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BESUMEN.




En el presente trabajo hemos estudiado algunos

cionados con el fendmenc de los intercanmbicos entre crométidas hermanag

en células somaticas, con objeto, entre ofras cuestliones, = de

ar nuevos datos acerca del posible origen y mecanismec por el cual |

]
lugar dicho fendmeno y contribulr, en nuestra medida, al mejor
conocimiento de la estructura y fisiclogia del cromosoma eucaridtico.
En primer lugar nos propusimos estudiar la influsnci
scbre la frecuencia de intercambios podian tener determi

tos que, juntoc con la S-bromo-desoxiuridinza (BrdUrd),

empleande cléasicamente, en los tratamientos para cobtener tincidn

rencial en los cromoscomas. Con este objeto fueron examinades los e
ce de la timidina {47}, uridina {Urd) y 5-fluoro~desoxiuridina {(FdyU)
bre la frecuencia de ICH en c¢élulas meristemfticas radicales de

Bilium cepa, quecrecian en condiciones standard. La dT Ffué incapaz

nificativa, disminucidn de la tasa de intercambios, con respecto
a7 control, mientras gue la FdU, por el contraric, ha mostradc una
notable capacidad de inducir ICHS en nuestro sistema. Cuande las célu-
iszs crecen en presencia de FJU durante dos ciclos de replicacién con-
secutivos, la frecuencia de intercambios obtenida en la segunda mito-

sis fué #res veces mayvor gue la observada en células nec Tratadas co

o

este nucledsido. Por otra parte, cuande el tratamiento con FdU se rea-

lizaba sdlc durante el primer ciclo celular la potenciacidn de los

ohservados en la segunda mitosis era notablemente sSupericr gue
.

o el trataemientc tiene lugar séloc durante el segundo. Pars con-

r este efecto, analizamos cromosomas de 1la Tercera mitosis gus

habian sido tratados con FdU durante el segundo ciclo celular de re-—

plicacidén. Los resultados obtenidos fusron también consistentes con




ern los cromosomas ¥y gue la mayoria de esos intercambios se forman

ndo un ADN bromosustituide se usa como molde para una nueva

En segundo lugar estudismos la frecuencia y localizacidén de

lcs ZCHS, tanto esponténeos como inducidos, en el cromosoma subitelo—

céntrico satelizado de A. cepa (portador de la regidén organirzadora
nucleclar) la frecuencia de intercambics esponténeos en &l cromosoma

satelizade fué la gue podia esperarse, de acuerdo con su longitud

reiativa. Del mismo modo, cuesnde la frecuencia de ICHS fué experimen-

talmente incrementada mediante iluminescidn con luz visible o por tra-

anto con Hidrazide maleica, la frecusnciz de intercambics detec—

gegin una distribucidn aleatoria de los ICHS
de cromosomas del cariotipo.

Posteriormente, subdividimos el cromcsoma satelizado en digw
tintecs segmentos, seglin su caracter helerocroméiico, sucromfiico o
Ze ADW de replicacidn tardia, en orden a estudiar la incidencia de

en cada una de las mencionadas regiones especiales del cromcsoma.

Los patrones de distribucidn de los intercambios espontédneos @ induci-
log coincidieron en gran medida, lo cual estd en concordancia &on
lo publicado por otrcs autores en células znimales y vegstales. En

cuanto a una posible distribucidn preferencial de los iCHsg hemos en-
contrado gue en las regiones heterccromidticas los  intercambios se
dan  con una frecuenciz menor de la gue se esperaria si los intercam-
bics se distribuyeran por igual =a lo largo del cromosoma.
sxgcepeidn la constituye la regidn corganizadora nuclecolar (WNOR! gue,

a pesar de su caridcter heterocromitico, se ha manifestado com

zong altamente sensible para la produccidn de ICH =n A. cepa. T

se discute la situacidn observada en las stantes regiones en cada

uno de los diseflos experimentales planteados.




Finalments, la alta resolucién of:

108 ha permitido visualizasr tres caracteristi

romozsustituidos: {1} segmentcos interc

w
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o
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50, que no alcanzan la anchura total de la cromdtida, detectados de

S
de una & dos rondas de replicacidén en presencia de Brdlrd:

(2] segmentos de replicacién tardfa (SRT) de propiledades seme
a los antericres y (3) intercambios de caracteris ticas especiales,
2 los gue hemos denominade intercambios discontinuos & ID.

El andlisis morfoldgico de los intercambios puntuzies ¥ de

g BRT parece evidenciar una organizacidn regular de la cromatina

Jd
o]

en metafase. Dado que en ningunc de log cascs hemos apreciade varia-
cicnes en las dimensiones longitudinales de estos intercambios, se
ugde descartar que las fibras de cromatina, de un didmetro detectable
. microscopio éptice, se dispongan para formar la cromftidas ‘&ie
gulendo un modele longitudinal., £ espesor constante caracterigtice

de estos intercambios es de aproximadamente 0.5 1, lo cual coincide

oy

2o 1o obtenido por diferentes autores gue han propuesto ¢l cromonema

cmo nivel de organizacién. Nusstras observaciones parecen indicar

¢

gue la fibra de nuclecproiehas se dispone de una manera helicoidal

para constitulr el cromoscma metafidsico. Dor otra parte, el anélisis

de las caracteristicas morfoldgicas mostradas por los ID_a lo lergoe
(=1

de una cromdtida o en ambas cromitidas hermanas nos ha perm

cisgrtas puntualizacicnes acerca de 1g direccidn de los hipotéticos

OS5 .
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El fenfmeno de los intercambics entre crométidas hermanas

iderarse el resultado de un intercambioc enitre las molé-
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ocis homélogos, gque ccurren durante la replicacidn

,mn

culas de ADN, en
de cromosonmas de células somdticas.

En 1838, B. McClintock (113), realizando un amplio estudio
sobre los cromosomas en anillc del maiz observd gue, con una determina-
gz frecuencia, aparecian anillos dicéntricos de doble tamsfio gue uno

¥y cromosomag en anillo en los gue sus crom&tidas se encontraban

adas de manera gue se impedia su libre migracidn en anafase
Si bien entonces fué dificil dar una interpretacidén fundada sobre el

bido

D .

mecanismo de formacidn de estos anillos dobles y entrelezados, d

s la falta de conccimientos acerca de la estructura de lz cromitida,
se propuso gque este {endmenc podia ser el resultade de la ocurrencisa
sxnonténea de unoe o varics intercambics entre las crométidas gue for-
man los anillosgimples. Sin embargo, la primers visualizacidn insguivo-
s ds los ICH fué realizada por J.H.Tayler v col. en 1857 (182, me-
disnte el marcaje de las células con timidina tritiada (7H~dT

empleo de técnicas autorradiogréficas. Los citados investigadores usa-




ron células de los meristemos radicales de Vicia faba {2n=12}, ya gque
lentemente Howard y Pelc habian establecido la duracidn del ciclo
celular vy la de todas sus fases (Gl’ 5, G,, ¥ mitosis) en esta especie
{ 7. ). Asi establecida la duracidn de la e

Y e 3 ; 2 Iirmmn + Aot iAd -] + 5 e A AT
Jj en 8 horas, un tratamiento durante éste periocdo de tiempo con H-dT |
asesguraba gue muchos nicleos hebian incorperade el isdtopo radioac— |

tive en su ADN. Permitiendo gue las células marcadas desarrcllasen otro

periodo S en un medic libre de isdtopus era posible observar, descués

regvelado en la autorradiografia, que los cromoscmas en 1z scgunda

ban constituidos por cromé&tidas fisicamente difersntes,

est

o)

de manera gque una de ellassparecia mercada en toda su longitud mientras
gue la otra no lo estaba, como era de esperar si hubiese tenido

una segregacidn semiconservativa de las unidades replicadas en lcg cro-

soras. Ocasionalmente Taylor y colaboradores chservaron gue se produ-
cian cambics en la marcacidn, & un mismo nivel en lasz dos cromidiidas
del cromosoma, constituyendo esto la primera evidencia directa de la

"

tistencia del fendmeno de intercambios entre cromatidas hermeras.

atamente este fendmenc llamd la atencidn de muchos citog

ENeTis~

tas ¥ se plantearon cuestiones acerca de su naturaleza,

Los sucesives estudics sobre los ICH en cromosomas marcados

"(

‘taron datos muy valiosos referentes = la replicacidn del cromosoma

¥ & su estructura. Sin embargo, los esfusrzes encaminado

m
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o

una clara respuesta a leos problemas planteados se vieron limitados en

parte por el escaso poder de resoclucidn que ofrecia la técnica  auto-

El desarrollo de nuevos métodos para diferencisr citoldgica~
mente laz crométidas hermanas de los cromosomas metafisicos sin USET |
timidina tritiada se iniciaron con los trabajos de Zakharov y Egolina
(1272} {(200). Estos autores utilizaron &1 nucledsido halogenado 5-Dro-
mo-2 ' ~deoxiuridina {BrdUrd), andlogo a la timidina, cuya incorporasidn
en el ADN resultd en la descordensacidn de la cromatina en los Cro-—

noSOmas de Hamster chino. Cuando las células eran expuestas z 25—




- 400 pgr/mz de BrdUrd, los cromosomas gue lo habian incorporadoe du-

rante dos cicles de replicacidn sucesgivos mogstraban

descondensada vy que se tefile més debilmente con Giemsa

nermana. En un trabajo postericr Zakharov y otros (Barancovskaya y col.,

1872: Zakharov v col., 1974) (8 } (201} usaron un pulso

200 pa?éml de BrdUrd para descondensar selectivamente el

ngterocromdtico de linfocitos humanos, el cual replica sl
ricdo 3, Ikushima y Wolff confirmarcen que cuande el ADN cromosdmico
he incorporado BrdlUrd 6 5-Iodo-~deoxi~Uridina {IdUrd) durante dos peric-

dos de replicacidn celular, las cromdtidas que contenian BrdUrd (78).

erométida hermana, en la cudl a8lo una de las cadenas habias sido suge
‘tufida con el andloge halogenado. Aungue mediante estas técnicas se

logrd una deteccidn de las ICH més exacta que la obtenida por el mé-
P

tode de marcaje con tritio, la resolucifn conseguida ne era sln total-
mente -satisfactoria.

En 1973, Latt{S8 ) pblicd un método gue permitia distinguir cla-

=

i

nte entre si las croméatidas hermanas. Consistia en teflir los cromo-

0
W
fot

bromo-gustituidos con el fluorocromo Hoechst 33258 v observario

microscopio de fluorescencia. La sustitu ié de la timidina normal por

bromouracile en el ADN cromosdmico tenfa come congecuencia una re-

fluorescencia del fluorocromo, de manera gqus una crométi-
da bisustituida con el andlogo {cromitida BFS) fluorecia mencs lumino-
samente que la otra en la que 8dlo una de las dos cadenas de ADN de

ia crométida habiz side bromo-sustituida (crométida UFS), pudiéndoese

tinguir claramente los ICH producidos, incluso los segmentos inter—
cambiados de escaso tamafio. Sin embarge, el inconveniente gque ofrsce
esta técnica es gque la fluorescencia se extingue con rapidez y la ima-

diferencial se pierde con el tiempo. EL uso de otros colora

nt
orescentes (Dutrillaux y col., 1973: Franceschini, 1874: Kato 13742
Perry y Wolff, 1974) (42) (4% )} (8L ) {137}, especialmente el naranja

i

de acridina, resclvia este problema, hasta cierto punto. La flucr

9]
n
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cia del naranja de acridina se extinguia més lentamente v ademis la
velocidad de extincidn era diferente en cromitidas BFS v UFS. De todas
| formas, sungue las preparacicnes tefildas con este colorante podian ser
antenidas durante cierto tiempo, sran todavia temperales.

Con objeto de superar este inconveniente, Perry y Wolff{1874)
{137}, desarrcllaron un método modificado al gue denominaron Fluores-
cence plus Giemsa 0 técnica FPG. Consistia en teflir las preparaciones
con Hoechst 33258 y exponerlas a la luz durante 24 horas, incubarlas
en una scolucidn salina a 60°C y después teflirlas con Glemsa. Lo Cromo-

Hidos diferencialmente de esta manerz, ademds de of

2 resolucidn peodian ser conservados de formz permanente. Indepen-

_entemente de Perry y Wolff,otros autcres propusieron diferentes méto-

der,1974) {93 ) (96,

La tincidn diferencial de los cromosomas erz generalments

las células durante dos rondas consecutivas

resultando cromiétidas BFS frente a crométidas
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pero también era posible obienerla entre cromatidas UFS v oira

1

no sustituida, situacidén que se obtiene cuandc las células crecen en

de replicacidn seguida de otra en susen-

Kato, 1974z;Kihliman ¥y Kronborg,1975)

El mecanismo por el cual se obtiene la diféerenciszcidn de las

n2tidas hermanas mediante la incorporacidén de BrdUrd en el ADN ¥
tincidén con Giemsa es todavia poco clarc. Alguncs resultad indican

gue es la pérdida preferencial por fotosensibililizacidn, del ADN bromo-

tuido lo que contribuye a la tincidn diferencial. Por otre lado,

el hechc de gque varios procedimientos de bandec G, comec el

con una solucidn salina {Ko:enberg v Freedlender}_1974) {08

nto con tripsina (Pathak vy col., 1973} {133) facilitan

encial con Giemsa, parece indicar que existe alguna

ientre el colorante y la arguitectura molecular del ADN bromosustituido.
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Poco después del descubrimiento de Perry y Wolff en célu
de mamiferos, la técnica de FPG fué pronto aplicadz a célu

les, en primer lugar a Vicia faba (Kihlmen y Kronborg, 1875) (S81), des—

;w
(D
93]
bt
4]

pués a Allium cepa [(Schvartzman y Cortés, 1977) {157), Secale cer

riebe, 1978} {( 51 ) y Hordeum vulgare (Schubert v col., 13980) {135).

Antes de obtener resultados satisfactorios en plantas hubieron de ser

superados algunos problemas, come la resistencia al

las células vegetales debidec al contenido de celulosa y pectine en gus
paredes y la escasa incorporacidn de BrdUrd en 21 ADN de estas células
en comparacidén con la gque tiene lugar en células animales. Pars conse-—

ulr la incorporacidn de una cantidad suficiente de BrdUrd gque permi-

Tidas, se trataba el meristemc, simulténeamente, con Brdlrd ¥ con

e
cgo de la Uridina, 35-Fluorodeoxiuridina (FdUrd), el cual impide

andl
lz sintesis "de nove" de &dcido timidilico. Después de la fosforilacién
del édcido b-fluorodeoxiuridilico, el FdUrd inhibe especificamente

()3
H
N

la enzima timidilato sintetasa (Cohen y col., 1958; Heidelberger19

25 ) (88 ), la cual cataliza la metilacidn del dcido uridilico a &cido

sobre la sintesis de ARN, se afladfiz tambiédn Uridina
§

sraclones de EGMG S 5010_6 M.

Para evitar el posible efecto adverso que el Fd

Aungue actualmente la mayoria de los estudios relacionados
con el fendmeno de los ICH, se realizan sobre células animsles, hay
aspectos que pueden ser estudiados con mds detalle en células vegetales

webide, en parte al gran contenido en ADN v el tamafio de log cromosonss.




MOS DATOS BASICOS ACERCA DE LOD INTERCAMBIOS ENTRE CHOMATIDAS.

£l problems de la isomarcacidn.

En auterradicgrafias de cromosomeas de Bellevearia romans en

la segunda mitosis despuds de un pulso de marcaje con timidins

Taylor (1858} {183) observd cambiosen la marcacién que eran zlter—

ivos vy reciprocos en ambas cromdtidas del cromosoma, No obstante,

con una determinada frecuencia,hallaba cromosomas en los gue ambas Cro-

tidas apsrecian marcadas aparentemente a un mismo nivel. EZste fend-

meno fue denominado por Peacock, Isoclabelling & iscmarcacidn.

Fl fendmenc de- la isomarcacién podia ser interpretadse como
urt intercambic entre dos o m&s dobles hélices de ADN gue constituyesen
cads cromédiida (Peacock, 1983, 1985) (13%) (138}, siesndc esto por Lan-
to, un argumento en favor de la estructura polinémica del cromosoma.

Ern los trabajos de (ibson y Prescott (1972) { 5B}, estes autores lle-

o)

saron & conclulr que la isomarcacidén detectada en cromosomas de rata

(it

canguroe podia ser entendido come el resultade de varios intercambios
ocurridos muy préximes unos ds otros, resultando ello en una imagen
ssparcidae en  la  escasamente resolutiva  técnice autorrsdiocgrafica.

ectivamente, los resultados de log sstudics empleandc sl mitode de

marsaje con BrdUrd estan a favor de ésta (ltima interpretacidn, va que
en ningin caso se ha llegado z detectar un patrdn de marcacidn esquiva=
lente a la isomarcacidn de la técnica autorradiocgréfics (XKatoc, 1874
b, Korenberg y Freedlender, 1874, Wolff y Perry, 1874, 1975)
{ez ) (g8 ) (198) (197]).

Estos datos representan, pués, un fuerte apoyo a la idez de

gue cafa crométida en los cromosomas de organismos superiores esta cons

uida por una sola molécula de ADN que la recorre en toda su longi-




Otra cuestién fundamental para entender el mecanismc de for-
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cidr de los ICH y su significade biolégico era saber =i 1o

¥

AcEernas senciiias

bios entre comdtidas hermanas eran intercambios de

I o de cadenas dobles. Si un intercambio involucra sdic a

duplex de ADN de una cromitida, en la primera mitosis des-

3 . - .
arcaje con H=TdR, zpareceris cromosomas con segmentos sin
marcar en una de las cromdtidas hermanas (Taylor, 1958) (183 ) ¥ como
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ia en la segunda mitosls, iscomarcacidn en esas reglones. Di-
2 5 . 3 + ; ;A s i mm g
cho autor no encontrd semejante hetercmarcacidn en Bellevaria, mientras

Wolff y Perry (1875) (197) usando la técnica FPG tampcoco encontra-

ron heteromarcacidn en la primera mitosis nl isomarcacidn en laz segunda
an oromosomas de Hamster chino. Tampoco Kato (1873) { 85 ) ni Kihiman

v Kronborg (1975) { @1 )} en Vicia faba pudiercn encontrarla ni aln

antande la frecuencia de ICH mediante el tratamiento con mitomici-

w C 6 con luz UV,
Estos resultados indican que en la Tformacidén de wun ICH

invelucradas las cuatro cadenas polinuclectidicas de log cromo-

Heunidn restringida de los segmentos cromosdmicos intercambiados.

