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1, INTRODUCCION,



La divisidn celular, como es bien sabido, lle-
va consigo dos tipos de procesos: reparto citoplasmiti-
co y reparto del material genético entre las dos célu-
las hijas resultantes, La distribucién del}material ci-
toplasmatico se realiza por el proceso de "citocinesis",
El reparto de material genético se efectda a través de:

la divisién nuclear, que puede ser mitdtica o amitdtica.

El periodo comprendido entre dos divisiones su=-
cesivas se denomina "interfase" y durante &1 tienen lu-
gar una serie de procesos importantes como son la sin-
tesis de ADN, ARN y protefnas mediante las cuales se

duplica el material celular.

La sintesis de ADN se produce durante un periodo

de la interfase, estando intercalada entre los periodos

1
en:

G, ¥y G, (26), por tanto la interfase quedarfa dividida

G,: Perfodo comprendido entre el final ‘de la di-

visidn y el comienzo de la sfntesis de ADN,



S: Per{odo de sfntesis de ADN,
Gzz,Perfodo postsintético, comprende desde el
final del periodo S hasta el comienzo de la

divisidn,

Al conjunto de la interfase y la divisidn, se

dendmina ciclo celular,.

l,1.- Ciclo celular de Ciliados

En Ciliados, el ciclo celular también se compo=-
ne de interfase y divisién. En este grupo de protozoos, la
divisidn es transversal dando una célula hija anterior que

se llama "prétero" y otra posterior denominada "opisto™",

Los procesos que tienen lugar durante el ciclo
celular de Ciliados, se pueden dividir en dos grandes gru-

pos: corticales y nucleares.

Los procesos corticales reciben el nombre de
"morfogenéticos" y durante ellos se forma una dotacidn com=
pleta de los orginulos corticales del opisto y una dotacidn

total o parcial del prétero.

Como es sabido, los Ciliados poseen dos tipos de
ndcleoss macrondcleo y micronlcleo, Debido a esta dualidad
nuclear, los fendmenos carioldgicos en estos protozoos, son

bastante m&s complejos que en otro tipo de células.



1.,1.,1.,~ Divisi8n nuclear en Ciliados

En cuanto a la divisién nuclear, no existe sin-
cronfa entre macro y micronficleo, dividiendose normalmente

el micronlcleo antes que el macronfdicleo (58).

Por otra parte, el micronficleo se divide mité-
ticamente produciendose dos microndcleos hijos con idénti-
ca cantidad de ADN, mientras que el macrondcleo presenta
una divisidn amitdtica que, generalmente, consiste en una
fragmentacidn en dos mitades. Debido a este tipo de divisidn
sin aparato mitético, los macrondcleos hijos reciben aproxi-

mada pero no exactamente, la misma cantidad de ADN (53).

Antes de la fragmentacidn macronuclear se produce
una condensacién de la cromatina que, en el caso de que en la
célula vagetativa haya més de un macrondcleo, .va precedida

de una fusidn en un solo cuerpo macronuclear (51).

Inmediatamente antes de la divisidn macronuclear,
o al comienzo de la misma, se ha observado que los nucleolos
se fragmentan en pequefios granulos que acaban desépareciendo.
Mientras tanto, la si{ntesis de ARN puede anularse y reapare-
cer en sstados posteriores de la divisién (59). Asi, en el

ciliado Khalia simplex reaparecen los nucleolos y comienza

la sintesis de ARN, cuando ya estén formados los macronlcleos

hermanos (46).

Otro cambio observado frecuentemente en el macro-

ndcleo durante la divisidn, es el paso de la cromatina de



una estructura granular uniforme a una estructura alineada
en la direccién de su alargamiento (39, 59). En otros casos,
la cromatina forma agregados esFériCQ§ denominados unidades

de segregacidén o"subnlcleos" (45).

En algunos ciliados se han descrito estructuras
filamentosas que aparecen durante la elongacién del macro-
ndcleo. En 1957, SCHWARTZ (60) encontrd que durante la divi-

sifn de Paramecium aurelia aparec{a en la misma direccidn

del alargamiento macronuclear, una sustancia fibrilar birre-
fringente que parecfa ser el sistema motor de dicho alarga~

mientO.

Este hecho ha sido corroborado en Tetrahymena py-

riformis por TAMURA y col. (67), y WILLIAMS y WILLIAMS (75)

que observaron la presencia de microtdbulos orientados para-

lelamente al eje del macrondcleo en divisién,

La microscopfa electrdnica (35, 54), revela la
existencia de uniones de estos microtlbulos con la membrana
nuclear y la cromatina, sin embargo, se duga de que estas co-
nexipnés sean decisivas en la segregacién del genaoma entre las
células hijas, pues hay pruebas de la ausencia de un mecanis-
mo preciso de reparto del ADN macronuclear. Asi, en 1958 Mc
DONALD (39) y en 1968 CLEFFMANN (7), mediante estﬁdios cito-

fotométricos encuentran que en Tetrahymena pyriformis la di-

'Y . . L4
ferencia media de contenido de ADN macronuclear entre celu-

las hermanas es de 8%.



KIMBALL y BARKA (47), también hallan en el cilia-

do Paramecium aurelia una diferencia media de 8% entre las

dos celulas hijas de una divisién. ~

CHEISSIN y col. en Paramecium caudatum (6) y

KUDRJAUTSEN en Paramecium putrinum (37), encontraron dife-

.rencias del mismo orden de magnitud.

RUTHMANN en 1964 (55), y ZECH en 1966 (8l) ob-

servaron que en Bursaria truncatella, esta diferencia en con-

tenido entre las dos celulas hermanas, podfa alcanzar valores
muy altos; una celula podfa tener 2-4 veces mis ADN que su

hermana,

EIDE en 1968 (15), observa en Ichthyophthirius mul-—

tifiliis (que experimenta divisidn mdltiple), gue unas celulas
hijas pueden recibir una cantidad de ADN hasta tres veces ma-

yor que otras.,

También se han hallado diferencias en contenido
de ADN entre celulas hermanas de Euplotes eurystomus, WITT en

1977 (76) d& una diferencia media de un 11,6%. Este ha sido

el dnico ciliado hipotrico que hasta la fecha ha sido estudia-

do en este sentido.

Por otra parte, no estd claro que esta distribu-
cién desigual estd inclinada a favor del préterc o del opisto,
ya que estos estudios se han:-realizado por medidas .de ADN .en

preparaciones tefiidas previamente segln el método de Feulgen,



y en tales preparaciones, es diffcil distinguir cual es el

producto anterior o posterior de la divisién,

Sin embargo, en Bursaria truncatella (81), el

prétero se distingue perfectamente del opisto por su menor
tamafio. En este caso, se ha observado que el prdtero recibe

.menos cantidad de ADN en la divisidén.

As{ mismo, DOERDER y FRANKEL(13) utilizando un

mutante de forma cédnica de Tetrahymena pyriformis, que al di-

vidirse daba un opisto de menor tamafio que el prdtero, encon-
traror que el reparto de ADN era desigual y aleatorio entre

prédtero y opisto.

La divisidn macronuclear, por el hecho de ser de-
sigual, implica necesariamente:una segregacidn al azar del

genoma.

ORIAS y FLAKS en 1975 (47) observaron gque en

Tetrahymena pyriformis la razdén de aparicidén de un mutante

termosensible recesivo no. era significativamente diferente
de una segregacidn al azar y.concluyeron gue si la segregacién
era aleatoria para este gen, podrfa serlc para todos los ge-

nes de este individuo.

l1.1.2.,- Interfase de Ciliados

Debido 'a la dualidad nuclear que presentan los Ci-

liados, al efectuar el estudio de la interfase, hay que esta-



Sy G, tanto para el macronflcleo co-

blecer los'perfodos G 2

l,

mo para el microndcleo.
Para fijar los distintos 6er{odos interfésicos

de ambos ndcleos, hay que determinar en que'momanto empieza

y acaba la sfntesis de ADN, cuestidn que se puede abordar por

.medio de tecnicas autorradiograficas o citofotométricas.

El primer hecho notable es la falta de sincronis-
mo entre los periodos interfésicos correspondientes del macro
y micronlcleo; de tal manera que el periodo S del macrondcleo
puede norcoincidir con el del microndcleo tanto en su comien=
zo como en su duracién (40, 50). Normalmente, la éfntesis de
ADN en el microndcleo es mucho mis breve que en el macrond-
01901(52, 77). En Stentor (25), el perfiodo S macronuclear es,
especialmente largo, ocupa practicamente toda la interfase y

los periodos Gl y G, son practicamente nulos.

2
A pesar de los numerosos trabajos sobre la inter -
fase de Ciliados, nos centraremos exclusivamente en los

Ciliados Hipotricos por ser este el grupo al gue psertenece

el protozoo objeto de nuestro estudio.

La fase S macronuclear en Hipotricos, es fécil

de determinar debido a que durante la replicacidn del ADN, !
los nlcleos son recorridos por las "bandas de replicacidnm,
facilmente visualizables empleando métodos sencillos de tin=-

cidn.



El ndmero de bandas por ndcleo y el sentido
en que se desplazan, suele ser caracteristico de cada gé~
nero. Asf, en Euplotes (73) aparecen dos bandas, una en ca-
da extremo del ndcleo, que avanzan hasta el centro. En
Aspidisca (67) sin embargo, el movimiento es opuesto, par=-

ten del centro y se dirigen a los extremos,

Cuando hay varios macronfcleos, las bandas de

reorganizacién, aparecen simultdneamente en todos,

TURNER en 1930 (73), estudid la estructura de las
bandas en Euplotes, y observé dos zonas: la anterior, que se:
coloreaba intensamente con Feulgen, y la posterior que'lb ha-

cfa debilmente.

El significado de las bandas de reorganizacién,
no fué establecido hasta 1959 por GALL (23), el cual por me-
dio de la citofotometrfa y la autorradiografia demostrd que

el ADN era duplicado al paso de las mismas,

Mis tarde, PRESCOTT y KIMBALL (49) con pulsos
cortos de material radiactivo, demostraron que el ADN de
Euglétes se sintetizaba en la parte més anterior de la zona

posterior de la banda,

Mediante estudios al microscopio electrénico (36)
se ha observado que inmediatamente delante de la banda de

reorganizacién, los cuerpos cromatfnicos macronlicleares se de-



sintegran en microfibrillas densamente empaquetadas de un

grosor de 110 3h

En la zona posterior de 14 banda, las fibrillas
desaparecen bruscamente, probablemente debido a la excisién
en subfibrillas que presentan un difmetro de 50 % y una ba-
ja densidad electrénica. Es precisamente en ssta zona, dohde

tiene lugar la replicacidén del ADN,

En cuanto a los estudios sobre la duracién de los
distintos perfodos del ciclo celular, de los Ciliados Hipotri-

cos, cabe destacar una serie de ellos:

' |
JERKA-OZIADDSZ y FRANKEL (31) encontraron que

. . . s .
Urostyla weissei, tiene un periodo Gl macronlclear de seis

horas, el periodo S dura cuatro horas, el G

2 la hora siguien-

te y la divisidn una hora y media. En cambioc el microndcleo

e N [ 4
presenta un ciclo diferente; su periodo G, comprende las nue-

. 1
ve horas primeras y su per{odo S dura aroximadamente una ho-
ra y media. Este ndcleo no posee periodo GZ'
AMMERMANN (1), ha demostradoc mediante autorradio-—

graffa y citofotometr{a que en Stylonychia mytilus el periodo

S macronuclear, ocupa la sequnda mitad de la interfase y que

gue no hay perfodo G_. en el macrondcleo. Por el contrario, el

2

4 . .
periodo G, del microndcleo es muy largo, ocupa las tres cuar-

1
tas partes del ciclo celular, el S una hora y media y tampoco

existe el G2'
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RUTHMANN (56) encontré que en Keronopsis rubra

el perfodo S macronuclear estd situado en la segunda mitad

. ) . » s
de la interfase, no teniendo el macrondcleo periodo G La

20
sfntesis de ADN micronuclear se produce durante el perfodo

Gl macronuclear y tampoco existe fase Gz en el microndclec.

PRESCOTT y col. (50) han demostrado que en Eu-

plotes eurystomus, la sf{ntesis de ADN micronuclear comienza

inmediatamente despufs de la telofase y se prolonga hasta
inmediatamente antes de la divisién macronuclear. El perfodo
S macronuclear ocupa el 75% del ciclo celular, y no existe
4
periodo G2.
-SALVAND (57), por medio de estudios citofotomé-

tricos con Euplotes crassus, obtiene resultados similares a

los que obtienen PRESCOTT y col. con E. eurystomus,

NIETO y TORRES (44), estudiaron con ayuda de la

citofotometrfa el ciclo celular de Gastrostyla steinii y en=

contraron que el perfodo G, macronuclear dura aproximadamente

_ 1
cinco horas, el S las siguientes cuatro horas y no hay 82 a-
preciable. El perfodo S micronuclear coincide con la segunda
mitad del S macronuclear, y tampoco existe periodo Gz.
Estos resultados, son similares a los encontrados

en el ciclo celular de Laurentia acuminata (71) en el cual,

' . .
el periodo G, macronuclear dura cuatro horas y media, el S

1
unas. cuatro horas y el periodo G2 es practicamente. inaprecia-
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ble. E1 microndcleo en este hipotrico, comienza la s{ntesis
a las siete horas del ciclo y tiene una duracidn aproximada

de hora y media, el perfcdo G, no existe,

2

1.2.- Requlacidn del ciclo celular

Otro aspecto, quizés el mis interesante, del es-
tudio del ciclo celular es el que se refiere a la determina-
cibén de las dependencias entre,los diferentes perfodos del
ciclo, y de los factores que inducen el comienzo de los mis-
mos, Estos estudios se han abordado utilizando ﬁutantes, que
tienen alterado su ciclo celular, d bién provocando altera-
ciones en el ciclo mediante agentes fisicos o guimicos o por

- micromanipulacidn.

