua potable fil-

trada y mantenida a 15°C.

2.1. Bromosustitucidn

Raices unidas a los bulbos, se incubaron en
830 ml. de solucién de bromosustitucién que contiene
S5-bromo-2-desoxiuridina 10-QM; uridina 5 x 10-6M ¥
fluorodesoxiuridina 10™ 7™ (Sigma, U.S.A.) (Kihlman y
Kromber, 1975, Schvartzman y col., 1977). Las rai-

ces se mantuvieron en esta solucidén por diferentes

intervalos de tiempo, dependiendo del experimento.

La bromosustitucidon incrementa la fotolabili-
dad del DNA (Eisenstark, 1971). A fin de evitar la
exposicidon de las vrafces a la luz, los bulbos y los
receptaculos de cultivo se cubrieron con papel alu-

minio, durante todo el experimento (Fig. 1B).
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ella (Eisenstark, 1971). Inmediatamente por encima
de las raices se dispuso a modo de filtro wultravio-
leta una cdpsula Petri de 25 cm. de didmetro conte-
niendo una solucidon de timidina IO-BM, en volumen su

ficiente para dar un espesor de 1,5 cm. (Eisenstark,

19/71) .

La fuente de luz (lampara Ultravitalux Osram,
300 W, con un maximo de emisién en longitudes de on-
da entre 300-400 nm), se ubicéd a 30 cm. sobre el api
ce de las raices. La irradiacidn se aplicd durante
20 min. La temperatura del agua en que se sumergian
los bulbos para efectuar la irradiacidn variaba es-
casamente al final de este tratamiento (1,5 % 0,5°C

sobre la temperatura inicial 15°C).

En estas condiciones de irradiacién se absor-
ben todas las longitudes de onda menores de 300 nm,
que pueden danar per se al DNA nativo (Einsenstark,
1971). Se ha estimado que a las vrafces incidiria
una enerqgia de aproximadamente 6 Joules cm2 (medido
con un fotédmetro Black-Ray Long wave Ultraviolet Me-

ter J-221, UVP Inter. Inc., U.S.A.).
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La irradiacién efectuada de esta manera no
altera los parametros del ciclo celular tales como,
duracidn del ciclo y tiempo de inicio de la mitosis,
de una poblacidn de células meristematicas con DNA
nativo. Sin embargo, bloquea la entrada de las céelu-
las en mitosis cuando su DNA ha sido previamente bro

mosustituido (ver Resultados).

3. PROCEDIMIENTOS CITOLOGICOS

3.1. Tincidn con orceina acética

Las raices se fijaron en solucidén de Carnoy |
(etanol absoluto-dcido acético glacial, 3:1 v/v),
durante 24 hrs. a L°C. Posteriormente se tiferon
con orceina-acética <clorhidrica, procediendo de la

sigquiente manera:

1. Tres a cuatro rafces se colocaron en un vidrio re
loj y se cubrieron con 3 ml. de orceina acética

clorhidrica (Tjio y Levan, 1950)%,

* Orceina acética clorhidrica. Mediante una manta termoregu-
lable se calentaron a ebullicién 55 ml. de dcido acético
(Merck) en un balén de cuello esmerilado unido a un conden
sador de destilacién. Luego se agregs lentamente 2 gr. de
orceina (Gurr) y se hirvidé 10 minutos adicionales. Una vez
fria la solucidn, se filtré por papel Whatman N° 4. Final-~-
mente se agregd una parte de dcido clorhidrico (Merck) 1 N
por cada 9 partes de esta solucidn.
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Se calentaron suavemente con un mechero de

alcohol hasta la aparicién de vapores y se dejé
enfriar. Se repitié esta operacidn por tres ve-
ces .

Luego se transfirié cada raifz a un portaobjeto vy

se aislo de ella la zona meristematica (22 mm.

desde el dpice radicular) con un bisturi. Se agre

go una gota de colorante, se cubrié con un cubre-

objeto y se golped suavemente sobre éste varias

veces con la punta de un l3piz grafito para obte-

ner la disgregacidn celular.

El preparado se cubrié con un trozo de papel

filtro y se presiond fuertemente el cubreobjeto

con el dedo pulgar, para lograr la formacién de

una monocapa de células.

Finalmente, los bordes de los cubreobjetos fueron

sellados con esmalte de ufias. Los preparados asi
montados se guardaron en una camara himeda a 4°C

hasta su observacidn.




S

26.

3.2, Tincidn con reaccidn de Feulgen

Las rafces fueron tefiidas mediante la reac--
ciédn de Feulgen convencional (Feulgen vy Rossenbeck,
1924) o bien con la reaccidn de Feulgen fluorescente
{Prenna y col., 1974}, procediendo de la siguiente

¥
manera:

1. Las rafces fijadas se lavaron durante 5 minutos
en 5 ml. de agua destilada a temperatura ambien-

te. Este procedimiento se realizé tres veces.

2. Luego se incubaron durante 60 minutos en dcido
clorhidrico 5 N, a una temperatura constante de
20°C.

3. En seguida, se lavaron durante 5 minutos en 5 ml.
de agua destilada enfriada a 0°C. Esta etapa se

repitio tres veces.
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L. A continuacidén, se tifderon con reactivo de Schiff
convencional®* o Fluorescente**, durante 45 minu-

tos a temperatura ambiente.

5. Las raices fueron lavadas durante 10 minutos con
agua sulfurosa recién preparada (5 ml. de metabi-
sulfito de sodio 0.4 M, 5 ml. de acido clorhfdri-
co 1 Ny 90 ml. de agua destilada). Esta etapa se

repitié tres veces.

6. Se hicieron aplastados de la zona meristemitica,

segdn se indicd en 3.1.

* %

Reactivo de Schiff convencional (De Tomasi, 1936). Se di-
solvid 1 gr. de fucsina basica (Gurr) en 200 ml. de agua
destilada a ebullicién. Se enfrido a 50°C y se filtrd con
un papel Whatman N° 4. Luego se agregdé 20 ml. de Aacido
clorhidrico 1 Ny 1 gr. de metabisulfito de sodio. Se agi
té esta solucién por 2 hrs. a temperatura ambiente. Por
Gltimo se agregsé 1 gr. de carbén activo, se agitéd durante
10 min. y se filtré con papel Whatman N° 4.

Reactivo de Schiff para fluorescencia (Itikawa vy Ogura,
1954) . Se prepard una solucidn acuosa de pararosanilina
(Gurr) al 0.01% la que se hizo burbujear directamente an-
hidrido sulfuroso (S0,), hasta gque la solucién alcanzé un
pH 1.7. En esta condicidén se logra una decoloracidén to-
tal del fluorocromo. El reactivo de Schiff asi preparado
se diluyé 1:5 con agua destilada, en el momento de usar.
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7. Los preparados se colocaron en un congelador a
-70°C durante 1 hora y luego se removieron rdapi-
damente los cubreobjetos con una hoja de afeitar.
Los preparados fueron deshidratados en una bate-
ria de alcoholes de concentraciones crecientes

hasta llegar al xilol.

8. Finalmente se hizo el montaje de los preparados
con Fluormount (Gurr) y éstos se guardaron a 4°C

en total oscuridad.

Control citolégico de la bromosustitucidn

La bromosustitucidn del genoma fue controlada

por una técnica de coloracion diferencial llamada

N 2z

FPG (Fluorescence plus Giemsa), que permite diferen-
ciar cromatidas con DNA unifilarmente bromosustitui-

do de aquellas con DNA bifilarmente bromosustituido

(Wolff y Perry, 1974).

Para esto se requiere que las células hayan
tenido por lo menos dos ciclos replicativos en pre-
sencia de BrdUrd. Por esta razén se procedid de la

siguiente manera:
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Las raices wunidas a los bulbos se incubaron
en la solucidn de bromosustitucién, durante 70 hrs.,
esto es aproximadamente dos ciclos celulares a 15°C,
la solucidén se cambid cada 24 horas. Posteriormente
las rafces se trataron con colchicina 10-3H (Merck) ,
durante 4 hrs. y finalmente se fijaron en solucidn

de Carnoy |, durante 12 hrs. a L°C.

Las raices fueron sometidas a continuacidn al
método de tincion diferencial de cromatidas hermanas
(Gonzdlez~-Gil y Navarrete, 1982), que se detalla a

continuacidén:

1. Las raices fijadas se lavaron 3 veces en tampon

citrato IO-2H a pH 4.2 durante 10 min. cada vez.

2. Luego se incubaron en pectinasa 5% (Sigma, USA)

en tampdn citrato, durante 50 min. a 37°C.

3. Las raices fueron transferidas a una solucidén de
acido acético glacial 45% y de ellas se prepara-
ron aplastados de la regidn meristematica, en la

forma indicada en 3.1, usando portaobjetos previa

mente gelatinizados.
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4, Se removieron los cubreobjetos de la manera indi-

cada en 3.1.

5. Los preparados se hidrataron en agua destilada,
durante 10 min. lavados por una vez en solucidn
salina de citrato (5.5.C.) (Cloruro de sodio 0.15
M y citrato de sodio 0.015 M durante algunos mi-

nutos) .

6. Luego se tineron con solucién de Hoeschst 33258%

durante 30 minutos a temperatura ambiente.

7. Los preparados se lavaron brevemente en una solu-
cién 0.5 X §$.5.C. y una vez montados con cubreob-
jetos fueron irradiados con la misma lampara in-

dicada en 2.4. ubicada a 5 cm. del preparado. La

irradiacidon se realizd a temperatura ambiente, du

rante 1 hora.

8. Se quitaron los cubreobjetos y los preparados se
incubaron en una solucidon 0.5 X §.5.C., durante 1

hora a 55°C.

* Solucidn de Hoechst 33253. 1 mg. de Hoechst se disolvid
en 1 ml. de etanol absoluto; 0.2 ml. de esta solucidn se
diluyeron con una solucidén 0.5 X S.5.C., hasta completar

100 ml.
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9. Posteriormente, se incubaron en solucién de acido
clorhidrido 5 N a 20°C durante 15 min. y se lava-
ron 2 veces, durante 5 min. cada vez <con agua

destilada.

10. Finalmente los preparados se tineron durante 10

min. a temperatura ambiente con solucidén de Giem-
sa (Merck) 3% v/v, en tampén fosfato 0.017 M, pH
6.8. El exceso de colorante se dejé escurrir y
después se dejé secar al aire, durante una hora,
se cubrieron con resina sintética (sandeural,

Gurr).

Estudio microdensitométrico

La cuantificacion del contenido de DNA por

nicleo se realizd en preparados previamente tefiidos

por la reaccidén de Feulgen convencional o fluores-
cente, utilizando dos tipos de microdensitdmetros.
Para el caso de preparados tefidos por la reaccion

de Feulgen convencional, se usé un microdensitémetro
de barrido M-85 (Vickers Ltda. U.K.). Las medicio-
nes se hicieron usando un objetivo de 100x, con un

haz de lectura de 0.4 um de diametro, iluminacidén
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Kdller con un diametro de campo visual no mayor de
30 um y luz de 550 nm, seleccionada por un filtro mo

nocromador.

Para el caso de preparaciones tefidas por la

reaccién de Feulgen fluorescente, se usé un micro-
fluorémetro M-01 (Zeiss) provisto de un sistema de
epiluminacién con una fuente de luz U.V. HBO-100 y

la siguiente combinacién de filtros: Filtro de exci-
tacién BP 546/10, prisma cromatico FT 580 vy filtro

de barrera LP 590.

Las mediciones se hicieron con un objetivo
LOx, usando un campo de iluminacidén no mayor de 100
um de diametro y un diafragma de medida entre 20 vy

30 um de didmetro.

MEDICION DEL CRECIMIENTO RADICULAR

A fin de estudiar el efecto de los distintos

tratamientos sobre el crecimiento radicular, se procediod

de

la siguiente manera:
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os cultivados de la forma descrita en 1.,

sélo 10 a 15 raices de tamano similar,
manera que sean facilmente individualiza-
la longitud de las rafces con una regli-

cada 24 horas, durante 5 dias consecuti-
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RESULTADOS

CONTROL CITOLOGICO DE LA BROMOSUSTITUCION

Numerosas evidencias experimentales demues-
tran que BrdUrd ejerce su efecto mutagénico o de alterar
la expresién génica, al incorporarse al DNA en reemplazo

de la timidina durante el periodo replicativo (Goz 1978).

Por este motivo, en todo estudio cuya metodo-
logia de analisis utilice este analogo, es necesario de-
mostrar que BrdUrd se ha incorporado efectivamente al ge-

noma de las células.

Existen diversos procedimientos mediante los
cuales se puede efectuar este control. Uno de ellos es
la determinacién de cambios en el coeficiente de sedimen-
tacién del DNA, en un gradiente de cloruro de cesio (Haut
y Taylor, 1967). Otro método de deteccién se basa en la
aparicion de cambios en las propiedades tintoriales de la
cromatina frente a determinados fluorocromos. Estos cam-
bios estan intimamente relacionados con el grado de bro-

mosustitucion del DNA (Latt, 1973; Schwartzendruber 1977;
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Darzynkiewicz y col., 1978).