En sus clésicos experimentos Taylor (1858, 18

beervd dos clases de intercambios en célulzs tetra
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cidas por un tratamiento prolongado con colchicina). Los ICH que se
formen durante el primer ciclo de replicacidn en un cromosoma dadeo, se-
gregan de tal manera gque en la segunda mitosis aparecen al mismo nivel
en ambos cromoscmas hermancs de la célula tetraploide, nmientras gus
los originades en el segundo cicle sdle aparecen en unc de ellos. Estes
intercambios  se denominarcn ‘'gemelos' y Usimples' respectivamente. De

scuerde con el ragonamiento de Taylor 31 la reunidn de las cadenas po-

clectidicas rotas para formar un ICH se reslizs al azar, la raz

&
de intercambios gemelos a simples que cabriaz esperar seria de 1:10.




Si iz reunidn de las subunidades tuviera lugar exclusivamente entre

aguelilas gue exhibiesen la misma polaridad la razdn seria de 1:2. Los
resultados demostraron ineguivocamente gus la restriccidén debida =2 la
soiaridad de las cadenas polinucleotidicas existe, ademés de represen-—

Tar un nuevo apoye a ls hipdtesis de la naturaleza uninfémics del cromo-

Experimentcs reallzados afiocs més tarde, utilizando lag nuevas
Técricas de marcaje del ADN confirmaron una vez més las primerss con-
clusiones obtenidas por Taylor (Tice y col., 1975: Wolff v

Perry, 1875) (188) {(137).

 Heturaleza esponténea de los ICH. Papel de la Bromodesoxiuridinas.

Un aspecto de singular importancia es ver con gue frecuencia

ge producen los ICH en la naturaleza, si es gue estos realmente  ooue

Brewen y Peacock (1869) en cromosomas humanos y Gibson y

rescott en célulasde rata cangurc (1972) postularon gue la frecusncia

de intercambilos observados después de la incorporacidn de l1a

a, probablemente se veiazn afectadas por la propia radiacidn
nddgena del tritic. Peor tantc no se puede excluir la posibilidad de
gue una parte o inclusc la totalidadd de los ICH observados sean indu-
cidos por la radiacién.{ 18 ) {(586)

La técnica FPG parsece ser, en principio, igualmente inapro-

o

para resolver este tipo de problema, ya que la sustancia
da (BrdUrd) para poder detectar los intercambios, al igual que la timi-

de. tritiada, origina aberraciones cromosdmicas {(Hsu y Semers, 1981)

{( 72 )} y también intercambios entre crométidas. De hecho,
iz incidencia de ICH se vid gue podia ser potencisda sumentande 1z con-
centracidn de BrdUrd en el medio (Kato,1974z:Latt, 1974b;Welff y Perry,
igy4y (81 ) (100 ) (186). Sin embargo,a2 las bajas concentraciones de

=l

o

dUrd, que oscilaban entre 0.1 N 2.5 pg/ml, la frecuencia

de intercambios en cromosomas de Hamster chino tendia = mante—




alrededor de un valor constante. En cromosomas humanos la

0

mbios también tendia a nivelarse, a bajas concen-

(Latt, 1974b) (100). Estos resultados sugleren gue
exizten al menos una fraccién de los ICH gue ocurren independisntements
el BrdUrd utilizado para detectarlos.

La cuestidn fundamental ahores era saber si la alta
cia de TCH alcanzada era debida a la cantidad de BrdUrd incorporada

en el ADN o si era la concentracidn de BrdUrd en el medic la responsa-

hle, Wazrimas y Stetka (1978) (114}, demostraron que la frecuencia ds
intercambios estaba relacionada directamente con la cantidad de Brdlrd
incorporado en a1 ADN., Posteriormente se propusc cue la ind

Yo en células de Hamster era independiente, hasta clerto punto, del
contenido en BrdUrd del ADN (Davidson y col., 1980) (35 ). Cuando los

sutores utilizaban concentraciones de BrdUrd que iban desde 12 300

]

dia de ICH por célula aumentaba casi cuatro veces pero lz mitad

cremento ocurria a niveles de bromosustitucidn muy ssmejantes.
l.a tincidén diferencial de cromdtidas puede cobtenerse Dbien
naciendo que se incorpore el andlogo halogenado s6lo durante una ronda
de replicacidn del ADN o bién durante dos ciclos de replicacidn conse-
cutivos., En el primer caso se obtlene, en la segunda mitosis, Cromoso-
mas en los que unicamente 1 de las 4 cadenas de ADN estan sustituidas
con Braurd {TIB-TT); mientras gque en el segundo son 3 las cadengs poli-

nonucleotidicas bromosustituidas {(TB-BB). E1 material vegetel era espe-

mente apropiado para este tipo de estudios ¥ la frecusncila dg in-

(O
bt
S

 tercambios se ha investigado en Vicia faba (Kihlman y Kronborg, 1875

{Schvartzran y Cortés, 1977)( 157),8ecale cereale (Friebe,1978)(31) v en un

carictipo reconstruidc de Hordeum vulgare {Schubert y col,,1880) (155).
el andlisis de la frecuencia en cromosomas TT-TB y TB-B3, se despren-
ge gue hay una relacidn entre la frecuencia de ocurrencia de intercam-

i)
pRe:

ul

y el nfimerc de ciclos celulares en los gue las cé&lulas han crecl-

oy

{

do en presencia de Brdlrd, ya que los cromosomas de constitucién TE-BB

mestraban mayor eantidad. de intercambics gue los de constitucidn

~IB.

- 12 -




Un experimente realizade por Schvartzman y col. {187%)

{181}, estaba especificamente disefiado para

tfa una relacidén entre el nimerc de cadenas bromcsustituidas v lz fre-

gue habian side tratados con BrdUrd unc, dos o tres ciclos de replica-

cidn. Los cromeosomas de la mitosis 3% presentaban tanto
no reciprocos’ {ocurrideos durante el 19 & el 2% ciclo) como ‘rec
cos” {ocurridos durante el SEE ciclc de replicacidén;. Del andlisis de
zs proporciones de uno vy ofro tipos de intercambios obiesnidos en los
diferentes experimentos planteados pudiercn llegar & concluir claramen-
te cue muchos de los ICH detectados, mediante la técnica FPG, eran in-
ducides por el BrdUrd. Ma&s recientemente Guiiérrez y Calve {38810 82

liegado a determinar matem&iicamente el porcentaje presumible de

o1

intercamblos gue ocurren egponténeamente en este mismo materisl. E
conclusgidn, si bilén la mayoria de los intercambios parecen ser induci-

dos por el BrdUrd, no se descarta la existencia de intercambios espon-

Intercanbios inducidos.

IS

Un gren nimero de investigadores han encontrado gue la
cuenciz de ICH podia ser incrementads por la accidén de mutdgenos guimi-
cos, incluso a concentraciones mis bajas que las necesariess para gus
causen aberraciones cromosémicas, <Tanto en célu

1874%w; Kato y Shimada, 1975; Solomon y Bobrow, 1875)

como en las plantas (Kihlman, 1975) {80 }.
En células del ovaric de Hams er chino, Perry ¥y wa&(?iﬁ%ﬂﬂmﬁ
tigaron la capacidad de inducir ICH de 14 sustancias de reconocida efi-
cavia como mutdgencs quinmicos. & dosis bajas todes los mutégercs, ex-

ciclofosfanida: .y - la hidrazida maleica, dupiigaban la fre-

intercambios, aungue tenian una incidencia minima. sobre la

ks

cduccidn de aberraciones cromosdmicas. A dosis més elevadas log in-




tercamblios se velan multiplicados por 10 y las aberraciones,

incrementadas, se mantenian a uncs niveles bajos. Esto

rans a postular gue el andlisis de las frecuencias

or un agente guimico as una forma sencilla y muy sensibl

entes que causen un dafic en el ADN., (138)

=

En principic los agentes quimicos sometidos a test eran sus—
tancias que, sobre ofros sistemas, habian sido catalogadas come susiane
ciag gue interactuaban directamente con el ADN. Sin embarge, hoy dia se
sabe gque no es esirictamente necesario gue un compuesto resaccione <con
el ADN para gue sea capaz de inducir ICH.

Aungue no es conocido el mecanismo melecular exacto por el
cual se producen los ICH, las células necesitan pasar por un periocdo
de sintesis de ADN para gue los intercambics se produzecan (Wolff y

col., 1974) (188). Kato {(1874c) {83 ), igualmente afirma que las forma-

de ICH estd limitada z las porciones de ADN gue se encuentran

s
replicando & gque acaban de completar la replicacidn. Aszi, una accidn

%4
o
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ta de un agente guimico sobre el ADN, por ejemple, scbre la sin-

tesis de ADN, puede también contribuir z la formacidn de ICH.

El primer intento de inducgir ICH experimentalmente fud reg-
P

lizado por Marin y Prescott en 1984( 113! Irradiaron células de Hamster chi-

ne con rayos x, a distintas dosis, inmediatamente después de dar el

- 3. o : ; - .
puiso con H-TdR y, encentraron un incrementeo de 1,3 veces en lz frecuencia

o

de intercambios, con respecto al control. Mis tarde,Perry y Evans{i975)
{(138) también encontraron un incremente de ICH, dependiente de iz dosis

pleada, en cé&lulas irradiadas con rayos x. Sin embargo, el incremento

;‘:
T

rido era minimo en comparacidn con el de las aberraciones cromozgdmi-
cas provocadas por la radiacidn. Mientras gue para dosis de 40CR gd8lo

e duplicaba la frecuencia de ICH, la cantidad de aberraciones produtie-

n

das era 20 veces mayor gue en células contreles ne irradiadas,




La radiacidn gamma también causa un incr
en iz frecuencia de intercambios, pero al igual gue

aumento es pequefio (Solomon y Bobrow, 1975) (168

a luz UV se comportz de un modo diferente a las radisciones ionizan-

tes; es declr, aungue es causa de rélativamente pocas aberracicnes |
cromesdmicas, es capaz de provocar una drédstica elevacidén del nlmero
de I0H (Rato, 1872; Rommelzere y col., 1973) [ 7% ) {147). Este in
mento es sélo detectable si las célules radiadas pasan por una Ffasge
g {(Kato, 1873; Wolff y col., 1974) (80 ) {198).

Enn experimentos con Xenopus, guse posse un enzima fotorreactie
‘vante, capaz de monomerizer los dimeros de pirimidinas proveocades en
el 4DN por la radiacidn UV; Griggs y Bender (1973) ( 81 ) demostraron
ue por fotorresctivacidn es peosible eliminar las lesiones responsables
de ias Vaberraciones cromogdmicas inducidas.

Para el casc de los ICH, sin embargo, los resultzdos son cone-
tradictorios, de manera gue hoy en dia existe una gran discrepancis
entre log distintes autores en cuanto s8i hay ¢ no una relacidn directs
entre el ntmeroc de dimeros de pirimidina inducideos por ia luz UV vy la
induceidn de ICH por este agente (Wolff, 1882} (184 ). Aungue exisiten

videncias circunstanciales gue indican que hay alguna relzcidén entre
{1z produccidén de ICH por la luz UV y el proceso de reparacidn postrre-
plicacional (Kate, 1877) ( 86 ) 21 mecanismo moleculsr permansce =
538 de ser entendido.

Cuando los cromosomas bromo- o iodo-sustitufdos son expue%
& 1z luz visible, la frecuencia de los ICH se vé también incrementada
de una forma propeorcional a la intensidad de la iluminacién (
v Welff, 1874; Kato, 1974c¢). Este incremento es detectable sflo cuando
as células ocue reciben la luz se encuentran en la fase § del ciclo
giular, mientras que una exposicidn en G2 no tiene efecto sobre la
produccidn de ICH {Kato, 1874 c ) {83 ). Wolff y Perry (1874) (198 de-

mostraron gue la frecuencia de intercambios en c¢élulas gue creclian

g

r
manipuladas en total oscuridad, erz apreciablemente més baja qus

cuande se empleaba algin tipo de iluminacidn.




En meristemos radicales de A.cepa, Schvartzman y col.,{1879)

{181} han anglizado los ICH producidos por la luz visible

con ADN bromosustituideo, llegande a demostrar claramente
idn de ICH por la iluz visible depende de la presencia de Br

zl ADN v del momento del ciclo celular en el que se realice la

£1l hecho de gue la produccidén de intercambics por la luz vi-
sible es un proceso S-dependiente va habie side demostrado previaments

en células de mamifercs {Wolff, 1877) (183).

icos.
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El primer investigador gue obsgervd la induccidn

tomicina € (MMC) fué Latt (19874b) {100). E1 tratamiento de

nos con 100ng/ml de MMC, rendiza una frecuencia de ICH por célula

de 82 a 112, lo cual representaba un incremento muy considerable sobre

g1l control (12 ICH/célula). Sin embargo, el nimero de aberracicnes &ro-

mosdmicas {roturas cromosémicas o cromatidicas) se mantenian, = las
concentraciones utilizadas a niveles muy bajos (alrededor de $.07).
Esto 1llevdé a Latt a afirmar que la sensibilidad del test de los ICH

era casi 100 wveces mayor gue la de los test clésices de recusnto ds
aberreciones cromesémicas come indice de dafios en el ADN.

Actualmente, sin embarge, hay datos suficientes gque indican

,)

ve =21 mecanismo de formacidn de los ICH es diferente del de produc—
cidn de sberracicnes cromosdmicas. Existen ciertos compuestcs due pue-
den inducir ICH perc no aberraciones; mientras gue otros gue no inducen
intercambios son potentes productores de aberraciones cromosdmicas.
La anilida hidrocldrica puede ser una sustancia del primer grupo {Abe
v Sasaki, 1877 )} ( 1 } y la 8-etoxicafeina un ejemplo del segundo

{Strobel ¥ col., 197%; Kihlman, 1975) (178} ( 80},

Kato {(1977b)(&2kgrupd a los agentes guimicos dentro de ires

@]
sn
{ E)
s

gorias, seglin su eficacia en inducir ICH o aberraciones cromosdmi-

cas, EL 1““ grupo era dencominado agentes Tilpo rayos X, es decir incluis




ia cafeina, 8S-etoxicafeina y al antibidtico bleomicina en este grupc.
Los agentes gque pertenscen al segundo grupo, agentes tipo luz UV, son
capaces de inducir ICH muy eficientemente y de una maners moderada
Lerraciones cromosdémicas. En este grupo se incluyen agsntes interca-
lantes como la proflavina y el naranja de acridina y muchos ageniss
slgullantes como la MMC, mostaza nitrogenada, cleorambucil, sto, Los

del tercer grupe son inhibidores metabdlicos,

uorcdesoxiuridinag, hidroxiurea, timidina v ciclchexir
timos agentes ejercerian su accidn sobre lza produccidn de ICH de
unaz manera indirecta.

El mecanismo melecular por el cual tiene luger la formacidn

de ICH inducidos por agentes guimicos esta todavia poce claro.

Localizecidn de log ICH en los cromosomas.

31 bien parece clarc gue la frecuencia de ICH en un cromcsoma
gstd relacionadc directamente con su longitud en metafase (& con su
contenido en ADN) (Taylor, 1858; Latt, 1974z2) (183) {98 ), el problema

de 1l localizacidn de dichos intercambios en los cromosomas ss ob

de numerovsas controversias.

La distribucidn inter- e intracromosdmica de los ICH ha szido

czs como por métodos de marcaje con BrdUrd. Contamos con datos r

la distribucidn de los intercambios esponténecs en alr

20 especies. El problema de la localizacidn de losg ICH indu

i&n ha sido abordade en diversas sspecies animales v vegetales.

Los mutdgencs mis comunmente utilizados para inducirlos han sido me-

etanosulfato {(MMS), dimetilbenzantracenc (DMBA), trimetilbenzan—

tracenc {TMBA)}, mitomicina C, hidrazids maleica (HM), alcchol etilico

v ia propila 5-Bromodeoxiuridina.
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De acuerdo con Schubert y Rieger (1381
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ies cuestiones a tener en cuenta son las siguilen

pios,.se distribuyen zl azar, proporcicnalmente 2 la longitud del cro-
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ome © hay una TOcallec1on preferencial en alguna

1113
g
[0
[t{e]
’. A
@]
I3
0
0
o
OF
®
3
3
[...l
H

nadas?. {2) ¢ Es posible encontrar alguna correlacidn, positiva ¢ nega-

tiva, entre la frecuencia de intercambios y la heferocromatinzg consii-|

va?., (3} ¢ Existe coincidencia entre la distribucidn de los inter-

bios espontinecs e inducidos?.
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Del anélisis de los datos referentes & los modelos

los ICH esponténeos disponibles hasta zhora, nt se pusds
reconoccer ningin patrdén general de distribucidn de los ICH en =1 cro-|
mosoma. Los resultados de distintas fuentes son, frecuentemente, contra-
dictorios. Esto es asi no sélo para los datos referentes a distintas
especies?'sino También, parz los resultados obftenides por difersnies
zutores en una especie en particular, sobre fTodo en cromosom as humg-
DOE -

Desde que Pardue y Gall (1970) (132), lograron tefiir prefe-

,

emente con Glemsa clertas zonas cromosdmicas, gue posteriocrmente

vercn identificadas como zonas heterocromédticas, se vienen enmplean-
Z2c  los distintes métodos de bandeo cromosdmico para poner de manie
fiesto la heterocromatina constitutiva en cromosomis metalisicos de
distintas especles. Por heterocromatina constitutiva se entiende sgue-

Y

28 seacuencias de ADN gue permanecen condensadas, durante tode el ci-

cleo celular, y nc congtienen genes estructurales,; en contrapesicidn

on la eucrcmatina, dgue tiene lz propiedad de condensarse en mitosis

y descondensarse sn interfase. EL resultade tipico de aplicar lsz técni-
ca de bandec C a cromoscomas de mamifercs es la tincidén preferenclal
con Glemsa de las constricciones primarias de todos los asutosomss., En

vegetales, gin embargo, es mas frecuente cue se detecten las bandas

~ =

en las regiones teloméricas de ics cromoscomas & en una porcidn inters

Aungue la conclusién de algunocs investigadores sg gue no
= £S




existe relacidn alguna entre ICH y heterocromatine, es decir gue 1no

‘ni més ni MEnos intercambios gque los gue corrsspondsn

tud de las regiones heterocromiéticas de los cromosomas
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chubert y col., 1879 ; 1980;

{158) (1245, la opinidn de otros muhds 25 gue
en el cromosoma de una manera aleatoria, sino que la incidencia es di-
ferente segln se ifrate de regiones heterocroméiicas o sucromiticas.