Parece claro, que la replicacidén del macro y micro-
nicleo, estan sujestas a mecanismos de control diferentes. La
sfintesis de ADN y la mitosis del micronlicleo estan estrechamen-
te relacionadas con la morfogénesis oral y son independientes

de la divisidn celular.

En efecto, en Urostyla weissei (31), Stylonychia my:

tilus (61) y Laurentia acuminata (70), cuando se produce una

"morfogénesis de regeneracidn por dafio cortical, hay sintesis
de ADN y mitosis micronuclear, bloqueandose la sintesis de

ADN macronuclear y la divisién celular,

También, en Tetrahymena pyriformis (18) empleando
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mutantes termosensibles, se ha observado que la morfogénesis
oral esti siempre acoplada a una divisidmn micronuclear y es

independiente de la divisidn macronuclear.

En cuanto a la divisidén macronuclear, a difersn-
cia de la micronuclear, puede acontecer sin previa sintesis
de ADN. Asf, se han observado amitosis macronucleares durante:

el exquistamiento y la regeneracién de L. acuminata sin que

exista una preuiaAduplicacién del ADN (24, 70).

Se ha visto también que la 1linea de citocinesis
es independiente de la de fragmentacidn macronuclear., DOERDER
y col, en 1975“(13) observa en un mutante de forma cdnica de -

T, pyriformis que la linea de fragmentacidn del macrondcleo

" no coincide con la linea de divisidn celular. Un resultado

similar se ha obtenido con L. acuminata (70).” Cuando este

ciliado se somete a un tratamiento con urea durante el dltimo
tercio del perfodo S macronuclear, sebproduce una divisiédn
desigual que da lugar a un prdtero desprovisto de la parte
anterior de la ZAM (zona adoral de membranelas) y de menor
tamafio que ei opisto. En esta divisidn, la linea de citocine-
sis esth desplazada hacia la zona anterior de la célula madre
mientras que la linea de fragmentacidn macronuclear, ocupa

una posicién central.

Al igual que ocurre en las demés células, la ini-
ciacién de la replicacién del ADN es sensible a la Actinomi-

cina D y a inhibidores de la sintesis de proteinas (9, 80).



j—
Ful

Algunos experimentos con Stentor (19) han demostrado una emi-

gracidén de proteinas desde el citoplasma al ndcleo; estas pro-
. . . . . Py 4

teinas parecen ser enzimas necesarias para la iniciacion de

la sintesis de ADN,

Hay numerosas pruebas ques apoyan la existencia
de un control citoplasmitico sobre la sintesis de ADN macro-
nuclear. Asi, DE TZRRA (68), trabajando con Stentor, observd
4 no esti sinteti-

aue, cuando se trasnolanta un macrondcleo que

N 7
zando ADN a un citoplasma cuvo nlcleo estaba 2n periodo S, se
nroduce una activa sintesis de ADN en 2l nlcleo trasmlantado,

De manera comolementaria, cuando se trasplanta un macrondcleo

2n sintesis a un citoplasma c¢e una célula que no astd en sin-
. . /7 -~ : .
tesis, se toloaquea =l neriodo 3 del macrondcleo trasplantado,.

Por otra oarte, =21 comisgnzo del oceriodo 3 pzrace

estar relacic ~ado con un desequilibrio de la relacidn ndcleo/

citoplasma. #Asi, trabajando con Tstranvmena syriformis, JUOR-

THIIGTCN v col. (79) =ncuzntran ques =21 cociente del contznido

de ADN macronuclear y 21 p=2so sesco del citoplasma en Gy tiene

un valar constante; cuando =sta relacidn baja, comienza 2l pe-

’ -~ Foad i $ t
riodo 3 macronuclear., £1 descenso de estz valor se debe a que,

7 f s . .
durante el periodo 5 macronuclear, nay un crecimiento cito-

plasmatico no acompafiado nor un aumento en la cantidad de ADN.

Cuanda cdlulas an 10

urea, inhibidor de la sintasis de

nlasma baja puesto qu= ol citoplasnma no

Cuzndo =21 inahiblro rabtirado, hay an

L
-
{
J

horas a HU (hidroxi

’

a razocn

fomd

ndclzo/ cito-

datia

sy cr=2cimianto,.

3
o

periodo de recuparacidn
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que se caracteriza por una sintesis activa de ADN, de tal ma-
nera que el contenido de ADN se cuadriplica y se restablece

la relacién néicleo/ citoplasma,

FRAZIER, en 1973 (19), también muestra la impor-
tancia de la relacidn N/C en el comienzo de la sintesis de ADN

macronuclear en Stentor coeruleus. En este ciliado, al dismi-

nuir la relacién N/C, eliminando nédulos nucleares, se desen-
cadena la sintesis de ADN., Si la razdn N/C se restablece (in-

troduciendole los nédulos de nuevo), se impide dicha sintesis.

’

Existen numerosos trabajos que sugieren que un
bajo contenido de ADN del macrondcleo permite una répida ini-
ciacidén de la sintesis de ADN pero, antes de abordar esta cues
tién, nos parece ihtereéante resaltar que una de las caracte-
‘risticas del macronficleo de los ciliados es la considerable
variabilidad en el contenido de ADN que existe en los diferen-

tes individuos de una poblacién.

En 1959, KIMBALL y BARKA (33), trabajando con

Paramecium aurelia, encontraron un coeficiente de variacién

. de contenido de ADN del 11% entre diferentes individuos de la

misma.poblacidén y tefiidos en el mismo portaobjetos. En princi-
pio pensaron que'esta variabilidad era debida a errores en las
medidas pero, efectuando medidas sobre un mismo ndcleo, comprg

baron que el método tenfia un error méximo de un 2%.

CLEFFMANN, en 1968 (7), encontrd una variabilidad

de un 18% entre los macronlcleos de una poblacifn de Tetrahy-

mena pyriformis, resultados que fueron confirmados en 1972 por
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_ANDERSEN (2) y en 1973 por JEFFERY y FRANKEL (30).

MORAT (42), mediante estudios citofotométricos,

" encusntra unavalta variabilidad en el contenido de ADN de los

*

macrondcleos en Gy de Colpidium campylum. Asimismo, TORRES (71)

encuentra resultados similares en el ciliado hipotrico Lauren-

tia acuminata,

Se ha establecido la hipdtesis de que esta varia-
bilidad en contenido se debe a la distribucidn desigual de ADN

macronuclear en la divisién (33).

Algunos autores han estudiado las diferencias en
contenido de ADN ntre células hermanas y entre pares de indi-
viduos tomados al azar de una poblacién en G, y han observado
que la diferencia poblacional es mayor que la gue hay entre

pares hermanos (33, 7,76).

Segdn WITT (76), estos resultados sugieren que,
'puestc'que los pares hermanos son producto de una misma divi-
sién y los pafes escogidas al azar, presumiblemente, estén se-
parados por mas de una divisidn, la mayor variabilidad pobla-
‘cional puede &eberse a la acumulacidén de pequefias diferencias

en las divisiones,

Como anteriormente hemos expuesto, la divisién
desigual que se da en el macronlcleo de los ciliados, puede

| ser la causante de la variabilidad en cuanto al contenido de

ADN de las células en Gj. Si la distribucién desigual del ADN

macronuclear no va acompafiada de una distribucién dasigual de
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&

material citoplasmético entre las células hijas, légicamente
se producen células con distinta relacién N/C. Si se admite

que un cociente N/C bajo es el que determina la iniciacidn

+ del periodo S, las células de menor coqtenido en ADN comenza-

réan antes su periodo S, teniendo un Gj de menor duracidn. Esto
parece estar de acuerdo con el hecho de que el periodo Gl es

la porcion més variable del ciclo celular (4l1).

SEYFERT, en 1977 (64), obseryd en Tetrahymena
que el coeficiente de4variacién del contenido de ADN macronu-
clear decrecia cuando una poblacidén sincrdnica entraba en fa-
se S. La reduccidn de este coeficiente de variacidn se produ=-
ce porque los macronlicleos de menor contenido de ADN son los

. . 4
que empiezan primero el periodo S.

En esta misma linea de investigacidn, WORTHINGTON

(79), encuentra que en T. pyriformis cuando la relacién N/C

es muy baja comparada con la de una poblacidén de individuos
en G}, en crecimiento exponencial, se produce el periodo S sin

que exista un previo periodo Gj.

Como acabamos de ver, una relacidn N/C baja desen-
'cadena la sintesis de ADN pero, esto no implica que dicho co-
ciente; por s{ mismo, desencadene el periodo S; mas bien, se
debe hablar de una alta correlacidn entre el .cociente N/C y la

iniciacidn de sintesis de ADN.

Parece ser que la cantidad de .ADN se hace sentir
en la célula por la intensidad de la transcripcién ya gue, se-

gdn CLEFFMANN (62), ambos parémetros estén positivamente corre-
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lacionados en las células en Gj. Por tanto, la iniciacién de
la replicacién estar{a determinada por la relacién entre el
nivel de transcripcidén y el tamafio celular, lo cual estd de
acuerdo con log resultados obtenidos por JAUKER en 1975 (27)
que observd que, reduciendo el nivel de‘transcripcién,~la sin

tesis de ADN comenzaba antes en el ciclo siguients.

Ya que la iniciacidn de sintesis depende de la
cbmparaciéh de los dos parametros antes citados, cabe espsrar
que en algunas condiciones haya divisidn celular sin perfbdo
S macronuclear o bien perfodos S consecutiveos sin divisién ce-
lular. Efectivamente, existen numerosos datos en.la bibliogra-
f{ia gque muestran que .en los ciliados no existe una estricta
alternancia de sintésis de ADN y divisidn celular, Esta alter-
nancia se puede romper experimentalmente por tratamientos con
inhibidores de la divisién celular, por choques térmicos y por

micromanipulacién,

As{, en Tetrahymena, se ha comprobado que un tra-

tamiento con viblastina (62), qué desorganiza los microtﬁbulds,
bloquea la divisidn celular y nuclear sin afectar a la sinte-

.sis de ADN,-cen 16 cual hay un periodo S extra.

ZEUTHEN (82) y JEFFERY y col.(28, 29, 30) encuen-

tran que, cuando se someten los cultivos de T, pyriformis a

seis choques intermitentes de calor (289Cc-349C), se produce
una sincronizacién de la poblacién celular. De estas células
que entran simultaneamente en la divisidn, ~hay un 30-50% de

ellas que previamente experimentan dos perfodos S consecutivos,
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Por otro lado, hay un 20-50% que comienzan la siguiente divi-
sién sin que tenga lugar sl perfbdo S. Estos autores afirman
que las células que tienen dos perfodos S consecutivos son las

mismas que entran en la siguiente divisién sin perfodo 5.

WORTHINGTON (79) interpreéa estos resultados vy
admite que las células que han tenido dos replicaciones en una
sola interfase poseen un cociente N/C alto y que este cociente
se cohpensa en el siguiente ciclo celular suprimiéndose el pe-

r{odo s.

Por otra parte, cuando Urostyla weissei (31) se

corta en dos mitades se produce una regeneracién cortical, aca-
. r'd >
bada la cual, el macronicleo experimenta dos periodos S sin

|
que ocurra divisidn celular entre ellos.

La ausencia de estricta alternancia entre replica-
cién de ADN y divisidén celular también se ha observado en cul-

tivos celulares no sometidos a ningdn tratamientoc experimental.

CLEFFMANN (7) encuentra que, durante el ciclo ce-

lular normal de T. pyriformis, en un 2% de la poblacién pueden

darse dos vueltas consecutivas de replicacién de ADN sin divi-

sidn celular.

Posteriormente, este autor, por medioc de citofo-
tometrf{a y autorradiografia (8), demuestra que las células que
tienen dos perfbdos S consecutivos son las que poseen méas bajo

contenido en ADN,

ANDERSEN (2) encuentra que en los cultivos norma-
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les de T. pyriformis 'se pueden producir divisiones celulares

sin sintesis de ADN. Las células que presentan este fendmeno

son las de mayor contenido en ADN,

KIMBALL y PRESCOTT (34) observaron también en
Euplotes la ausencia de una alternancia estricta de sintesis

de ADN y divisidn celular, durante su crecimiento normal.

Otro fendmeno que ha recibido atencidén por parte
de muchos investigadores es la presencia de los llamados "cuer
pos de extrusidén" en células que tienen un alto contenido de

ADN,

El cuerpo de extrusidn es una porcidn de material
cromatinico que se separa del macronlcleo, bien durante la di-

visién, como es el caso de Tetrahymena (14), Glaucoma (10),

Colpidium (12) y Frontonia (11), o después de la misma, como
ocurre en Ichthyothirius (43) y algunos Colpddidos (48) y que,

normalmente, termina por reabsorberse en el citoplasma,

El tamafio del cuerpo de extrusidn es variable y
su cromatina es metabdlicamente activa antes de su segregacidn
pues se ha visto gue se marca con Timidina tritiada cuando adn
‘estd unido al macrondcleo (65). Una vez que se ha separado, no

responde al marcado.