En esta tesis se ha utilizado un método cito-
16gico de coloracidon diferencial de cromatidas hermanas,
FPG F}Iuorescence Plus Giemséq, Wolff y Perry 1974). Con
este método de tincién, es posible diferenciar en un mis-
mo cromosoma cromatidas con DNA nativo, de aquellas con
DNA con una o dos cadenas bromosustituidas (Schvartzman y
Goyanes, 1980). €Este tipo de coloracién diferencial de
las cromatidas sélo se pueden obtener después de dos <ci-
clos replicativos del DNA en presencia de BrdUrd (Wolff y
Perry, 1974). De esta manera es indispensable para hacer

este control, que el tratamiento con el andlogo tenga una

duracidén equivalente a dos ciclos celulares.

Empleando un tiempo de tratamiento con BrdUrd
de 70 horas, periodo que abarca poco mas de dos ciclos ce

lulares de las células meristematicas de la raiz de

Allium cepa L., cultivadas a 15°C (Tc 30 hrs., Lépez-

Saez y col., 1966; Gonzdlez-Fernandez y col., 1971), se
comprobd que el €0-70% de las placas metafdsicas presen-
tan cromosomas cuyas cromatidas muestran segmentos inten-
samente tefidos (DNA unifilarmente bromosustituido), in-

tercalado con segmentos débilmente teiidos (DNA bifilar-
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mente bromosustituido) (Fig. 3A).

La distribucién de estos segmentos, en ambas
cromatidas (cromosomas arlequinados) es el producto de la
existencia de intercambio de segmentos entre cromatidas

hermanas (Kato, 1977).

Cromosomas obtenidos de células no tratadas
con BrdUrd y tenidos con la técnica del FPG, presentan
cromatidas intensamente tefiidas en forma homogénea (Fig.

38).

La aparicién de cromosomas arlequinados des-
pués de dos rondas de replicacidn sucesivas del DNA en

presencia de BrdUrd, sugiere que:

a) La dosis de BrdUrd utilizada es suficiente para produ-

cir una adecuada bromosustitucidn del DNA.

b) Tratamientos de menor duracidn también producen bromo-
sustitucién del genoma. De otra manera los cromosomas
presentarian una coloracién homogénea en ambas croma-

tidas.
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Fig. 3: Cromosomas de células meristemdaticas tefiidos con la

técnica del FPG.

A) Cromosomas obtenidos de raices controles no bro-
mosustituidas que presentan ambas cromdatidas te-

fidas con igual intensidad (1250 X).

B) Cromosomas obtenidos de raifces que han tenido dos
ciclos replicativos en presencia de BrdUrd. Estos
cromosomas presentan cromatidas con zonas inten-
samente tefidas alter%adas con zonas mas claras,
cuya disposicion es reciproca en ambas cromatidas,
producto de la existencia de intercambio entre

cromatidas hermanas. Este hecho da a los cromo-

somas un aspecto de arlequin (1250 X).
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EFECTO DE LA BROMOSUSTITUCION E IRRADIACION SOBRE EL CRE-

CIMIENTO RADICULAR

f1 crecimiento de la raiz es compuesto y de-
pende de la integracién de dos procesos parcialmente in-
dependientes, que ocurren en la reqidn meristemdtica y en

la zona de diferenciacién (Lépez-Sdez y col., 1975).

El meristema estd constituido por una pobla-
cién de células que proliferan asincrénicamente. Su ndme-
ro se mantiene constante en el tiempo debido a que des-
pués de cada <ciclo de divisién, aproximadamente la mitad
de las cé&lulas que se forman, pasan a ser parte de la zo-
na de diferenciacion. Las células que entran a este com-
partimento dejan de proliferar; y crecen fundamentalmente
en longitud, incrementando su tamado de 10 a 15 veces

(Lépez-Sdez y col., 1975).

Bajo condiciones controladas de cultivo, las
raices alcanzan una velocidad de crecimiento regular y
constante en el tiempo. Esto se logra sélo cuando los dos

parametros del crecimiento radicular, proliferacidn y e-
longacién, se hacen constantes en el tiempo. En este ca-
so la raiz estd creciendo en equilibrio dinamico (L3pez-

Sdez y col., 1975). Cualquier factor que afecte a uno o
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ambos parametros del crecimiento, invariablemente incidi-

ra en la velocidad de crecimiento radicular.

Fn esta etapa de la tesis, se estudid el efec
to de una concentracién fija de BrdUrd, en tratamientos
de distintas duraciones (12, 24 y 36 horas) sobre el cre-

cimiento radicular.

La duracidn del tratamiento con BrdUrd esta
en relacion directa con la frecuencia de células cuyo DNA
ha sido unifilarmente bromosustituido en forma completa.
Asi, se podrada obtener bromosustitucidn unifilar de todo
el genoma de una célula sélo cuando el tiempo de incuba-
cién de la rafz en BrdUrd tenga una duracién iqual o ma-
yor al tiempo total del periodo replicativo (periodo S).
La cantidad de células que han tenido un periodo replica-
tivo completo en presencia de BrdUrd se puede estimar co-
nociendo la duracidén del periodo S, y el flujo celular
(porcentaje de células que pasan por un punto del ciclo

por unidad de tiempo).

En las condiciones de cultivo empleadas en
esta tesis la duracidn del ciclo celular es de 30 horas
(Lépez-Saez y col., 1966), el flujo celular es de 3-4% de

células por hora (De la Torre y col., 1971) y la duracién




4o.

del periodo S es de aproximadamente 12 horas (Gonzalez-
Ferndndez y col., 1971). De esta manera la incubacidn
de las raices durante 12 horas con el andlogo producirs
aproximadamente un 3.6% de células meristematicas con to-
do su DNA unifilarmente bromosustituido. Tratamientos por

2h ¢ 36 horas producirian una trecuencia de alrededor de

b7 y 90% de células, respectivamente,con este tipo de DNA.

Bulbos cultivados durante 48 horas en condi-
ciones normales y posteriormente incubados en solucién de
bromosustitucion por 12, 24 &6 36 horas fueron irradiados
junto a bulbos controles no bromados. Se midié la longi-
tud de las raices inmediatamente después de efectuada la
irradiacién y cada 24 horas durante seis dias consecuti -

VoS .

Las figuras 4, 5, 6 y 7 resumen los resulta-
dos de estos experimentos. Se observa que la sola irra-
diacion de las raices no tiene ningin efecto sobre el ere
cimiento radicular. Por el contrario, la bromosustitg
ciéon wunifilar inhibe parcialmente el crecimiento radi-
cular, con una intensidad que depende de la duracidén del
tratamiento con BrdUrd. Asi, a las 144 horas de finali-

zado el tratamiento por 24 y 36 horas en BrdUrd, las rai-
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ces alcanzan la witad de la longitud de las no tratadas

(Figs. & y 5).

La irradiacién después de la bromosustitu-
cién, incrementa este efecto, siendo nuevamente mds rele-
vante la inhibicidén del crecimiento en raices tratadas

. .

por 36 horas con BrdUrd (Figs. 5, G y 7).

Estos resultados muestran que la bromosusti-
tucién del genoma de las células meristemdticas afecta el
crecimiento longitudinal de la rafz, efecto que es adn
mis evidente después de la irradiacién de las rafces bro-
mosustituidas. Teniendo en cuenta que en el crecimiento
radicultar participan dos componentes, proliferacién celu-
lar en la zona meristemdtica vy elongacidn celular en la
zona de diferenciacidn, los resultados obtenidos no per~

4

miten precisar ) o los componentes afectad%s. Sin embar-

- o -

30, es esperable que el efecto principal oéurra sobre la
proliferacién de células meristemdticas, debido a que el
anilogo se incorpora al DNA durante el pergodo S del ci-
clo celular, y secundariamente en la zona de diferencia-
cidn, cuando algunas células meristemdticas que han cum-
plido su dltimo ciclo pasan a este compartiTento radicu-

lar.
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ta el promedio de 20 raices en tres expe-

rimentos distintos. La desviacidn estandar fue me-

nos del 10%

indica el t

del promedio en cada punto. La abscisa

iempo transcurrido después de efectua -

dos los respectivos tratamientos.



L2.

280

2401

o
~

2001
1601

—

o/ pnyibuo) ua ejuawaiauj

80

401

72 96 120 14l

48

24

Horas




Fig. 5: Crecimiento radicular en rafces con genoma bromosus-

titufdo e irradiado. Tratamiento con BrdUrd, duran-

te 24 horas.

Rafces no tratadas@®—@; rafces no tratadas e irra-
diadasQ——Q; raices incubadas en solucidn de bromo-
sustitucién, durante 24 horas&—aA; rafces incuba-

das en solucidén de bromosustitucidn, durante 2k

horas e irradiadas &6——D.

Otros detalles se indican en leyenda de la figura L,

-
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Flg. 6: Crecimiento radicular en rafces con genoma bromosus-

tituido e irradiado. Tratamiento con BrdUrd, duran-

te 36 horas.

Rafces no tratadas @——@; rafces no tratadas e irra-
diadasQO——O ; raices incubadas en solucidn de bromo-
sustitucidn, durante 36 horasa —4&; rafces incuba-

das en solucién de bromosustitucidn, durante 36 ho-

ras e irradiadas o——-A .

Otros detalles se indican en la leyenda de la figura

4.
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Fig.

7:

Grafico resumen del efecto de la irradiacidn sobre

L
el_crecimiento radicular en raices con genoma bromo-

sustituido, durante 12, 24 y 36 horas.

Rafces no tratadas@——@; raices no tratadas e irra-
diadasQ—— ; raices incubadas en solucién de bromo-
sustitucidn, durante 12 horas e irradiadasd#— ——&;
ralces incubadas en solucidn de bromosustitucidn, du
rante 24 horas e irradiadaspo——na; raices incubadas

en solucién de bromosustitucién, durante 36 horas e

irradiadas[}——D?

Otros detalles se indican en la leyenda de la figura

b,
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EFECTO DE LA BROMOSUSTITUCION E IRRADIACION SOBRE LA AC-

TIVIDAD MITOTICA DEL MERISTEMA

Una alteracion de la actividad proliferativa
del meristema producida por bromosustitucion del DNA e
irradiacidn, deberia reflejarse en una cafda de la acti-

vidad mitotica en la zona meristematica.

Para probar esta hipotesis, bulbos cultivados
por 48 horas en condiciones normales e incubados a conti-
nuacién en solucién de bromosustitucidén por 12, 24y 36
horas fueron irradiados junto a bulbos controles no bro-
mados. A distintos intervalos después de efectuada la
irradiacién, algunas rafces fueron fijadas vy tefiidas con
orceina acética. Se cuantificé la frecuencia de células
en mitosis considerando a todas aquellas que presentaron
caracteristicas tipicas de profase a telofase terminal

(Fig. 8).

Las figuras 9, 10 y 11 resumen los resultados
de estos experimentos. Se observa que la irradiacidn o
la bromosustitucién de las raices por 12 6 24 horas apli-
cados independientemente, no inhiben significativamente

ia frecuencia de células en mitosis (Fig. 9 y 10). Sin
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F19:s Células meristematicas en distintas etapas de la mi-
tosis, en aplastados de raices tefiidas con orceina
acética.

Células en interfase (1); profase (2 y 3); prometa-
fase (4); metafase (5); anafase (6, 7 y 8); telofase

(9); citocinesis (10). (620 X).




embargo, se otserva una ligera caida en el nimero de célu
las en esta etapa del ciclo en raices que se han manteni -
do en solucién de bromosustitucidén por 36 horas (Fig. 11)
En esta condicién, como se indicé anteriormente, el 90%
de las células de la zona meristemdtica ha pasado por un

periodo replicativo completo en presencia de BrdUrd.

La irradiacién de raices bromosustituidas por
12 horas produce un descenso de la frecuencia de células
en mitosis a un minimo claramente significativo hacia las
8 horas, recuperandose la actividad mitética inicial ha-
cia las 24 horas (Fig. 9). Este mismo resultado se obtu-
vo en otro experimento en que se midic la frecuencia de
células en mitosis cada 6 horas hasta la hora 48 de fi-

nalizados los tratamientos (no mostrado) .

De manera similar, la irradiacién de raices
bromosustituidas por 24 6 36 horas, disminuye la frecuen-
cia de células en mitosis, que también llega a un minimo
hacia las 8 horas. Sin embargo, en estos casos la inhi-
bicién es mas drdstica y no se observa recuperacion sig-
nificativa de la actividad mitética adn a las 4L3 horas

(Figs. 10 y 11).




Frecuencia de mitosis en la zona meristemdtica de

raices con genoma bromosustituideo e irradiado. Tra-

tamiento con BrdUrd, durante 12 horas.

Raices no tratadas@—@; rafces no tratadas e irra-
diadasQO-——; rafces incubadas en solucién de bromo-
sustitucion, durante 12 horas&—4a; vaices incuba-

das en solucidén de bromosustitucidn, durante 12 ho-

ras e irradiadasao—a .