Mientras gque en cromosomas humancs {Schnedl ¥ col., 1876

(151 ), Mus musculus (Lin y AlLFi, 1876) {(106; y de Microtus agrestis

lésterskéd, 1975) ( 121) se ha propuesto gue los interdam-
Bics occurren preferentemente en lz hetleroccromaiinag, una frecuencia més
ia de la esperada, de acuerdc con su amplitud, ha sido observada en
lag repgiones heterocrométicas de los Cfomosomas de Indian muntiac {Ca-—

o

- Wolff, 1975) ( 22}, de rata canguro (Bostock y Christie, 1976019

chino y Microtus montanus (Hsu y Pathak, 1978} ( 73 ),
ceps {Schvartzman y Cortés, 1%77) (157) ¥ en otras especies, znimales
v vegetales,
Por otra parte, se ha éescri%o frecuentemente una alta pro-
duccidn de ICH en las zonas de unidn entre eucromatina v heterccromati-
na i(Carrano v Wolff, 197%; Bostotk v Christie, 1978; Crossen v col.,
1877; Dolfini, 1978; Friebe, 1978; -Gatti v col., 1979; Kato, 1979
Cortés, 1980) (22) (14 ) (33) (3%8) (51) (54)(88) (29).
Finalmente, También han sido propuestas las regionés organi-
zadoras nucleolares {NORS} como puntos calientes! en la ocurrencia
de ICH en Viecia faba {Schweizer, 1973; Schubert v col., 1979%) {183}
134) v en Hamster chino {Ockey, 1880){(124).

Como regla general, las aberraciones cromosdmicas inducidas
:psr frutégencs no se distribuyen aleatoriamente en el cromosoma, sino
e 58 dony mas frecuentemente en algunas regilones del mismo. Especialmente
=2} tratamiento con mutigencs de acclidn retardada {(debide a2 gue su acti-
vidad clastogénica es dependiente de la Tase S del ciclo celular) resul-
tez en una marcada agrupacidn de las aberracioneg en determinadas re-

nes cromosémicas {(Schubsrt ¥y Rieger, 1877) (132).
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Del conccimiente de los modelos de distribucidn de ics I
inducidos por mutégencs pueden derivarse resultades interesantas al
compararlos con les de los espontdneos. Del mismo modo , dichz compara-—
cifn establecida para las aberrsciones cromosdmicas en relacidn con 1os

intercambios inducidos por los mismos agentes, pedrian establecer cife-

4
u

rencias o semejanzas en la naturaleza de ambos tipos de fendmenos {abe-
rraciones & ICH).

Schubert v col. (187% )} {154} encontrarocn, en meristemcs ra-
dicales de Wicia faba tratados con EA, HM o MMC gue las zberraciones

romosdmicas producidas por ellas se localizaban muy preferencialmente

en las porciones del cromosomz gue contenian heterocromastinz. Los ICH

por los mismos agentes se distribulan de la misma manera que
1o hacian los intercambios espontineos en este material, es decir, in-

distintamente a lo largo del cromosoma, excepto en la regidn NOR_, don-

o

ide se observaba un aumento significaivo en la incidencia de ICH. La

ica diferencia con la distribucidén de los intercambios esponténeos
ue una menor tendencia de las regiones NORS 2 mostrarse como sitlios
de localizacidn preferencial de ICH, conforme aumentabza la {recuencia
de Intercambios por célula,

Los mismos auteres utilizaron la luz UV de larga longltud

{2
9]
o

nda como agente potenciador de las aberraclionss y de log intércam-

biocs, ¥ pudieron estimar gque las aberracicnes cromatidicas inducidas

por la luz UV se agrupsban en regiones de caradter heterocromitico,

entras que logs ICH observados después de la irrsdiacidn se distri-

de un mode similar a come 1o hacian los inducidos por EA, HM o

es decir, sblc se daban con mayor frecuencia de la esperada en
lzs regiones NORS de los Ccromosomas gue las poseen.

Los resultados en Vicia faba se pueden resumir diclendo gue
iz locslizacidn de las aberracionss producidas por mutégencs no coin-
ciden con la de les ICH inducidos por Iog mismos agentes guimicos. Sin
embarge, existe un altc grado de coincidencia entre los intercambiocs

ezponténeos e inducidos.
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Ockey en 18980 {124} compard la distribucidn de los intercame

spontdneos e inducidos por MMS en cromosomas de Hamster chino,

ey
t
O
0N
0]

tungue en ias células tratadas con MMS se triplicaba la frecuenciz de
H, su distribucidn era similar a la de los intercambios espon
Resultados comparables en cuanto al modele de distribucidn de los in- |

tercambios esponténecs e inducidos por MMS fueron encontrad

-

por Haglund y Zech (18789) (66 )} en linfocites humaznes, Por

Latt {1974 a) (89) y Shireishi y Sendberg (1978) (164}, tampece pudieron encontrar

diferencias entre la distribucidén intracromesémica de los interca
sgponténeos e inducidos per MMS en linfocitos humanos, a pesar de gue

la frecuencia de TCP inducidos, fue cagi 6 veges més alta que en los

En base a estos datos, se pusde hablar de gus independiente-

te del mutégeno empleado y de las diferencias en la localizacidn

de los ICHS de especie a especle, la distribucién intercromosémica de

los intércambios sspontfnesos e inducidos parece coincidir en gran medi-

Basandonos fundamentalmente en las diferencias observadas
en cuantoc z los modelos de distribucidn de los ICH dnducidos v las
zberraciones cromosdmicas, resultantes de los experimentos en Vieia
faba y empleandc otros sistemas vegetales y animales, parece Ffacltible

afirmar que las aberraciocnes cromosdmicas v los intércambiocs se origi-

]

por mecanismos, al menos parcialmente, diferentes (Schubert v col.,

o
W
~J
{©

{1B4), si bien no se descarta totalmente que unz peguefiz por-
cifn de agquellas pudieran coriginarse como consscuenciz de un intercam-

)

e}

nio incomplete, como ha side postulade por Schubert y Msister {187




jRA DE LA CROMATINA.

Debide fundamentalmente a la influencia de la cltogenética de

de la cromdtida fue

zceptada durante mucho tiempo. Este concepto de gue una crométl

uesta por dos ¢ més subcrométidas, podia ser Gtil para

snes evidencias experimentales, por ejemplc el fendmenc de iz "iscw

mzrcacidn’. Sin embargo, Taylor y col. (1937) {138) ya suminisiraron

roe superiores estéd constitulda por una ¥y sélo una molécula dé-~ ADN
{corcepto unifibrilar). Esta idea y los hechos experimentales gue la
sustentar obtuvieron una amplia aceptacidn en aflos posteriores {Pres-
cott, 1970; Comings vy Okada, 1869) (1423 {27 ). Muchos resultados obil
nidos de experimentos sobre ZCHS son explicados més fécilmente conside-
~mrdo una cromadtida como una larga doble hélice de ADN ininterrumpida

£t, 1973} (98).

F1 cromosoma eucaridtico estéd compuesto por ADN asociadc con

cantidad saproximadamente igual de proteinas bésicas o histonzs y

b

~rom una cantidad variable pero mayor de protelnas no histénicas., Tonarn-
do como ejemplo de célula diploide normal, un linfocito humzno en G2,
e estirma en un 15% el contenido en ADN, una proporcidén igual de histo-
nas y al menos un 50% de proteinas no histénicas. El contenido restante
inciuye, la membrana nucleolar €l nucleolo y otros ARN asocizdog & la
cromatine aparte del nucleolar. Ha sido posible ailslar e identificar
S clases diferentes de protefnas histénicas. Hay tres grupos principa-
les, gue se establecen de acuerdo con su composicidn en amincdcidoes:

ricos en lisina,moderadamente ricos en lisina y ricos én arginins. La

mistena-rica en lisina, denominada Hl se presenta en forme de oct gmero
v es ficil de extraer de la cromatina. Existen dos fraccliones de histo-

e

nas moderadamente ricas en lisina: H2A y H2B y dos fracciones de

’“S*

1i8To~
rnas ricas en arginina: H3 y H4. Todas ellas han sufrido cambios minimos

io large de la evolucidn. Su secuencia de amincacidos es esencialmen-
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“e 1s misma en especies tan distintas como el guisante y la vaca {Elgin
col.,1971) { 44 ) lo cual sugiere. que Lla secuencia completa de estas
protefnas interviene en su funcionalidad y gue su funcidn ss virtual-
mente idéntica en todos los eucariontes. Esa funcidén comin en especiss

-+

tan diferentes debede ser, probablemente, estructural (Lewin, 18753{104

A partir de la observacidn de que las histonas moderadamente

ricas en lisina HZA y HZB forman oligdmerocs y que las histonas ricas

=

enn arginina H3 y H4 se agrupan pare formar tetrémeros, y gus oligbmeros

i

v Letrdmeros, en presencia de ADN, se agregan para formar lo gus se

1lamd nucleosomas, Kornberg en 1974{95kugirid gque el nucleosoms erz la

Lot

idad bésica y repetitiva en la organizascidn de la cromatina ¥ que

a cada nucleosoma le carrespondian aproximadamente 200 pares de bases

[¢]

del ADN. A pesar de algunas diferencias en cuanto a forma y dimensiones,
los sxperimentos realizados por diferentes autores parecen ser consig-
tentes con la idea de que el nucleosoma a3 la unidad basica des la ¢ro-
matina de eucariotas. Sus dimensiones aproximsdas son de 70m125 £, de
forma discoldal o esférica y rodeado por casi dos vueltas de ADN, lo

resenta unos 150-200 pares de bases. La porcién de ADN intermu-

S
S
0]
]
0]

0

. .. “ - . - L2 4
cleosomal tiene una longitud gue varia entre 130-300'4 (Bahr, 1877}3)

-

El papel aceptado para la histona Hl es el de inducir y esta-

zar un nivel de organizacidn superior al de nucleoscomas para Tormar
las fibras de cromatina. En ausencia de histonas Hl, se puede observar

log nucleoscomas mediante el microscopio electrdénlco come cuentas de

i

rosaric ensartadas mediante filamentos de ADN {(Oudet y col., 19750128

En cuanto a las proteinas no histdnicas, una parte importante

de ellas esta formada por proteinas contréctiles. Proteinas tales como

s

miocging, actina y Tubulina consitituven el 38% de 1

m
]
m
4]
(]
?_KI
O
5
[aN
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b
O
ot
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H
§

nas no histdnicas (Douvas y col., 1873} (40 ). Esto implice que los
diversos movimientos de la cromatina, Tales come la emigracidn hacelias
la membrana nucleclar ¢ haciz el nuclecle, la condensacidn de los
cromeogomas ¥y osus movimientos en mitosis y en melosis, pusden ser, de
gin modo, dependientes de la presencia de estas proteinas contricti~

es. Muchas de las proteinas de lz maguinaria enzimdtica nuclesr pue-




der. también pertenscer a esta fraccidn.
Actualmente, muchos autores consideran que las cromdtfidas de
cromosonas mitdticos estédn constituidas, en G1ltimo término, por una

fibra de nuclecoproteinas gue, presumiblemente, adeptan una 2r-

~tura heliceidal alrededor de un eje imaginario . que recorre lia
cromdtide de extremo a extremo. Este fibra es denominada generalmente
“cromonema', y tiene un didmetro aproximado de C©,5 pm. EIL principal
oroblema gue se plantea es saber cdémo la doble hélice de ADN (20 A de
roscr) se organiza en el cromosoma eucaridtico hasta llegar al nivel

.
de organizacién de cromonema {5000 &).

e

omandc como ejemplo un fibroblaste de Samster en G., &ste
contiene alrededor de 15pgr de ADN {(Stubblefield y col., 18687 {178},
gue representa una doble hélice de Watson y Crick de una longitud de
unos 4,5 metros. De los 22 cromosomas del complemente dipleide, el ma-
vor de ellos contisne un 10% del ADN total, lo cual quiere decir gue

en dicho cromosomz se hallan empaqguetados 45 cm de doble h&lice de ADN,

sxisten varias observaciones citoldgicas al microscopio Sptico

a de la estructura del cromosoma, tanto en células vegetales como
animales, asi como estudios detallados de su estructura fina, & nivel
molecular, existe aln hoy dia un gran desconocimiento en cuanto a como

re

]

cionar estructuralmente 2zl cromosema con sus componentes molecula~
res y come cada cromoscoma de una especie dada, adopta repetidamente
su configuracidén particular en metafase, de generacidn en gsneracidn.
Come ya hemos indicade, cuande la cromating se prepara  £n

medic tamponade de moderada fusrza 1énica y se observa al microsco-

pio electrdénico, se musstrs como una hebra de nucleosomas o nucleciila~

Ey

: « T = = - 2 - - L3 -
mentos que tienen un didmetro aproximado de 100 A (Ris y Kubai, 1870;

Fingh ¥ Klug, 18768) (148) (48 ). Cuando se incrementa la fuerza idnica

)

del medio o© cuandc se observan cromosomas en metafase; las fibras ad

[{¢]

Thn

un didmetro gue oscile entre 200-300 X (pocley y coi., 1
Oudet v col., 1975; Finch y Klug, 1976) {141) (128) {48 ). Finch y Klug

{1678) (48 } observaron, en prevaraciones obtenidas por tincidn negati-
. s pre; e g
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va, Tibras de 300 A gue, cuandce se sombresban en la dirsccidn adecuads,

mostraban unas estriaciones que son tipicas de una estructura b
dal. También €los, baséndose en estudios sobre difraccidn de
{(Pardon ¥ col., 1974) {131) ¥y en estudios al microscoplic elecirdnico
del material fragmentado realizades por Davis y Haynes (1973) {38 },
propusieron el modelc del solencide, en el cual la cadena de nuciscso— |
mas se condensa para fTormar una hélice compacta de 300 A de diZmetro
sxterior. Estudios rezlizados posteriormente mediante técnicas de di-
rzcoidn de neutrones {Carpenter y col., 1878) (21} vy de dispersidn
de raves léser sn soluciones de cromatina {Campbell v col., 1987820
representaron nuevos scoportes experimentales zl modelo del solencide

ie Finch y Klug. No obstante, ninguno de los datos que apoyan el modelo

On

[N

el solencide es totalmente concluyente. Los resultades de

lug, basados en sug observaciones sl microscopic electrdniceo, eran

diferentes seglin gue la histone HL estuviese presente o cuands 1z

ma era previamente extraids. En contraste, los patrones de difracoisdn

de rayes X no canmbilaban significativamente cuando la hisTona HL era

sxtraida de la cromatina (Bradbury y col., 1972; Skidmore y col.,
(2973) (17) {186).

Renz v col. (1977) {144) demostraron que la unién de la histo-
ng HL al ADN, haciz que los nucleofilamentos se plegasen en estructuras
de orden més complejo. A alte fuerza idnica, Renz y colaboradores obhssrva-
ron cbjetos de 200 A de didmetro, espaciados unos de otres a 1o largs de
ia fibra de cromatina. A estas estructuras las denominaron “superveads®
atling, Miller y Zentgraf (1878} (175) también llegarcn a conciusio-

nes gue sugieren gue la cromatina se compone més bien de particulas

3

&
28 a las fisiolégicasE ellos observaron particulas de 230 A de difme-

-

tro. Cuando - usaron nucleasas para digerir parcialmente la cromatina
v separaron el material en gradientes de sacarosg la sedimentacidn re-
sultante mostraba gque los productos de la digestidn sran particulas

discretas, de tamaflc constante, y que abarcaban el 75% del ADN nuclear-




que  la no visualizacidén de regiones amplias de cromatina con

rar su estructura o, por el contrario, bien pudiera ser el resultado

Lasgs paredes que forman el tibo, tenian un grosor de 300 4, Io cual
< ==

co

nuciedtidos, estando los més grandes formades por 75000 pares de nu-

)/wv
LL

i
JORN

e B
(58]

cieron gue la histona Hl estaba asoclada con esas particulas, ¥y pensa-
ann que debian de ser un componente esenclal en el mantenimiento de

su estructura.

‘ones directas que lo confirmen. Liley v Pardon (197¢) (1035) comentan

na estructura regular, puede bien reflejar la ignorancla gue se posee

sobre cudl es la forma mis adecuadz de preparar la cromatina, sin 2lte-

1977} habian descubierto estructuras similares an cromoscmas de leva-

duras. {140)

ia . cromatina de células de higado de rata. El nimero medic de

ogomas por fparticula” fue estimado en 16.

En resumen, parece gue exisie una organizacidn regulsr en la

ina, aungue su naturaleza no sez conocida, ya gue no hay cbserva~

=

E

ia zusencia de una estructura ordenada en el nicleo.

Bak, Zeuthen v Crick {1977} { B )} han examinadc Ccromosomas
téticos de ratdn, humanos y de Drosofila, logs cuales parecian sstar
netituldos por estructuras tubulares de 4000 A de didmetro externo.

[
incide con el groscr esperado del solencide de Finch y Kiung.
Otra de las formas propuestas dela organizacidn de la cromati-

dentro del cromosoma interfésico es la formacidn de lazogs o bucles

a partir de un nlclec compactc central. Igo-Kemenes v Zachau
g78, (75 ), usando nucleasas de restriccidn, llegaron a fijar el ta-

medic del bucle en cé&lulas de higado de rata en 34000 pares de

ledtidos. Benyajati v Worcel (1978) {13 ) lo habian estimado en B5000
res de nucledtidos come tamefic medlo en Drosdfila y Pinon y Salts

Adolph, Cheng y Lasmmli (1877) ( 2 } mediante procadi

oguimicos y Paulson y Laemmii a través de observaciones al microsco-
o electrdnico, llegaron a la conclusidn de gque las proteinas no his-

nicas deben de Jugar un papel ilmportante en el proceso:de plogmrics-
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o de la fibra fundamental {ADN-histonas),

ce orden superior. Sus resultados demuestan

dsictd, gue hace gque se mantengs, en clerto

&

romosoma despuds de extrasr las proteinas histénicas. Alrededeor de
este ''scaffeld” existiria un halc de ADN, el cual se visualiza, me-
Giante microscopia electrdnica, constituide por numercscs lazos ©

ucles de ADN anclados sobre éste centro proteico. Sin embarge, ac-

ménte se pene en duda la existencia de un "scaffold" proteico

en el cromosoma y se& ha descritoc posteriormente como un artefacto,

by
®

esultante de la dispersidn incompleta de Ia cromatina centra

M)
i
o
i

sgragaclidn de las proteinas no histdnicas con los cromosomas priv

de histonas (Okada v Comings, 1980) (125).