El significado del cuerpo de extrusidn ha sido
muy discutido: KIDDER, en 1933 (32), afirma que representa
una “"purificacidn® del macrondcleo ya que sirve para expulsar

"productos de desecho del metabolismo de la cromatina'.

SESHACHAR, en 1947 (63), asegura que el cuerpo de
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extrusidén es un"™medio de transporte del ADN al citoplasma,
donde se convierte en ARNY, A la luz de los conocimientos

actuales, estas dos interpretaciones no se pueden admitir,

FAURE- FREMIET (16) considera la naturaleza del
macronfcleo y establece que el cuerpo de extrusién es uﬁ sis-
tema de reajuste de la poliploidia macronuclear ya que el
macrondcleo presenta tendencia a la hiperploidizacidn. Esta
hiperboliploidia, afirma, probablemente surge como resultado
de la replicacién repetida del ADN durante una sola interfase
celular. Esta hipdtesis ha sido corroborada posteriormente.

En efecto, sometiendo un cultivo de Tetrahymena a irradiacio-

nes ultravioleta, se produce un excesc de sinteéis ds ADN que,
'éhrante las tres divisiones siguientes, se elimina pof g:andes
cuerpos de extrusidn (65)., También se ha observado en Tetra-
‘bymena (79) que las células que tienen un alto contenido en
ADN macronuclear presentan cuerpos ,de extrusidn con mayor fre-

cuencia y de mayor tamafio que en las células riormales.

La importancia del cuerpo~de extrusidén es cuan=-
‘titativa y no cualitativa ya que la composicidn del ADN del

macrondcleo y del cuerpo de extrusidén es la misma (78).

El significado del cuerpo de extrusién es pues,
la eliminacidn del exceso de ADN macronuclear y el restableci-

miento de una relacién N/C normal.

CLEFFNANN, estudiando la evolucién de clones de
Tetrahymena (7), encuentra que la media y la varianza del con-

tenido de ADN macronuclear se mantienen constantes entre cier-

DPO.ZO0LOGIA
FAC. BIOLOGIA
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tos limites a lo largo de las generacibnes., Este resultado
sugiere la existencia de un mecanismo de requlacidén del conte-

nido de ADN en Ciliados.

&1 control se puede efectuar, como anteriormente
mencionamos, aumentando el contenido d; ABN, si este es bajo,
por medio de fases de sintesis extras o, por el contrario, si
el contenido es alto, se prescinde del perfodo S o se forman
cuerﬁos-de extrusidén, Estos dos mecanismos contrapuestos y que
operan esporédicamente son los que contrarrestan la variacidn
continua y acumulativa en el contenido de ADN macronuclear co-
mo consecuencia de un reparto desigual en las sucesivas divi-
siones y, por tanto, mantienen la varianza dentro de unos li-

mites, A Lo

Estos mecanismos de regqulacidn se han descrito,

ademés de en T. pyriformis, en ¢ Colpidium campylum (42),

Ichthyophthirius multifiliis (74), Tillina magna (21), Colpo-

da steinii (20) y Tetrahymena patula (22).

Existen otros hechos experimentales que sugieren
la existencia de otros mecanismos de requlacién,., Asi, ZECH en

- 1966, observéd que en Bursaria truncatella (8l1) la sintesis de

ADN macronuclear comenzaba antes y duraba mis tiempo en el pré-
tero (de menor famaﬁo y contenido en ADN ) que en el opisto,
igualéndose la cantidad de ADN de ambas células para la siguien
te divisidén., BERGER, en 1972 (3),comprobd que en Paramecium

aurelia, la alta variabilided de contenido de ADN en G; dismi-

nufa al prepararse las.células para la siguiente divisidn, es

decir, en el periodo Go.
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Estos resultados sugieren que en B. truncatella

y P. aurelia, durante el perfbdo S no se duplica exactamente

el ADN, pudiendo no alcanzar-o rebasar el doble de la canti-

dad que tenfa en Gy.



2. MATERIAL Y METODOS.
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2.1.—- Materiales ’ ;

21,1 Urganismos utilizados.- Como material

de trabajo se ha utilizado el ciliado Hipotrico Lauren-

tia acuminata, aislado en 1971 por FEDRIANI (}7) de una

muestra de agua colectada en el Parque de Marfa Luisa
de Sevilla y que, desde entonces,se viene cultivando

en nuestro Departamento.

- Como alimento para esta especie hemos empleado

.Chlorogonium sp., alga verde unicelular, cedida por el

Pr, AMMﬁRﬂANN; de la Universidad de Tubingen (Alemania).

2.1¢2.~ Sustancias quimicas.- La urea empleada

era de la casa MERCK,

Fl proteinato de plata utilizado en la tincidn

de protargol era de la marca ROQUES (Paris).
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2.2.~ Métodos

202414~ Cultivo de los organismos

2,2¢)ele~ Cultivo de Chl&roqonium.- Para el

cultivo de Chlorogonium se empled el siguiente medio:

Acetato sdédico lg
Extracto de carne (Oxoid) lg
Bacto Triptona (Difco) | 2q
Extracto de Levadura (Difco) 29
Solucidn de Pringsheim 1000 ml

Este medio de cultivo fué esterilizado en auto=-

clave a 121°C durante 20 minutos.

La solucidn de Pringsheim tiene la siguiente

composicidn:

PO4HNas. 2H,0 30 mg

S04Mg. 7H,0 | 30 mg
(NO3)2Ca. 4H,0 300 mg
ClK ’ 26 mg.
S04Fe. 7H,0 | 2 ‘mg
Agua destilada 1000 ml

Los cultivos fueron incubados a 202C, sometien-
dolos a periodos alternativos de luz y oscuridad de 12h.

de duraciédn.

£l aislamiento y los controles de pureza de
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Chlorogonium, as{ como la conservacifén de los indculos

se realizd utilizando el medio anteriormente descrito,

solidificado con agar al 2%.

2.2.1.2.~ Mantenimiento de Laurentia acuminata

2¢2¢le2.1e=- Medio de cultivo.- El medio de cul-

tivo fue solucidn de Pringsheim, esterilizado en auto=-
clave a 12192C durante 20 minutos, a la que se afiadid

como alimento una suspensidn de Chlorogonium,

2¢2.142.24=~ Preparacidn del alimento.- Para ali-

mentar a Laurentia acuminata se utilizaron cultivos de

Chlorogonium, incubados durante una semana, al cabo de

la cual las células fueron lavadas tres veces con solu-

cién de Pringsheim,

2.2,1,2,3.,~ Condiciones de cultivo.- Los culti-

vos de L. acuminata fueron mantenidos en tazas de Bdveri

en cédmara climatizada a 20 1l9C.

2¢2¢le3e= Cultivo de Laurentia acuminata para

el estudio del contenido de ADN macronuclear y su repar-

to durante la divisién.- Para los estudios de contenido

de ADN macronuclear y su reparto durante la divisidn, se
realizaron cultivos en pocillos con solucidn de Pringsheil
a la que se affladfa un volumen igual de una suspensidn de

Chlorogonium de una densidad dptica de 0,9 a 640 nm,

Dado que para realizar nuestro trabajo necesita-

bamos cultivos sincrdnicos y los de mantenimiento de
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‘ . . . ’
L. acuminata no lo son, procedimos a su sincronizacion

de dos formas diferentes: por seleccidén de individuos

en las dltimas fases de la divisidn o bien manteniendo
los cultivos durante un per{odo de tiempo sin alimento.
En el primer caso, aislamos mediante una pipeta los in-
dividuos que se encontraban en la (ltima etapa de la di-
visién celular, es decir, poseian la tipica forma de
"ocho". Naturalmente, para el estudio del reparto de ADN

'3 2 &

en la divisidn, empleamos individuos as{ seleccionados,

Por otra parte, la sincronizacidn por medio de
perfodos de hambre, aunque no tan precisa, tiene la ven-
taja de poder trabajar con cultivos mas numerosos; este
tipo de sincronizacidn 1o hemos empleadoApara el estudio

de contenido de ADN en poblaciones en G; de L. acuminata.

Conviene sefialar gque en algunos experimentos he-

mos empleado cultivos cldnicos.,

2¢242.~ 0Observaciones "in vivo"

2¢2¢2.1.~ Observaciones al microscopioc estereos-

cépico.~ La observacién del estado de los cultivos, asi
como la seleccidn de las células adecuadas, se efectud

mediante el empleo de una lupa binocular.:

2¢2¢2+2+~ Observaciones al microscopio dptico.-

Las observaciones "in vivo" al microscopio dptico fueron

realizadas por microscopfa de contraste de fases, utili-

zando la técnica de la gota pendiente. A fin de disminuir
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la velocidad dse desplazamiento de los individuos, se

afiad{a a la preparacidn una cierta cantidad de metil=-
celulosa, con lo gque se conseguia aumentar la viscosi-
dad del medio y, en consecuencia, hacer mas lentos los

movimientos de las células,

202,34~ Tinciones citolégicas

2.2¢3.1.= Tincién con orcefna acética.~ Esta

tincidén se ha utilizado para colorear los nlcleos y

determinar la posicidén de las bandas de reorganizacidn,

Hemos sequido la técnica descrita por TJIO y

LEVAN (69).

El colorante se prepara disolviendo 2g de or-
ceina sintética GURR’S en 55ml de &cido acético glacial,
que se mantienen en ebullicién durante 10 minutos, trang
curridos los cuales, se deja enfriar y se anade agua deg
tilada hasta 100ml., Esta solucidén se deja reposar duran=-
te 24 horas, se filtra y se le afade una parte de ClH 1N

por cada nueve partes de la solucidn,

El colorante asi preparado se puede diluir hasta
la proporcidn deseada con &cido acético glacial al 45%

en agua destilada.

El procedimiento de coloracidn que hemos segui-

-~

do es el siquienta: Las preparacionses se realizaron co-

locando sobre un portaobjetos una gota de cultivo abun-



30

dante detprotozoos y, con ayuda de una pipeta fina, se
va retirando el liquido hasta que la preparacion queda
casi seca., A continuacidn, se afaden una a dos gotas
de orceina, que se deja actuar durante cinco minutos,

colocando seguidamenﬁe el cubreobjetos.

Esta técnica presenta la ventaja de su gran ra-
pidez y de provocar un ligero hinchamiento de los nua-
cleos que los hace facilmente visibles y, por tanté, se
pueden distinguir bien las bandas de reorganizacidn; pe
ro, sin embargo, presenta el inconveniente de que las
preparacicnes no son permanentes y, en consecuencia, sg

lo pueden ser observadas durante algunas horas.

2¢2¢342.- Tincidn de Feulgen.~ Para esta tincidn

hemos utilizado los siguientes reactivos:

- Solucidn acuosa de formol al 10%

ClH 5N

- = Reactivo de Schiff, que se prepara como sigue:

_ A 200 ml de agua destilada hirviendo se le anade
lg de fucsina b&sica, se deja enfriar hasta 502C, se
filtra, se agrega 20ml de ClH 1IN y se deja enfriar has-
ta 259C., En este momento, se afiade 1lg de metabisulfito
sédico (Sp05Najy) y se deja reposar durante 24 horas, a
temperatura ambiente y en ogcuridad. Transcurrido este
tiempo, se afiade lg de carbdn activo, se agita durante

10 minutos y, por Gltimo, se filtra.

Para mantener en buen estado este reactivo es



31

preciso conservarlo en la oscuridad y a bajas tempera-

turas.

~ Agua sulfurosa, que se prepara mezclando 90ml
de agua destilada con 5ml de una solucidén de ClL 1IN vy
5ml de una solucién de metabisulfito sddico al 10% en

agua,

El método de tincidn adoptado ha sido el siguien
~te: La fijacidn se hace con formol al 10% en un pocillo
durante 10 minutos. Una vez fijados, y en el mismo poci-
llo de fijacidn, se lava tres veces con agua destilada -
Y, posteriormente, se colocan las células en un portaob
jetos albuminado, retiridndose el agua sobrante con la
ayuda de una pipeta fina. A continuacién, se pasan los
portag_por tres cubetas con agua destilada (cinco minu-
tos en cada paso) para eliminar los poéibles :estosfdel
fijador. E1 dltimo paso se hace a 202C, que es la tempe-

ratura a la que se realizara la hidrdlisis,

Para determinar las condiciones dptimas de hidrd
lisis, ha sido ensayada ésta con ClH 5N a 202C durante
tiempos que oscilaron entre 15 y 60 minutos, siendo éste

' d N .
Ultimo el empleado en nuestros experimentos.

Después de la hidrdlisis, las preparaciones fue-
ron sometidas a tres lavados sucesivos con agua destilade
los dos primeros de tres minutos de duracidn y de cua-
tro minutos el dltimo. Sequidamente, las preparaciones

se sumergen en el reactivo de 5chiff durante una hora,
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transcurrida la cual se pasan sucesivamente por tres
cubetas con aqua sulfurosa, manteniéndolas tres minu-

tos en las dos primeras y cuatro en la tercera.

Las preparaciones se lavan tres veces con agua
destilada, se deshidratan y, finalmente, se montan an

Caedax.