La frecuencia de mitosis se midid observando 2.000

células por raiz y analizando 3 rafces por punto. La
desviacidn estandar de cada punto fue menos del 10%
del promedio. La abscisa 1indica el tiempo después

de efectuada la irradiacidn.
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10:

Frecuencia de mitosis en la 2zona meristemdtica de

raices con genoma bromosustituido e irradiadeo. Tra-

tamiento con BrdUrd, durante 24 horas.

RaTces no tratadas@—@; rafces no tratadas e irra
diadasQO—; raices Incubadas en solucidén de bromo
sustitucidn, durante 24 horas&——a; raices incuba-

das en solucién de bromosustitucidn, durante 24 ho-~

ras e irradiadas &6——~A4 .

Otros detalles se indican en la leyenda de la figu-

ra 9.
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Fig. 11: Frecuencia de mitosis en la zona meristemdatica de

raices con genoma bromosustituido e irradiado. Tra-

tamiento con BrdUrd, durante 36 horas.

Rafces no tratadas@—@; raices no tratadas e irra-
diadasO——; raices incubadas en solucidén de bromo
sustitucidén, durante 36 horas&——a; raices incuba-
das en solucidon de bromosustitucidén, durante 36 ho-

ras e irradiadas &6~———a\.

Otros detalles se indican en la leyenda de la figu-

ra 9.
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Estos resultados indican que la inhibicién
del crecimiento longitudinal de las raices observada des-
pués de bromosustitucidn e irradiacidén, se debe, al menos
en parte, a una fuerte caifda en la actividad proliferati-
va de la zona meristematica. A su vez, la disminucidn de
la Irecuencia de células en mitosis podria ser el resul -
tado de un bloqueo del trdnsito de las células, en algiln

punto de la interfase.



EFECTO DE LA BROMOSUSTITUCION E IRRADIACION SOBRE LA IN-

TERFASE

Como vimos en el punto anterfor, la irradia-

cidén de células con DNA bromosustituido produce una cafida
o

en la frecuencia de células en mitosis, ocasionada proba-

blemente. por un bloqueo de las células en algin punto de

la interfase.

Con el objeto de identificar la etapa o eta-
pas de la interfase en que ocurre este blogueo, se estu-
did 1a frecuencia de células en Gl,'s Yy Gy, después de

bromosustitucidn sola o seguida de irradiacidn.

En un primer intento, empleamos para este and
lisis el método de Mak (1965). Este pétodo permite cono-
cer la frecuencia de cé&lulas en las distintas etapas de
la interfase, midiendo en una misma preparacidn el fIndice
de marcacién por autorradiografia y el contenido de DNA
por microdensitometria de los niicleos tefiidos por la reac
cién de Feulgen. Sin embargo, con este método no se ob-
tuvo buenos resultados, debido a que el tratamiento de
las raices con BrdUrd dificulta la incorporacidén de timi-

dina Eq_y de q;;gs:@Eﬁoxinuc]e§t[§osﬂﬁﬁ(resultados no mos.

trados). En vista de esta dificultad, se optd por deter-
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minar la frecuencia de células en Gl’ S vy GZ’ utilizando
exclusivamente el andlisis microdensitométrico en prepa-
rados tefiidos por la reaccion de Feulgen. De este modo,
a través de la medicidn del contenido de DNA nuclear por
célula, es posible discriminar entre las células en in-
terfase, aquellas que tienen un contenido de DNA 2C (61)
de aquellas con un contenido AC (GZ)‘ Las células que
tienen un contenido de DNA intermedio al valor 2C y 4C re

presentan a las células que estdn en perfodo replicativo.

De esta manera, grupos de bulbos cultivados
por 48 horas e incubados en solucién de bromosustitucién,
por 36 horas, fueron irradiados junto a bulbos controles,
no bromosustitufdos. En distintos momentos después de
efectuada la irradiacidén (0, 12, 24 y 48 horas), se fija~
ron algunas rafces y se tifieron con la reaccién de Feul~

gen fluorescente.

A fin de conocer el contenido de DNA en célu-
las en los perfodos pre y post replicativo (2C y AC res-
pectivamente), se midio el contenido de DNA (expresado en
unidades arbitrarias) en aproximadamente 100 nidcleos de

células en telofase y en una cantidad similar de nicleos

de células en profase. En la Tabla 1 se resumen los re-
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sultados de esta medicidn. Las células en telofase (2C)
tienen un caontenido de DNA correspondiente a 23.9 + 4.1
u.a., y las células en profase (4C), 53.8 *+ 6.2 u.a. Ob-
tenidos estos valores, se elabord un criterio de clasifi-
cacidén de las células en las distintas etapas de la in-
terfase, en relacién a su contenido de DNA. Para ello se
establecid el rango de valores correspondientes a células
en GI’ sumando y restando una desviacidon estandar al pro-
medio encontrado en los nicleos en telofase. En forma

similar, se establecid el rango de DNA para las células
en G2' Los valores intermedios corresponden a células en
periodo §S. La Tabla 2, muestra los rangos de valores asT

obtenidos para las células en Gl’ S vy GZ‘

Establecido este criterio, se determind la
frecuencia de células en cada una de“las etapas de la in-
terfase, en meristemas controles, controles irradiados,

bromosustituidos durante 36 horas, y bromosustitufldos e

irradiados.




TABLA 1

CONTENIDO DE DNA EN NUCLEOS DE CELULAS MERISTEMATICAS
EN TELOFASE Y EN PROFASE, TERIDOS POR LA
REACCION DE FEULGEN FLUORESCENTE

NUCLEOS N CONTENIDO DNA u.a.
(#« D.S.)
Telofasicos (2C) 117 23.9 + 4 1
Profasicos (4C) 121 53.8 £ 6.2

N = Nimero de nicleos medidos
u.a. = Unidades arbitrarias
D.S. = Desviacidn estandar
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TABLA 2

CRITERIO ARBITRARIO UTILIZADO PARA DIFERENCIAR CELULAS

EN G], 02 Y EN S, MEDIANTE LA DETERMINACION

MICROFLUOROMETRICA DEL CONTENIDO
DE DNA NUCLEAR

FASES DEL CICLO CONTENIDO DNA wu.a.
Gl 19.8 - 28.0
S 28.1 - 47.5
G2 4b7.6 - 59.8

El rango de valores correspondientes a las células
en G1 se obtuvo restando y sumando la desviacion
estandar al promedio 2C de la Tabla 1. El rango G2
se obtuvo sumando y restando la desviacidon estan=

dar al promedio 4C. Los valores intermedios o~

rresponden a células en periodo S.
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La figura 12 resume los resultados obtenidos
en células bromosustituidas durante 36 horas, en las que
se incluye ademas la frecuencia de células en mitosis.
Se observa que la frecuencia de células en Gl no cambia
en ninguno de los intervalos analizados. Sin embargo, la
frecuencia de células en S esta inicialmente disminufida
en relacién a los controles (BrdUrd 0 horas) y luego au-
menta, sobrepasando el valor <control (BrdUrd 12 horas),
disminuyendo posteriormente a valores préximos al control
(BrdUrd 24 y 48 horas). La frecuencia de <células en mi-
tosis cae ligeramente a partir de la hora 12, mientras
que la frecuencia de células en G2 aumenta a partir de la

hora 24.

Estos resultados sugieren que la bromosusti-
tucion del DNA puede inducir una ligera caida en la fre-
cuencia de células en mitosis, posiblemente producto de

un bloqueo de células en GZ'

Por el contrario,la irradiacién de raices bro
mosustitufidas durante 36 horas produce cambios muy signi-
ficativos en las distintas etapas del ciclo proliferativo
(Fig. 13). Se puede observar una caida en la frecuencia
de células en mitosis en forma progresiva desde la hora 0

hasta la hora 12, para practicamente desaparecer en inter
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valos posteriores. La disminucién de células en mitosis
se acompana de wuna caida en la frecuencia de células en
periodo S (15% en relacién al control). Estos dos he-
chos, se asocian con un incremento concomitante y signi-
ficativo (P < 0.01) en la frecuencia de <células en G1 y
GZ' Tanto la acumulacidn en G1 y GZ’ como la disminucidn
de células en S y M sugieren que la irradiacidn de las
raices bromosustituidas produce un bloqueo parcial de las
células en los periodos prereplicativos y premitdticos.

Ademdas, sugieren que en estas dos etapas se estarian pro-
duciendo eventos dependientes de la expresidn del genoma,
indispensables para que las células puedan por una parte,
iniciar la replicacién del DNA, y por otra, la mitosis.
Sin embargo, con estos resultados no se puede precisar €l

o los momentos especificos dentro de Gl y Gz, en que di-

chas funciones se expresan.

El resto de esta tesis, se centrd fundamen-
talmente en analizar con mas detalle el momento en que
probablemente se expresan funciones génicas que controlan

el inicio y prosecucidon de la mitosis.




-

Frecuencia de células meristemdticas en cuatro pe-

riodos del ciclo celular (Gl' S, G, ¥ M), en rafces

no tratadas {control) y en rafces incubadas en SO~

lucién de bromosustitucién, durante 36 horas.

-

La frecuencia de células en los cuatro pericdos del
ciclo celular se cuantificé a las 0, 12, 24 y 48

-

horas, después de finalizada Ja bromosustitucién.

tas barras representan las frecuencias de cé&lulas

en los distintos compartimentos del ciclo.

Los niameros sobre las barras representan el prome-
dio de las frecuencias y su desviacién estandar,

£ *

correspondientes a Gl’ S v Gz.

Los valores en paréntesis indican la significancia
estadistica de algunos cambios de frecuencia en re-

lacidn al control (test de t)
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Fig.

13:

Frecuencia de células meristemdticas en cuatro pe-

riodos del ciclo celular (Gl’ S, G, Y M) en rafces

no tratadas (control), rafces no tratadas e irra-

diadas (control «°) y en raices incubadas en solu-

-
cién de bromosustitucidn, durante 36 horas e irra-

diadas, (BrdUrd »~7).

Las frecuencias de células en los cuatro perfodos
del ciclo celular se cuantificéd a las 0, 12, 24 y
48 horas, después de finalizada la irradiacion de
rafces tratadas con BrdUrd, durante 36 horas. Otros

detalles se indican en la leyenda de la figura 12.
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5. DETECCION DEL MOMENTO EN G, EN QUE SE EXPRESA LA FUNCION

=
-
o
w
v

RESPONSABLE DEL INICIO DE LA

El objetivo de esta etapa fue precisar el mo-
mento, dentro de G2’ en que se expresa la funcidn que per
mite la progresidn de las células por este perfodo y su

entrada en mitosis.

E]l andlisis de esta etapa del ciclo en parti-
cular es interesante porque existen numerosas evidencias
experimentales gue demuestran que la progresién de las cé
lulas a través del perfodo G2 depenae del proceso de
transcripcién vy traduccién de la informacion genética
(Gonzidlez-Ferndandez y col., 1970; Giménez-Martin vy col.,
1971; Yanishevky y Stein, 1981; Hochhauser y col., 1981).
AsT, se ha demostrado que durante el primer tercio de Qz
existe un momento en quea‘hEXTQ'sfntesis de protefnas in-
dispensables para que las cé&lulas puedan iniciar la mito-

sis (Gonzidlez-Ferndndez y col., 1974).

Por otra parte, se ha demostrado que la dura-
cién del perfodo G2 depende de la presencia de factores,
probablemente proteicos, que actiian como control positive

(inductor) vy negative (represor). ‘Ambos tipos de facto-

|
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res son sintetizados por la propia célula (De la Torre y

Giménez-Martin, 1977).

Los resultados obtenidos en los experimentos
realizados en células vegetales asincrénicas,anteriormen-
te proesentadosysugieren la existencia en G2 de un punto
de control o de transicidon regulado genéticamente. Sin em
bargo, estos resultados no dan cuenta sobre el momento de

G2 en que se expresa esta funcidn.

Considerando que la irradiacién con luz de 300-
400 nm,de un genoma unifilarmente bromosustituido, altera
la expresién de todos aquellos genes que deben ser trans-
critos después de la irradiacién, serfa posible detectar,
con bastante aproximacidén,el momento en que se expresa
una funcidén génica que regula una etapa particular del ci
clo. Esto se puede lograr utilizando una serie experi-
mental en que la variable es el momento en que se efectia
la irradiacidn, evaluidndose el efecto de éstas sobre la
capacidad de las células para alcanzar una fase particu-

lar del ciclo, como seria en el presente estudio la mi-

tosis.

En este caso, la irradiacidon afectara 1la en-

trada en mitosis en todos aquellos casos en que ella sea
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efectuada antes del momento en que se expres? el sector
del genoma involucrado en el inicio de esta etapa del ci-
clo. El punto de transicidn corresponderd a |a irradia
cién efectuada en un intervalo limite que no afecte la en
trada en mitosis. Teniendo en cuenta este ra;onamiento,
se desarrolld el esquema experimental que se resume en la

figura 14.

Bulbos cultivados por 48 horas se incubafron

en una solucidn de cafeina 5 mM, durante una hora. Con es
X

te tratamiento, se selecciona una poblacidn de células me
ristemdticas naturalmente sincrénicas,.las que quedan mafy
cadas como células binucleadas. Debido a que la cafeina
inhibe la formacién del fragmoplasto o tabique intercelu-
lar, quedan como células binucleadas aquellas células que

durante el tratamiento transcurren por telofase (alrede-

dor de 3.5% del total de la poblacién meristeqética).