3
bt
o

En resumen, los estudics realizados hasts shors sobre

tructura Intima de la cromatina por los distintos sutores, dnics—
mente han podido revelar de una maners inequiveca gus el cromosoma
ests constituido por fibras elementales de 200-300 A de EUOS0Or, COm-
puestos por ADN e histonas. La corganizacidn de é&stas fibras pars

conztitulir una estructura de orden superior en el cromosoma seucario-

no es ni regular ni periédica.
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MATERIAL ¥ METODOS.




L, Material wutilizado.

Como material de trabajo se han empleado meristemos radizales

de Allium cepa L. de la variedad denominads "francesa” [2n=16), Se

learon siempre bulbos de tamafio semejante con un peso aproximado

de 20~40 gramos cada unc.

[Ae]

- Condiciones generales de cultivo.

Con cbjeto de eliminar al miximo las variables asmbienitales
gue pudiesen influir en el desarrclle de las cflulas meristemiticas

4

(tales como temperatura, aireacidn, luz, =tc...), los bulbos se culti-

varon en tubos de vidrio cilindricos, con una capacidad aproximada
de 70 cc., con agua corriente filtrada mediante un depurador de agua
Braun y renovada cada 24 horas.

El nivel de oxigenc en el aguz se mantuvo mediante un burbue




B
Q
O

ontinuo de aire a razdn de 10-20 cc.,por minuto, utilizando para

dc agua destilada.

Todo 2l sistema de cultive se mantuve en la oscuridad en el

de una cabinz Refritherm Struers regulada a 25°C, con unz

i8n aproximada de L 0.5°C,.
Los bulbos ses colocaron de manera gque sélo sus bases permansg—
cian sumergidas en el agua.

3. TRATAMIENTCS:

Todos los  tratamientos efectuados empezaron unsz vez gus las

]

alces habian alcanzado una longitud de 15-285 mm, en los recipilentes

£
0]

cultive. Los bulbos eran entonces transladados & otros recipisntes
gue cdontenian las drogas dis@eitas a las concentraciones especificas
en cads caso.

Las condiciones ambilentales en ias gque se realiizaron los

exparimentos fueron las mismas gque habian sido mantenidas durante el

craecimiento de las raices.
3.%L.~ Tratamientos con Bromodesoxiuridina (BrdUrd):

Con cobjeto de consegulir la incorporzcidn de la S-bromodesoxi-

dina en el ADN en el lugar de la Timidina endégena, los bulbos fue-

ron tratades, durante s8lc uno, dos & tres ciclos celulares consecuti-
-4 . . .. Cn s -

vos, con 10 M de B-bromo-2'-deoxiurina (Sigma) en agus filtradsa. En

108 ¢ases, la incorporscidn de BrdUrd en el ADN fué facilitads,

iy
vor la inhibicidn de la sintesis enddgens de &cido timidilico, adicio-
adec & la solucidn anterior 10‘7M de 5-Fluorodeoxiuridina {(Seyva).
Cuando el tratamiento con BrdUrd se efectud durante mds de un ciclo
de replicacidn, la solucién que contenia Brdird fué rencvada en cada

LG .




En Hedes los tratamientos en los que se em

de vidrio gue contenian las soluciones, asf{ como los bulbos

ron cublertos con papel de aluminic con objeto de evitar la exposi-

3.2.~ Tratamiento con Timidina :{dT):

En aquellcs experimentos en los que interesaba que el ADN |

£

e las células weristeméticas efectuasen una ronda de replicacidn en

<

praegsencia de timidina normal, despuds de realizar una ronds anterior

”U

O\
i

en presencia de BrdUrd, se prepard la timidinza a una concentrasi

so = . ;
de L0 M en agua filtrada.

o

Por otra parte, cuando el cbjistc era probar 2l efects de la

en si misma, sobre la frecuencia de intercambios,ésta fud
preparada a diferentes concentraciones, bien diSueita¢=ﬂﬂ Yoo omisma

. . ~4 . P
seiucicn que contenia 10 M de BrdUrd, bien en agua filtrada, ss&gin

[¢]
g,
w5

ropbsito del experimento.

En todos los cascs, los tubos de vidrio gque contenizn las

I~

distintas soluciones y los bulbes permanecieron cubiertos con pape

]
&}

&

de aluminio durante el tiempo previsto para gue las células desarro-

Liasen un ciclo de replicacién en presencia de timidina.

. Tratamiento con Yridina {Urd):

[eN)
Q}

Para wver s1 la frecuencia de intercambios entre cromitidas
nermanas podia verse alterads por un tratamients con Uridina (Sigma)
se suministrd ésta juntc con bromodeoxiuriding durante dog ciclos de
replicacidn consecutivos, en agua filtrada.

Las concentraciones de wuridina utilizadas TFueron 10 M,

4 -
107 v 107°M.
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Tratamiento con Fluorodesoxiuridina [FdU}):

En los experimentos en los que interesaba variar las concen-

ciones de fluorcdesoxiuridina, é&sta fué preperada y suministrada

los bulbes junte con TdR, BrdUrd & sdla en agua filtrada, segin el

b

o

17 0
UvoTu

sxperimento diseflado. Las concentraciones de FAU utilizadas veriszban
1

, -8 -85 . . 2 - . .
entre 10 M y 10 M. Lz duracidn minima del tratamiento con

Py

s cada concentracidn, =1 tiempc necesario para gue Transcurriese un

cicic celular completo. Cuando el tratamientc se deseabs prolongar

m

még de un ciclo de replicacidn, la solucidn gue contenia FdU fué
renovada perifdicamente.,

Del mismo modo gue hemos descrito anteriormente, en 1os sxpe-
rimentos en los que se utilizd FAU los bulbes v las raicillas Fusron

dadosamente protegidos de la luz.

Se empled 5-AU (Sigma) a concentracionss de 0.5 mi, preparade
cen agua Tiltrada en el momento de ser utilizado. La duracidn del fra-
n

nto fué de 18 horas. En todos los casos en que se utilizd 5-AU

se hizo conjuntamente con BrdUrd. Las raices se lavarcn en 5-AU0 me~
diante dos cambios de aguas espaciados entre si al menos 5 minutos.

3.8, Tratamiento con Cafeina:

Con objetoc de marcar una poblacidn de células meristem&iicas
supontineanente sincrdnicaes come células binucleadas, se empled un
tratamiento con cafeina {(Serva) a un& concentracidn de 5 mM, Jurante

nora.




3,7.~ Tratamientc con Colchicina:

Para lograr acumular células meristemdticas en (wmetafase
¥ poder individualizar los diferentes cromesomas, sSe empled co
na {Bigma)} como agente inhibidor de la anafase. %1 Tratamientc con

-

ta droga se realizd durante 3 horas & una concentracién de C.05%

[
o

en agua Tiltrada, y manteniendc la aireacidn constante.
Durante el tratamiento con colchicina los tubog de vidrio

permanecieron protegidos de la luz.

3.8.~ Tratamiento con B-Cxiguinoleina:

Esta droga se utilizd con el mismo objetive que la anterior

pero para obtener cromosomas metafisicos con un menor grado de contrac—

Este Tratamiento se efectud durante 4 horas, a una concentra

¢idn de 2mM y sin aireacidn.

4., Fliaclones:

Las fijaciones se realizaron sacando los bulbos de los reci-~

ientes de cultivo y cortande, con la ayuda de unazs pinzas de puntas

o

urvas, un nlmerco determinadc de raices a 30-40 mm. del Epice. Las
raices eran entonces inmediatamente trensladadass a tubos de Tijacidn
debidamente etigquetados conteniende la solucidn de fijadmru Se empled
como fijador la mezcla de Carnoy It etancl absoluto-dcido acético gla-
cial en una proporcién de 3:1. El tiempo de fijacidn: fué de zl =enocs
12 horasa ura temperatura de 4°C.

Se procurd slegir siempre raices de Zamafio medio ¥ sin anoma-

ifzs morfoldgicas visibles.
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5.~ Preparacidn de los portaobjetos:

Los portacbjetos a utilizar en nuestro estudio

gelstinados, para lo cual es imprescindible gue esten

o~

Tos de grasa.
Para limpier perfectamente los portacbjefos es necesarioc
surmergirlos en una sclucién preparada del siguiente modo:

Cr, 0 K, coecesaness100 gr.

2772
SOAHZWWQﬂ‘mﬁﬁ,aﬁIOO &C.
HZO.«wcﬁﬁag,c»aa8OO cC.
En primer lugar el Cr207K2 debe disolverse en agua, afiadlendo
luego el SO H, lentamente a la solucidn fria y agitandoc constantemente

472
nitinuacidn se enjuagan los portacbhbjetos en agua destilada durante

varias horas. Una vez secos se sumergen durante 1 minutc y a 20-22°C

F

o

en unz solucidn de la siguiente composocidn:

Gelatina (Merck).ososroes::5.0 g0,

Alumbre de CromO:.sosssass D5 L.
Agua destilada.cccsosas... L0000 ce.

Para acelerar la disclucidn de la gelatina es recomsndabl
realizarla a una temperaitura de 40-50°C. Finslmente los portacihjetos

zeiatinados se dejan sgecar al zire.

£, Maveracidn. Técnica de la pectinasa:

n

Con objeto de somefer a una digestidn enzimdtica las pareds

- =

cglulzres de las c¢células vegetales, las raices previamente Tijadas
se wlocaron en recipentes de 25 cc. de capacidad conteniendo una solu-
cifn de pectinasa {Sigma, de Aspergillus niger) disuelita a wma concen-
tracidn del 0.5% en tampdn citrico-citrato (dcido citrico sl 4.2% v
citrate sé8dico &1 5.8%) ajustado a un pH de 4.2 (61 cc. de 1z solucién

de dcido citrico ¥ 38 cc. de la solucidn de citrato sddice).Ls macera-
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cifn se levd a cabo durante 45%5-60 minutos = 37°C.

7.~ Aplastamientos:

jo

Se transladaron las raices previamente fijadas.: a un wvidric
de reloj con &dcide acdtico glacial 45% para posteriormente Llsvar g
cabo el aplastamiento sobre portaobjetos gelatinaedos. Parz elic se
Tomaron las raices enteras del vidrio de relcj y se depositan en los

peortadbjetos, que a su vez estdn situados sobre uns superficie oscura,

Medlante una lanceta se separa lz zona correspondiente al meristemo

45
.
(3

pical,desechande el resto de la raiz. Seguidamente se coloca sobre

el Zpice una gota de Acido acédtico sl 45% ¥ se cubre con el cubrebie—
wog de 22 X 22 mm. Con la punta afilade de un lapliz se golpea entornces

sucesivamente sobre el cubrecbjetes describiendc con los SCLpEsS una

iral desde el centro a la periferia procurande obitener un buen
extendide de todo el materisl. A continuacidn se coloes sobre el cu-
treobjetos una tira de papel de Tilirce absorvente ¥ se presionz acshre

el mismo con el dedo pulgar, procurando gue la fuerzs aplicads se

jty

a
nermal a la superficie, para evitar desplazamientos laterzles del cu-
breobjetos sobre el portacbietos. De esta manera se consigue gue todas
las célules del meristemo gqueden distribuidas en un sdlo plano, io

que permitiré un buen enfoque incluso a grandes aumentos.
8.~ Desprendimiento de Ios cubreobjetos:

Para desprender los cubreobjetos de los portachjetos se uhi-

zz la técnica de Conger y Fairchild (1953) (28 ).

e
Qs
o

Se colocan las preparaciones sobre nisve carbdnica extendi

prensada en una caja de tergopore para evitar una sublimacidn rEpi-

oy

da. Los portacbjetos se colocan, con la preparacibn en la parte supe-
ricr durante 5 minutos szproximadamente. Una vexz congelados, se sapara

¢l cubreobjetos delportacbjetos con la ayuda de una hoja de un bisturi.
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De esta forma se conslgue gque el material quede adherido g la superfi-

-

cie del portacbjetos.

.~ TECNICAS DE TINCIOM

$.1 .+« Técnicas para tincidn diferencizl del ADN bromosustituido.

Para conseguir la tincidn diferencial del ADN bromo
se ompled la técnica de +tincién FPG {'"flucrescencia plus Giemsz")
{Perry y Wolff, 1974) (137), modificada para nussiro materiszl de tra-
¢ por Schvartzman y Cortés (1877} (157} v por Gonzilez-Gil y Nava-
rrete (1982) (58).

Con las raices Tijadas se procedid del siguiente modo:

L.~ Las raices se¢ lavan en tampdn citrico-citrate sjustade = pH 4,2.
El tampdn se prepard del sigulente modo:

Solucién A..........Acido citrico al 4.2% en agua destilads.
Solucidn B......»..:Citrato sddico a2l 5.9% en agua destilada.
Para obtener un pH de 4.2 se mezclan 61 cc. de la solucidn A ¥

29 cc. de la solucidn B.

2.~ Seguidamente se procede a realizar la maceracidn de las raices
en pectinasa, disuelta al 0.5% en el mismo tampdn, en vascs de
precipitade de 25 cec., colocéndeclos en una estufa =z 37°C durante
1 hora.

3.~ A continuacidn se realiza el aplastamiento de las raices en una

solucidn de &cido acético al 48% sobre los portacbjetos gelatina-
dos . ‘

L. Una vez aplastado el material, se procede n levantar los cubre-
objetos, para lo cual se emplea la técnica de Conger v Fairchild,
descrita  anteriormente. 4 continuacidn se ' hidratan los’
aextendidos’ paséndolos por una seris de vasos Copli
contenisnde etancl a concentraciones decrecientes (100%; 968%: 7C

50%: 30% v agua destilada).

1
§

~ Seguldamente se colocan scbre las preparaciones una gota de una
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sclucidn  de Ribonucleasa 4 (Sigma
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m
encima un cubreobjetos y se incuban a 2

niéndolos en cé&mara himeda.
La solucidén de Ribonucleasa & se prepard disolviendo . mp
de ésta en 10 cc. de SSC X 0.5.
La sclucidn salina citratc (88C) se prepara z unz concentra-
cidn 10 X del siguiente modo:
Clorurc 8ddico..........8.7675 gr.
Citrato s6dico....vew... B.3587 gr.
Agua destilada.........100 ce.
8.~ 4 continuacidn se retiran los cubreobjetos y se lavan las prepara-

ciones durante unos minutos =n S5C X0.5.

~J
H

El =sigulente paso consiste en tratar las preparaciones con el
flucrecromo Hoeclst 33258 (Riedel-De Haenag Seelze-Hannover)a tenmpera.—
tura ambiente (20-21°C) durante 20-30 minutos.

La solucidn de Hoechst 33258 se prepara disolviende 1 mgr.
del producto purc en 1 cc. de alcohol etilico, agitando corstante-
mente. Luego se mezclan 0.2 cc. de esta solucidn con 100 ce. de
S5C X 0.5.
8.~ Luege se lavan las preparaciones en SSC X 0.5 v S€.  sumergen
en un bafio de esta misma sclucidn. En estas condiciones sa exponan
los preparados durante 1 hora a una irradiacidn procedente de una

lémpera Westinghouse Fs20 emitiendo en 280-313 nm. de longitud

de onda, colocada a una distancia de 10 om,

8.~ A continuacibén se incuban los preparados en SSC X 0.5 a 5590 du
rente una hora.

0.~ Terminada esta incubacidén se lavan las preparacicnes en tampdn
de fosfato "Sdrensen” ajustado 2un pH de 6.8 y se tiflen con Gismsa
{Merck, Darmstadt) disuslto al 3% en el mismo tampén  durante
7-10 minutos.

E1 tampdn de fosfato "Sirensen’ se prepard del siguiente

nodo:




Solucidn A : Fostato monopotdsico..........$.08 gr./Ll.

Solucidn B : Fostato Gisodicoi o, v, . .11.88 gr./1.

Para un ajuste del pH al 6.8 se toman 50.8 cc. de ia sol

cidn A y 458.2 cc. de la solucidn B, por cada 100 cc.

i1l.~ Después de efectuar un lavado rdpido en el mismo tampdn a pH 6.
D

se dejan secar las preparaciones. Entonces, después de

ror xileno, se les pone una gota de resina DPX y se les cubrs

un.cubrecbhbjetos, dejdndolas secar durante 24 horas a temperstu

ambiente.

La principal innovacidn introducida a la Té&cnica por Gonz

y Navarrete (1982) { 58 ) consiste en sustituir la degradaci

dtica del ARN mediante Hibonucleasa por una digestidn guimica

s )

con dcido clorhidrico. Dicha digestidn es efectuada después del peri

do de incubacidn en SSC X 0.5 e inmedidtamente antes de Lei

Giewmsa. La concentracidn de CLH utilizada es de BN y la duracién

racicnes mediante dos © tres pasos por agua destilada antes de te

con Giemsa.

9,2,.~ Tincidn con orceina acético-clorhidrico:

La solucidn de orceina acético clorhidrico se prepard

L3
(iy

ol
(}

siguiente manera: para 100 cc. de colorante, se afiaden 45 c¢c. de

tratamiento 15 minutos a 20°C. Es necesarioc lavar muy bien las preps

ia

ido

acético glacial a 2 gr. de orceina (Merck Darmstadt) en un destilador

=

raflujo vy se lleva a ebullicidn, estado en el cual permanece 10

L

Fog, A continuacidn se deja enfriar a temperatura ambiente y ze afig-

de apua destilada hasta completar de nuevo 100 c¢. De esta formz la
sclucifén de orceina queda preparada =2 una concentracidn del 2%. La
de trabajo se obtiene filtrando é&sta solucidn madrs v zfla-

-

diendo por cada 9 partes de la misma unz parte de &cide clorhidricoe

El aplastamiento y tincidén simultinea se realizd de la

guiente manera: Las raices previamente fijadas, se colocan en un

H
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drio de reloj con una solucién de orceina a

gue gueden totalmente cublertcs por el colorante. A
se calienta el vidrie de reloj & la llama de un mechseroc de alcchol

ieténdole con unas pinzas espatuladas y giréndolo suavemente alrede-

de la llama hasta alcanzar una temperatura de uncs 50°C sproxima-

te. E1l control de la temperatura se lleva z cabo normalmente apo-

el vidrio de relcoj sobre el dorso de la mano.