2¢2¢3.3.= Tincidn de organulos superficiales.-

Hemos utilizado la tincién de impregnacion argéntica
con protargol de BODIAN (4, 5), modificada por TUFFRAU

(72), para la que hemos empleado los'siguientes reac-

tivos:

- Fijador de Bouin

- Hipoclorito sfdico al 10% en agua

- Solucidn de protargol (proteinato de plata)
al 1%.

- Solucidn acuosa de tiosulfato sddico al 5p

Hidroquinona al 1% en solucidn acuosa de
sulfito sddico al 5Sp
- Solucidn acuosa al 1, de cloruro de oro

- Acido ox&lico al 2% en agua

£l procedimiento de tincién ha sido el siguien-
te: Se colocaron en un pocillo unas gotas de un cultivo
abundante de ciliados, que se fijaron con el fijador de
Bouin durante 10 minutos y, sequidamente, se sometieron

a tres o cuatro lavados con agua destilada en el mismo
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pocilla de fijacidn. Una vez que las células estén
bien lavadas, se deja el pocillo hasta la mitad de
agua y se afaden dos gotas de hipoclorito sddico al
10% con una pipeta, de tal manera que el hipoclorito
caigaApréximo a las células, pero no encima de ellas,
para evitar un aclaramiento muy rapido; una vez echa- .
do el hipoclerito, el citoplasma celular va perdiendo
color hasta tomar un aspecto transldcido; en ese mo-
mento, se retira el liquido que las rodea y se afade
aqua destilada para-detener la decoloracidn; Las cé-
lulas se recogen con una pipeta y se depositan‘sobré
un portacbjetos limpio y desengrasado. Posterioemente,
se coloca una gota de albdmina glicerinada sobre las
células y se homogeniza. todo con cuidado delno romper

los protozoos,

Una vez retirado todo elvliquido de la prepara-
cidn, se coloca é&sta en un desecador, donde permanecé
como minimo 24 horasj transcurrido este tiempo, se a-
fiade al porta una gota de alcohol-formol (4:1) y se
calienta suavemente hasta que se evapore a fin de coa-
gular la albdmina. A continuacidn, se hidrata la pre-
paracién y se procede a la impregnacidn con el protar-

gol.

La solucidn de protargol se prepara inmediata=-
mente antes de ser utilizada. La impregnacién se hace

a 509C durante 30 minutos y, acabada ésta, los portas
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se lavan para quitar el exceso de protargol y cada
preparacidn se revela introduciéndola en la solucidn
de hidroquinona. Dado que con esta tincién pretendia-
mos observar los detalles de la ciliacidén y la infra-
ciliacidn, permitimos que el revslador actuara hasta
que se ponian de manifiesto con la necesaria nitidez
dichos detalles. En el momento adecuado se pafé el re-

velado lavando las preparaciones con agua destilada,

Posteriormente, se vira Eon oro al l/%. Este
paso-ha de ser rapido e inmediatamente después ha de
lavarse abundantemente con agua destilada. Los orgéanu-
los ciliares después del paso por el oro toman color

gris.

A continuacidn, se sumergen las preparaciones
en la solucidn de acido oxA3lico, duranté un periodo de
tiempo de aproximadamente dos minutos, con lo que se
consigue que los orgéanulos tomen un color violeta. Des

pués se lava moderadamente en agua destilada,

Posteriormente, se pasan a la disolucién de tio-
sulfato, donde permanecen un tiempo minimo de dos minu-
tos, con lo que se consigue una mayor nitidez de las

s ’

imdgenes, as{ como la detencidén del proceso.

Por Gltimo, después de lavar de nuevo, las pre-

paraciones se deshidratan y se montan en Caedax.
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2¢2444~ Tratamiento con urea.- A fin de elimi-

nar parcialmente la zona adoral de membranelas, someti
mos una suspensidn abundante de células a un tratamien
to con urea, del modo siguiente: Se concentrd una gran
cantidad de células en poco medio liquido y se afadid.
igual volumen de una solucidn de urea al 6 %; a.los
treinta segundos se interrumpid el tratamiento diluyen-
do bruscamente con abundante cantidad de solucidn de

Pringsheim.,

2.2.5.- Determinacidn del contenido de ADN en

los ndcleos.- Para ello nos hemos valido de téecnicas

citofotométricas, utilizando un citofotdmetro densitd-
metro VICKERS M 85 con integrador de 4rea, con el qus
~se midid la absorbancia de los nlcleos despufs ds ser

coloreados mediante la tincidn de Fsulgen.



3. RESULTADOS.
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Como ya hemos mencionado en los apartados ante-

riores, el ciliado objeto de nuestro estudio es el hipo-

trico oxitrichido Laurentia acuminata. Este ciliado fué
descrito como una nueva especie del género Laurentia por
Fedriani en 1974 (17). Entre 1974-1977 se estudif§ la mor-
fogénesis cortical (38) y el comportamiento macro y micro-

nuclear duranti el ciclo celular y la regeneracién (70)«

Con estos datos preliminares, comenzamos el estu-
dio sobre la distribucién, divisidén y regulacidn del ADN

macronuclear en poblaciones de L.acuminata.

Las determinaciones del contenido de ADN del ma-
crondcleo y microndcleo, las hemos realizado por medidas
- .' . ~ . & [ 4

citofotométricas sobre preparaciones tefiidas segun el ma=-

todo‘de Feulgen.,

Antes de exponer nuestros resultados, creemos con-

veniente hacer alquna consideracidn sobre las condicianes
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en gque s8 efectia la tincidn de Feulgen y sobre la varia-

bilidad del ADN macronuclear dentro de una paoblacién.

En cuanto a la tincién,\hemos de sefialar que en
este método es de suma importéncia establecer las condi-
ciones en que se ha de efectuar la hidrdlisis clorhf{dri-
ca que se requiere antes'dé la coloracidn con el reacti=-
vo de Schiff, porque de sllas depende el ndmero de grupos
aldehidos libres que posteriormente reaccionardn con el

colorante, y por tanto la intensidad de la coloracién.

Se han descrito numerosas variantes de:la hidré-
lisis en cuanto a tiempo, temperaturé y concentracidn del
dcido; entre ellas hemos seleccionado la hidrdlisis con
ClH 5N a 209C durante una hora , porque en‘nuestru:labo-
ratorio ya se habIa'comhrobadd (70), que son las condicio~=

L. ’ . ’ .
nes en que la coloraciin es mas intensa y ademas permite

una mayor reproducibilidad de los ressultados,

Para evitar posibles errores debidos a variaciones
en las condiciones de tincidn, hemos realizado la fijacidn,
hidrdlisis y exposicidn al colorante simultaneamente en -
todas las preparaciones que se emplean en un mismo expe=
rimento. En el caso de que, como a veces sucedfa, por im-
perativos del experimento no era posible hacer la tincidn
simJlténea de la seris de preparaciones, era necesario in-

troducir una correccidn en las medidas; esta correccién

consistid en dividir el contenido de ADN hallado para cada
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macronicleo por la media aritmética del contenido de
ADN de los micronticleos en G; presentes en la misma
preparacidn. De este modo, la cantidad de ADN del macro
nicleo esti expresada como n veces el contenido del mi-

‘crondcleo, al que consideramos como diploide.

Todas las medidas se hicieron a una longitud de
onda de 550 nm. que es a la que corresponde el miximo de

absorcidn del colorante.

Cada microndclec y cada fragmento macronuclear
se midié dos veces, y el valor utilizado en nuestros

estudios fue la media aritmética de ambas medidas.

3.1~ Variahilidad del contenido de ADN en cul-

tivos de Laurentia acuminata.,- A fin de estudiar la va-

riacidn del contenido de ADN macronuclear en una pobla-
~cién en G;, hemos realizado una serie de'.iedidas en un

cultivo abundante de L, acuminata, el cual se mantuvo

sin alimento durante un dia, QOn el fin de que un por-
centaje elevado de individuos se encontraran en fase G;.
A continuacidn, se hicieron preparaciones de esta pobla-
cién y se midieron los contenidos de ADN macrondclear

de los individuos que no presentaban bandas de replica-
cidn,

»

Dado que en L. acuminata no existe perfodo Gy

macronuclear, la ausencia de bandas de replicacidn es

un indicador seguro de que los macrondcleos se encuen-
'4 . * s e

tran en periodo G)}. La figura 1 muestra la distribuciodn

del dontenido en ADON macronuclear de 20 individuos de
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Fiqura l.- Distribucidn de contenidos de ADN macronuclear

de: 20 individuos en Gl,.
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esta poblacién., E1 ADN macronuclear de cada célula se
determind sumando los contenidos de los cuatro fragmen-
tos macronucleares que presentaba. Como puede apreciar-
se en esta figura, existe un amplio margen de Variacién
en el nivel de ADN macronuclear, de tal manera que hay
células que poseen pricticamente el doble de ADN que

otras,

Puesto que los macrondcleos presentaﬁ una divi-
sidn amitdtica en la que no se reparte exactamente igual
el ADN entre las dos células hijas, esta variabilidad
encontrada en la poblacidn en Gy podfa ser atribuida a
diferencias acumuladas a lo largo de una serie de divi-
siones sucesivas, A fin de comprobar este punto, reali-
zamos determinaciones encaminadas a cuantificar la dis-
tribucidédn del ADN mabronuclear entre los dos productos

de la divisidn celular en una poblacidn en crecimiento.

3e2.— Reparto de ADN macronuclear durante la

divisién de L. acuminata.- En L. acuminata, una vez que

los macronicleos son recorridos por las bandas de repli-
cacidn, se produce una fusidn de los cuatrd fragmentos
macronucleares formindose una sola masa compacta que sug
le ser de forma ovoidal., Posteriormente, esta masa ma=-
cronuclear experimenta tres divisiones consecutivas ori-
gindndose ocho fragmentos que se reparten entre las dos

células hijas.

Para el estudio del repartoc de ADN macronuclear

en la divisidn de L. acuminata, seleccionamos 72 indivi-
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duos que habian alcanzado la Gltima fase de la citoci-
nesis. En tal estado, las células presentan el estran-
gulamiento ecuatorial caracteristico, lo que les da una
forma semejante a un "ocho", haciéndolas facilmente
identificables tanto a la lupa binocular (en los culti=-
vos) como al microscopio (en las preparaciones). Las

72 células se tifieron segﬁh el método de Feulgen y se
determind el contenido en ADN macronuclear del "prétero"
y "opisto". Con estas 144 medidés se hicieraon tres tipos

de andlisis:

1) Coeficiente de reparto entre células hermanas:

Cociente de los contenidos de ADN macronuclear
de los dos productos de la misma divisidén. La figura 2a
muestrd la distribucidén de estos coeficientes de fepar—
to, que varian desde 1 a 1,35 y cuyo valor medio es de

1,09 con una <= 0,08.

Estos resultados indican que, aungue en algunas
divisiones el reparto es equitativo, en otras la distri-

bucion de ADI entre las células hijas es muy desigual,

2) An&lisis de correlacidn:

Con los datos del contenido de ADN macronuclear
de cada pareja determinamos el coeficiente de correla-
cidny En la figura 3 mostramos este tipo de anilisis vy,

coma puede aobservarse, r = ¢+ 0,79,

El hecho de que la pendiente de la recta de re-

gresidén sea distinta de 1 indica que la divisidn es de-
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sigual, y al ser sl valor del coeficiente de carrelacidn
menor que l, se puede deducir que el grado de desigual=-"
dad en el reparto na es el mismo en todos los individuos

de la poblacidn.

3) Distribucidn de las diferencias en contenido

de ADN macronuclear entre las daos cé@lulas hermanas:

Los resultados de este estudiﬁ se reflejan en
la figura 4a. En esta gréafica, lés,diferencias en conte-
nido de ADN entre pares de macrondcleos hermanos, est4
expresada como porcentaje de la media aritmética del
contenido del par. Los porcentajes oscilan entre 0 y 28,
la media encontrada en esta distribucién fue de 9,%2% y

la ¥ de 7,46.

El siguiente paso de este estudiéAFue efectuar
un anilisis similar con pare; 1s de células no hermanas.
Para ella, con lds mismos datos, construfmos dos tipos
de poblaciones: una formada por pares de células hijas
tomadas al azar entre estos 144 productos de divisidn
(72 parejas) y otra Formada‘por pares de células madres
también tomadas al azar. Cada célula madre est4 calcula-
da como la media aritmética del contenido de ADN macro-
nuclear de un par, por tanto sdlo hay 36 pare jas de esta

tipo,

El coeficiente de reparto para la poblécién da -
pares aleatorios de individuos recidn divididos var{a
desde 1 a 1,60 y su valor medio fue de 1,15 con una

= 0,13, Figura 2b,
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En el caso de parejas aleatorias de parentales
(células madres), el coeficiente varidé de 1 a 1,35 sien

do su media 1,13 y su ¥V = 0,11, Figura 2c.

La figura 5 muestra el andlisis de correlacidén
de pares al azar de individuos recién divididos; como

puede observarse, en este caso r tiene un valor de 4 0,49,

En la figura 6 presentamos el mismo estudio para
la poblacidén de parsjas aleatorias de parentales, sl cag ‘

ficiente de correlacidn hallado fue de r = 4+ 0,48.