T

Dentro de la poblacidn de células binucleadas

se distinguen dos subpoblaciones, J%gﬁgméﬂ%ornesppnde al

202 del total de células binucleadas vy q%g pr?senta un ci
t : :

clo celular mds corto (rdpidas, con una inteffase de 23
it

horas a 15°C) y otra, que corresponde al:60% de la pobla-
cién binucleada y cuya interfase tiene una duracidn pro-

LS

medio de 26 horas. (Génzalez-Ferndndez y De la Torre 1979).

r




Fig.

14

Esgquema experimental disefiado para estudiar el

[

)

efecto de la irradiacidn sobre la entrada en mito-

sis de una poblacidn de células binucleadas

con DNA, unifilarmente bromosustituido.

Las barras representan la duracidn relativa de las
distintas etapas del ciclo (G], S, 6, v M} en 1las
células binucleadas mds rdpidas (barra superior) vy
en el promedio de la poblacidn binucleada (barra
iﬁferior). Ambas poblaciones corresponden al 20 vy

60% del total de células binucleadas respectivamen-

te.

La escala de tiempo seﬁa]a las horas transcurri-
das después de formada la poblacién de células bi-
nucleadas, tras un tratamiento con una solucidn de
cafeina 5 mM, durante 1! hora. En estos experimen-
tos se considera tiempo 0 el momento en el que se

suspende la incubacidn en cafefna.

A

= = - -

La barra conzrayasrepresenta la duracién del trata-
miento con BrdUrd. Las flechas sefialan los momen-
tos en que se efectdan las distintas irradiaciones.
Asi, cada flecha corresponde a un experimento en
particular, en el que sélo se ha cambiado el momen-
to iacidén.
S

en que se ha, efectuado
LA S ] S VO E T

5, uado,la
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rra
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Ambas subpoblaciones <constituyen nuestro ma-

terial de estudio.

Seis horas después de finalizado el tratamien
to con cafeina (inicio de S), algunos bulbos fueron incu-
bados en solucidn de bromosustitucidén, durante 12 horas.
Con este tratamiento se cubre casi todo el pérfodo S de
las células binucleadas mas rapidas y aproximadamente el
75% del periodo S en el promedio de las células binuclea-
das. De esta manera queda sin bromosustituirse el DNA
que replica en el dltimo quinto de S, que en este mate-
rial corresponde a las regiones centroméricas y teloméri-
cas de los cromosomas (Fussel, 1972, 1975; Schvartzman y
Diez, 1977). Otros bulbos se mantuvieron en agua por

igual tiempo (controles).

Posteriormente, alqunos bulbos controles vy
otros tratados con BrdUrd fueron irradiados en distintos,
intervalos después de suspendido el tratamiento con BrdUrd
(Fig. 14). Para nuestros fines, se consideré hora 0 el

momento en que se suspendi6é el tratamiento con cafeina.

En cada uno de estos experimentos, se analizé

la frecuencia de células en mitosis (células binucleadas
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en mitosis, Fig. 15). Para este efecto, se fijaron tres
o cuatro raices por bulbo, cada dos horas, entre las ho-
ras 23 y 33. Las raices fueron tefiidas con orceina acé-

tica.

La figura 16 resume los resultados de este ex
perimento. Se observa que, la irradiacidén o lé bromosus-
titucién efectuadas independientemente, no alteran signi-
ficativamente la curva de entrada en mitosis de las célu-
las binucleadas. Sin embargo, cuando la irradiacidn se
efectud en células bromosustituidas entre las horas 18 vy
21, lo que corresponde al primer tercio de GZ' se bloquea
totalmente la entrada de las células binucleadas en mito-
sis. Irradiaciones efectuadas en intervalos posteriores
(hora 22 en adelante) provocan un bloqueo parcial en la
entrada de células binucleadas en mitosis. No obstante,
las ondas de mitosis son cuantitativamente diferentes, de
pendiendo del intervalo en que se llevé a cabo la irradia
cién. De esta manera, cuando las irradiaciones se reali-
zaron entre las horas 22 y 23, sélo una pequefia fraccidn
de células binucleadas fue capaz de iniciar la mitosis,
(10 y 20% respectivamente) . Probablemente, estas células
corresponden a la fraccion de células binucleadas mas ra-

pidas que habrfan expresado la funcién necesaria para ini

—

ciar la mitosis antes de la hora 22. Por el contrario,
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Células meristematicas binucleadas en distintas e-

tapas de la mitosis, tefiidas con orceina acética.

Las células binucleadas se obtienen por un trata-
miento de las rafces con una solucién de cafefna 5
mM, durante 1 hora. Estas células inician el ciclo
celular en forma sincrénica entrando en mitosis 23
horas después de finalizado el tratamiento con ca-

feina, cuando son cultivadas a 15°C.

1: célula binucleada en interfase; 2 y 3: profase;
4: prometafase; 5: metafase; 6 y 7: anafase; 8 v 9:

telofase; 10: citocinesis (450 X).
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el promedio de la poblacién de células binucleadas adn no
habfa expresado esta funcién, quedando bloqueadas en G2

por efecto de la irradiacidn.

Las irradiaciones efectuadas a partir de la
hora 24 no modifican significativamente la onda de entra-
da de células binucleadas en mitosis. En estercaso, lla-
ma la atencidn que la onda de mitosis estd mas circunscri
ta en el tiempo (ver recuadro Br-St<4 25 h, Fig. 16).0tra
observacidén interesante es que la onda de mitosis esta
constituida fundamentalmente por células en profase, exis
tiendo muy pocas células en otras etapas de la mitosis.

Este hecho serad analizado mas adelante.

Estos resultados permiten localizar en la mi-
tad del periodo 62 una funcién de la que depende la pro-
gresién de las células a través de GZ’ tanto para la po-
blacién binucleada mas rapida (hora 22) como para el pro-
medio de células binucleadas (hora 24). Sin embargo, es-
te resultado no concuerda con un punto de transicién pues
to en evidencia en este mismo tipo celular por Gonzdlez-
Ferniandez y col. (1974), mediante el uso de inhibidores
de la sintesis de proteinas. Estos autores han demostra-

do claramente que a la hora 19 del ciclo de las células




Fig.

16:

Efecto de la irradiacidon sobre la entrada en mito-

sis de células binucleadas con DNA unifilarmente

bromosustituido.

Los tres recuadros superiores muestran las frecuen-
cias de células binucleadas en mitosis (bimitosis)
en meristemas no tratados (control), en meristemas
no tratados e irradiados a la hora 19 (control ~ 18
horas) y en meristemas incubados en solucién de bro
mosustitucién, durante todo el perfodo S (Br-St).
Los recuadros restantes corresponden a experimentos
efectuados en células binucleadas bromosustituidas
e irradiadas a distintos intervalos de tiempo des-
pués del tratamiento con BrdUrd (Br-St < h), de

acuerdo al esquema experimental de la figura 14,
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binucleadas (final de S y comienzo de GZ) hay sintesis
de proteina(s) necesaria(s) para que las células puedan
iniciar la mitosis. Esta discrepancia temporal puede ser

producto de la bromosustitucién del genoma.

EFECTO DE LA BROMOSUSTITUCION SOBRE LA SINTESIS DE PRO-

TEINAS RESPONSABLES DEL INICIO DE L MITOSIS

Con el objeto de estudiar la discrepancia cro
nolégica entre el momento en que se expresa el(los) gen
(es) responsable(s) del inicio de la mitosis (ver Fig 16)
con el punto de transicidén evidenciado con inhibidores de
la sintesis de proteinas por Gonzdlez-Ferndndez vy col.,
(1974), se desarrollé el esquema experimental que se re-

sume en la figura 17.

Bulbos cultivados por 48 horas, fueron incu-
bados en una solucidén de cafeina 5 mM, durante una hora.
Seis horas después fueron incubados con solucién de bro -
mosustitucién, durante 12 horas. Inmediatamente después,
y a distintos intervalos (18, 20, 22, 24, 26 horas de
formadas las células binucleadas), se iniciaron tratamien

tos continuos con una solucidn acuosa de anisomicina 4
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Esquema experimental disefado para estudiar el

efecto de la bromosustitucidn sobre el momento en

&

que hay sintesis de protelnas responsables del pun-

to de transicion en G2.

Las barras representan la duracidn relativa de las
distintas etapas del ciclo (GI’ S, G, v M) en 1las
células binucleadas mas rapidas (barra superior) vy
en el promedio de la poblacién binucleada (barra

inferior).

La escala de tiempo sefiala las horas transcurridas
después de formadas las células binucleadas tras un
tratamiento <con una solucidn de cafefna 5 mM, du-
rante 1 hora. En estos experimentos se considera
tiempo 0 el momento en que se suspende fa incuba-

cién en cafeina.

La barra de rayas representa la duracidn del trata-
miento con BrdUrd. Las flechas horizontales re-
presentan distintos tratamientos continuos con una

solucidn de anisomicina 4 uM.
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uM. En cada uno de estos experimentos se e§tudi6 ia fre-
cuencia de células binucleadas en mitosis. Para este efec
to cada 2 horas se fijaron 3-4 raices por 5‘bulbo, entre
las horas 23 y 33. Se considerd tiempo O §l momento en
el que se suspendidé el tratamiento con caféfna. Se uti-
1iz6 como coptrol una poblacién de células Pinucleadas no

#

tratadas con BrdUrd e ipcupadas con anisomicina en los

mismos tiempos indicados en la figura 17.

La figura 18 resume los resultados del trata-
miento con anisomicina en células binucleadas control (no
bromosustitufdas). Se onerva que la anisopfcina bloquea
totalmente el inicio de la mitosis sdlo cuando el trata-
miento se inicia a la hora 18 (final de § tanto en la po-
blacién binucleada mas rdapida como para el promedio). Tra
tamientos realizados a partir de la hora 20 (después del
primer cuarto de G2 para la poblacion de células binuclea
das mds rapidas) no alteran el inicio de la mitosis. Es=
tos resultados permiten localizar un perfoqo de sintesis
de proteinas“entre la hora 18 y 19 deSpuéside formadas
las células binucleadasn(G2 tempranoc para la poblacidn de
células binucleadas mds rdpidas y S tardio para el prome-
dio de la poblacién binucleada}. Estos da;os concuerdan
con los obtenidos en este mismo material por Gonzdlez-Fer

nandez y col. (197%).



Efecto de anisomicina sobre la progresidn de célu-

las binucleadas a través del perfodo G,.

El experimento se realizé de acuerdo al esquema de
la figura 19, pero se omitié el tratamiento con

BrdUrd.

Cada curva representa la frecuencia de células en
mitosis {bimitosis), a distintos intervalos de tiem

po después de formada la poblacidn binucleada.

El primer recuadro representa la curva de entrada

en mitosis en células controles {(no tratadas).

Los recuadros restantes corresponden a experimentos

que difieren exclusivamente en el momento en que se

inicié un tratamiento continuo con anisomicina, se-

giin el esquema experimental de la figura 17. El

tiempo de inicio del tratamiento con anisomicina se

seflala en la parte superior de cada recuadro.
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La figura 19 resume los resultados de este
mismo andlisis en células binucleadas bromosustitufdas.
Se observa que tratamientgs con anisomicina iniciados an--
tes de la hora 24 de formadas las células bjinucleadas,

bloquean el inicio de la mitosis.

Tratamientos iniciados.en Intervalos posterio
res no impiden el inficio de la mitosis. Esto§ resultados
permiten circunscribir el periodo de sintesis de protei-
nas necesarias para la progresidn por G, entre las horas
18 y 24 del ciclo. Este intervalo es mayor a] observado,

: .
en la poblacién de células binucleadas no bromosustitufl-

das y tratadas con anisomicina (Fig. 18).

Este hecho podrfa ser explicado por la forma-
cién de mensajeros andémalos antes que qomiencgn a funcio-
nar los mecanismos de reparacién del DNA. Una vez ini-
cfada la sTntesis de transcritos normales y ep ausencia

+
de anisomicina, se iniciaria la mitosis. Este razonamien
to explicarfa el mayor efecto de anisomicina en céluias
bromosustituidas, el inicio de la mitosis en el tiempo es
perado y la menor frecuencia de cé&lulas en mitosis en la

primera y después de ambos tratamientos (c?mparar Fig. 18¢

y Fig. 19¢).




Fig.

13

Efecto de anisomicina sobre la progresidén de célu-

las binucleadas con DNA unifilarmente bromosusti-

tuido a través del perfodo Gy .

Cada <curva representa la frecuencia de célufas en
mitosis (bimitosis), a distintos tiempos después de
formada 1a poblacién de células binucleadas. El prl
mer recuadro representa la curva de mitosis en cé-

lulas controles {(no tratadas).

Los recuadros restantes corresponden a experimentos
en células con DNA bromosustitufido sometidas a un
tratamiento continuo con anisomicina segiin el esque
ma experimental de la figura 17. El tiempo de ini-
cio del tratamiento con anisomicina se sefiala en la

parte superior de cada recuadro.