Lusgo se deja en reposc hasta gus se enfrie v se repite
agta operacidn 2 veces més. Finalmente se deja enfriar en reposo a
tamperatura ambiente durante 15 & 20 minutos antes de v

aplastamiento sobre portacbjetos tal como se describid an

Una vez cobtenidas las preparaciones y leévantados los
Jetos mediante nieve carbénica se procede a su deshidratacidn mediante
pasos sucesivos por alccholes de concentraciones crecientes.

Por Ultimo las preparaciones son puestas en definitivo.

.3.~ Técnica para la deleccidn de bandas T

e
o

Los bulbos que crecian en agua Tiltrada en la cimara de cul-

fueron tratados con colchicina & con 8-oxiquinocleinz para obtener
cromosomas c-mitéticos. Una vez fijadas las ralces se procedid a su
aplastamiento sobre portacbjetos gelatinados, despuds log cubrechjetos
utilizados en el aplastamiento fueron levantades y los preparados hio
dratadeos haciendolos pasar por una serie de aleoholes de concentra~

iones decrecientes(absoluto, 96°C, 70°C, 50°C, 30°C y agua destila-

.

2] . Las preparaciones obftenidas de este modo fueron sometidas a una
breve digestidn en é&cido clorhidrico IN {7-10 minutos) & temperaturs
amblente. Una vez lavadas se& trataron con hidrdxide bérice al 5% a
50°C durante otros 10 minutes. La solucidn de hidréxido bérico ha de
ger flltrada inmediatamente antes de su uso. Despuds de varios
en #gua destilada, las preparaciones fueron incubadas en solu

2ing citrato SSC X 2 a 50°C durante I hora. La sclucidn salinz cit




se¢ prepard a partir de una solucidn madre SSC X 10 obten
¥e ha indicado anteriormente. Finalmente las preparacicones fueron te-
tefiidas con Gilemsa al 3% en tampdn Sdrensen a pH 6.8 durante 7-10 mi-

nutos v postericormente puestas en definitive,
9.4.~ Técnicas para la deteccidn de bandas N:

Las técnicas de bandec N pone de manifiestec las regiones or-
genizadoras nucleolares activas de los c¢romosomas gue las posesn v
consiste bésicamente en tratar las preparsciones realizadas, = slitas
temperaturas {90-393°C), con tampdn fosfato SBrensen ajustado & pH 6.8
durente 10 minutos. Posteriormente se¢ sumergen en =l mismc tampdn a
teémperatura ambiente y se tifien con Giemsa disuelio al 3% en el mismo

tampdn.
5.8, Técnica de bandeo C-modificado:

Esta ténica consiste en incubar las preparacicnes en S8C ¥
0.5 durante 1 hora a 50°C para despuéds someSerlas a una hidrdlisis
con Acido clorhidrico 8N durante 15 minutos a temperaturs ambiente.
Seguidamente, se trausladan las preparaciones a un vasc coplin que
centiene una sclucidn de tampdn de fosfatc SBrensen a pH 6.8 v sa de~
Jan envejecer durante 24-48 horas. Transcurrido este tiempo se +tiflen

.

con Giemsa al 5% disuelto en el mismo tampdn ¥ al mismc pH, durante

10.~ Caleculso del nlmero d& ICH por cromogoma:

Dado que todos los cromosomas de Allium ¢eps son muy pareci-
dog entre si excepto el par de cromosomas subtelocéntricos satelizados
par 7} ¥ gue poseen un tamafic y cantidad de ADN semejantes, se ha

preferido calcular el nUmero medic de ICH por cremcsoma (¥ no por cée-




£

ilizar este valor como parédmetro en el andlisi

on
0
®

(v
Lo
H

1i.~ C&leouleo del indice mitdhico:

Se determind el nUmero de células gue se encontrsban en cual-
guiera de las fases de la mitosis de un %otzl de aproximadamente 1000

-

célules meristemdticas., Para realizar el célcule del IM se aplicd la

n? de células en mitosis.

n? total de células

12.~ Tratamientos estadisticos:

Con objeto de determinar si las diferencias cbservadas en

in
2]

medias de los ICH por cromosoma obtenidas en distintos experimentos

estadisticamente significativos se empled el test estadisticc 7.

En otras occasiones la comprobacién se establecid mediante
una t de Student. Los resultados se expresan a un nivel de significa-
cifn gue se especifica en cada caso.

Asimisme, los datos referidecs a las medias aritméticas en

cade experimentc se dan con el error estandar de la media (R.E.).

13.» Mierografias:

Los estudios microscédpicos, asi como las micrografias,

n

e
izaron empleando un fetomicroscopic Reichert Jung Wi 0

¢
bt
)

e

(

=

4
.

rosta

4]

5

¥ un fotomicroscopioc Zeeis AXIOMAT,

Se emplearon peliculas Kodak de blanco v negro de una sensi-

de © & 21 DIN, y fueron revelados con revelador Kodak HI10 &

v fijadas con fijador ultrarépide de Kodak., Las ampliaciones
¥ 8

fueron realizadas mediante una ampliadora Dust Da 800, empleande pape-—

0

¢t
[}
G

It

i
H)

icos de Negtory d Kodak suave, normal y duro.
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RESULTADOS.




1. COWNTIRIBUCION DE LA TIMIDINA, URIDINA Y FLUORCDESCHIURIDINA & LA
PRODYUCCION DE INTERCAMBIOS ENTRE CROMATIDAS.

La sustitucldén en el ADN de la timidina por su andlogo halo-

genado B-Bromodesoxiuridina (BrdUrd)] es indispensable para obitener

diferencial entre las cromidtidas hermanas de los cromozomas
r lo tanto para observar los ICHS {Latt, 1873: Perry v Wolff,

1874 { 99 ) (137). Sin embargo, es sabido que el BrdUrd por si mismo,

FaNal
g

O
E,.J

o
4

suede inducir intercambios (Kato, 1974a: Latt, 1974b; W vy Perry,

1874; Mazrimas v Stetka, 1878; Schwartzman y col., 1879; Davidson y zol.

a
1980) (81) (100) (196) {(114) (181) (35 ). Este hecho ha llevado a

Fx

cuestionar la existencia de intercambios esponténeos en la Natursleza,

[
o
o
frent
o

v se han llevado =z cabo estudios encaminados a determinar cuidl
frecuenciz con la gue se producen, independientemente del Brdird uti-
o para deiectarlios. No es la BrdUrd la Unica sustenciz guinmica

pleada en los preiratamientos para obtensr €Tincidn diferencial de
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ompuestos son utilizados, solos o en combinacidn con

O
i
[
O
Ul
O

.

con ©objetoc de conseguir © mejorar dicha tincidn diferencizal.,

ellos se encuentran nucledsidos tales como la Timidina, uridina vy

uorcdesoxiuriding.

Cuande & una célula se le permite desarrollar dos périodos
de sintesis de ADN incorpeorande, en lugar de la timidina normal, su
sné&loge halogenado BrdUrd, sus cromosomas en la segunda 1
puds de la incorporacidn estan ceonstituidos por 3 cadeneas

ciedtidicas sustituides con el andlogo y una cadena nativ

do con la segregacién semiconservativa del ADN cromosémico, pudiéndo-

s2 establecer diferencias en cuanto a tincidn entre una cromtida bi-

O
[e]
>
Q
=1
JOF
o
$d
[o 8
o
]
G
]
(o}
8]
I
9]
b

sustituida {gue se tifie mencs Iintensamente) ¥y otra
teflida més intensamente con Giemsa), despu

{
técnica FPG (cromosomas TB-BB) {Fig. 1). Sin embargo otro nétods ale

i
CcE
y
l’""
a

ternative de obtener los mismes resultados, consistes en pe
incorporacidn de BrdUrd en el ADN sdlc durante 1 periode de sintesis
de ADN, seguido de un 29 periodo en el cusl tienes lugsr la incorpora-
cidn del nucledsido normal: la timidina. En esite caso .ls diferencia-—
cién puede establecerse entre una cromdtidsa monocsustituide y otrz cro-

métida no sustituida, siendo esfos cromosomas de constitucidn IB.TT

2). En este caso =zdeméds de poder discutir los resultadeos cbie-
, en cuantoc a la frecuencia de ZCHS en comparacidén con los. que
se cbifienen aplicando la primera metodologiz, dade sug diferencias

vantitativas referentes a la cantidad de BrdUrd incorporado en €l

{7

=

g,

DN cromosdmico, podria evaluarse el efecto de la prepia  timidina

in
O

bre la produccidn de ICHS cuando esta se emplea, a diferentes con-

centraciones, durante el segundo ciclo de replicacidn del ADN.

Es conocido que la fluorodesoxiuridina {(FdU)

&)
o
o

Vﬂ
h
®
pot

e 1z timidilate sintetasa, enzima gue cataliza la metilecid
dcido desoxiuridilico (4UMP) a dcido timidil

1872; Belisario vy col., 1978) (149)

coueo en la sintesis "de nove™ de &cido timidilico. Por esta razdn
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iz FdU se ha venido utilizando en muchos casos para estimular iz iaco-

poracidn de BrdUrd, en lugar de la timidina, en el ADN

zobre todo en células vegetales (Kihlman y Kronborg, 1875; Schvartman

¥ Cortés, 1877; Schubert y col., 1979) (81 } {157) (1B34), en ias que

ia BrdUrd no se incorpora en el ADN tan facilmente como  en

males {Haut y Taylor, 1987) (89 ).

La Uridina (Urd)} se ha empleado también, junto con BrdlUrd v

objetc de prevenir una posible inhibicidn en 1z sintesis de

AN por parte de le FdU, como fué propuestc en 1875 por
Xronborg { 891 ). Asi por ejemplo, los cromosomas de Vicia Ffaba eran
tratados con 100 pM de BrdUrd en combinacidn con 0.1 ?* de FdU ¥
pit de Urd (Kihlman y Kronborg, 1875) { 81 ), mientras gque los cromo-
somas de Allium ceps lo eran con 100 yM de BrdUrd en combinacién con

-

0.1 AM de FdU y Uridine a una concentracién de 1 uM {Schvartzman y
£

Cortés, 1877) (157).

En la actualidad es bien sablido gue los ICH pueden ser indugi-

[N

os al ser tratadas las células con diferentes agentes quimicos que

i Z

len o modifican directamente el ADN {Latt y col., 1881) (101). Sin

=
=)

O

embargo, como resultado de un experimento en el gue los ICH indusidos

U

(5]
<
ke

Brdird eran revertidos por la administracidn de desoxicitidina

o
h
(@

—t

avison y col. {1980} { 35 ), sugirieron gue los intercambios

i
9]
(6

an ser también inducidos por una perturbacidn metabdlica, Del mis—

o)
0
0
0

Suzuki y Yosida (1983} (180) han manifestade que lz sdminis—
tracidn de cantidades altas de desoxirribonucledtidos puede acarrear
desdrdenes en el metabolismo de esos desoxirribenucledtidcos que sean
el origen de al menocs parte de los ICH inducidos.

Por todo lc anterior, nosotros consideramos interesante esia-

blecer si estas sustancias (timidina, uridina y fluorocdesoxiuridina)

nen alglin efectc sobre la frecuencia de ICH detectada en los cromo-

gomas de Allium cepa, independientemente de la concentracién de BrdUrd




.1 TIMIDINA

El posible papel gue puede tener la Timidina sobre 1z fre-

cuencia de ICHS chservada cuando este nucleosido se emplea durante

o

segunda ronda de replicacidn del ADN para obtener tincidn diferen~
izl de las crométidas permanece actualmente sin clarificar, va gque
iog resultados provenlentes de distintas fuentes han side contrzdic-

torics. Mientras gue algunos zutores afirman no haber podido incre-

tr

Car la tasa de produccidn de ICHS aln utilizando concentracicns
de Timidina muy altas {Davidson ¥ col., 1980; Wilmer y Natarajan,

o881y (35 ) (182), otro ha observade un incrementc en las
cias de intercambios, inducidos por dT, dependientes de lz ddésis uti-

iizando un range de concentraciones més reducide (Perry, 1

Existen dos maneras posibles de trater las células con

cbjete de someter este nuclegsido a test y obtener cromosomas de la

0]

segunda mitosis con tincidn diferencial. La primera seris mediant
un Sratamliento simulténes con la BrdUrd durante dos cicles gelulares
congecutives para obtener finalmente cromosomas TBE-BB vy la segunda

matodologia consiste an tratar con dT, a diferentes concentracicnes

,u

durante el segunde ciclo celular, despugs de la incorporacidn
de BrdUrd durante el primerc. Nosotros hemos seguideo este Gltimo pro-

ento, de manera gque hemos estudiade los intercambics en cromoso-

mag TB-TT, con objetoc de gue los resultados nc se vesn afectados por

i
3
(8]
bt
&
g
0
®

iz presumible competenciza entre los dos nuclecosidos por incor
an el ADN v evitar asi la variabilidad en los datos debide a una mayor
o menor incorporacidn de BrdUrd zl variar las concetracionss de dTl.

En la Tabla 1 puede cobservarse gue aungue la concentracidn
el

de 47 se elevd hasta concentraciones relativamente altas {10 M) no
Luvo ecto alguno sobre la frecuencia de intercambios detectados des-
pués de diche tratamiento, de manera gue la tasa de intercablos se

mantuve a uncs niveles muy semejantes & la cbtenida en ausencia total

3

del nucleosido. Hay que decir que las distintas concentraciones de

L -




gue figuran en la Tabla 1 se refieren a la

de zultivo e&n el cual estaban creciendo las

mientrags gque en el caso en el que no se suplementd el medio con 4T

a5 de esperar que las células incorporen en el ADN la propi

o

enddgena celular, ya que en ninglin caso se empled la Fdy
planteamiento elegideo, el tratamientc con dT tendria que ser siempre
sfectuado en el segunde ciclo de replicacidén, inmediatamente antes

de inducir la acumulacidén de cromosomas metafdsicos. Esto implicaba

-
L2

ue un efecto retardade de la dT, es decir, a largo plazo

gvidenciarse. Para obviar este problemz sometimos raices
zlcanzado un crecimiente suficiente, a un pretratamiento en una solu-
cidn de 1OM2 M de 4T en agua filtrada durante 30 horas, y después se
permitid que incorpeorasen BrdUrd durante el tiempo equivalente 2z dos
rondas de replicacién. La media de ICH/cromosoma observads nc fue
estadisticamente diferente de la que obituvimos en ausencia de dicho
tratamiento previo, no pudiendose demogirar tampoco zhors ninglin efsc-
te en cuanto a elevar la frecuenciaz de ICH, en célulzas expusstas a
aciones altas de Timidina.

También hemos observado una ralentizacidn en la cinética de

=

proliferacidn celular despues de Tratar los meristemos con alias conie

centraciones de dT. Los intentos por medir laz duracidn de la interfase

L -2 . ia
presencia de 10 M de 4T mediante el mercsads de una subpoblacidn

ar meristem&tica como c&lulas birucleadas inducidas por un Tratge

riento previo con cafeina resultaron infructucscs, ya que la

totica de la poblacidn binucleads decae totalmente con el
to, debido probablemente, a unz potenciacién del efecto ds EONE M de
&7 achre la proliferacidn celular, por parte de la cafeina. Sin embare
go nos as posible estimar la duracidn media del ciclo celular de las

c&lulas meristemdticas como el tiempo minimo necesaric cue han de
permanscer las células creciendo en un medic con BrdUrd & con dT para
chtener la tincidén diferencial de sus crométidas. Cuando las células
crecen en BrdlUrd o en 10_ M de dT ese tiempo estimado es de 20 horas

por ciclo, ELl retraso de la cinética de proliferacidén celular causado




2 . “ . . .
por 10 M de dT fue evidente, ya gue fue necesario alargar la dura-

. . -2 .
cidn del segundo ciclo de replicacis en 10 M de

o

po medlo de aproximadamente 3C horas.
Esta lentitud en Ia proliferacidén celular

gmbarge, por una mayor tasa de produccidn de IC

0]

zdo anteriormente,
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Con objeto de analizar un posible efecto por parte

en la produccidén de les ICHS, tratamos las c&lulas con concentracicnes

o

crecientes del mwuicledsido, simultdneamente con BrdUrd durante dos ei-

clos celulares consecutivos y los resultados se presentan en 1z Ta-

4]

2ia 1. Como puede verse, la media de intercambios por cromosoma en
usencla de uridina fue de 3.5 y la Urd, a ninguna de las concentira-
ciones ensayadas, fue capaz de elevar la tasa de ICH por encima de

a frecuencie de intercambions

i

dichce wvalor control. Por el contrario

i
[t

cbtenida con este nucledsido Ffue menor que en el control en tedos lo

43}

experimentos, Para determinar si ssta disminucidn de la tasz de I
observada como resultado de trater con Urd era significativa COMPETr g

mos ia media de intercambios por cromosomz obtenida en cads experiman—
te con el wvalor obtenido con BrdUrd sélo, mediante una t-Staden. In
todes los cases la diferencia resultd ser estadisticamente significa~

tiva (P<0.01).