Como pueds apreciarse, el coeficiente de corre-
lacidén de estas dos poblaciones es sensiblemente mis ba=-

jo que el obtenido en la poblacidn de pares hermanos,

La distribucidn de diferencias entre pares al
azar de individuos recién divididos oscila entre 0 - 48%,
su valor medio es de 13,70% y su ¥ = 10,52. Figura 4b.\
Estas diferencias entre pares de parentales tomados al
‘azar presentan la distribucidn de la figura 4c. En este
caso, los valores varfan entre 0 y 36%, siendo la media

11,78% y la < de 9,34,

Ambas distribuciones presentan una media de di-
ferencias porcentuales més altas que las observadas en- .
tre pares hermanos, siendo la de parentales menor que la

de la generacidn filial,

A fin de averiguar si las diferencias encontradas



Figura 2,- Distribucién de coeficientes de reparto de
ADN macronuclear de 72 pares hermanos (2a),
72 pares al azar de individuos recién divi-

didos (2b) y 36 pares al azar de parentales
(2c).
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~Fiqura 3.~ Recta de regresidn y coeficientzs de corre-

lacién de 72 pares de macronicleos hermanos.
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Figura 4.- Distribucidn de diferencias en contenido de
ADN macronuclear entre 72 pares hermanos (4a),
72 pares al azar de individuos recién dividi-

dos (4b) y 36 pares al azar de parentales (4c).
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Figura 5.- Recta de regresidn y coeficiente de corre-
lacién de 72 pares al azar de individuos

recién divididos.
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fiqura 6.~ Recta de regresidn y coeficiente de corre-

lacidn de 36 pares al azar de parentales.



ma/ mi

146+
144
1404
1361
132
123-
124+
120
116+
124
108

104

/.
y'/x -
o~
-
s
'/'
e 4
- e
.
S
40,48
- £
bx/y:o0,61

byx:03s

2 124 2 152 136 140 144 148 152 156 160 184 168 172  17¢ 180 184 T
120 2 14.8 3 A : i ‘ ma/ml

6%



S0

eran debidas a arrores de medida del citofotdmetro,:se
midid la absorcidn de 40 macrontcleos efectuando cuatro
medidas sobre cada uno de ellos; calculamos la media
para cada dos valoreé y obtuvimos por tanto dos medias
de cada macronfcleo., A continuacidén, trabajamos con es-
tas dos medias como si se tratara de individuos emp are-
jados, La distribucidn de diferencias para este tipo de
parejas tiene una variacidén de 0 a 0,80%, su valor medio

es de 0,26% y su ¢ = 0,18, Figura 7.

Como puede apreciarse, el porcentaje medio es
bastante mids bajo que el hallado anteriormente para los
tres tipos de poblaciones estudiadas, lo que indica que
las diferencias halladas entre pares de célglas hermanas,
células hijas tomadas al azar y células parentales, tam-

biéﬁ tomadas al azar, responden a la realidad,

A la vista de estos rééultados, surge otra cues-
tidn que consideramos de interés: averiguar si existe
polaridad en cuanto al reparto 'de ADN, de tal manera que
siempre fuese el prdtero o bien el opistoc el que reci-

biera mas cantidad de ADN,

Dado que en preparaciones tefiidas segin el mé-
todo de Feulgen era dificil distinquir entre el produc—
to amterior y posterior de la divisidn, lo primero que

hicimos fue observar una preparacidén de células en ci-

tocinesis (en forma de ocho) de L. acuminata con micros

copio de contraste de fases para saber, atendiendo a la
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Fiqura 7.- Distribucidn de diferencias entre pares
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de medidas de 40 macronlcleos.
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localizacidén de la zona adoral de membranelas, cuél
era el "prétero" y cuil el "opisto", A continuacidn,
dibu jamos estas células con objeto de identificar el
prdtero y el opisto al medirlas en el citofotdmetro.
Los valores de ADN macronuclear encontrados para ambos
tomitos de 20 células en divisidn se muestran en la
tabla 1. Como puede observérse, en 11 de las células
el opisto contenfia mis ADN que el prétero, y en las

9 restantes, ocurrfa lo contrario, lo que parece indi-

car que no existe polaridad en el reparto desigual,

Los resultados hasta ahora expuestes indican
que la variacidn en el contenido de ADN macronuclear
entre individuos de una poblacidn tiende a acentuarse
en cada divisidén celular, lo cual conduce a pensar que,
a lo largo del tiembo,»hébria un aumento progresivo de
la varianza, Para averiguar si este aumento en la va-
rianza es indefinido o, por el contrario, existen va-
lores limites determinados por algdn tipo de autoregu-
lacidn, realizamos una serie de experimentos encamina-
dos a estudiar la variacidn del contenido de ADN macro-
nuclear a través de las generaciones en cultivos cléni-

COS.

3¢3.= Evolucidn del contenido de ADN macronu-

»

clear en cultivos clénicos.~ Debido a que todos los in-

dividuos de una poblacidn no poseen la misma cantidad

de ADN, decidimos tomar cinco individuos seleccionados
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TABLA I.~ Contenido de ADN (Ma/mi) en Prdtero y Opisto

de 20 células en divisidn.

OPISTO PROTERD
93,99 84,18
105,20 . 93,01
90,07 87,74
113,73 83,85
107,91 100,86
111,79 98,57
146,45 114,28
125,64 117,57
180,63 120,97
140,59 ° 130, 60
122,51 88,31
73,17 112,52
79,09 98,55
82,00 85,33
90,59 91,49
100,81 101,82
117,20 138,61
. 116,53 124,39
108,55 . 138,84

161,33 177,41
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al azar de una poblacidn de L. acuminata, en fase de

crecimiento exponsncial, y los hicimos crecer separa-
damente al objeto de estudiar la evolucién del conte-
nido de ADN en cinco clones que tuvieran probablemente

“como origen un nivel de ADN distinto.

En estos cultivos clénicos se consiguieron po-
blaciones suficientemente abundantes hacia los cinco
dias, por ello comenzamos a realizar las medidas a par-
tir del sexto dfa, y con intervalo de dos dfas. En la
figura 8 y en la tabla II representamaos, respectivamen-
te, los valores de la media y varianza del contenido
de ADW macronuclear de estas cinco poblaciones (en Gl)
desde el sexto hasta el vigdsimocuarto dfa después de
la iniciacidn del cultivo. .

Todos los clones tuvieron un comportamiento se-
mejante, la media y la varianza sufren fluctuacionesy
manteniendose dentro de unos limites superior ( mecdia

215 Ma/mi, varianza 5.460) e inferior (X=130, $%=127).

Las fluctuaciones observadas en la media y va-
rianza de estas cinco poblaciones clonales, sugieren
la existencia de un mecanismo que regula el contenido
de ADN macronuclear de una poblacidn, puesto que con
el tipo de divisidn desigual que presenta el macrond-
cleo, si no existiera ningdn tipo de control, habr{a

un incremento progresivo del valor de la varianza al

paso de las generaciones. En estas condiciones, apare-



Figura 8.~ Evolucidn del contenido medio de ADN macro-
nuclear de poblaciones cldnicas a lo largo

del tiempo.
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CLON 1 CLON 2 CLON 3 CLON 4 CLUN 5

n = 20 n = 20 n.= 20 n = 20 n = 20

6 DIAS X = 169,39 X = 161,33 X = 153,70 X = 142,38 % = 144,89
2
5°= 670,29 5°= 495,06 5%= 439,32 52= 358,34 5%= 590,00
n = 20 n = 20 n = 20 n = 20 n = 20

b
8 DIAS X = 143,15 X = 154,89 X = 148,73 X = 153,08 X = 137,96
2 ) )

5°= 277,89 5= 226,50 52= 184,68 52= 350,81 5= 203,06
n = 20 n = 20 n = 20 n = 20 n = 20

10 DIAS X = 176,01 X = 156,35 X = 167,19 X = 148,13 X = 150,28
2
$°= 358,72 5= 127,01 5%= 201,07 5%= 171,35 5%= 291,04
n = 20 n = 20 n =20 n = 20 n = 20

13 DIAS X = 175,07 X = 162,79 X = 174,09 X = 211,68 X = 189,31
52= 340,77 5°= 547,56 5%= 271,26 5%= 439,32 5= 1,055,60
n = 20 n = 20 n = 20 n = 20 n = 20

15 DIAS R = 179,47 X = 141,34 % = 158,34 X = 169,11 X = 170,66
5%= 1.998,09 | s°= 140,90 5%= 239,01 5%= 398,82 5%= 182,79
n = 20 n = 20 n= 20 n =17 n = 20

17 DIAS X = 212,19 X = 214,02 X = 212,00 X = 204,03 X = 158,89
2. 1.756,45 | S52= 5.396,37 | s%= 3.515,30 | s2= 2.774,13 | s°= 281,23
n = 20 n = 20 n = 20 no= 17

20 DIAS X = 173,71 X = 142,17 % = 147,10 -— X = 154,82
52= 828,29 5°= 359,10 5%= 746,38 52= 598,78
n =19 n = 20 n = 20 n = 20 n = 20

22 DIAS X = 185,39 X = 179,92 X = 214,08 X = 167,94 X = 163,33
5%= 1.647,55 | 5°= 936,36 52= 1.915,81 52= 632,52 5%= 461,82
n = 20 n = 20 n = 20 n = 20 n = 20

24 DIAS X = 160,30 X = 140,63 X = 163,01 X = 178,50 X = 158,43
52= 351,19 5°= 599,27 5%= 309,41 52= 894,01 5%= 483,12

en cultivos cldnicos.

x1

S2

il

Mo de individuos medidos

TABLA II.- Evokycién del contenido de ADN macronuclear

Media del contenido de ADN macronuclear Ma/m]

Varianza

wn
o
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cerfan individuos con contenidos muy altos y muy bajos

en ADN,

Este control operarfa en dos sentidos opuestos:
disminuyendo la cantidad de ADN en los individuos que
poseen un alto contenido y aumentéindola en aguellos que

tienen un contenido bajo.

Para abordar el estudio de este mecanismo de
control de la cantidad de ADN macronuclear en L. acumi-
nata, partimos de individuos que poseian un bajo conte-
nido de ADY y de individuos que estaban en la situacidn
contrafia, es decir, que su contenido de ADN era més al-
to que el considerado normal para un individuo enAGl.
Para ello, provocamos experimentalmante una divisidn

mis desigual que la que se da normalmente en los culti-

vos de L. acuminata,

3.,4,~- Reparto de ADV macronuclear en una divi-

sidn desiqual provocada por dafo cortical.- En estudios

anteriores realizados en nusstro laboratorio (70), se

habfa logrado inducir en L. acuminata divisiones extre-

madamente desiquales, como consecuencia de la elimina-
cidn de parte de la Z.A.M. de una célula durante el dl=-
timo tercio del perfodo S macronuclear. Estas divisio-
nes desiguales dan origen a un opisto de tamafo normal
y a un prétero que carece de parte de su zona adoral de
membranelas y cuyo tamafo es menor que el nqrmal, repre

sentando un 39% de la longitud total celular. Fig. 9.



sidn desigual en Laurentia acuminata.

e

‘Figuran.- Div

Tincidn de Feulgen.
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Debido a gue las fragmentaciones macronucleares
durante esta divisidn desigual, no cocinciden con la 1i-
nea de citocinesis, puedeAhaber una distribucidn desi-
gual de los fragmentos macronucleares entre las dos cé-

lulas hijas.

Con el fin de averiguar si habfa en esta divi-
sidn un reparto desigual de los fragmentos macronuclea-

res, tomamos un cultivo bien alimentado de L, acuminata

y le aplicamos un tratamiento con urea'(E%, durante

30 segundos) cuando los individuos estaban préximos a

la divisién. Ello provocd la aparicién de divisionas
'desiguales en muchos individuos de la poblacién; median
te una micropipeta, separamos estos individuos Yy, una
vez acabada totalmente la divisién, colocambs a los pré-
teros, que carecen de parte de su zona adoral de membra-
nelas, en una taza de Bdveri vy at;bs opistos en otra e
hicimos preparaciones de Feulgen de ambos tipos de in-

dividuos.,.

El conteo de fragmentos macronucleares de 83
prédteros esti representado en la Figuré.lo; El ndmero
de fragmentos encontrado oscild entre'l y 4 y 1la mayor
parte de estos individuos presentaban de 2 a 3 fragmen-

tose.

»

Los 111 opistos observados presentaroh la dis-
tribucidn de fragmentos que se muestra en la figura 1l1.

El ndmero de fragmentos que recibe el opisto varfa de 2
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Figura 10.~ Distribucidn del némero de fragmentos.
macronucleares en 83 préteros proce-

dentes de la divisidn desiqual.,
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a 6, la mayorfa de los individuos tienen de 4 a 5 frag-

mentos.

A ‘pesar de lés observaciones anteriores, para
asequrarnos de gque el reparto de ADN era desigual y lo
que es mas, mas desigual que el que se efectuaba en la
divisién normal, aplicamos los mismos tipos de anflisis
empleédos para la divisién normal, sobre una poblacidn
de 45 individuos en las (ltimas fases de la divisién de-

sigqual,

Las medidas citofotométricas de contenido de ADN
de pares de c8lulas hermanas dieron la distribucidn de
coeficientes de reparto que se representa en la fig.l2,
Los coeficientés de reparto de las 45 parejas de célu-
lzs hermanas oscilan entre 1 y 4,6 y la media y desvia-
cidn tipica presentadas fueron de 1,66 y 0,66 respecti=-
vamente, Como puede apreciarse, la media de coeficien=-
tes de reparto obtenida es considerablemente més alta
que la que se calculd para una poblacidn de células en

divisidn normal.