Control BrA18h »
6
4
27
¥ A
% |  BrA20hs Br-A 22h»
= 6
E
= 4
& -
S ettt e 0
Br-A2.h» Br-A26 h+
67
A
e /\\
ﬁljllllei'l'nlllllf
23 27 3 23 27 31
Horas
Fig. 19

76.



17.

Por otra parte, estos resultados sugieren que
la progresion de células por G2 serfa dependiente de al
menos dos sucesos independientes, uno a nivel de trans-

cripcién y otro de traduccién.

DETECCION DE UN PUNTO DE CONTROL EN PROFASE RESPONSABLE

DE LA TRANSICION PROFASE-METAFASE

Un hecho que llamé la atencidén en los experi-
mentos referidos en 5., fue que en aquellos intervalos de
tiempo en que la irradiacién no bloqueaba el inicio de la
mitosis en células binucleadas con DNA bromosustituido
(ver Fig. 16, horas 25 y 26), las mitosis que se observa-

ban correspondian casi exclusivamente a células en profa-

se, tanto en la parte ascendente como en la descendente
de la curva de mitosis. Un resultado esperable
era que a una disminucidén de las células en profase si

guiera un incremento de células en metafase. La no apa-
ricion de células en metafase podria estar sugiriendo que
las células binucleadas en profase regresaran a interfase
por efecto de la irradiacidn cuando ésta se efectuaba al
comienzo de la profase (hora 24 y 25 del ciclo de estas

células). Esta posibilidad ha sido sugerida por Garcia-
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Herdugo y col. (197%4), mediante experimentos realizados
en células meristemdticas, en los que se ha utilizado un

inhibidor de la sintesis de proteinas administrado duran-’
¢

te el inicio de 1a profase. Tanto los resultados de Gar-
3

i
cfa-Herdugo como los presentados en esta tesis, sugeri-

<

rian la existencia de otro punto de control dqlsciclo ce-
&

lular ubicado en profase. Para investigar es%a posibili-

dad, se desarrollé el esquema experimental que se resume

n la figura 20.

*

D

k]

Bulbos cultivados por 48 horas fueron incuba-

dos en una solucidn de 5 mM de cafeina, durante una hora.
' @

Seis horas después algunos bulbos fueron incubados en so-
Vi g‘

&
l&;ién de bromosustitucién, durante 12 horas 'y otros se
v : !

t
¥

mantuvieron en agua por igual tiempo.

3

A la hora 24 de formadas las célylas binuclea

das, tiempo que corresponde aproximadamente al primer ter
335
cio de la profase, se inicid un tratamiento continuo- con

una solucién de colchicina 1073M. Una H%r? después, de ini
!g-!i-& G * ; -
ciado este tratamiento (hora 25) algunos de estos bulbos

&
¥

se irradiaron y luego se continudé su iq;ubacién en colchi
cina por el resto del experimento. A fip de analizar la

entrada en mitosis se fijaron tres a cuatro raices cada

i




Fig.

20:

Esquema experimental disefiado para estudiar el e-

fecto de la irradiacidén sobre la progresidn profa-

se~-metafase en células binucleadas con DNA unifi-

larmente bromosustituido.

En el grdfico se representa la duracidén relativa de
las distintas etapas del ciclo (GI' 5, G, ¥ M) en
las células binucleadas mis r&pidas (barra supe-
rior) y en el promedio de la poblacidn binucleada
(barra inferior). Ambas poblaciones corresponden

al 20 y 60% del total de las células binucleadas

respectivamente.

La escala de tiempo seffiala las horas transcurridas
después de formada la poblacién de cé&lulas binuclea
das, tras un tratamiento con una solucidn de cafei~

na 5 mM, durante 1 hora.

o

La barra cor'® rayas representa el tratamiento con
BrdUrd; la barra en negro representa el tratamiento

. = s . T St Ty
con una solucidn de colchicina -10_"Mz=% La flecha

T

vertical indica la hora en que se efectud la irra-
T

diacién.
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2 horas, entre las horas 23 y 33 de formadas las células
binucleadas. Se estudié independientemente la frecuencia
de <células en profase y en metafase. Los resultados de
este experimento se resumen en la figura 21, Se observa

en las tres situaciones controles (meristemas no trata-

dos, no tratados e Irradiados y s6lo bromosustituidos Fig.
21 A, By C respectivamente), que la frecuyencia de célu-
las en profase disminuye a partir de la hora 29 de forma-
das las células binucleadas. Observdndose ademds, des -
pués de la hora 25 que esta disminucion de células en pro
fase, se acompafia con un incremento correlativo en la frg
cuencia de células en metafase. Este hecho muestra clara
mente que las células en profase, como era de esperar, pa
san después de un tiempo a metafase. EI incremento pro;
gresivo en la frecuencia de células en metafase se debe

al efecto acumulador de la colchicina.

Efectuando este mismo andlisis en meristemas
bromosustituidos e irradiados a la hora 25, aproximadamen
te después de transcurrido el primer tercio de la profase
(Fig. 21, D), se observé que la frecuencia de células
en profase disminuye en funcidon del tiempo, sin observar-
se un incremento concomitante en la frecuyencia de células
en metafase. Ademds hay una clara caida en la frecuencia

de células en mitosis. Estos resultados sugieren que la
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Fig.

21:

Efecto de la lrradiacidn sobre la progresidn praofa-

se-metafase en células binucleadas <con DNA unifi-

larmente bromosustituido.

u

Frecuencias de células binucleadas en mitosis
(&—4A); profase (@—@); metafase (O—0O), en }neristg
mas no tratados (control), no tratados e irradiados

(control «°), tratados con BrdUrd (BrdUrd) y trata-

dos con BrdUrd e irradiados (8rdUrd « ).

Las horas indicadas en la abscisa corresponden al
tiempo transcurrido desde la formacidn de las célu-
las .binucleadas, tras un tratamiento con cafeina 5

mM, durante 1 hora.

E 4
L 3

"
ra




Frecuencia bimitosis

0.41 Control ) Control ¥
0_2_ /\‘g /
A B
'{,'—-* T T L] T l!._l L i T L
0.4 BrdUrd BrdUrd ¢
" ﬁ
., C| D
25 27 29 31 33 25 27 29 31 33
Horas
Fig. 21

81.




82.

irradiacién de «células con DNA bromosustituido bloquean
el translto profase-metafase y afectaria la mantencidn

del estado profasico.

A fin de ver si este mismo fendémeno se produ-
cia en una poblacién de células meristemdticas asincrdni-
cas se desarrollé el esquema experimental que se resume

en la figura 22.

Bulbos cultivados por 48 horas, se incubaron
en solucidn de bromosustitucidén, durante 24 horas, a fin
de obtener una poblacién de células con DNA unifilarmente
bromosustituido. Bulbos controles fueron mantenidos en
agua por igual perfodo de tiempo. Seis horas después de
finalizado el tratamiento con BrdUrd (tiempo suficiente
para que lleguen al inicio de la mitosis las células que
finalizaron el periodo replicativo en forma simultdnea
al término del tratamiento con BrdUrd) los bulbos fueron
incubados por el resto del experimento en una solucién de
colchicina 10-3M. Una hora después de iniciado este tra
tamiento, algunos bulbos controles y otros tratados 'con
BrdUrd fueron irradiados en la forma habitual. A fin de

estudiar la frecuencia de células en las distintas etapas

de la mitosis, se fijaron tres a cuatro rafces por bulbo
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Fig. 22: Esquema experimental disehado para estudiar el e-

fecto de la irradiacidén sobre la progresién profa-

se-metafase en células meristematicas mononucleadas

en crecimiento asincrénico y con DNA unifilarmente

bromosustituido.

La escala de tiempo sefala las horas a partir del
inicio del experimento. La barra de rayas represen-
ta la duracidén del tratamiento con BrdUrd y la ba-
rra en negro al tratamiento con una solucidn de col

3

chicina 10 °M. La flecha vertical sefala el momen-

to en que se efectud la irradiacidn.
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inmediatamente después de finalizada la irradiacidon y ca-

da dos horas por un perfodo total de 8 horas.

La figura 23 resume los resultados de este ex
perimento. Se observa, en las tres situaciones controles
(meristemas no tratados, no tratados e irradiados y sélo
bromosustituidos, Fig. 23, A, B y C respectivamente) que
la frecuencia de células en mitosis aumenta en relacion

al tiempo, manteniéndose constante la frecuencia de célu-

las en profase. En cambio la frecuencia de células en me
tafase, aumenta progresivamente en forma correlativa al
incremento de células en mitosis. EIl incremento de la

frecuencia de células en mitosis estad dado fundamentalmen

te por la acumulacidn de células en metafase por accidn
de la colchicina. El hecho que la frecuencia de <células
en profase se mantenga constante en el tiempo indicaria

que un ndmero similar de células entran y salen de profa-

se, y que las que finalizan esta etapa pasan a metafase.

Sin embargo, cuando se realizé este mismo ana
lisis en la poblacidén de células meristematicas que han
sido bromosustituidas e irradiadas (Fig. 23 D), se obser-
vé que la frecuencia de células en mitosis disminuye en

relacién al tiempo. Esta caida estd intimamente relacio-



Fig,

23

Efecto de la.irradiacién sobre la progresidn profa-

se-metafase en células mononucteadas con DNA unifi-

larmente bromosustituido.

Frecuencia de células en mitosis (A—m——‘)§ frecuen-
cia de cé&lulas en profase (@&—®), frecuencia de
células en metafase (0—0); en meristemas no tra-
tados (controles); no tratados e irradiados {(con-

trol /’); tratados con BrdUrd (BrdUrd) y tratados

con BrdUrd e irradiados (BrdUrd ).

Las horas sefialadas en la abscisa corresponden al
tiempo transcurrido desde el inicio del tratamiento

con colchicina IO_BH.
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nada con una disminucién en la frecuencia de células en
profase; curiosamente esta calda no va acompafiada de un
incremento correlativo en la frecuencia de células en me-
tafase, siendo este resultado similar a lo observado en
células meristematicas sincrénicas (comparar Figs. 21 Dy

23 D).

Los resultados obtenidos, tanto en células me
ristemdticas sincrénicas como en células asincrénicas, su
gieren la existencia de un punto de transicidn en profase
controlado genéticamente. Esta funcidon génica, al pare-
cer, estarfa regulando por una parte el transito profase-
metafase y por otra, la mantencidén del estado profédsico.
Sin embargo, con estos resultados no podemos decir que se
trata de la expresidn de una funcidn génica que controla
estos dos eventos o si son dos funciones que se estan ex-

presando en forma simulténea.
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8. DETECCION EN EL PERIODO REPLICATIVO DE LA FRACCION DEL

DNA RESPONSABLE DE LA PROGRESION DE LAS CELULAS A TRAVES

DEL PERIODO G

2

Una vez caracterizado el punto de control o]
transicidén en GZ’ interesé determinar el momento en que -~
replica el sector del genoma implicado en dicha transi_

cidn,

La replicacién del DNA en los organismos eu-
caridticos es un proceso que ocurre por segmentos discre-
tos llamados replicones (Cairns, 1966; Mueller y Kajiwara,
1966; Painter y Schaeffer, 1971}). La replicacidén de es-
tos segmentos tiene un orden temporal dentro del perfodo
%,que se mantiene inalterado en ciclios replicativos suce-
sivos (Mueller y Kajliwara, 1966; Brown -y Will, 1969; Bos-
tock y Prescott, 1971; Stanbrook, 1974; Tapiero y col.,

1974; Adeqgoke y Taylor, 1977).

Considerando estos antecedentes seria facti-

3
bie obtener poblaciones celulares que presentan bromosus-
tituido sélo una fraccidén de su genoma. Esto es posible

mediante el tratamiento con BrdiUrd de una poblacién de

células sincrdnicas durante intervalos discretos del pe-
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rfodo replicativo (Kajiwara y Mueller, 1964; Mueller y Ka
jiwara, 19663 Chang y Baserga, 1977; De la TJorre vy Gonzd

lez-Ferndandez, 1979; 0'Brien, 1980).

Mediante la irradiacién con luz de 300~400 nm
de longitud de onda de cé&lulas con distintos segmentos de
su DNA bromosustituido, es posible dadar difeéencialmente

i
distintos sectores del genoma. El andlisis d% la entrada
a mitosis de las células sometidas a bromosuétitucién e
irradiacidn permitirfa asi identificar dentroadel periodo
replicativo el momento en que duplica el sectqr del geno-
ma responsable de la regulacidén del tridnsito de las célu-

4

las por GZ‘

Teniendo en cuenta esta racional se desarro -

116 el esquema experimental de la figura 2k,

H
: 1

Bulbos cultivados por 48 horas se incubaron

en una solucidén de cafeina 5 mM por espacio de una hotga.