1.3 FLUORCDESOXIURIDIHA

5i bien, como hemos mencionadc anteriormente, la F4U Facilita

la dncorporacidén de BrdUrd en el ADN, ¥ por =lic ha sido empleada por

o]

erentes autores para asegurar un nivel de incorporacidn suficiente

pera una &ptima deteccidn de los intercambios en células vegetales:

mejoras introducidas en la téenica FBG permiten hoy dia uns bue-

na tincién diferencial de cromdtidas hermanas, a0n sin emplear el
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Cuandec la FdU es retirada totalmente del medic de cultive,
g5 decir, cuando las células meristeméficas crecen en un medio gue
contiene s8dlo BrdUrd durante dos cicles de replicacidn de LDN, la
recuencia de ICHS es entonces de sdlo 3.8 intercambios por cromosoma.
Dado gue en este mismo material de trabajo, Schvartzman y Cortés{1877)
{157 ) v Schvartzman y col. {1879) (162} habian observado uncs valores
medios de 5.2 ICH/cromoscma y 3.9 ICH/cromosoma para concentraciones

o aes -7 -8 . . e e
de F4U de 10 M y 5.10 "M respectivamente, consideramos de interés

dogis crecientes de FJU aplicadas simuliéneamente con la

{BrdUrd durante dos rondas de replicacidn consecutivas en orden z estu-
diar deéetalladamente la capacidad de la FdAU para inducir ICHS»
1o seleccionamos las concentracicones de FAU gue permitiesen mantener
la zctividad mitdtica del meristemo a unos niveles lo suficientemente
taltos como para llevar a cabo un andlisis cuantitative de les IC%_g

va gue se ha demostrade que la fluorodesoxiuridina a concentraciones

. -7 o
riores a 10 M tiene un marcado efecto antimitdtico en Allium cepa

{Schvartzman y Cortés, 1877) (157 ). A concentracicnes de FiU superio-
res a lOMGM la actividad mitdtica del meristemo resultd ser insufi-
ciente . para el recuento de ICHS v & concentracicones de 5miOM7M ¥ a
107% 1a duracién del ciclo celular- sufria un retraso de al menos 10

; 1o cual hubo de ser tenido en cuenta para, en los experimentos

4

Lar dos

entes, asegurarse de gue las células pudiesen desarrcl
ciclos celulares completos.

Como puede verse en la figura 3, cuando la FdU es suministra-
s Junto conm BrdUrd durante dog rondas de replicacidn consscutivas
tisne lugar una potenciacidn de los ICHSs de una manerz dosis-depen-
consiguliéndose el méximo efecto a una concentracidn de Fdl de 5.

Lz media de ICH por cromosoma . se glevd desde 3.8% en los cone

a 9.18 a estas concentraciones de ¥F4U {(lc cual supone casi 147
intercambios por célula) (Fig. 4). Estos resultades indican gue la

5

dU puede ser considerada como un potente inductor de ICH en nuestro

tema. Es 1mp0rtante sefialar gue tanto en esgtos experlmemtos fedeliite]




ery los siguientes, la concentracidn de BrdUrd permanecid invariable

Py = 3

[
Q
n
(&)
o
ot
@)
¢}
o

e o Al .
fijadse en 10 M v gue en todes los casos

bromosustituide. También es destacable gue un aumentc relativamsnte

en la concentracidn de FdU, como es de 10 M a2 5. 10 i

ern un incremento bastante notable en la produccidn de los ICH

3). Por (ltimo mencionar el hecho de gue a la concentracidén de
o s B . .
ta de 1z utilizadas {10 M) la frecuencia de intercs

o~

e ligeramente infericor gue a 5.10 M., Pensamos que, © blen

z esgta Gltima concentracidn se alcanzaris una salturacidn o bien lo

podria ocurrir es ung presumible subestimacidn de log ICH s 1=

4
o
o

: p!

concentracidn supericr, debida & gue no estarian en mitosis algunas
de l1lazs células més severamente safectadas por la FAU. Por tode elleo

. .. . y -7 .
seleccionamos la concentracidn de FdU de 5.10 M para ser emp.eada

[

una serie de experimentos posterzores cuyos resultados se sxponen
regzumidamente en la Tabla 2.

Cuando lazs células meristemdticas de A. cepa c¢reclercon duran

te dos rondas de replicacidn en un medio gque contenia FdU a una dosis

[

de 5.10 M, la frecuencia de ICH se incrementaba claramente scobre e

nivel control obtenide en asusencia del inhibidor {(Tabla 2, linesas

-t

La capacidad de inducir ICHS resultd ser diferente dependiendo

He

el ciclo celular en el cual fuese realizado el tratamientec con FAU

iy
Bri

ig. 5), de manera gue, cuando la FdU estaba presents en ¢l medic

vicamente durante la primera ronda de replicacidn, la tasa de inter-

":

U
czmbios en cromosomas en la segunda mitosis (M2) era notablemente su-
perior que cuando el tratamiento con el inhibidor se realizaba sdlo
dursnte la segunda ronda (Tabla 2, lineas 23 y 4). Estos resultados
perecen indicar gue cualgulera que sea Lla alteracidn intreducids por
dU en la dindmica celular nc se traduce en un aumente en la fre-
cuencia de intercambios entre crométidasg sino haste la siguiente ronds

de replicacidn del ADN.




Con objeto de confirmar este extremo, analizamcs en cromosomas
de la tercera mitosis (M3) (3 ciclos de incorporacidn de Brdlrd
recuencia de intercambios reciprocos {ocurridos durante la tercera
replicacién) y la de no reciproces {occurrideos en la primera ¢ en la
segunda replicacién) (Figuras 6 vy 7). Cuande el tratamiente con FdU

se efectusba durante la segunda ronda de replicacidén la frecuencia

de intercambios reciprocos aumentaba. claremente mientras gue la de

reciprocos se mantenia invariable (Tabla 2, linsas 5 y 8 )

Estos resultados confirmaen lo anteriormente observado en cro-
mosomas de la segunda mitosis, esto es, gque la presencia de FdU jun~
to con BrdUrd en un ciclo celular se traduce de un incremento de los

en el sigulente, va que si el efectc del inhibidor hubisse teni-

do lugar durante la ronda de replicacidn en la gue estuve presente
(gsegunda} hubiese aumsntado la frecuencia de intercambiocs no recipro-

Diferentes autores han sugerido que el efecto de iz FdU seria
debide més bien a una mayor incorporacilin de BrdUrd en el ADN, que

un efecto causado por la FdU en si misms (Kihlman y Kronborg, 1875;

jass

Senio v Sakaguchi, 1980) ( 91 ) (170). Por nuestra parte, pars probar
esta hipdtesis sometimos a las célulaes meristem&ticas a unos trata-

. JR oA
ntos con soluciones acuosas compuestas por 10 M de BrdUrd,5.1C M

de FdU y 4T a diferentes concentraciones con cbjeto de wer si, de
acuerde con la hipdtesis mencionada, la frecuencia de los ICH  en

experimentos resultaba disminuida al estar presente la d7, seglin

‘2 esperar de una menor bromosustitucidén debida a la competsncia

gntre la BrdUrd y la 47 por incorporarase en el ADN. Nusstros resulta-

5

b}

losTperecen estar de acuerde con esto, ya que cuande la dT estuve pre-

[

)]

zente durante dos ciclos celulares ceonsecutiveos Jjunto con EBrdlrd v

-

w7 } . . . , W s as e e .
. 1.0 M de FdU la frecuencia de intercambics resultd disminuids tante

3

més cuantc mayor fuese la concentracidn de dT utilizada (Tabla 2, 1li-
neag 7 y 8; comparar con La linea 2}, llegdndose a obbener una fre-

cuncila de intercambios similar o incluso menor gue en 1os experimen-—

-




vos control cuando utilizamos dT a una concentracidn de 5,10 M,

Por encima de esa concentracidn de Timidina la incorporacidn de Brdird

resultd insuficisnte

s hermansas.
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Estos resultades suglieren que la alta frecuencia de ICH

servada al tratar con FdU parece ser resultado de un altoc grado

O
&
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de incorporacidn de BrdUrd en el ADN mds gue por un efecto directo
de la FdU por si misma.

La anterior conclusidn resultd apoyada por los giguisntes
sxperlmentos © en 1los cuales efectuamecs un tratamiente con FdU a

ol oo . o i Ca .
£.10 "M, durante 30 horas {tiempc estimado de duracidn de un cicle

uslar completo en un medio con FAU a esa concentracidn), pero antes
de comenzzar laz incorporacidn de BrdUrd. La FdU fue empleads sdl
cornn AT {10_4 M} {Tabla 2, lineas 9 y 10). Los resultados muestiran gue
cuzndo la BrdUrd no esta presente en el medio simultandamente con la

U la frecuencia de ECHS tiende a mantenerse a wunog niveles cercanos

[

a1l control, no pudiéndose encontrar, pués, un efecto dirscto ds la

FdU gue conduzca a una alta produccldn de ICH . Las diferenciass encon—
2
tradas en estos dos Gltimos experimentos con respecto al control {a~

proximadamente una unidad en la media de intercambios) pueds ser pro-

de un nivel de bromosustitucidn del ADN sdlc algo superior al que tige
ne lugar cuande la BrdUrd se encuentra séla en sl medio.

En resumen, todos los datos obtenidos parecen indicar gue al
mencs la mayoria de los intercambios inducides por FAU 1o son, en rea-
lidad por la alta tasa de incorporacidn de BrdUrd en el ADK cue la
FdU facilita y el hecho de gue los intercambiocs inducidos no sesan
puestos de manifiesto hastaz 1a ronda sigulente zl tratamientc sugiere
gus la mayor parte de estos intercambios son producidos cuando un ADN
zltamente bromosustituideo por causa de la FdU es usado come molde para

ja replicacidn.




En preparaciones de células gue hablan sido tratadas con sesta
concantracidn de F4U relztivamente alta, nos fue también posible obser-
var, con cierta frecuencia, aberraciones cromosdmicas provocadas
por dicho tratamiento. Dichas aberraciones cromosdmicas eran normal-
mente roturas de crométidas y aberraciones de tipo intercambioc; como
las mostradas en la Figura 9.

Si, come se admite hoy dia, la ccurrencia de ICH
£l menos hasta cierte punteo, del nivel de bromosustitucicn
gl ndmerc de intercambics que Se espera gue ccurran cuando

- -

lza desarrcllan dos rondas consecutivas de replicacidn ¢

gseriaz claramente superior a los gue ocurren cuando las células sé-
1o desarrollan en presenciaza de BrdUrd una ronda de replicacidn del
ALN, ya gue las cadenas bromosustituidaes son tres en el primer ca—
so v sblo unza en el segundo. '

Los resultados publicados en este mismo materizl por Srahie-
vartzman vy Cortés {1977) {157 } apoyaban claramente esta hipftesis
sz gue cuando las células meristemdticas eran expusstas 2z uns solu-

cidn compuesta por 1074 M de BrdUrd, 10771 de Fau v 107% de Urd

ante dos rondas de replicacidn comsecutivas el valor medico ds
intercambiocs por cromosoma era rotadblemerite superior (5.3) gue cusndo

as células sran expuestas al aniterior tratamientc durante sdlc la

i

rimers ronda (2.8).

Por nuestra parte hemos llevado a cabo el mismo disefic ex-
perimental, pero sin emplear Urd en la solucidn tratante., Lz difee
renicla de las medias de ICHS de una ronda y de dos en Brdlrd se con—

z T F

Ffirmd cuando la FdU sestaba presewte 2 la concentracidn sempleada por

N

Schvartzman y Cortés (157) {10 V} (2.98 frente a 5.17). Sin embargo,
cuande la FdY no se adicionaba a2 la solucidn tratants, es 4
uando las células crecian sdlo en un medio con BrdUrd Laq diferen—
clas en ias frecuencias de intercambics en células con una ¢ dos
rendas de replicacidn en BrdUrd eran bastante menos extremadas (3,08

frente a 3.83) aungue aln sstadisticamente significativa { P=<0.01].




Esto resultados se exponen en la Tabla 3, mientras gue

10 puede verse como en los cuatro cascs los valores

ajusten bien a una distribucidn tedrica de Poisson.

"
Congiderando lo anterior, nos propu

Sy

verr si la mencionada diferencia se mantenia

H

ciories de FdU més elevadas. Asi, comparamcs la frecuzncia de inter-

cambios qué cobtuvimos con una solucién compuesta por 10 M de

ver -7 " .. - ,
Urd v 5.10 M de FdU, mantenida durante dos ciclos celulares
} {Tabla 2, linea2)con la que se obtiene cuandc en &l segundo

de replicacidn el BrdUrd y la FdU se substituyen por 10 M

¢
de 4T {(Tabla 2, linea 11l)}. Como se v& en &ste dltimo caso
chtenida (5.23) es claramente inferior z la del primero,

La razén entre la frecuencia de intercambios que se obtis

cromosomas con dog rondas completas de replicacién en Brdird

{3 cadenas bromosustituidas), con respecto a la obienids en oromo-
somas con una scla ronda de BrdUrd {1 cadenz bromosustituidal es
parecida (de aproximadamente 1.75) para las concentraciones de

razdn tiende a dismi-

-7 . - ;
de 10 Wy de 5.10 7 M. Sin embargc, est

para concentraciones de FdU menoresde 10 M o cuande la ¥4U no
zs aplicada junte con la BrdUrd en la sclucidn tratante.

Por otra parte, ys hemos mencionado gue cuando las cdlulas

ot

.stemdticas se tratan con FdU & la concentracidn més alta, =1

Lempo necesario para gue tenga lugar una replicacién completa del
ADN se prolonga considerablemente. Por ello decidimos medir la dura-

y o

cidén de la interfase a cada una de las concentraciones de Fal utilie-

zadas, asi como en =ausencia de la misma. Parz ello marcamos una Do-
blacidn meristemética expontineamente sincrdnica como cél g hinug

clegdas, por la inhibiecidn de la citocinesis celular provocada por
unn tratamiento con cafeina durante 1 hora. Una vez levantado sste
tratamiento los meristemos se transladaron a un medio corn las solu-
ciones de FdU y/o BrdUrd y el tiempo transcurrido desde este momento

hasts la aparicidn del nimeroc méxime de cédlulas en bDimitosis se con—
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giderd la duracidén media de la interfase en esas condiciones.
Los resultados fueron en parte infructucsos, ya que g1 efec-
e i s . . P =7 _
Yo Inhibldor del FdU z la concentracidn de 5.10 'M parece ser poiten-

ciadc por la cafeina, de manera gue no se observaran c<élulas

cleadas en mitosis ni alin a2 las 50 horas de iniciado el Tratamiento.
e cualguier manera la duracidn del cicle celular en estas condicio-
ries pusde ser estimada por medicidn del tismpo necesario pars obte-

wr tincidn diferencial de las cromatidas v como hemos dicho ese

d

v en ausencia de FdU. Como puede verse {(Fig. 11) en esta Gltima si-

o

tuacldn no existe ningln retraso zpreciable en la cinéticz de proli~
feracldén celular, siende cualguier retraso sclamente achacsble a

iz presencia de FdU en ¢l medic.
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Representacién esguemitica de la segregacidn semi~
conservativa del ADN en los cromnogomas en sl caso
de que incorporen bromodesoxiuridina {(BrdUrd)  du—
rante des ciclos de replicacién consecutivos.
Mediante barras negras se representan las cadenas
de ADN nastivo y con barras c¢laras el ADN bromosus-—
tituide.

En los cromosomas de la segunda mitosis puesde esta-
blecerse difereﬁcias'de tincidn entre una cromitids
monosustituida y otra c¢romatida bisustituida con
el andloge (A) y pueden ser detecitados los intercam
bics entre cromdtidas ocurridos durante la primera
replicacién (C,D) o durante la segundas (BgD)ﬂ
NStese que no es suficiente una séla ronds de repli
cacidn {interfase) en BrdUrd para obiener tincidn
diferencial de las cromidtidas.

Las flechas indican la localizacidn y el momento
de produccitn. de un intercambic en las cadenas de
ADN en replicacién y las puntas de flecha la corres

pondiente visusliacidn en el cromosoma metafisico.
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FIGURA 2.- Representacidn esguemiiica de la segregacidn semi-
congservativa del ADN en los cromogomas en el caso
de que incorpore . BrdUrd sdlo durants una ronda
de replicacidn seguida de otra sn presencia de
Timidina.

Por medic de barras negras se representa ADN nati-
vo ¥ con barras claras el ADN bromosustituido.

En este casc lz diferencizcién se obtiene entre
una cromdtida no sustituida y ofra meonosustituids
con el andloge en los cromosomas de la segunda mit
sig. Asimismo, los intercambios producidos (fle-

chas) pueden ser perfectamente visualizados.
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bios por Cromosoma

FIGURA 3.~

o 10

) i i
-8 s0-7 106
concentracidn de ¥dU {

Efecto de distintas dosis de ¥dU sobre la pro-
duccidn de intercambics entre cromftiidas hermse
nas. La FdU se administrd durante dos rondas de
réplicacidn consecutivas, simultaneaments c<on
BrdUrd a una concentracidn 10 M.

ordenadas : frecuencia d= ECHS

sbcisas : concentraciones molarea de | Fgy
Ndtese comoc la frecuencia de ICHS se eleva drag.
ticamente al aumentar la concentracidn del rucled
sido, alcanzéndose una saturscidn a una concentrecidn de

FAU de 5.107 M.




FIGURBA 4.~ Cromosomas de Allium cepa mostrande tincidn dife-
rencial e ICHSN

5 - .- el -
a) Cuando han crecido en un nmedio con 10 ¥ &

]

BrdUrd durante dos rondas de replicacidn.

b) Cuando a la solucidn anterior se le afiade
5.107 M de FaU.

Obsérvese como en este dltime caso los cromosomas

presentan un nuimerc notablemente superior de ICH_

=

gue en el primeroc.
En el margen inferior derecha se pressenta un cromo-
somz, en detalle, con un alto nlmero de ICHS I

: . -7
cides por un Tratamiento con .10 M de Fal.







mentos para demostrar lz capacidad de 1z FdU para

provocar ICHS«

Recténgulos blancos: ausencia de FdU: recténoulos
sombreados: presencia de 5.10° /K de FdU.

a) Dos pericdos de sintesis de ADN en BrdUra
¥y en ausencia total del inhibidor.

b} Dos periodos de sintesis de ADN (53 ¥ S2) en
un medio gue contiene BrdUrd y FdU a la concentrae
cidn indicada.

c) Tratatmiento con FdU durante sdlo el primer pe-
riode S {S1}.

d) Tratamiente con FdU durante s8lo el segundo pe-
riodo § (82).

La capacidad de inducir intercambios es diferente
seglin el momente y duracién del tratamiento. 4 la
derecha de cada experimento se representa un cromo-

soma con la moda de intercambios.







FIGURA 6.- Segregacidén del ADN bromosustituido durante tres
rondas de replicacidn sucesivas incorporéndose Brde
Urd.

Barras negras: ADN native; barras blancas: ADN bro-
mesustituide. S&le una de cada cuatro cromitidss
eparece intensemente tefida.