El anflisis de correlacidn hecho con los 45 pa;
res de valores de ADA did un coeficiente de correlacidén
de r=+40,35, Figura 13, Este coeficiente de correlacidn
es bastante mAs bajo que el hallado para la divisién

normal,

Por dltimo la distribucidn de difsrencias en
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Fiqura 11.- Distribucién del ndmero de fragmentos macro-
nucleares en 111 opistos procedentes de la

divisidn desigual.



Fiqura 12,.- Distribucidén de coeficientes de reparto de ADN

macronuclear de 45 células en divisidn desiqual,
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Fiqura 13.,- Recta de regresidén y coeficiente de corre-
lacidn de 45 pares de células hermanas, prog

cedentes de la divisidén desigual.
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contenido de ADN macronuclear entre pares de células
hermanas varfa de 0 a 140%%. La media de esta distribu-
cidn fue de 42,30%, béstante més alta que la encontrada
en la distribucidn de diferencias entre células hermanas
de la divisidén normal, y la desviacidn tfpica hallada

fue de 31,10.Figura 14,

3.5.- Evolucidn del contenido de ADN macronu-

clear en cultivos cldnicos de los productos de la di-

visidn desigual.- El siguiente paso en nuestro estudio

fue observar que ocurrfa en clones formados a partir de
individuos que, como habfamos comprobado, pasefan mucha.
diferencia en contenido de ADN macronuclear. Para ella,
tomamos células en vfas de divisidn desiqual y a partir
de cada una de ellas obtuvimos dos cultivos clénicos:
uno que tenfa coma origen él prétero, y otro, el opisto.
La cantidad de ADN en Gl de dos de estas parejas de clo=-
nes se midieron a los 13 dfas de iniciados los cultivos
y los resultados se encuentran reflejados en las figuras
15 y 16, En las figuras 17 y 18 se muestra el mismo es=-
tudio con pares da élones a los 7 dfas, y por dltimo, en

las figuras 19, 20, 21 y 22 presentamos la distribucidn

de cuatro pares de clones analizados al cabo de 5 dfas,

2

Como se puede apreciar en todas las gréficas, no
existen diferencias entre las poblaciones clénicas pro-

cedentes de uno u otro producto de divisién, ni tampoco



65

T X:4230%
f 0:31,10

]

20 40 60 80 100 120 140 % .

Fiqura 14,- Distribucidn de diferencias de contenido de

ADN macronuclear, en 45 pares de células her-
. nas productos de la divisidn desigual,
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las hay en relacidn con una poblacidén normal de L,a-

cuminata en Gl.

Esto demuestra que antes de los cinco dfas ha
operado un mecanismo que ha equilibrado las poblacio-
nes anulando las primitivas diferencias que existfan
entre las células que originaron las parejas de clones,
En este punto, decidimos estudiar las poblaciones for-
madas de prétéros y opistos de una divisidn desigual en-
tre 0 y 5 dias., Como era imposible realizar este estu-
dio con poblaciones clénicas, recurfimés a poblaciones -
no clénicas. Las medidas realizadas inmediatamente des-
pués de la separacidn de las células hijas se recogen en
la figura 23, En la parte superior de la grifica se en-
cuentra la distribucidn de la poblacidn de prditeros, su
media es 103,52 Ma/Mi y su< es 24,39, En la parte in-
ferior se halla la distribucidn de la poblacidém de opis-

tos, su x=147,41 y su ¥ =24,32,

Transcurrido un dfa, hicimos preparaciones de
ambas poblaciones5blos resultados se encuentran en la
figura 24, La poblacidn derivada de los prdteros presen-
t8 una distribucidén cuya media fué igual a 183,90 y su
desviacion tfpica 34,21; como puede apreciarse ambos va-
lores han experimentado un aumento significativo con res-
pecto a los valores iniciales. En cambio en la poblacidn

derivada de los opistos la media fue de 169,72 y la des=



Figqura 15,- Distribucidn de contenidos de ADN macronuclear, en

G de un par de clones a los 13 dias de la inicia-

l’
cién de los mismos., En la parte superior se encuen-
tra la distribucidn del cldn que procede del préta-
ro y en la inferior la del que procede del opisto,

Ambos, prdtero y opisto, son productos de una célu-

la que ha sufrido divisidén desiqual,
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Fiqura 16,- Idem de la figura anterior, el origen de estos clo-

nes, es otra c8lula en divisidn desigual,
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Figura 17,- Distribucidfn de contenidos de ADN macronuclear, en

G., de un par de clones a los 7 dfas de la inicia=

1?
‘cidén de los mismos. En la parte superior se encuen-
tra la distribucidn del clén gue procede del préte;
ro y en la inferior la del que procede del opisto,

de una célula que ha sufrido divisidn desigual,
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Figura 18,~-.Idem de la figura anterior, el origen de estos dos
clones, también es una cé&lula que ha tenido la di-

visidén desiqual,
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Figura 19.,- Distribucidén de contenidos de ADN macronuclear,'en‘

G de un par de clones a los 5 dias de la inicia-

l’
cidn de los mismos. En la parte superior se encuen-
tra la distribucién del clén que procede del préte-
ro v en la inferior la del que procede del opisto.

Ambos, prétero y opisto, son productos de una célu-

la que ha sufrido divisidn desigual.
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Figuras 20, 21 y 22.- Idem de la figura anterior, cada par de

clones de una figura procede de una célu=~

la que ha sufrido divisidn desigual,
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Figura 23.- Distribucién del contenido de ADN macronuclear
de préteros (parte superior de la gréfica) vy
“opistos (parte inferior), en d momento de la sg

paracién de una poblacidn con divisidn desigual,
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viacidn tipica de 31,74.

En las figuras 25, 26 y 27 presentamos las me-
didas de ADN macronuclear en ambas poblaciones a los

dos, tres y cuatro dfas respectivamente,

Del estudio de todas estas distribuciones se pue-='
de comprobar que las dos poblaciones'presentan fluctua-
ciones en su maedia y desviacidn, del mismo fipo gque las
observadas en poblaciones cldnicas formadas a partir de

individuos normales de una poblacidén de L.acuminata..

3.6.- Requlacidn del contenido de ADN.,- En vis=-

ta de los resultados obtenidos él estudiar las poblacio-
nes de productos de una divisidn desigual, decidimos es-
tudiar la variacidn en el contenido de ADN a lo largo del
ciclo celular que sigue inmediatamente a la divisidn de-
sigual, por considerar que durante el transcurso del mis-
mo operaba algdn mecanismo que compensaba las diferencias

resultantes de la divisidn desiqual.

En principio, una vez que se ha producido la di-

visidén, el prdtero que posee una zona adoral de membra-
. . + @ + &
nelas incompleta, comienza su regeneracion, La duracion
de este proceso, 2,5 a 3 horas, as{ como los fendmenos
corticales y nucleares que tienen lugar, son los que se

observan en una regeneracidn normal de L.acuminata (38).

. - . I 4
La regeneracidn comienza con la aparicidn de un



Fiquras 24,25,26 v 27.- Distribucién del contenido de ADN

macronuclear de las poblaciaones de
, préteros y opistos, de la figura apn
terior, despuds de 1,2,3 y 4 dias de

crecimiento respectivamente.
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grupo de cinetosomas, en relacidn con los transversales
1/11, I/1I1 y I/IV que darin lugar al primordio oral
(figuras 28 y 29). Despuéds de alcanzar el vértice peris
tomético, este primordio se fragmentari originando en

la zona derecha del individuo los primordios de los ci-
rros frontoventrales; a dicha formacidn contribuyen‘taﬂ
bién los cirros frontoventrales antiguos que se desintg
gran totalmente, Elvreéto del primordio oral no fragmen
tado se ordena en membranelas y se une a las membranelas
posteriores del antiguo peristoma, Forméndose asi la nug
va Z.A.M. (figuras 30 y 31). También la ciliacidn dorsal
(fig. 32), se origina de nuevo durante este proceso de

regeneracidn,

En la mayoria de los casos, la durahién del ciclo
celular del prdétero fue bastante mayor que la del opisto.
En la fig. 33 presentamos los resultados de las medidas
dz la duracidn del ciclo de 48 préteros; como puede ob-
servarse, los ciclos oscilan entre 8 y 20 horas, la media
encontrada fue de 15 horas y la desviacidn tipica de

3 horas 15 minutos.

La fig, 34 muestra el mismo estudio, hecho con
48 opistos: los ciclos van desde las7 a las 12 horas, la

media hallada fue de 8h. 357 y la desviacidn de lh, 107

Las diferencias (expresadas en horas) entre los
ciclos celulares de los dos productos de las 4B células

en divisidn se representan en la fig. 35; la media de la



Fiquras 28 y 29.,- Micrografias de un prdtero en regene-

racidn mostrando la aparicién de un
primordio oral en relacién con los

cirros transversales. Protargol,
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Figuras 30 y 31,- Micrograffas que muestran la formacidn

de los cirrps fronto-ventrales y la
nueva zona adoral de membranelas.

Protargol.

Figura 32.- flicrograffa que muastra la formacidn de la

nueva ciliacidn dorsal. Protargol.
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Figura 33.- Distribucidn de la duracidn del cicle celular, en

horas, de 48 prdteros que proceden de la divisidn

desigual. .
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Figura 34.- Distribucidn de la duracién del ciclo celu-
lar, en horas, de 48 opistos que proceden

de la divisién desigual,
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distribucidn fue de 6h. 32° y la W = 3h, 47,

Dado que el retraso observado (6h. 32°) en la
divisidn no es explicable solamente por el tiempo (2,5=-
3h.) empleado en la regeneracidn, cabe pensar en la
existencia de alguna otra causa determinante de dicho
retraso. A fin de encontrar esta posipie causa, estudia-
mos el perfodo S macronuclear tanto en lo que se refiere

a su duracidn como a la variacidn en el contenido en ADN.

Para ello, una vez que provocamos la divisidn
desigual, por medio del tratamiento con urea, procedi-
mos a separar los préteros de los opistos y periddica-
mente hicimos preparaciones de ambos tipos de individuos,
que tefiimos con orcefna acética para determinar el por-
centaje de los mismos que presentaban bandas de replica-
cidn. £n la poblacidn de opistos a las Sh. después de
la separacidn habfa un 91,18% de individuos que presen-
taban bandas de replicacidn y a las 10h. este porcenta-
ja habfa descendido hasta 0; asimismo, todos los indivi-
duos de esta poblacidén habfan finalizado su divisidn a

las 11h.

En cuanto a los préteros, partimos de una pobla-
cidén de 166 individuos y tomamos muestras de los mismos
a las 5, 8,11,15 y 17 horas después de la separacidn.
A las cinco horas, de un total de 35 individuos observa-

dos, 6 (17,143%) presentaban bandas de replicacidn; a las
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Figura 35.~- Distribucidn de las diferencias, en horas,
de los ciclos celulares de los dos produc=-

tos de 48 células en divisidn desigual.
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ocheo horas, de un total de 26 individuos, 9 (34,62%)
presentaron bandas; a las once horas, de un total de
31 individuos, el‘90,32% (28 individuos) mostraron ban-
_ das. A las 15h. 35 individuos, de un total de 36 obser-
vados, presentaban bandas de repiicacién. A las 17h. no
aparecieron bandas y todos los individuos estaban en

vias de divisién. Fig. 36. Tabla III.

Mediante examen de esta poblacién de préteros
con microscopio estereoscépicohse observdé que a las llh.
habfa 9 individuos en divisién, y a las l4h., 5, Estas
células en divisidn fueron separadas del cultivo para
evitar errores en la determinacidn del porcentaje de

s gs s r
individuos en periodo S.

£l periodo S de esta poblacidén, no es compara=-
ble al encontrado en células procedentés de una divisidn
normal, Aceptando que el'comienzo del peribdo S tiene
lugar cuando el 50% de los individuos de la poblacidn
presentan bandas de replicacidn y el final cuando un 50%
de los mismos ya ha duplicado su ADN, en la poblacidn
normal este periodo ocupa desde las 4h, 30°hasta las 9h,
del ciclo mientras que en la poblaciéh de préteros se

extiende desde las 8h., 30°- 9h, hasta las 1l6h.

R Por otra parte, conviene sefialar la existencia
de dos tipos de individuos dentro de la poblacidn de
proteros: unos que se dividen aproximadamente al tiempo

que lo hacen los opistos y otros gque presentan un retraso



Figura 36.- Porcentaje de prdteros (——) y opistos (==-) con
bandas de reorganizacién, frente al tiempo trang
. currido desde el final de la divisidn celular de

sigual.
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TABLA III,- Variacidn, a lo largo del tiempo, del por-

centaje de individuos con bandas de recr-

ganizacidn.
Horas después Porcentaje de Ndmero total
de la separacidn individuos con de individuos
de los tomitos bandas de reor- observados
ganizacidn
OPISTO: »
5 91,18 34
3 85,37 41
10 0 50
PROTERO:
5 17,14 35
8 34,62 ' 26
11 90, 32 31
15 97,22 36

17 0 24
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grande en su entrada en divisién. Esto determina que el
perfiodo 5 definido anteriormente para los prdteros sea
el resultado de un solapamiento entre los perfodos de

sintesis de los dos tipos de individuos.

Los proteros que se dividen eﬁtre las 1lh, vy
14h, del ciclao, podrf{an ser individuos que poseen un
contenido normal de ADN; por tanto, ia duragién de su
periodo Sy ciclé celular tambidn son normales. Por el
contrario, las células con retraso (18 h, de ciclo) po-
drfan ser las que tienen un bajo contenido de ADN y pre-
sentan un perfodo S mis largo o dos perfodos S consecu-

tivos.