Seis horas después de formadas las células b?nug}eadas,

(inicio de S) grupos de bulbos fueron Iratqdés ;SL solu-
cidon de bromosustitucidén por perfiodos secuencTaﬁe% de dos
horas de duracién. El primer tratamiento se inicid a la

hora 6 y el Gltimo finalizd a la hora 22, despues de for-



)

Fig. 24k: Esquema experimental disefiado para analizar el e-

fecto de la irradiacidn sobre la entrada en mitosis

de una poblacién de <cé&lulas binucleadas unifilar-

mente bromosustituidas en distintos segmentos de su

DNA.

et

En el gr&fico se representa la duracidn relativa de
las distintas etapas del ciclo (Gl’ S, Gy ¥ M) en
las células binucleadas mas rapidas (barra supe-

rior) y en el promedio de la poblacidn binucleada

(barra inferior).

La escala de tiempo sefiala las horas transcurridas
después de formadas las células binucleadas tras un

tratamiento con cafeina 5 mM, durante 1 hora.

ad

Las barras de rayas representan la extensién y cro-
nologia de los distintos tratamientos con Brdird.
Las flechas ve}ticales indican los tiempos en gue
se efectuaron 1las irradiaciones para cada experi-

mento.
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madas Jlas células binucleadas. De esta manera se obtie-
kS
nen B tipos de células binucleadas, que difieren dnica-
H

mente en la porcidn de su genoma bromosustituido. Finali-
: .
zado el tratamiento con BrdUrd se continud e]!cu]tivo de
los bulbos en agua hasta el momento de la irradia -
cién. Los bulbos controles se mantienen en agya por un ’
tiempo equivalente al tr?tamiento con BrdUrd. Los bulbos
bromosustitufdos entre las horas 6-8, 8-10, 1012, IZ*IH.J
14-16, 16-18 fueron irradiados durante 20 minutos a la ho
ra 18, mientras que los bulbos bromosustitufdo§ en los in
tervalos 18-20 y 20-22 fueron irradiados a las horas 20 y
22, respectivamente. Posteriormente, se fijar?n y tife-
ron con orcefna acética 3 a I rafces por bulbo cada dos
horas entre las horas 23 y 33 después de formadas las cé&
lulas binucleadas. Se determiné la frecuencia de células

¥ &+ .

en mitosis en cada una de las condiciones experimentales.

.

Los resultados de este experimento se resumen en la figu-

ra 25. ¢

Se puede observar que la entrada en mitosis

se bloquea cuando la irradiacién se ha efectuado sobre cé

¥

v

lulas en que se ha bromosustituido los segmentos de § de-
) -

signados como Sh ¥ S5 (bromosustituidos entre las 13-1%’




Fig.

25:

Efecto de la irradiacidén sobre la entrada en mito-

sis de células binucleadas, que han sido unifilar-

mente bromosustitufidas sélo en segmentos de su DNA.

El recuadro superior izquierdo muestra la frecuen-
cia de células binucleadas en mitosis en una pobla-
cidn control.

A

Los restantes. recuadros corresponden a poblaciones
binucleadas bromosustituidas en disfintos momentos
de la interfase: S] {6-8 hrs.); 52 (8-10 hrs.); 53
(10-12 hrs.); s, (12-1k4 hrs.}; Sg (14-16 hrs.); S¢

(16-18 hrs.); S, (18-20 hrs.); Sg (20-22 hrs.). En

7
la parte superior de cada recuadro se Seffala segmen

to de S bromosustituido y el tiempo en que se efec-

tudé la irradiacién.
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!" 4{'
y 1%-16 horas respectivamente). El tratamiento con BrdUrd

durante otros intervalos del periodo S modifica la fre-
cuencia de células en mitosis pero no impide el inicio de

esta etapa del ciclo celular.

Estos resultados muestran que el DNA que se
duplica entre las horas 12 vy 16 después de formadas las
células binucleadas (perfodo replicativo medio}, corres-
ponde a la zona del genoma relacionada con el punto de
transicién que permite la progresidn de las células por
G,. Es decir, en este intgrvalo replica(n) el (los) gen

(es) involucrado(s) en la regulacién del trdnsito por el

periodo G} e inicio de la mitosis.
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DI SCUSION

Uno de los objetivos de la presente tesis ha
sido detectar eventos especificos del ciclo celular que de-
penden de la expresion de determinados sectores del DNA. Con
este fin, se utilizé como metodologia de andlisis el efecto
mutagénico de la luz de 300-400 nm sobre genomas con DNA

bromosustituido.

El fundamento de este andlisis se basa en la
hipotesis que postula que la irradiacidon altera la ex-
presién de todos aquellos genes cuyo DNA ha sido bromosusti-

tufdo por aparicidn de RNA mensajeros con modificaciones en

sus secuencias nucleotidicas. La traduccidén de estos mensa-
jeros produciria proteinas cuya capacidad funcional estarTa
total o parcialmente alterada. La bromosustitucidén e irra-

diacién de genes involucrados en la regulacidn del ciclo ce-
lular ocasionarfa un bloqueo de las células en aquellas eta-
pas del ciclo en que el producto de estos genes sea requeri-

do.
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En una primera etapa de esta tesis se desarro
llaron experimentos cuya finalidad fue estudiar el efecto de
la bromosustitucidn e irradiacidn sobre el crecimiento radi-
cular y establecer un posible vinculo con la actividad pro-
liferativa a nivel meristematico. En una segunda etapa, el
estudio se centrdé fundamentalmente en identificar eventos
del <ciclo celular dependientes de la expresién de genes que
actuarian controlando la progresion de las células por el
ciclo proliferativo, tanto en células meristemdticas sincré-
nicas como asincrénicas. Por Gltimo se efectuaron experimen
tos con el objetivo de identificar, dentro del perfodo S del
ciclo proliferativo, el momento en que replican los sectores

del DNA cuya expresidn se requiere para la division celular.

CRECIMIENTO RADICULAR

Los resultados obtenidos en el primer grupo
de experimentos muestran que la bromosustitucién del DNA de
las células meristemdticas inhibe el crecimiento radicular
en forma proporcional a la duracién del tratamiento con el
andlogo. Este efecto es incrementado significativamente por
irradiacidédn de las rafces con luz de 300-400 nm. Es necesa-

rio tener en cuenta que en el crecimiento radicular partici-




pan dos componentes, proliferacién celular en la zona meris-
temdtica y elongacidn celular en la zona de diferenciacidn.
De esta manera la inhibicidén del crecimiento radiculér puede
deberse a un efecto directo del tratamiento sobre la activi-
dad proliferativa a nivel meristemitico, o bien a un tras-
torno en el proceso de elongacidn celular que ocurre en la
zona de diferenciacidén de la rafz, o a una combinacidn de am
bos efectos. De hecho, existen evidencias experimentales en
células animales que sugieren que la incorporacidn de) andlo
go al genoma provoca inhibicidn de la diferenciacidn (Bis-
choff y Holtzer, 1970; Goz, 1978; Colleta y col., 1979). Al
respecto, debe considerarse que la BrdUrd se incorpora duran
te la replicacidn del DNA. Este proceso ocurre principalmen
te durante el periodo S del ciclo celular en las células me-
ristemdticas. Sin embargo, las células que han infciado el
proceso de elongacidén pueden replicar su DNA sin posterior
divisidén celular. Por lo tanto, estas células también pue-
den incorporar BrdUrd. En consecuencia, la irradiacidén de
las rafces tratadas con BrdUrd puede, por una parte, afectar
la actividad proliferativa a nivel meristemitico y por otra,
ocasionar alteraciones en el proceso de diferenciacidn celu-
lar que se Inicia en la zona de elongacidn de la rafz. En
esta tesis se estudid el componente proliferativo del creFi-

miento radicular.
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Los estudios citoldgicos de la regidn meris-
tematica bromosustituida demostraron una cafda significativa
en la actividad mitdtica, sugiriendo que la inhibicidn del
crecimiento radicular podria deberse en parte a una disminu=-

cién de la actividad proliferativa en el meristema.

La cafda en la actividad mitética ocasionada
por la irradiacién resultd ser proporcional a la duracidn
del tratamiento con BrdUrd. Este hecho probablemente se re-
laciona con el nimero de células que presentan DNA nuclear
totalmente bromosustituido en una de sus hebras. De esta ma-
nera, tratamientos que producen del orden de 47 y 90% de pé—
lulas con todo su DNA unifilarmente bromosustituido, inhibie

ron casi totalmente la actividad mitdtica a nivel meristemad-

tico, sin observarse recuperacién adn 48 horas después de
efectuada la irradiacién. Por el contrario, la caida de la
frecuencia de células en mitosis, producida por la irradia-
cién de raices que fueron sometidas a un tratamiento corto

con el BrdUrd (12 horas), es transitorio, pues la frecuencia
de células en mitosis alcanza una cifra equivalente al de
los controles después de 24 horas de terminada la irradia-
cién. Esta recuperacidn podria deberse a una disminucidn del
nimero de células meristemdaticas con DNA bromosustituido co-

mo resultado del paso de estas células a la zona de diferen-
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ciacién. Concomitantemente, células no bromosustituidas,
que bhan i{niciado su actividad proliferativa despuéds de la
irradiacién en el centro quiescente, pasarfan al meristema

(Lépez~Sdez y col., 1975; Torrey y Felman, 1977).

Considerando que no se observan alteraciones
morfolégicas de ias ralces, tanto a nivel macro como micros-
cépico, la inhibicién de la actividad mitStica producida por
la irradiacidén de meristemas portadores de células con DNA
bromosustitufdo, serfa consecuencia de un bloqueo tr;nsito-

rio de las células en algin punto de la interfase.

El andlisis de 1la frecuencia de células en
las distintas etapas de la interfase,realizada después del
tratamijento mids largo con BrdUrd (36 horas), muestra clara-
mente que la caida en la actividad mitdtica producida por la
irradiacién serfa fundamentalmente consecuencia de la acumu-
lacidn de células en los periodos G, v G, de la interfase.
La acumulacién en G1 y en G, estaria sugiriendo la existen-
cia, al menos, de dos puntos de control en la interfase de

tas células meristemdaticas.

Existen numercsas evidencias experimentales,
tanto en plantas {Brunori y Ancora, 1968; Bryan, 1969; Van't
Hof y Kovacs, 1973; Evans y Van't Hof, 1974: Rost, 1977;

4

Evans y col., 1979; Sans y De la JYorre, 1979; Sans .y col
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1980) como en células animales (Epifanova y Terskikh, 1969;
Gelfant y Smith, 1972; Baserga, 1976, 1985; Prescott, 1976;
Pardee y col., 1978; Hochhauser y col., 1981; Lloyd vy col.
1982) que demuestran que la actividad proliferativa puede

ser bloqueada por diversos agentes, en G1 y/o en G2.

La existencia de dos etapas preferenciales
del ciclo celular,en las que se puede detener la actividad

proliferativa, ha dado origen a la hipdtesis de los dos pun-

tos principales de control del ciclo celular (uno en G1 Y
otro en Gz), elaborada en plantas por Van't Hof y Kovacs
(1973). Por su parte, Sans y De la Torre (1979) y Sans y

col., (1980),han comprobado en blastemas radiculares de bul-

bos de Allium cepa L. en dormancia, que el 70% de las célu-

las que ocupan la zona meristemdtica se encuentran detenidas
en G1 (GO) y el 30% restante en G2 (GO,Z)' Este hecho su-
giere que estas células poseen al menos dos puntos de con-

trol de la actividad proliferativa, apoyando la hipdtesis de

Van't Hof y Kovacs.

CONTROL GENETICO EN G,

Como se indicd anteriormente, la irradiacién

de células meristematicas con DNA unifilarmente bromosusti-
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tuido ocasiona una acumulacidén de células en G]. Este hecho
sugiere que en esta etapa del ciclo se producen eventos sus-
ceptibles al tratamiento con BrdUrd e irradiacién, que son

necesarios para cue las c¢élulas puedan iniciar la replica-

cidn del DNA.