En los cromoscomas de la tercera mitosis pusden ser
detectados tanto intercamblos reciprocos, ocurri-
dos durante el dltime paricde S {flechas grandes).
como n¢ reciprocos, ocurridos durante el primer
o segundc pericde S (flechas pequefas). Obzérvese
como algunos ICHS gue ccurriesen durante el tercer

periodo § no pueden llegar z ser detectados (B).
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FIGURA 7.~

Segregacidn del ADN durante tres ciclos celulares
consecutiveos en el caso de gue sdlo en sl primers
esté presente la BrdUrd.

Barras negras: ADN nativo: barras blancas: ADN bro-
mosustituide.
En este casc, s36loc una de cada cuatro cromitidas

resulta debilmente tefiida,

5

En los cromesomas de la tercera miteosis hambi

{63

=
ik

ey

pueden detectarse dos tipos de intercambios: rec

Ui

procos {flechas grandes] v no reciprocos (flecha
pegueflas). Asimismo, en el casc A los intercambios

gue se produjesen no serian detectables,
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FIGURA 8.~

Cromosomas de Allium cepa en lz tercera mitosis
después de incorporar BrdUrd durants log tres ci-
clos de replicacién del ADN mostrando intercambiocs
reciprocos y no reciprocos.

a) Cuando no se adiciona FdU al medio de crecimier—
TC. »

b) ¥ ¢) Cuando se suplementa el medic que contiene Brdird con
5.107'M de FdU sélo durante el segundo ciclso cslu~
iar.

Notese como en esta Ultime situacidn la frecusncis

de ICHS reciprocos es alta.







FIGURA @.- Aberraciones cromosdmicas provocadas por un trata-

mientc con Fluorodesoxiuridina.

Las aberraciones encontradas eran frecuentemenie
roturas de cromé&tidas y aberraciones de tipc inter-
cambic, tipicamente provocadas por los agentses lla-

mados S-dependientes.







GUEA 10.- Frecuencias de ICHS en cromoscoma - de uns ron

h

&
o dos en BrdUrd con ¢ sin FdU adicionado.

A) ¥ B} Dos y una ronda de BrdUrd respectivamente
en ausencia de FdU.

C) v D} Dos ¥y una ronda de BrdUrd respectivamsnte
mas 107 M de FaU.

Para todos los casos las lineas verticales repre-—
sentan el porcentaje de cromosomas con O, 1, 2,
.+« ilntercambios y las lineas horizontales los reg-
pectivos valores esperados si los datos se ajusta-
ran a una distribucién tedrica de Poisson.

Como puede wverse después de la realizar el test
de Chi-cuadrado, el ajuste fué buenoc en los cuatro

CasSos.
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FIGURA 11.~ Medicidn del tiempo de duracidn de la interfase B

Ews

bajo tres diferentes condiciones experimentalies.

ordenada : porcentaje de células binucleadas en
bimitosis.

abcisas :; horas despu@s de cafeina.

La formacidn de c¢ilulas binucleadas fue inducids
por un tratamiento de una hora con BmM de cafeinz

).

en agua Tiltrada {(controll,

&

i
en 10 M de BrdUrd.

en 107 de BrdUrd mas 107 /M de Fal,




TABLA 1.,

Valores de frecuencia de intercambios entre cromatidas hermanas en células meristemdticas radi-~
cales de Allium cepa tratados con 47 y Urd.

Ciclo celular _ ICHS/ Cromosomas
. . .+
1 2 Concentraciones de N¢ de cromosomas Media - ERE
nucledsidos probado contados

b +

N

0

o
i

0.16
0.18
0.15

Brdurd” ar 0 ' 640
320
960
320 3.05

640" 2.82 ' 0.13

N

I

[0
i

b '

oY

oy

oy
]

0.21

BrdUrd:Urd  BrdUrd:Urd 0 640" 3.65 L 0.17
-5 b +

1077 M 6540 2.34 - 0,13
107 M 320 2.4 10,18
10 M 320 2.81 L o.23

A
10 0 M.

Bt
-

a. La concentracidn de BrdUrd fue siempre de

i, I - .3 T e oy g o T - sl PrL e ey e e T P
b, Resultados de al menos dos experimentos diferentesn,




TARLA 2. Induccidn

de ICH por S-Fluorodesoxiuridina

cicles celulares

N 5 3 F 0 &
Experimento Anterior a | 5 3 Media de ICH por Ne de cromosomas
nd BrdUrd cromosoma  + LE evaluados
1 - BrdUrd Brdird - — 3.65 + 0.16 960"
2 BrdUrd:Fdl  BrdUrd:Fdu - .18+ 0.40 640"
3 e Brdird:Fdl BrdUrd - 7.08 + 0.26 ﬁéﬂa
h e BrdUrd Brdlrd:Fdy - 3.86 + 0.21 5-’-@0a
{145 + 018"
5 [ v N “
5 Brdird ?rdUrd BrdUrd 3.80 . Onlgt 320
2.37 4+ 0O 22h
] - BrdlUrd BrdUrd:Fdy ArdUrd % AT 320
3.486 + 0.22
7 S— BrdUrd:FdU;dT BrdUrddeUédT — 5.79 + (.36 320
(10 "H) (107 H)
8 - BrdUrd;FindF BrdUrd:FdUAdT — 2.89 + 0.17 3720
{5.10 #) (5.107 '#)
9 Fdu Brdlrd BrdUrd - G465 0.25 320
W
19 FdsdT(107#)  Brdind BrdUrd e 6,19 4 0.26 320
11 — Brdrd:Fdl g 5.23 4 0.36 320
- L - ey - b s -
frdipd = 10 H; Fdal = 5.30 #H; 47 = 10 & 1CH  no reciprocos.

a. Datos de al menos dos
b.ICH reciprocos
)

experimentos




TABLA 3

Frecuencias de ICHS/ cromosoma cuande las células meristeméaticas radicales de Allium cepé toman
BrdUrd durante 2 (BB-BT) o s8dlo 1 (BT-TT) ciclo. de replicacidén del ADN y atendiendo a la ausen-

cia o presencia de FdU en la solucién de BrdUrd.

- FdU + 107 M Fau v 5,107 M Fdu

BT-TT 3.08 & 0.15 2,93 © o.o2 5.23 © 0.36

BT-BS 3.65 & 0.16 5,17 L o.os 9.18 = 0.40




2.~ FRECUENCIA Y LOCALIZACION DE LOS ECHsu

a localizacidn de los intercambios entre crométi

=

eg una de las cuestiones mas intensamente estudiadas para inte;

iucidar el todavia hoy desconoccide significado biclégico de los mismos.

Las fuertes discrepancias gue hay sntre los resultados de

log distintos autlores gue han estudiade sste problemz en diferentes
especies y las coniradiccicones gue muchas veces existen en log datos

o
erentes a una especie en particular {(ver introduccidn}, ncs han llew

]
o
H)

realiza un estudio de la frecuencia y distribucién de loz inter

<
ar
o3
O
m

cambilos esponténsos e inducidos en nuestro material.,
El carictipo de &. cepa Tiene un nimero cromosdmice diploidse
"1 Indice de brazos que caracteriza a cada cromosoma €5 muy Si-

E
(Tebla, 4 } y s8lo el cromosoma subtelocéntrice satelizade (s%)

uede ser fécilmente reconccido (Stockert y col., 19689 174)Fig. 12).
Per ello fué elegido para estudiar en €1 la frecuencla de intercambios
contédnees & inducidos. Asimismo, hemos estudiade scbre dichs oromo-
zoma 1los patrones de distribucidn de tales intercambios zon ob
poder estavlecer una aleateriedad en cuantc a su localizacidn o bien

una produccidn de ICHS preferencial en algunas regiones cromesd:

ello hemos pueste de manifiesto previamente las diferentes regio-
ines especilales gue pueden establecerse a lo largo de dicho cromosoma,

como sconn las regiones heterccrométicas y las que replican su ADN =zl

11 del pericdo 5. Finalmente hemos establecido una comparacidn entre
ios patrones de distribucidn de los intercambios esponténecs con el
de los inducidos en orden a determinar el grado de posible coincidencia

topogréfica.
2.3 .- Heterccromatina constitutiva en Allium cepa.

En muchas especies en las gue este problema ha sido abordado




ilzs bandas C positivas { compuestas por heterccromatina constitutiva
teflidas intensamente con Giemsa luego de llevar a cabo tratamientos
desnaturalizantes) coinciden, en gran medida, con las reglones cromo-
sémicas ricas en ADN de replicacidn tardia. Este no es =1 caso en
nuestro material, ya gque en A. cepa las bandas C se encuentran casi

ivamente en los teldmeros de los cromoscmas miesntras gus las

0]
gl
1
e
j
i
e

regiones ricas en ADN de replicaciéh tardiz presentan una situacidn
tanto telomérica cemo pericentromérica, ademfs de localizarse en algu-
nos cromosomas a nivel intersticial (Figs.13 v 14).

Por ctro procedimiento de bandeo cromosdmice, conoccido como
bandec N, se pone de manifiestc la heterocromatina constitutiva asow
ciada a las regiones organizadoras nucleclares gque suslen localizarse

en las constricciones secundarias de ciertos cromosomas (resgiones NGRS}

cepa las més importantesde estas zonas espzscizles se hallan en

relacidn a la constriccidn secundaria localizads distalmente an &l
brazo corto del par de creomoscmas subtelocéntricos satelizados {Figs.
12y 14),

Finalmente, una modificacidn introducida por ncsotros a la
técnicz de bandeo C nos ha permitido poner de manifiesto no séleo la
heterccromatina asociada a2 los NORS, 8ino también la heterocromatina
gsociada a las constriccicnes primariss {centrémeros) de +todos los

cromosomas del complemento de A, cepa {(Figs.13 ¥ 14).
2.2.~ Deteccidn del ADN de replicacidn tardia.

Una forma de poner de manifiesto las regicnes cromosdmicas

8

son ricas en ADN que replica al final del pericdo § es hacer gue
] Jod St

L3

T

§
i3]
i}

células incorporen el andloge de la timidina 5-Bromodesoxiuridins
en el ADN durante la replicacidn femprana y media, y levantado poste-
riormente este <tratamlento, permitir gue las células dessrrcllen su
Gltime etapa de sintesis de ADN en un medic que contenga timidina nor-

mal {Fig. 15). Después de aplicar la metodologia FPE, para la “incidén
g




[N

iferencial del ADN bromosustituide, se obtiens el patrén de replica-

]

cidn tardle gque se muestra en las Figs.13yl4. Como puede verse, lag zo-—

nas mé&s intensamente tefiidas con Ciemsa, cue son los aue incorporarcn
A 4 3

ina en su ADN de replicacién tardia, aparecen en =21 cromosoms

saftelizado de Allium cepa en forma de unm amplis banda pericentroméri-

6n de lo ya publicado en este mismo material por Cortés v o col.
{1880) y Cortés v Gonzdlez-Gil (1982)(2g8 ) (31 ).

Una inncvacidn en la metodologia para detectar a nival oromoe-
sémico una rigqueza en ADN de replicécién tardiz la constituve el em-
pleo, por nuestra parte, de un agente sincronizante como eg 2l Seami-
nouracllo (5-AU), unc de cuvos efectos parece ser impedir la repglica-
cibn del ADN en los dltimos estadios del pericdo § (Sccher v Davidson,
¢71; Scheusrmann y Klaffke-Lobsien, 1873; Didz y col., 1978) { 187)
(150) (37},

De acuerdo con Diéz y col. {1978) {37 )} cuand

O
#,.4
O]
[
¢
{Dy
}\,5
o
=
&
n

son tratadas con 0.5 mM de 5-AU durante 18 horas a 25°C, s= produce

8 caida del Indice mitético nada més iniclarse el tratamientc, al-

canzandce valores muy bajos despuds de las 8 horas, perc si sl 5-AU
ez retirade del medio de cultivo, todas las células detenidss en ese
punto de la interfase llegan a mitosis de una maners mis o menss sSine
crérica. Como nosctros necesitamos gue las células incorporen Brdlrd
en presencia de 5-AU, Jdurante tods la replicacidn temprans y media,

hasta el blogueo de la sintésis de ADN en la replicacidn tardia por

b

parte del 5~AU y posteriormente permitir que las células Terminasen
su replicacidén en presencia de 47 y llegassn a metafase, realizamos
un gstudio previcde la evolucidn del indice mitdtice [(IM%) bajic las

condicliones experimentales gue ibamos & utilizar.

Como puede observarse en la figura 16 el 5-AU ejerce un sfec-
To inhibidor de la proliferacidn celular que se hace evidente a partir

joN

ce las 4 horas de tratamiento, llegando a alcanzar el fndice mitdtic

vaiores minimos a las 8 horas(Fig.17a). Sin erbargp, este efecto resulid ser




reversible,de manera que sl se interrumpe el tratamientoc y se les per-

presencia de dT7, el IM empisza a

M
s

mite a las células recuperars

crementarse, llegando =a alcanzar un valor 33,3 a las 10 horas de

~ecuperacidn para despuds volver a disminuir (Fig. Q.

Después de un tratamiento continuc con 5-AU
todos los nlUcleos interfésicos de las células meristemé&ticas mostraban
gl patrdn tipico de cromocentros intensamente teflidos mostrando una
clars polarizacidén, como podria esperarse de una replicacidn del ADN
incorporande BrdUrd sélo durante la replicacidn temprana y media y

-

de replicacidn del ADN correspondiente a la replicacidn tar-

Del mismo modo, cuande a las células sincronizadas con 5-AU

tardias: esto es, se tifien inténsamente con Giemsa las reglonss telomé-—

-

ricas, pericentroméricas y algunas bandas Intersticiales, como resul-

tzdo de la incorporacidén de timidina de estas regiones (Fig.i3g.

3.~ Disefic experimental.

[\

Se realizaron cuatre experimentos diferentes para estudiar
uege, en cada casc, la frecuencia y distribucidn de los intercambios

{1) Sustitucidn de la timidina por BrdUrd s6lo durante la primera ron-

=

z de replicacidn, segulda de otra en ausencia de BrdUlrd v en

o8

presencia de timidina. No fué utilizado en este caso ningln agente
fisice ni guimico inductor de ICH_ (Fig. 18=a).
{2} Incorporacidén de BrdlUrd sn el ADN durante dos periocdos consecuti-
vos. Igual gue en el caso znterior la incorporacidn de BrdiUrd fué
- . s -7 .
facilitada mediante la adicidn de 10 "M de ¥dU. Del miamc modo,

ué empleado ningln agente fisice ¢ guimico adiciongl (Fig.

1y
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—

Sustitucidn con el nucledside halogenad:

o

de replicacidén y la segunda en pressncia
inducir los ICH_ las células fueron som
s

rorda cuando estaba presente la timidins,

(LV), en la mitad del segundo periodo S

Jacidn) {Fig. 19c).

e
£

Tratamiente con hidrazida maleica {BM), durante dos heras, en el
periodo G1 del segunde ciclc celular, poco antes de dar comienzo
la sintesis de ADN en presencia de timidina (Fig. 13d).

~

2.4, Frecuencia de ICHSW

El wvalor medic de intercambics por cromosoma satelizade re.

td ser diferente dependiendc del esquema experimental llevzdso a

o
i
<

03
o
o
e}

Un fratamiento con BrdUrd solamente durante un primer paricdo

S seguido de otro en presencia de timidina tuve como consecuencisa una

encia de ICH /cromosoma satelizade menor { x = 3.13) gue suando

4+ tratamiento se realiza a lo large de dos ciclos celulares conseci-

4]

ros { X = 4.90).

Aunque es sablde gque el BrdUrd por si mismo provoca aberra—
ciones cromosdémicas e ICHS5 utilizaremos el término "esponténecs’ para
referirnos a los intercambios obtenidos en ausencia de cualguler citro
tratamiento mutagénico adicional, si bien en presencia de BrdUrd como
eiemento indispensable para la obtencidn de la tincidn diferercial

crométidas hermanas.

£ S

Por su parte, tanto el tratamientoc con luz wvisible come el

tuade con la hidrazida maleica dieron como resultado un claroc

incremento en la frecuencia de ICHS en cromosomas TB-TT ( sé6lc L de

g cuatre cadenzs de ADN bromosustituida). La media de ICH fus de

m

10.08 para el caso de un tratamients con luz visible en mitad del

segundo periodo 8§ y de 10.25 para el caso dﬁ un tratamiento con hidra-




zida maleica en el G1 del segundo ciclo celular. De acuerdo con Lati
¥ col. (1881} (101 ) un incremento He menos del doble en ia frecusnc
de intercambios por cromosomas no debe ser considerada come una dife-
rencia biglégicamente significativa, cuande se esti tratande de sva~

luar el dafio gue pusda provocar una sustancia determinada en sl ADN

como ICHq inducidogs). Come puede wverse, dade gue ambos Zrata-
o

una frecuencia de ICH por cromosoma satelizado {x = 10.09 v x = 10.25)
superior al doble (casi 3.2 veces para la LV e HM) de 1a obienida en

el experimento centrol utilizado como control {(x = 3.13), estos agentes

ser considerados como potentes inductores de ICHQ en nuestro

sistema {Tabla 5).

Si tal como se ha propussto el nimerc de ECHS poOr Cromoscma 8
proporcicnal a su longitud en metafase {Taylor., 1958; Lati, 1974a}

(183) {9y )}, la frecuencia de intercambios en el cromosoma satelizado

5

f

no debe ser distinta de la del resto de los cromosomas ne satelizados

e #. ¢epa, dadas sus semejanzas en tamafio. En cads sxperimento, para

terminar si la frecuencia de intercambiosen el cromoscoma satelizado

O
M

egtaba disminuida o potenciada en algin modo, en comparacidn con el
t,

resto de los cromosomas, se ubilizdé el test estadistice Z. Esfte tes

i

ados del cariotipo y su longitud total, compars lz probabilidad de

gue” produzca un ICH en lcos cromosomias satelizados, de acusrdo con su

longitud, con los cbservados éen los mismos, y estd especlalimente indi-~

2 ung distribucidn de Poisson.

p. - B

7 - ns g
k/P (1-P) (1 + 1)
} Dns B
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une diferenciz  esta-
disticamente significativa entre el cromosoma satelizado y el resto
de los cromosomas gue componen el cariotipe en cuznto z la frecusnois
de ZCﬁQ cbservados, siendec este clerto tanto para los intercambios
egpontéaneos ( 2.893 frente a 3.13, en el experimento 1 ¥ 5,17 frente
4.20, en el experimentc 2) como para los inducidos (10.81 frente
a 10.08;, en el experimento 3 y 11.24 frente a 10.25 en el EXPerLMen-
to 4.

que las poblaciones

son

kz medias de ICH/cromosoma.,
n = tamafics de muestra.

los subindices ns ¥ s.3ignifican "no satelizados! y'sateliza-

dos" respectivamente.