Para comprobar esta hipdtesis efectuamos medidas
de ADN en los distintos momentos en que se presentaban
divisiones ¢! lulares tanto en la poblacién de prdteros

como en la de opistos,

En primer lugar, provocamos por medio de urea
una divisidn desiqual de tal manera gue en el momento
de la separacidn de los tomitos, las cantidades de ADW de
22 préteros presentéban una distribucidn que variaba de
30 - 150 Ma/mi con una X = 76,48 Ma/mi y una ¥ = 31,45
(fig. 37), mientras que los 22 opistos posefan una dis-
trichién que variaba de 110 - - 250 Ma/mi con una media

de 165,47 y una desviacidén de 36,41, Fig. 38.

Cuando se dividieron los opistos, hicimes una

preparacidn con 45 células hijas y las medidas del ADN
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Figura 37.- Distribucién de contenidos de ADN macro=-
nuclear en 22 prdteros procedentes de la

divisidén desigual,



Fiqura 38,- Distribucién de contenidos de ADN macronuclear
en 22 opistos procedentes de la divisidn desi-

gual,
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macronuclear de estas dieron una distribucidn que varia=-
ba de 90-250 Ma/mi con una x = 168,10 Ma/mi y una Y =
27,86. Fig. 39,

Como ya hemos sefialado, en la poblacidn de prd-
teros hay un pequefo porcentaje de individuos que se di-
viden al mismo tiempo que los opistos. En estos indivi-
duos recien divididos se encontrd la distribucidn que
se indica en la fig. 40, en la que puede observarse gue
los valores de Ma/mi varf{an entre 130 y 180, siendo la
media y la desviacién tipica 148,40 y 12,89 respectiva-

mente.,

Fn preparaciones de muestra del r=sto de la po-
blacidn de prdteros se observaron dos tipos de indivi=-
duaos, unos gue no presentaban bandas de replicacién y
ntros que las presentaban, £n los primeros las medidas
12l contenido de ADY macronuclear oresentaban una dis-
tribucidn que oscilaba entre 80 y 130 :ia/mi con una
X = 104,58 y una< = 14,15 (fig. 41), mientras que los
segundos, que possfan bandas de replicacidn, presen-
tan la distribucidn indicada en la fig. 42, Las ita/mi

varfan desde 110 a 290, la X = 179,43 y la = 39,83,

Unas siete horas méas tarde se inicia la divisidn
en el resto de la poblacidn de préteros, las medidas del
contenido d= ADY macronuclear en los productos de esta
divisiadn, dieron una distribucidn comprendida entre 90-

220 Ma/mi, siendo la media de 139,20 Ma/mi y la desvia-



Figura 39,.,~ Distribucidn de contenidos de AON macronuclear
de 45 productos de la divisidn de opistos en el

ciclo siquiente a la divisidn desiqual.
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Figura 41.- Distribucidén de contenidos de ADN ma-
cronuclear de 12 prdteros, que no po-

R seen bandas de reorganizacidn y no se
dividen a la vez de los opistos, en el

ciclo siguiente a la divisidn desigual,
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igura 42,- Distribucidn de contenidos de ADN macronuclear
de 27 préteros, que poseen bandas de replica-
cidn, y no se dividen a la vez de los opistos

en el ciclo siquiente a la divisidn desiqual,
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cién tfpica de 33,67 (fig. 43).

Estos datos parecen indicar, como postericrmen=-
te veremos en la Discusidn, que hay prdteros (de menor:
contenido en ADN) que durante la interfase aumentan su

ADN en mAs de dos veces.

En cuanto a la disminucidén del contenido de ADN,
dado que algunos autores (7, 14, 21) har indicado que
los cuerpos de extrusidn pueden ser un sistema de pér-
dida de ADN, analizamos todas las preparaciones reali-
zadas a lo largo de este trabajo, cuantificando la apa=-
ricidn de tales cuerpos de extrusidn, y pudimos compro-
bar oue estos se presentaban en dos momentos distintos
del ciclo del individuo: en el perfodo S macronuclear
(fig. 44) o bien en el perfiodo G, (fig. 45) y que su
frecuencia es relativamente baja (dé*.orden del 10 al
12 %), tanto en los clones considerados como normales
como en los: derivados de ambos productos de la divisidn

desigual.

“n este Gltimo caso, los cuerpos de extrusidn
aparecieron indistintamente en los clones procedentes
de préteros o de opistos; sdlo en un caso -en que la
diferencia entre prdteros y opistos fue mis acentuada
(figs. 37 y 38)=- se observd en el cultivo de opistos

una frecuencia mas elevada, de un 24 %,

Por Gltimo, hay cue sefialar que la aparicidn



fFigura 43.- Distribucién del contenido de ADN macronuclear
de 16 prdteros que se dividen con retraso en el

ciclo siquiente a la divisidn desigual,



— —

X:13920
O: 3367

_74/

90

100 110

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

—

=)=
- i

86



44 y 45,- {licrograffas de L. acuminata presen-

tando cuergos de extrusidn en los

nerfodaos S vy Gl respectivamente.

Tincidn de Feulnen.
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TABLA IV,- Medidas de ADN en individuos que presentan
cuerpos de extrusidn. Frecuencia de apari-

cién de éstos.

Contenido de ADN Contenido N2 total de Frecuencia
en individuos medio de la | individuos de aparicidn
con C.E. (Ma/mi) poblacidn, observados
En Gl En S en Gl
182,40 | 119,76 121,66 | 20 10 %
146,20 | 248,10
135,06 | 246,31 134,64 - 12 %
251,99
147,83
93,24 | 216,66
123,35 | 208,10
156,38 | 199,94 140,25 70 11,43 %
142,47 |
214,63
03 ‘ P
203,37 143,13 20 ' 10 %
153,66
135,99 | 226,37 150,27 -0 12 %
229,64
253,76 | 241,97
294,08 197,33
’ ’ 246,52 46 23,91 %
180,87 243,65 ‘
188,12 | 187,28
315,77 | 177,81
243,35 J
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cuerpos de extrusidn no guarda una relacidn clara
con el valor medio del contenido de ADN macronuclear
la poblacidn ni con el contenido de ADN macronuclear

los individuos que los presentan (Tabla IV).



4, DISCUSION,
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El hecho de gue el macronlcleo de los ciliados
se divida por amitosis tiene, como consecuencia inmedia
ta, el que en una poblacidn de estos protozoos aparezca
una variacidn més o menos amplia en cuanto al contenido
de ADY macronuclear. El1 estudioc de esta variabilidad,
=5 como el de los nosibles mecanismos que regqulan el
contenido de ADN macronuclear, ha sido abordado en al-
qunos ciliados holotricos y heterotricos como Tetrahy-

mena pyriformis (7), Tetrahymena pAtula (22), Tillina

magna (21), Bursaria truncatella (8l1), Colpoda steinii

(20) y Paramecium aurelia (3); sin embargo, los hipotri-

cos han recibido poca atencidn en este sentido. El dnico
trabajo gue conaocemos es el de WITT (76), en el que se

estudia la divisidn macronuclear de Euplotes eurystomus

y se establecen los rangocs de variabilidad en el reparto
de ADY entre los dos productos de una amitosis macronu-
clear, asi como la variabilidad en la cantidad de ADN

macronuclear dentro de una poblacidn,



103

Nosotros, en el trabajo gue presentamos a la
consideracidn del tribunal, hemos abordado en primer
lugar el estudio de la variabilidad del contenido de
ADN macronuclear, tanto en poblaciones no clénicas co-
mo cldénicas; en segundo lugar hemos estudiado la varia-
bilidad en la distribucidn desigual del ADWN en la ami-
tosis y, por dltimo, tratamos de establecer qué meca-
nismos de requlacidn operan en el controi de la c;nti-
dad de ADN macronuclear, Para ello, hemos trabajado con

una especie de hipotrico, Laurentia acuminata, que ofre-

ce propiedades muy favorables para este tipo de estudio.

£n efecto, esta especie se cultiva ficilmente
en el laboratorio presentando una tasa de divisidn alta
(ciclo celular de 9 horas), y la sincronizacidn de los
cultivos se puede consequir sin qgrandes dificultades.
3u tamafio celular (300/&) oermite estudiar y cuantifi-
car dafios efectuados por agentes quimicos. Ademas, su
aparato nuclear esti constituido por macrondcleas y mi-
crondcleos de gran tamafio, cue permiten efectuar medi-

das citofotométricas con bastante precisidn.

En la mayorfa de los casos, los micronldcleos

L]

elativamente alejados del macronlcleo hasta el

(AN

estan
punto de gue las medidas citofotombtricas de ambos ti-
pos de nlcleos no se interfieren entre si, lo cual per-
mite expresar el contenido de ADN macronuclear en for-

ma de un cociente (Ma/mi) entre la absorcidn medida
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para cada macronticleo y el valor medio de los conteni-
dos encontrados en los microndcleos de la correspondien

te preparacidén. Asimismo, en L. acuminata, como en los

demds hipotricos, el periodao S macronuclear se pueds
delimitar facilmente mediante la observacidn de las

bandas de reorganizacién.

Dado que nuestros estudios sobre el contenido
de ADN se fundamentan en-medidas citofotométricas sobre
preparaciones tefiidas seqgln el método de Feulgen, el
primer paso en nuestro trabajo fué elegir aquellas con-
diciones de tincién, especialmente las relativas a la
hidrélisis clorh{drica, que nos permitiesen obtener u-
na coloracidn mas intensa asi como una mayor homogenei-
dad en los valores de absorcidén, a fin de establecer

comparaciones entre distintos experimentos.

Las condiciones elegidas fueron: hidrdlisis du-
rante 60m.a 202C con ClH 5N y medida de la absorcidn a

550nm,

Segdn los resultados que se exponen en las figu-
ras 2a, 3 y 4a, el reparto del ADN entre los ndcleos hi-
jos durante la amitosis macronuclear es significativa-
mente desiqual, a esta conclusidn se ha llegado aplican-
do tres tipos de anflisis: .

1) Como puede apreciarse en la figura 2a, la
distribucidn de coeficientes de reparto (relacidén entre

los contenidos de ADN de los productos de una divisidn)
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tiene un valor medio de 1,09 y no de 1 como cabrfa es-
perar en una divisidn de reparto de ADN exactamente i-

gual,

2) Como se muestra en la figura 3, la pendien-
te de la recta de regresidn hallada para una correlacidm
entre los contenidos de ADN macronuclear de las celulas
hijas es distinto de uno, lo que corrobora gue la divi-
sidn es desigual. €1 coeficiente de correlacidn para di-
cha recta fué de r=40,79, significativamente diferente
de cero (p=0,05, n=72), lo que indica que el grado de de=-
sigualdad no es aleatorio sinoc que las,macronﬁcleos her-
manos tienden a ser similares en cuanto al contenido de

ADY gue reciben,

3) En el tercer tipo de anilisis de los datos se
nretende cuantificar la desiqualdad del reparto; por ello
se telacionan las cantidades de ADV que reciben los nd-
cleos hijos, con.las cantidades que recibirfan en el ca-
so tedrico de que la divisidn fuese equitativa, lo cual
puede expresarse por la rzlacidn:. 100xD/atb, siendo D la

-

. . . sy 2
diferencia entre las cantidades recibidas por los ndcleas

a+hb
2

hermanos vy la cantidad de ADY macronuclear de la
célula madre, Como puede apreciarse en la figura 4a, el
valor medio de este cociente para 72 casos medidaos fué

de 9,125,

Estas diferencias no pueden ser debidas a errores

instrumentales, ya gue como lo demuestran los resultados
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recogidos en la figura 7, el error medio de mediciones
sucesivas del mismo macrondcleo es solo de 0,26 %. Asi
mismo, al comparar (Tabla V) estos datos con los refe-
rentes a la distribucidn entre células hermanas, median
te el test de 1la t de STUDENT y el de la F de SNEDECOR,
se puede deducir que las diferencias halladas en cuanto
a la cantidad de ADN son reales y no debidas a errores

de método.

Resultados similares a los nuestros han sido ha-

llados en E., eurystomus (76), donde el coeficiente de co

rrelacidn es de 40,62 (divisidén aln mas desigual que en

L. acuminata) y la diferencia media de 11,6 %. En otros

ciliados no hipotricos como P, aurelia (33), la diferen-
cia media entre células hermanas es de 8%, igual a la des

crita en Tetrahymena (7), y elycoefibiente de correlacidn

de r = + 0,52, Un caso extremo es el de Bursaria trunca-

tella en el gue, segdn RUTHMAWNN (55), la diferencia me-
dia es de 37,3 %.

A diferencia de los resultados descritos por

ZECH en Bursaria truncatella (81), los resultados encon

trados por nosotros indican que no existe polaridad en
el reparto desiqual, es decir, que el tomito que recibe
mayar cantidad de ADY macronuclear unzs veces es el ord
tero y otras el opisto, como lo demuestra el valor de
)(2=U,20 (p=0,05, ¥=1), encontrado para los datos expues-

tos en la Tabla 1.

Tampoco han encontrado polaridad en el reparto
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TABLA Yy .- Comparacidn de la distribucién de diferen-
JABLA VW

cias de contenido de ADN entre células her-

manas con la de diferencias entre pares de

medidas sobre un mismo macrondcleo.