Curiosamente, esta acumulacidn de células en
31 no se debe a un bloqueo total de las células en esta eta-
pa del ciclo, puesto que se observan células en S. Este he-
cho puede deberse a que la irradiacién no mutage;izarfa to-
das las células bromosustituidas, de tal manera”dué aqiellas
células no alteradas podrian proseguir hacia S. También pue
de postularse que la mutacidn ocasionarfTa sdlo una disminu-
cldn en la actividad y/o en la sintesis de la{s) protefna(s}
rESponsabje(s) del punto de transicién. En este caso, las
células pueden .quedar transitoriamente bloqueadas en G, has-
ta que se acumule la cantidad de proteina reguladora ne-
cesaria para disparar la replicacién del DNA nuclear. Trans-

currido un tiempo, estas células podrian iniciar la replica-

cidn de su genoma. a una velocidad igual o mayor a la normal

E!l perfodo G, es una etapa importante del ci-

1
¢lo celular en la mayor parte de las células eucariontes,
puesto que en ella ocurren sucesos que hacen posible el inl-

cio y la total replicacidn del DNA. Asi por ejemplo, se ha

Pars
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comprobado que el inicio de la replicacién del DNA es depen-

diente de la sintesis de RNA y proteinas durante G], tanto
en células animales (Prescott, 1976; Pardee vy <col., 1978;
Hochhauser y col., 1981; Lloyd y col., 1982) como en células
vegetales (Giménez-Martin y col., 1977, 1932). M&s adn, ex-

perimentos de transplante de nicleos (Gurdon, 19683) y fusién
de células de mamiferos (Rao y Johnson, 1970, 1974; Rao y
Sunkara, 1978; Hochhauser y col., 1981) sugieren que el ini-
cio del perfodo S serfa dependiente de un factor citoplasma-
tico que se acumula a lo largo de G].
Al respecto, estudios realizados en células

meristemdticas plurinucleadas (tetranucleadas) de Allium ce-

pa L. obtenidas por la inhibicién de dos citocinesis sucesi-
vas con cafeina, sugieren que la replicacién del DNA depende
de un factor citoplasmatico. En efecto, la fase G, de estas
células es similar o ligeramente mas corto que la de células
mononucleadas y la replicacién del DNA se inicia sincrénica-
mente en todos los nicleos. Sin embargo, aguellos nicleos
que estan rodeados por una mayor cantidad de citoplasma (nd-
cleos ubicados en los extremos de la célula) demoran consi-
derablemente menos tiempo en replicar su DNA que los nicleos
que estan rodeados por menor cantidad de citoplasma (ndcleos

mds centrales) [Gonzélez-Fernéndez y col., 1971; Giménes-Mar
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tin y De la Torre, 1977; Giménez-Martin y col., 1981J. M3s
aliin, Gonzadlez-Ferndndez y col. (1974) han demostrado, en cé-
lulas meristemdticas binucleadas, que el inicio de la repli-
cacién depende de la sintesis de proteinas durante el perfo-
do Gl' Sin embargo, una vez iniciada la replicacién puede
continuar en ausencia de sintesis de proteinas (Garcfa-Herdi

go y col., 1977; Moreno y col., 1982).

Por otra parte, se ha visto en este mismo
sistema de células vegetales que la inhibicién de la trans-
cripcidén durante el periodo G1 temprano produce un retraso
en el inicio de la replicacién del DNA nuclear, equivalente
a la duracidon del tratamiento con el inhibidor (Selman 1981;
Giménez-Martin y col., 1981). Estos autores han sugerido
que en G] temprano se transcribirfan uno o mds RNA(s) mensa-
jero(s) que se traducirfa(n) en el G, tardio, gatillando el

1

inicio de la replicacidn.

Evidencias directas de la existencia de pro-
tefnas reguladoras del ciclo proliferativo en el perfodo G,
se han publicado en los dGltimos afos. Asfi, Rossow Yy col.,
(1979) postulan la existencia de wuna proteina (R) de vida

media corta (2-3 horas), en células 373 y A-31, cuya sinte-

sis durante el perfodo G1 es necesaria para la progresidon de
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las células hacia el perfodo S. Recientemente, Popolo y Al-

bergina, (1984) han encontrado en Saccharomices cerevisiae

una proteina (PM 100.000) de vida media corta que se acumu-
la durante G‘ Yy que alcanza un nivel critico hacia el final

de esta etapa, desencadenando la replicacion del DNA nuclear.

Por otra parte, se ha aislado una gran varie-
dad de mutantes que detienen su actividad proliferativa en
G1 (Sheinin, 1980). En muchos casos el andlisis de comple-
mentacién ha permitido determinar la existencia de un ndmero
discreto de pasos necesarios para la progresién de las célu-
las a través de G1 (Howell, 1974; Hartwell, 1978: Liskay y

Prescott, 1978; Hochhauser y col., 1981).

Existen numerosos tipos celulares que no pre-

sentan Gl detectable. tanto en eucariontes unicelulares (A-

moeba proteus vy Physarun polycephalum) (Prescott, 1976: Ho-

chhauser y col., 1981; Lloyd, 1982), como en células euca-
ridticas en los primeros estadios del desarrollo de animales
superiores o en células en cultivo (Prescott, 1976). La de-
saparicidn del periodo G,y sin embargo, no presupone que las
funciones que en &l se realizan sean irrelevantes para la
célula, sino que pueden estar desplazadas en el ciclo, de

forma que se cumplan en otras etapas del ciclo proliferativo

(Liskay, 1978).
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Hace algunos afos se aisld una linea celular
mutante de Hamster Chino (Linea V79-8) que no presenta G,
(GI*) Liskay, 1977 . Rao y col. (1978), fusionaron esta
mutante (G‘-) con células Hela en G, v encontraron que se in
ducia a la sintesis de DNA en el nicleo de las células Hela.
Este hecho demuestra claramente que las células V79-8 tienen
un factor difusible que induce la sintesis de DNA y que no
es especie especifica. Este factor inductor de la replica-
ciéon se halla presente incluso en células V79-8 en mitosis,

sugiriendo que el gen que codifica esta proteina se expresa

en forma constitutiva.

Liskay y Prescott (1978) han aislado cinco
variantes de las <células V79-8 que presentan G] (G1+). En
estas mutantes se ha demostrado que el fenotipo Gl- estarfia
determinado por al menos cuatro grupos de complementacidn
Es evidente entonces, que la transicion G1'S estaria contro-
lada por la expresion de varias funciones génicas que en su
conjunto harian posible el transito de las células de G1 ha-

cia §S.

Los resultados presentados en esta tesis, Y
obtenidos en células asincronicas de meristemas radiculares
de cebolla, confirman la existencia de un mecanismo de regu-

lacién de la transicidn G‘-S, que depende de la presencia de
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productos génicos especificos durante G1 necesarios para el
inicio de la replicacidon del DNA. Sin embargo, estos resul-
tados no permiten precisar el ndimero de eventos dependientes

de la expresién de genes que controlan el inicio de S.

CONTROL GENETICO EN G,

Por otra parte, los resultados obtenidos en
células meristemadticas asincronicas muestran que la bromosus
titucidn produce ademas una ligera acumulacién de células en
GZ’ efecto que es incrementado significativamente por la
irradiacién. Estos resultados sugieren la existencia, en G,
de un suceso que depende de la expresion de uno o mas genes
necesarios para el inicio de la mitosis Como se sefiald
anteriormente, la existencia de células en G2 en meristemas

de Allium cepa L. en dormancia también sugiere la existencia

de un punto de control en GZ'

La detencidn de la actividad proliferativa en
G2 no es un hecho exclusivo de células vegetales, ya que tam
bién ha sido detectado en células animales (Gelfant, 1966;

Epifanova y Terskikh, 1969; Epifanova, 1377; Hochhauser,

1981) .
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Como vya se sefalo, durante el periodo GZ se
llevan a cabo eventos que hacen posible el inicio de la mi-
tosis. La transicién G,-M es compleja, puesto que la mito-

2

sis lleva implicito cambios estructurales bastante dramiti-
cos. Asfi, se observa un incremento en el grado de condensa-
cién de la cromatina, desaparicién del nucléolo, desensam-
blaje del citoesqueleto interfasico, ruptura de la envoltu-
ra nuclear, formacion del huso mitético, etc. (Albert y col,
1983). También se ha demostrado, en diferentes tipos celu-
lares, que el inicio de la mitosis requiere de la sintesis
de RNA y proteinas (Hochhauser y col., 1981; Giménez-Martin

y col., 1982).

Gonzdlez-Fernandez vy «col. (1974) han demos

trado, en células meristemdticas sincrénicas de Allium cepa

L.,que durante el perfodo G

, temprano hay sintesis de pro -

tefnas necesarias para el inicio de la mitosis. Este punto
de control en G2 ha sido estudiado también en células meris-
temdticas tetranucleadas (Giménez-Martin y De la Torre 1977;
Giménez-Martin y col., 1982). Los resultados sugieren que
el inicio de la mitosis estaria controlado por dos tipos de
factores, uno que actuaria como inductor y otro como repre-

sor.
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Rao y Johnson (1970, 1974) han demostrado,
mediante experimentos en los que fusionaron células en pe-
riodo G1 o en S con células en GZ' que el nidcleo G2 "espera'
a los niGcleos mas rezagados para entrar en mitosis. Los nid-
cleos rezagados tienen un transito por G, un tanto mas rapi-
do de lo usual. Este efecto estd en relacidn directa con el
nimero de nicleos en G2 presentes en la fusién. Este antece-
dente es una evidenclia mds en favor de la existencia de fac-
tores que controlan la entrada de células en mitosis. Otro
hecho experimental que demuestra la existencia de estos fac-
tores de control del ciclo celular se desprende del hecho
que ,la fusién de células en S con células en G2 no induce re
plicacién del DNA en nicleos de las células en GZ' Esta ob-
servacién ha sido interpretada postulando la existencia, en
el nGcleo GZ' de un factor no difusible unido a la cromatina

que impide la iniciacién de una nueva ronda de replicacidn en

los replicones ya duplicados (Rao y Johnson, 1370).

Por el <contrario, existen numerosas eviden=
cias que demuestran que el estado mitdtico también serfa in-
ducido por la aparicién de un factor citoplasmatico difusi-
ble. Asi, Gurdon, 1968 ha demostrado la induccién de mito-
sis en nidcleos interfdasicos cuando son microinyectados en

huevos de Xenopus laevis.
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Por otra parte, la fusidn de células en mito-
sis con células en otras etapas del «ciclo celular promueve
la condensacién prematura de la cromatina y la ruptura de la
envoltura nuclear de los nicleos de las células en interfa-
se (Rao vy Johnson, 1970). Rao y Johnson (1974), demostra-
ron con este mismo tipo de experimentos que durante la fu-
sion celular existe difusidén de proteinas marcadas isotdpi-
camente, desde el citoplasma de las células en mitosis hacia
los nicleos de las células en interfase. Resulta claro,en-
tonces, que las células en mitosis son portadoras de un fac-
tor citoplasmatico que actuaria induciendo la condensacidn

cromosdmica.

Al-Bader vy col. (1978) han encontrado en cé-
lulas Hela, mediante electroforesis bidimensional en geles
de poliacrilamida, la existencia de proteinas especificas de
62 necesarias para la progresidn de las células hacia la mi-

tosis.

En los Gltimos anfnos se ha profundizado el
andlisis de este factor <citoplasmatico. Asi, en oocitos de
anfibios se ha aislado un factor capaz de promover la meio-
sis de esta célula, que ha sido denominado MPF ('maturation
promoting factor') (Masui y Markert, 1971). €Este factor ha

sido parcialmente purificado (Wu y Gerhart, 1980) y se ha en
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contrado en una gran variedad de células en mitosis (Kishi-

moto y col., 1982).

En forma mas directa se ha demostrado que la
microinyeccidén del factor promotor de maduracidén (MPF), a

huevos de Xenopus laevis detenidos al final del perfodo S,

induce los eventos tempranos de la mitosis (Meake-Lye y col,
1983) . Recientemente, se ha probado que MPF induce la con-
densacion de la <cromatina y la ruptura de la envoltura nu-
clear en un sistema libre de células. Este Gltimo evento se
producirfa a consecuencia de la despolimerizacién de la 14&-
mina nuclear, provocada por la fosforilacién de las protel-
nas ''lamina A y C'". Sin embarqgo, MPF no seria el agente fos
forilante de estas proteinas sino que desencadenarfa una cas

cada de reacciones que culminan con la fosforilacién de ellas

(Meake-Lye y Kirschner, 1985).

Los resultados obtenidos en esta tesis en cé-
lulas asincrénicas de meristemas radiculares, confirman la
existencia de un control en GZ' Resultados obtenidos en cé-
lulas meristemdticas sincrénicas muestran que el o los genes
que controlan el inicio de la mitosis se expresan aproximada
mente en la mitad del perfiodo G2. Este resultado permite
postular que dicho momento corresponderia a un punto de tran

sicién, que representaria el momento efectivo de la trans-




cripcidn del gen(es) responsable(s) de la induccidn de la
mitosis. Ademds, sugiere que la transicién GZ-H estarfa re-

gulada a nivel transcripcional.

Este punto de transicidn corresponderia al
momento de Gz en el que ocurre sintesis de RNA necesaria pa-
ra el inicio de 1a mitosis (Gonzdlez-Ferndndez, comunica-
cidn personal). Sin embargo, el punto de transicién en GZ’
descrito en esta tesis, es posterior a la sintesis de una o
mds protefnas, evidenciada mediante el uso de inhibidores de
sintesis de protefnas (Gonzilez-Fernidndez y col, 1974). Esta
discrepancia cronolégica serfa el producto de una prolonga-
cién del tiempo efectivo de sintesis de proteinas ocasionado
por la incorporacidn del BrdUrd (ver Fig. 19). Resulta sor-
prendente, entonces, que un alargamiento del periodo de sin-
tesis de proteinas no provoque retardo en ¢l inicio de la mi
tosis. Esto podria sugerir que la sintesis de proteifnas es
un prerequisito, pero no un determinante, del inicio de 1a

mitosis.

CONTROL GENETICO EN PROFASE

Otro hecho interesante observado en esta te-

sis es., que una vez transcurridos dos tercios del periodo Gz,

la irradiacidn no altera la entrada de las células meriste-




midticas binucleadas en mitosis. Sin embarqgo, el hecho que
en presencia de colchicina no aumenta la frecuencia de céli
las en metafase y disminuye la frecuencia de células en pro-
fase, se puede interpretar como el resultado del retorno de

las células a la interfase.