Diferencia entre

pares hermanos

Diferencias de pares de

medidas del mismo ndcleo

ledia 9,12 % 0,26 %
Jarianza 55,65 0,03
t = 3,24 Diferencia significativa
para o = 0,05

F = 1.,717,46 Diferencia significativa

para o = 0,05
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DOERDER y FRANKEL (13) en el caso de T, pyriformis,

Como consecuencia inmediata de la divisidn
desigual cabe esperar que en la poblacidén de L. acu-
minata se produzca un aumento progresivo de la varian
za en el contenido de ADN macronuclear a través de las
- generaciones. En efecto,,aQLicando los anilisis de
coeficiente de reparto (fig. 2b), coeficiente de co-
rrelacién (fig.5) y distribucidn de diferencias (fig.
4b) a una poblacidn de individuos recién divididos em=-

parejados al azar, y comparéandolos con las resultados

O]
[

obtenidos aplicar este mismo tipo de anilisis a la

a

noblacidn d2 pares hermanos, se sncuentra nue la pobla
cidén de nares aleatorins presenta una variabilidad sig
nificativamente mayor (Tabla YI) que la noblacidn de

pares hermanos,

“stos resultados son similares a los encontra-

dos en Tetrahymena por CLEFFMANN (7), AJIDERSEN (2) vy

JEFFERY (30) cuienes observan mayores diferencias (18%)
entre macrondcleos no hermanos que entre macronlcleos
hermanos (8%). Asimismo, KIMBALL y BARKA (33), traba-

jando con P, aurelia, han encontrado diferencias del

11% entre ndclsos no hermanos vy del 8% entre nlcleos

hermanos.

Comnarando (Tabla VII) las diferancias madias
en el cont=nido de ADY macronuclesar entre pares alea-
torios de individuos de una generacidén (fig. 2c, fig.6,

fig. 4c) y de 1la siquisnte (fig.2b, fig. 5, fig. 4b)
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TABLA I = Comparacidn de coeficientes de reparto, coe-

ficientes de correlacidn

diferencias de contenido -

células hermanas y pares

blacidn recien dividida.

y distribucidén de
de ADN de pares de

al azar de una po-

Pares Pares Test de
hermanos al azar comparacidn
Coef. de X = 1,09 % = 1,15 t = 3,33
reparto s%= 0,006 2= 0,017 F = 2,64
T, -T
Coef. de r=40,79 | r =4 0,49 —%~—3— - 18,75
correlacidn Sr _r
1 72
Distribucidn X =09,12 % | X =13,70 %] t = 3,01
de diferencias 82= 55,65 82= 132,71 F=1,99

£En los tres casos,

se n

an hallado diferen-

cias significativas para = = 0,05
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TABLA VII .= Comparacidn de coeficientes de reparto, coe-

ficientes de correlacidn y distribucidn de
diferencias de contenido de ADN entré pares

de células de la poblacidn parental y filial.

Pares recien | Pares paren- Test de
divididos al | tales al azar| comparacidén
azar
Coef. de x = 1,15 X = 1,13 t = 0,84
reparto 5%= 0,017 5%= 0,012 F= 1,40
Coef. de r = 4+ 0,49 r = 4 0,48 i%—i3—< 2
correlacidn VSr _r
b1 2
Distribucidn % = 13,70 X = 11,78 t = 0,96
de diferencias | S°= 132,71 522 87,23 F=1,27

£En los tres.casos, no se han halladd diferen=-

cias significativas para « = 0,05
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no se aprecian diferencias significativas ni en los va-
lores medios ni en las varianzas, lo cual corrobora los

resultados obtenidos por WITT (76) en E. eurystomus,

sin embargo estamos de acuerdo con este autor en que
estas ligeras diferencias se van acumulando generacidn
trds generacidn y llegan a alcanzar valores significa-

tivos,

En vista de los resultados obtenidos, el siguien
te paso de nuestro trabajo fue observar los cambios que
podian sufrir la media y la varianza de una poblacidn
al paso de las generaciones. Para estz tipo de estudio

empleamos poblaciones cldnicas de L. acuminata pues pen

samos que si la divisidn era desiqual y estas diferen-
cias se iban acumulando qeneracidén tris generacidn, se
nodria esperar un aumento progresivo e indefinido de lga

variabilidad de contenido de ADN.

Los resultados que se recogen en la figura 8 y
que corresponden a la evolucidn del contenido de ADN
macronuclear a lo largo de 24 dias en cinco cultivos

cldnicos de L. acuminata demuestran que, en contra de

lo gue cabia esperar, los valores medios experimentan
fluctuaciones mis o mznos periddicas acompafadas de
oscilaciones en la varianza en el mismo sentido (Ta=
bla II). Esto es explicable si se admite la existencia
de un mecanismo de autorrequlacidn de la cantidad de

ADY macronuclear que ooerarlfa en sentidos opuestos, tan
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to para aumentar como para disminuir la cantidad de
‘ADM cuzndo se alcanzan valores mfinimos o maximos res-
pectivamente. Precisamente la (Gltima serie de experi-
mentos que describimos en la parte de Resultados va
encaminada a dilucidar estos posibles mecanismos de
autorrequlacidn., Estos experimentos consisten en pro-
vocar divisiones extremadamente desiguales, lo cual se
consigue ocasionando lesionss corticales durante el
dltimo tercio del perfodo S macronuclear. Como se de=-
muestra en la Tabla VIiI, los coeficientes de reparto,
de correlacidn y diferencias porcentuales correspon-
dientzs a estas divisionz2s desiquales son significati-
vamante diferentes de los nue aparscen en una divisidn

narmal,

£1 hecho de que en las noblaciones derivadas
de los prétéros (células con muy bajo contenido de ADN
macronuclear) y de los opistos (células con alto con-
tenido de ADY{ macronuclear) se alcance una distribu-
cioén normal (figs. 23, 24, 25, 26 y 27) de las canti-
dades de ADN macronuclear indica que en ambas poblacio
nes han operado los mecanismes de regulacidn antes men

cionados,

Como se refleja en las figs, 33 y 34, existe
una considerable diferencia sntre los prdteros y los
opistos en cuantec a la duracidn del ciclo celular sub-

siguiente a la divisidn desiqual, pues mientras en la
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TABLA VIIL.,- Comparacién de coeficientes de reparto, coe-

ficiente de correlacidn y diferencias por-
centuales de ADN entre la poblacidn recien
dividida normal y la recien dividida con

divisidn desigual provocada.

Divisidn Divisidn Test de
normal desigual comparacidn
Coef. de X = 1,09 X = 1,66 t = 5,7
repartao 5%= 0,006 52= 0,435 F = 68,06
r. =T
Co=f. de : 2
r = 4 0,79 r =+ 0,35 —%—-—— = 2,59
correlacidn ‘ ,ﬁ
, r, =T,
Diferencias X = 9,12 % X = 42,30 % £ = 7,03
2
porcentuales 32= 55,65 37= 967,11 F=17,38

£En los tres casos, se han hallado diferen-

cias significativas para <X = 0,05
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primera dura un promedio de 15 horas, en el segundo

caso la duracidn media es de 8h., 35m.

5in embargo, en una minoria de estoé prdteros,
la divisidn se realiza a la vez que en los opistos dan
do unos productos de divisidn cuyo contenido en ADWN
(X = 148,40 Ma/mi), esth dentro del rango de las célu-
las normales, no apareciendo células con un contenido
en ADN tan bajo como el que se presentaba en la pobla-

cidn parental (X = 76,48 Ma/mi). Por tanto, cabe pensar

®

gue estas células recibieron una cantidad de ADN dentro
de los limites normales y gue por ello se comportan de

igual modo nue los opistos,

Los nrdt=ros se dividieron con retréso debido
a nue en ellos se nrolonna considerablemesnte el perfodo
5 macronuclear (fig. 36). Las med.ias de ADN macronuclear
afectuadas en estos individuos, en el momento de la di-
visidn de los opistos, indicaron que entre los qus no
presentaban bandas de replicacidn, no se encontraban
individuos con 30-60 Ma/fi que se habfan observado al
nrincipio del expesrimento. Ademéds, entre los gue tienen
bandas, no hay ninguno cue tenga un contenido de ADH
inferior a 130 iMa/fi lo cue suglere gue los individuos
da bajo contenido de AD! han sufrido al mznos un paso
de bandas de renlicacidn durante el tiempo aque dura el

ciclo de los onistos,

Por dltimo, los oroductos de divisidn d= los
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individuos que se dividieron con retraso, tienen un

contenido de ADN normal (X = 139,20 Ma/mi).

Todo esto parece indicar que hay prdteros que
durante su interfase aumentan en mas de dos veces su
contenido de ADN, siendo por tanto esto un mecanismo
que‘permite incrementar el nivel de ADY en los indivi-

duos. con bajo contenido.

Por dltimo, el hecho de que la frecuencia de
aparicidn de cuerpos de extrusidn no guarde una rela-
cidén clara con el valor madio del contenido de ADN ma=
cronuclear de la poblacidn ni con la cantidad de ADY
del macrondcleo de los individuaos gue lo presentan, in
dica que la disminucidn del contenico de ADN macronu-
clear no es explicable (nicamente por la faormacidn de
riichos cuerpos de extrusidn, Por tanto, hay cue admi=-
tir la existencia de otro macanismo de regqulacidn que,
a modo de hipdtesis, pudidramos apuntar la posibilidad
d=2 gue, cuando la carga de ADN macronuclear alcanza va
lores cercanos al 1imite méximo, no se dupliguen todos
los fragmentos o bien gue no todo el ADN de un fragmen-

to se dupligue al paso de la banda de reorganizacidn.



5, CONCLUSIONES.
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A diferencia del contenido de ADN del microndcleoa,

el macronlcleo en Gl de Laurentia acuminata presen

ta gran variabilidad, de tal modo que hay células

que poseen prfcticamente el doble de ADN que otras.

El reparto de ADN entre macronidcleos hijos durante

la amitosis macronuclear de L. acuminata es signi-

ficativamente desigual, ya que:

a) El coeficiente de reparto de ADN macronuclear
entre células hermanas tiene un valor medio

de 1,009,

. . . + & .
b) El coeficiente de correlacion para parejas
de macrondcleos hzrmanos tiene un valor de

+ 0,79,

c) La diferencia en contenido de ADN macronu-
clear entre células hermanas prasenta una

madia de 9,12 %.

La divisidn macronuclear de L. acuminata no presen-

L

ta polaridad en =21 reparto de ADY, de tal manera
aue unas veces es el prétero y otras el opisto el

que recibe mayor cantidad des ADI.

Las difarencias =n contenido de ADM macronuclear

entre paras alestorios de c2lulas es mayor gue en-

tre pares de células hermanas. E£ste hecho es atri-
d

iferencizs en el reparto gue se
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producen en cada divisidn pueden acumularse a tra-

vés de las generaciones.

La varianza y el contenido medio de ADN de los cul-

tivos clénicos de L., acuminata, experimentan fluc-

tuaciones mis o menos periddicas, dentroc de unos
limites-superior.e inferior, lo gue sugiere.la exis
tencia de un mecanismo que regula el contenido de
ADN macronuclear, manteniéndolo dentro de dichos
1imites.

Cuandd se gcasionzn lesiones corticales a L. acumi-
n2ta durante el (ltimo tercio del periodo S macro-
nuclear, se inducen divisicn=s altamente desiguales

z2n las gue:

@) £1 coasficiente de reparto de ADY macronucleer
entre células hermanas tiene un vzlor meadio

de 1,66.

b) E£1 co=zficiente de correlacidn para parejas
de macrondicleos hermanos tiene un valor de

+ 0,35,

c) La diferencia =n contenido de ADN macronu-
clear entre células hermanas presenta un

valor medio de 42,30 %.

In estas divisiones altamente desiquales, es siem-
pre el prdtero el que recibe menor cantidad de ADMN

macrcnuclear,
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En las poblaciones clénicas derivadas de los pré-
teros y los opistos de una divisidn altamente de-
sigual, se alcanza una distribucidn normzl de las
cantidades de ADN macfonualear, lo gue indica que,

en ambas poblacicnes, ha opesrado un mecanismo de

regulacidn que campensa las primitivas diferencias

que existfan entre las cé&lulas que originaron los

clones,

Existe una considerable diferencia en la duracidn
del ciclo celular subsiquiente 2 la divisidn desi-
qual de las prdteros y los opistos pues, mientras
cue en los orimeros dura un promedio de 15 horas,
an los sequndos la duracidn media es de 3 horas

35 minutos.

Una de las causas de la mayor duracidn del ciclo
cezlular de los prdteros estriba en =21 prolongado

' . —~ - \
periodo 3 macronuclear que presentan. Ourante este
neriodo, hay prdteros que aumentan en mis de dos
veces su contenido en ADN, siendo éste por tanto
un mecanismo gue permite incrementar el nivel de

ADY en los individuos con bajo contenido.

La disminucidn en el contenido de ADY macronuclear
no es exnlicable dnicamentz por la formacidn de
cuerpos de extrusidn,oudiéndose admitir a modo de

hinftesis lz posibilidad de que, cuando la cantidad
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de ADN macronuclear alcance valores cercanos al
limite méximo, no se dupliquen todeos los fragmen-
tos macronucleares o bien que las bandas de reor-

ganizacidn no afecten a todo el ADN macronuclear.
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