-

Se ha postulado reiteradamente que las cé-
lulas que inician la mitosis estan irrevocablemente destina-
das a terminarla. Sin embargo, en la actualidad existe una
serie de evidencias experimentales que sugieren que la tran-

sicién profase-metafase serfa otro punto de control en el

ciclo celular. Asi, se ha visto en células sincrénicas de
meristemas radiculares de cebolla que la inhibicién de la
sfntesis de proteinas, en el comienzo de la profase, impide
el paso de las células a la metafase. Curiosamente, estas

células no permanecen en esta etapa del ciclo sino que retor

nan a G, (Garcfa-Herdugo y col., 1974).

Del Campo (1980), estudid en cebolla el rol
de la sintesis de proteinas sobre la sincronia en la entrada
de los nlGcleos de células meristemdticas plurinucleadas a la
metafase. La inhibicidén de la sintesis de proteinas en el
inicio de la profase, alarga esta fase de la mitotis tanto

en los nacleos mas rapidos (ubicados en los extremos de las
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células tetranucleadas) como en los nicleos mas rezagados
(ubicados en 1a zona mds central de las células tetranuclea~-
das). Sin embargo, tratamientos con el inhibidor durante la
profase media y tardfa, no alteran el inicio de la metafase.
Este hecho sugiere que el inicio de la metafase es dependien
te de la sintesis de proteinas que se producen durante ia

profase temprana.

Por otra parte, estudios realizados con inhi-
bidores de 1a sfntesis de RNA muestran qgue la administracidn
del inhibidor durante la profase impide la ruptura de la en-
voltura nuclear, sugiriendo que este eventa es dependiente
de la sintesis de RNA. Las células meristemdticas tratadas
con este tipo de inhibidor inician una endomitosis (la cro-
matina se condensa en el interior‘del nicleo) y.]a citocine-
sis ocurre con estrangulamiento del nicleo, que puede llevar

a un reparto desigual del material nuclear (Giménez-

Martin y col., 1981).

Tratamientos secuenciales con un inhibidor de
la sintesis de RNA, durante la profase de células meristems-
ticas plurinucleadas, muestran que cuando el inhibidor es
aplicado durante la mitad de la profase se produce un retra

so significativo en el inicio de la metafase (Giménez-Martin

y col., 1981).




Garcia-Herdugo y col. (1974) determinaron, en

células meristemdticas de Allium cepa L., la secuencia tem-

poral de la sintesis de RNA y proteinas durante la profase.
Sus resultados muestran, que la sintesis de proteinas necesa
rias para el inicio de la metafase ocurre mucho antes que la
sintesis de RNA necesario para la ruptura de la envoltura nu
clear. La funcidn de este RNA es dificil de precisar con
estos experimentos. Sin embarqo, los resultados obtenidos
en esta tesis muestran, indirectamente, que debe existir sin
tesis de RNA durante la profase para que las células puedan
pasar a la metafase. Para explicar estos resultados, se pue
de postular que la sintesis de proteinas en profase esta co-
dificada por un segmento del DNA gue se transcribe y traduce
muy rapidamente; en este caso, practicamente existirfa una
sobreposicién temporal entre estos dos procesos. En conclu-
sion, se puede decir que la transicion profase-metafase de-
pende de la expresion de uno o mas genes durante la profase,
haciendo posible de esta manera la continuacidn de la mito-

sis.

MOMENTO EN ODUE REPLICA EL SEGMENTO DE DNA INVOLUCRADO EN LA

TRANSICION G,-M

Pty REES

Otro objetivo de esta tesis ha sido localizar




dentro del perfodo S,el momento en que replica el sector del

DNA comprometido con el inicio y transito de la mitosis.

Las células eucaridticas presentan un patrén
de replicacidon del DNA cronolégicamente fijo. Es decir, una
porcién definida del genoma se replica en el mismo momento
en perfodos replicativos sucesivos (Mueller y Kajiwara
1966; Brown y Will, 1969; Bostock vy Prescott, 1971; Stan-
brook, 1974; Tapiero y col., 1974; Adeqoke y Taylor, 1977).
Por lo tanto, es posible bromosustituir segmentos discretos
&l genoma, en una poblacidn de células sincrénicas, modifi-
cando sélo el tiempo de administracién del andlogo en rela-
cién con el inicio del periodo S. Este hecho, junto con la
posibilidad de alterar 1la expresién génica con la irradia-
cion, permite identificar el momento del periodo S en el que
replica el sector del DNA comprometido con una determinada
funcidn celular (Kajiwara y Mueller, 1964; Mueller y Kajiwa-
ra, 1966; Chang y Baserga, 1977; De la Torre y Gonzalez-Fer-

nandez, 1979; 0'Brien, 1980).

Siguiendo este mismo razonamiento, se ha com=-
probado en esta tesis que el segmento del qgenoma requerido
para que las células meristematicas puedan iniciar la mito-
sis, replicaria aproximadamente en la mitad del perfodo - S.

Sin embargo, es preciso recalcar que con la metodologia de
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andlisis usada no se estd identificando el o los genes invo-
lucrados en esta funcidn, sino que el periodo en el que re-
plica aquella parte del genoma que incluye estos genes. Por
supuesto, que durante este periodo replican también otros
segmentos del genoma cuyos genes no estarfian necesariamente

comprometidos en el control de la transicidn GZ-M.

Un hecho interesante de destacar es que la
mayorfa de los genes que codifican para proteinas especifi-
cas de ciertas lineas celulares replican en la primera mitad
del periodo S. AsT, por ejemplo, se ha visto que los genes
responsables de las siguientes funciones replican en el pe-
riodo S temprano: genes responsables de la capacidad forma-
dora de colonias de células HelLa (Kajiwara y Mueller, 1964) ,
el gen necesario para la diferenciacidn miogénica en cultivo

(Lough y Bischoff, 1976), los genes rihbosomales (Stanbrook,

1974; D'Andrea y col., 1983), el gen Ala-32 en células L-5178
(Suzuki y Okada, 1975), el gen responsable de la mutaciodn
termosensible que bloquea a las células AF-2% en G] y los ge-
nes necesarios para su sobrevivencia en cultivo (Chang y Ba-
serga, 1977), el gen que codifica la enzima tirosina amino
transferasa (0'Brien, 1980), el gen que codifica la enzima
carbamilfosfato sintetasa y otras (Goldman y col. 1934). Al

respecto Goldman y col. (1934), han propuesto que no sélo
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los genes involucrados en la sintesis de proteinas especifi-
cas replican en la primera mitad del perifodo S, sino que tam
bién otros genes que pueden experimentalmente ser inducida
Su transcripcidén. Los genes que pierden esta propiedad, por
el contrario, pasan a replicar en el perfodo S tardfo. El
DNA medianamente repetitivo puede replicar indistintamente

en S temprano o tardio.

En este contexto, los resultados presentados
en esta tesis indican que el o los genes involucrados en |a
transicion GZ—M, replican hacia la mitad del periodo S. Con-
siderando que los genes involucrados son funcionales en

Allium cepa L., es posible postular Ggue este sector esté re-

plicando hacia el final de la primera mitad del periodo §S.
Tanto la postulacién de Goldman, como el resultado comentado

se ven apoyados por el hecho que en Allium cepa L. las re-

giones centroméricas y teloméricas replican en el periodo S

tardio (Fussel, 1972, 1975; Schvartzman y Diez, 1977).

Otro hecho interesante que se desprende de
los resultados es que la bromosustitucién, de sélo una de
las cadenas del DNA e irradiacidn posterior es suficiente pa
ra producir un bloqueo de eventos celulares necesarios para

la progresidn de las células por el ciclo celular. Al res-
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pecto, si se considera que sélo una de las cadenas del DNA

es la que se transcribe, entonces, por efecto de la irradia-

cion, se deberfa alterar la transcripcion de un gen sdélo
cuando éste tiene su DNA bromosustituido. Los resultados
presentados en esta tesis utilizando células binucleadas su-

gieren, pero no prueban, que la irradiacién altera ambas ca-

denas del DNA (la bromosustituida y la nativa). Este hecho
ha sido llamado dominancia unifilar por Rutter y col, 1973
Se desconoce el mecanismo de esta alteracion. En todo caso,

el hecho concreto que se desprende de los resultados presen-
tados es que la irradiacion de un genoma unifilarmente bro-
mosustituido, en cualquiera de sus dos cadenas, bloquea fun-
ciones celulares asociadas con el ciclo celular, como resul-~-
tado, probablemente, de mutaciones que alteran la expresion
génica (Szybalski, 196L; Carlson, 1969; Eisenberq y Pardee,
1969; Scaife, 1970; Chu y col., 1972; Davison y Kaufman 1972:
Jones y Dove, 1972; Chang y Baserga, 1977; Goz, 1973; Naka-

mura y Okada, 1979; Stopek y Hutchinson, 1982).

De esta manera, la propiedad de alterar 1la
expresidon génica mediante el efecto mutagénico de la luz
de 300-400 nm sobre un genoma unifilarmente bromosustitufido,
parece ser una estrategia experimental bastante adecuada pa-

ra detectar el momento en que se transcriben genes involu-
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crados en eventos especificos del ciclo celular, que requie-
ran la transcripcién y traduccidn inmediata del transcripto.
Es decir, para detectar aquellos eventos celulares regulados
a nivel transcripcional en que, tanto los transcriptos como
las proteinas, son de vida media corta y aparecen en momen-
tos precisos del ciclo celular desencadenando uno o mds su-

cesos que conducirfan a la divisidn celular.

La estrategia experimental utilizada en esta
tesis se podria considerar como una fenocopia mutacional que
simularifa la accidén de inhibidores de transcripcién. Sin em-
bargo, tendria un efecto Gtil diferencial a nivel de pobla-
ciones celulares, ya que preservaria la transcripcidén normal
después de la irradiacién en aquellas células cuyo DNA no
estd bromosustituido. Tampoco afectaria aquellos sectores
de DNA no bromosustituidos, como ocurre cuando el tratamien-
to con el andlogo cubre sélo una parte del periodo replica-

tivo.

Los resultados expuestos en esta tesis demues
tran que la irradiacién de células con DNA unifilarmente bro
mosustitufdo bloquea la progresién de las células en etapas
o momentos bien definidos del ciclo celular. Se ha plantea-

do como probable causa de este bloqueo la alteracion de la
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expresion de genes ciclo-especificos; es decir, genes que se
transcriben sdlo en momentos muy definidos del ciclo celu-
lar y que actuarfan controlando el transito de las células
por él. Sin embargo, podria caber la posibilidad de que el
bloqueo producido por la irradiacién sea producto de un
trastorno en la expresidén de genes no ciclo-especificos; es

decir, por genes que se expresan a lo largo de todo el ciclo

celular.

Se ha postulado que la proliferacidn celular
en los meristemas estaria controlada por hormonas que esti-
mulan la proliferacidén (citokininas, auxinas y giberilinas)
y por otras que la inhiben (dcido abscicico), ejerciendo su
accion en etapas especificas del ciclo (Fosket, 1977; Brent-
Loy, 1977). En muchos casos estas hormonas se sintetizan en
tejidos distintos a los meristemas y por lo tanto existiendo
una gradiente de concentracion de ellas a lo largo del meris
tema (Barlow, 1976). |Indudablemente, este hecho implica la
existencia en las células meristematicas de receptores para
estas hormonas desde ' donde ellas regularian la expresidon de
genes que controlan la transicidn G1-S, GZ_M y profase-meta-
fase. De esta manera, se podria bloquear la proliferacidén

celular por la irradiacidon de las células meristematicas bro

mosustituidas, sélo si, tanto los receptores como los RNAS



mensajeros para estos receptores sean de vida media corta.

Al menos en Allium cepa L. no se conoce la vida media de es-

tos receptores.

Con los antecedentes y resultados expuestos
en esta tesis se puede concluir que, la progresién de las cé

lulas meristematicas de Allium cepa L. por el ciclo prolife-

rativo dependeria de la expresion de genes en etapas defini-
das de este ciclo. Asi, se ha presentado evidencias de la
existencia de por lo menos tres eventos del ciclo celular en
los que la expresién del genoma seria necesaria para que las
células puedan, en dltimo término, dividirse. Uno de estos
eventos estaria ubicado en Gyv Y controlaria la transicion
G1-S. Otro evento ocurriria en GE’ y controlarfa la transi-
cidn GZ-H. Un tercer evento aconteceria en la profase y con
trolaria la transicién profase-metafase. El evento respon-
sable de la transicidn G,-M, estaria codificado por un seg-

mento del DNA que replica aproximadamente en la mitad del pe

riodo S.
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CONCLUSIONES

La progresion de las células meristemdticas de la rafz de

Allium cepa L., por el ciclo celular depende de la expre-

sién de genes en etapas definidas del ciclo.

La transicidn G1-S estaria controlada por la expresién de

uno o mads genes en alguin momento de G,

La transicidn GZ-H estarfa controlada por la expresidn de

uno o mds genes en la mitad de G,

La transicién profase-metafase estaria controlada por la
expresidon de uno o mds genes, en el primer tercio de la

profase.

El o los genes que controlan la transicidn GZ-M’ replica-

rfan aproximadamente en la mitad del periodo S.
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