Como puedeverseen 1a Tabla 5 no hay




2.5, Patrén de distribucidn de los ICHS a lo largo del cromosoma

zatelizado.

Con el proposito de estudiar la distribucidn de log ICH &

io largo del cromesoma, los cromosomas satelizados

arn 18 segmentos, 4 de los cuales correspondian al brazo corits {(porita-

dor de la regifn orgaenizadora nucleolar) y 12 al Brazo largo. En cada
experimento, cada intercambioc evaluado sra adjudicado, segin su lcca-
lizacidn, al ssgmento correspondiente. La divisidn de los cromosomas
n segmentos fué efectuada mediante un ocular graduado, y cada divi-
sidn eguivalia a 0.7 uoa la magnificacidén empleada, lo que d& como
longitud media del cromosoma satelizado 11.7 F aproximadaments.

La distribucidén intracromosdmica tanto de los ICH esponité-
reos como de los inducidos resultid no ser al azar (Fig. 2
cir, no fue uniforme a lo largce del cromosoma, sino que, por &l con-
trario, algunos segmentos presentaban una gran cantidad de intercam—

bios, superando el limite de confianza establecido previamente {nivel

significacidén del 1%), mientras gue otros mostraban un nimers menor

[N
0]

Ch
@

ICHS de lcs que cabria esperar de acuerdo con una distribucidn
alegtoria de los intercambios.

Los limites superiores e inferiores de confianza fuerocn esta-
blecidos para un nivel de conflanzas del 1% (o = 1%) de zcuerde con

les sigulientes fdrmulas:

Z, =bD- (%4 +/xd/2 YbiD )

Siendo:
bi = longitud relativa del segmeénto en cuestidn.
0 = sumaz total de ICHS en tedos los segmentos {todo

el cromosoma) .
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5.0 = frecuencia esperada de ICH por segmentes (sl la
cuencia esta correlacionada séleo con laz longitud del
segmento metafasicos.

7 = limite superior de confianza.

1imite infericor de confianza.

B~
)
i

- - -

51 un segmento estd sometido a ICH al azer, el nimerc de in-

mites {Zu y‘Zl} con una probabilidad 1 - oK

Atendiendo a la diferenciacibén longitudinal establecida pre-
viamente en el cromsoma satelizado, los 16 segmentos pueden agruparse
enn zl menos 4 fraceciones con caracteristicas peculiares: a) Regiones
%OR ., b) regiones ricas en ADN de replicacidn tardia perc no detacta-

as como heterccromiticas mediante los procedimientos de bandeso lleva-—

Q‘.

das =z cabo, c) ofres regiones heterocromdticas y d) otras regiones

cromosdmicas (Fig. 20).

5z} Regionss organizadoras nucieclares. Los NORS, localizados distal-
mente en el brazc corto del cromosoma satelizado y que se tiflen in-
iensamente con QGiemsa después de los procedimientos de bandec C
v N {segmentc nimerc 1)} resultaron ser las reglones cromosémicas
més altamente sensibles a los ICHS, rebasando el limite superior
de confianza en tedes los casos, excepio cuandc la lncorporacidn
de BrdUrd en el ADN tiene lugar sdlo durante la primers ronda 4e
replicacidén (Fig. 20), en cuyc caso se mantiene el nimerc de ECHS
dentro de 1o que cabria esperar de una distribucidn aleatoria de
108 mismos.

=

h! Regiones ricas en ADN de replicacidn tardia, no detectadas como

heterccromdticas. Los segmentos del cromescoma satelizade gque son

ricos en ADN que replica al final del pericde 8 son pericentromé-

ricos (segmentos 4, 5 y 6) y los teloméricos (segmentos 1 y 16])

<

o

3

parcialmente coinclidentes con la heterocromaltina constitutliva.

ey o= - . - - o

El segmenbo cromosdmico ndmers 8§, gue es rico en ADN de replicacién

82 .




tardia, pero que no se detecta como heterocrométice, es

muy sensible a los intercambios inducidos por luz visibles, - Sin

(Ts

srgo, bajo el restv de las condiciones experimentales, la

cuencia de intercamblcos detectados en este segmento permanece den-

tro del intervalc de confianza, aunque hay que resefiar que
cualguier casc es més suceptible a presentar ICH  gus las obras
regiones de replicacidn tard
come heterocromdticas (Fig. 20 M(VL}).

c; Hetercecromatina constituivae . Las bandas € positivas (segmentos

4, 5 y 16) pueden ser clasiflcadas comc las zonas 42l cromosoma
gue scn mencs sensibles a la produccidn de ICH, aungue sl segmento
pericentromérico 4 muestra una frecuencia de Intercamblios esponté-
neos muy cercana al limite inferior de confianze {(Fig. 2¢, ¥ v 7).
Una baja incidencia de ICHq en las regicnes hetérenromiticas
del conjunto del cariotipo de este mismo material ha side descrita

por Schvartzman v Cortés en 1877 (157},

joN
N

CUtras regicnes cremosémicas. En gensral, en los segmentos cromosd-

miéos no mencionados hasta ahora { segmentos 2, 3 y del 7 al 15)

la frecuncia de intercambios cbservada se mantuve dentro del inter—

valo de confianza establecido en base a una distribucidn zlezstori

[
jv]

de los mismos a lo largo del cromoscma satelizade. Como excepcidn
los segmentos 3 y 13 vuelven a tener, respectivamente, una baja
v alte sensibilidad, especialmente =z los ICHS inducidos por luz
vigible,
En base a los resultados presentados podemos decir que, en
general hemos éncontrado una fasa de ICHS menor gque la que cabria es-
perar en las regiones heterocromdticas del cromosomza satelizade de
4. ceps con la excepcidn de ls regidn organizadora nucleclar laz cual,
2 pesar de detectsrse como helerocromitica medianie los procedimien—
tos de bandeo correspondientes se manifiesfta comd una zona del Cromo-

some altamente sensible 2 la produccidn de intercambilos ebtrer crovdtides

- B3 -



La incorporacidn de BrdUrd en el ADN en lugar de la Timidi-
nz normal durante una ronda de replicacidn permite tedricamente deiec-

tar citolcogicamente regiones de especial rigueza

de bDases en &l cromosoma metafésico (Fig. 21). Un contenido sspecial~
mente alto de pares de bases AT en un cromosoma o en una regidn de-
rerminada de un cromoscoma haria gue en es8a zona, en una €& 1ag Ccro-
mAtidas, se incorporarse mayer cantidad de BrdUrd en opesicidn = la
adenina, que en la otra cromdtida hermana. Puestc gues la presencia
de BrdUrd implica la tincidn menos intenss con Giemsa, sguells regldn
cromosdmica gue haya incorporade menor cantidad del anZlogo halcegesnado
apareceria més tefiida que el restc del cromosoma, después de aplicarie
1z técnica para la tincidn diferencial del ADN bromeosustituido.

al misme nivel en

Se podrisz pensar que una diferente composicidn de bases
{rigueza en pares AT) en el ADN del cromosoma satelizado afeciase a
is frecuencia de ICES inducides, especialmente a los Inducides por
iuz visible.

Con objeto de confirmer esta posibilidad, sometimos nues-
tro material de trabajo & un tratamiento para la incorporacidn de
BréUrd durante una ronda de replicacidén (aproximadamente 20 horas)
er: una solucidn de dicha sustancia més FAU a la concentracidn de

1075, Después de azplicar la técnica de tincidn FPG, los cromosomas
satslizades ¥y todos los que forman el complemento, moestraban uns tine
cién clara y homogénes (Figs., 14 y 22}, de modo que no se detectaron

ni regiones muy ricas en pares AT, ni regionss ricas en pares GC.




FICURA 12.~ Cariotipo de Allium cepa.

a) tefiido con Orceina~acético-~clorhidrica.

b) Teflido con Giemsa después de aplicarles laz téo-
nica de tincidn diferencial FPG.

Las flechas sefialan los cromosomas subtelocéniricos
satelizados del complemento diploide, Unicos facile

mente identificables individualmente.







FIGURA 13.~ Cariotipo montade de Allium cepa después de apli-
car diferentes técnicas de bandeo.

: Replicacidn tardia en dT tras incorporarse Bedlrd

R

4

C : Bandeo C.
N : Bandeo N {organizadores nucleoclares).

Cm : Bandeo C modificado.







T T

FIGURA 14.- Cromosomas satelizados de Allium cepa despuds de
zer sometidos a diferentes técnicas experimentales.
tr

z) Replicacidn tardfa en dT tras incorporarse

Brdird.
b} Bandeo C
] Bandeo N

o

e
d} Bandsc € modificado.
} M1 tras un periodo § incorporando BrdUrd.

e
£) FPG.
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FIGURA 15.- Esguema en el gue se representan las distintas
fagses del ciclo celular y los tratamientos nece
cesarios para conseguir detectar las regiones

del cromosomsa que repiicanal final del periode 5.

1

Arez sombreada : tratamiento con Brdlrd v 5 4.1
durante el pericdo S tempranc y medic.
Area oscura : Tratamiento con dT durante sl peric

do S tardio.




FTGURA
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Evolucidn del iIndice mitdtico en una poblacidn
meristemética tratada con 10 °M de BrdaUrd, 2.5
mM de 5-A.U. ¥y lOmSM de FdU y posterior recupsra -
cidn en timidina normal.

Es evidente que durante el tratamiento la pobla-
cidn celular disminuye hasta hacerse casi nula
a partir de las ocho horas y que durante la recu
racién de dicho tratamiento se obtiene una oleada
de células en divisidn méds o menos sincrénica cue
alcanza su valor méxime hacia las diez horas de

retirado el tratemiento.
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FIGU

BA 17.- Células meristeméticas de Allium cepa tefidas

con crceina.

&) Despuds de ochc horas de tratamiento con 540
La actividad mitdtica en el meristems es nuls.

b) Después de diez horas de recuperacién del
antericr tratamiento un gran nimero de células

meristem&ticas ss encuentran en divisidn.







FIGURA 18.~ Nicleos de células meristemdticas de &1lium ﬁ@?ﬁ
mostrando el patrdn de replicacién tardia en d7T,
Los cromocentros méds intensamente tefiidos corres-
. ponden a esas reglones que replican al final del
pericde S y muestran una clara polarizacidn.
En el margen inferior derecho se muestra en deta-
1le un niGelec con el mencionado patrdén morfold.

gico de cromocentros intensamente tefiidos.
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FIQURA 19.- Esquemas experimentales utilizados para estudiar,
en el cromosoma satelizado de Allium cepa, la Ire-
cuencia y localizacidn de los ICHSﬂ
Recténgulo blanco : un pericdo S en lOMﬁM de Brd-
Urd v 1077 de Fau.

Rectdngulo oscurc : un periodo S en 10@4M de 4T.
a) Primer pericde S en BrdUrd y FdU y segundc en
dr.

b) Dos pericdos S consecutivos sn Brdlrd y FdU.

) Tratamiento con luz wvisible {700 J/mzfsegQB
a mitad del segundc periode 3, en presencia de
dT.

4} Tratamiento con 3»30"4M de hidrazida maleica

en el pericde Gl del segundo cicle celular.

i
<
i

luz visible.
HM = hidrazida maleica.

4 1a derecha de cada experimento se reprssentsa

urn. cromosoma con la correspondiente mods de ICH

-
3

obtenidsa.
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FIGURA 20.~

Modelo de distribucidn de los ICH esponténeos

o

.

inducidos a ic largo de los 16 segmentos en los
gue fug subdividide el cromosoma satelizado de
&11ium cepa atendiendo a sus caracteristicas he~
terocrométicas, eucromdticas o de replicacidn
tardia de su ADN,

ordenadas : nlmero absocliuto de ICHS detectados
en cada segmento cromosémice.
Las lineas horizontales paralelas al eje de abei-
sas representan los limites superior e inferjor
de conflanza esperades en base a una distribue
cidén aleatoria de los ICESM k

M y T, distribucién de los intercambios esponté-
neos en cromosomas monosustitulidos (BT-TT) y tri-
sustituidos (BT-BB) respectivamente.

M({LV) v M{HM), distribucién de los intercambios
inducidos por luz vigible e hidrazida malsica

respectivamente 5, en  cromosomas monosustituidos

con BrdUrd.
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Esguena representative de como podria llegar a

detectarse, a nivel citoldgico, una especial
gueza en pares de bases A~T en una regidn cromo-
sémica determinada.

A,: en el supuesto gue existz la mencionads ri-
queza espécial en pares de bases.

B.: en el caso de una distribucidn aleatoris de
las mismas.

S. Periodos de sintesis de ADN.

M. Cromoscmas en mitosis.
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FIGURA 22.- Cariotipo de Allium cepa sometide a un tratamiento
con BrdUrd durente wveinte horas y Teflide con
Giemsa después de serle aplicado la metedologia
FPG {cremosomas M1j.
Los Cromoéomas satelizados {(flechag) y log demés
cromosomas que forman el complementc muestran
una tincidn homogenea, lo cual parecs indicar
gue no existen regicnes especialmente ricas en

A-T, detectazbles mediante esta metodologia.







TABLA 4

Longitud aproximada de los cromoscmas 1 - 8 de Allium cepa {(porcen—
taje en relacidn a la longitud total del complemento) v valor me-

dio del indice de brazes de cada cromescoma {(n = 8).

cromosoma % longitud Indice de brazos
ne
1 7.63 L 0.03 1.88 - 0,03
2 7.0 L 0.04 1.8 L 0.02
3 6.68 * 0.04 188 T oo.o2
4 6.37 + 0.03 . 1.6 & o.o5
5 5.17 T 0.02 1.15 = 0.13
6 8,17 I 0.03 2,73 L o.03
7 5.04 - 0.03 1.04 = 0,04
8 4.62 2 0.03 1.5 © 0.03




TABLA b

Comparacidn de las frecuencilas de logs ICH  en cromogomas no gatelizados y satelizades
S

tras diferentes tratamientos.

Cromosomas no satelizadoes

Cromosomas satelizados

Trataniento Cromosomas nomero sedia de ICHQ Cromosomas nGmero media de los ICH Test 7
analizados de ICHS + EE ’ analizades de ECHS + LE

BT 300 880 2.483 + 0.15 120 378 3,13 * 0.16 z = -1.26
0.05gpg0.10

BB 300 1553 5.17 + 0.16 120 588 4.90 + 0.21 z = - 1,42
0.05gpg0.10

BT (Vi) 300 3243 10.81 - 0.23 120 1210 10.09 - 0.38 F3 - 2.04%
0.05=xp<g0.10

BT (H#) 300 3306 11.24 + 0.18 120 1230 10.25 + 0.27 7 = - 2.0

G.05=p=x0,10

. gr . Ler .
a. BT: 17§ en Brdird v 22 S en d7; BB: e y 22 S en Brdird; BT (YL}: tratamiente
con luz visible enm e} 29 S en dT7: BT (WH): tratamiento con hidrazida naleica en el G
. 1
del 2% ¢iclo celular




3. INTERCAMBIOS ENIRE CROMATIDAS HERMANAS ¥ ESTRUCTURA DEL CROMOSOMA

La incorporacidn de BrdUrd en los cromoscmas v S8U poste-
ior deteccidn citoldgica por medioc de la técnica FPG aparte de su
ran utilidad para la observacidn v ¢l andlisis de los ICH , Tacilita
=l poder observar detalles que pueden sumunistrar informacidén acerca
de la organizacidén de la cromatina en los cromoscomas metafisicos. La
existencia de intercambicos de materizl cromesdmico cuya amplitud es

nferior a la de la crométida fue demostrada por primera vez por Kihl-

90) en cromoscmas metafidsicos de Vicis faba luego de una
ronda de replicacidén en BrdUrd segulda de otra en ausencia del anilogo
eg decir, en cromosomas con una censtitucién TT-TB). Dicho autor pro-

tipo de segmentos intercambiados seria el resultado de

la oeurrencia de des ICHS muy préximos entre si a lo largo de la {fibra
de cromatina., En los c¢romosomas de Allium cepa también es frecuente
chservar dichos intercambios puntuales {Schvartzman y Cortés, 1977;
Schvertzman y col., 1878; Cortés y Hazen, 1981) 457 ) (180) (30).Cm

este material, los resultados de un andlisis estadistico de las

cias entre dos intercambios apoyaron la hipdtesis de Kihiman

~

. 20 ) en el sentido de que los segmentos intercambizdos gue abarcan
menos del ancho de la cromdtida son consecuencia de des ICH  muy

1]

préximos  (Schvartzman v col., 1878) (180}.
Nosctros hemos observado dichos intercambios puntuzles
v en la figura 22 pusden verse varios cromosomas teflidos diferenciszl-

mente después de la incorporacidn de BrdUrd durante un pericdo de sin-
tezis de ADN (eromoscomas TT-TB) & bien durante dos rondas consecubivas
de r@plicaoiéh {cromcsomas TB-BBE). Puede cbservarse gue, aunque se
nresenten a un mismo nivel en ambas crométidas hermanas, la posicién
relativa de uno con respectc al otroc puede variar, presumiblemente
debido a torsiones de la cromftida a nivel del centrdmeroc. Por otra

parte, la amplitud de estos intercamblos puntuales puede variar, de




manera gque algunos abarcan la casl totalidad de la anchura de
métida mientras gue otros se encuentran casi al limite de resclucidn
del microscopic dptico. Todas estas observacicnes estan de  acuerde
conn los resultados de Schvartzman y col., (1878) {180}, asi como tam-

hién el hecho de gque las dimensiones longitudinales de los ssgmentos

tercambiados permanecen bastante constantes, siendc del orden de
aproximadamente 0.5 pm. En ninglin c¢aso se observaron variaciones en
cuanto & la extensidn longiftudinal de los segmentes.

Aparte de estos intercambios puntuales, noscires heémos

P

etectado la presencia ds regicnes cromosdmicas de replicacidn tardia

j o

o
3

caracteristicas similares a los segmentos intercambiados. Cuando
se permite que las cflulas 1leven a cabo su periodo S tempranc y medic
incorporado BrdUrd vy se le suministra dT para que efectien su replica-
cidn tardia incorperéndcla, se consigue, come vimos, una tincidn pre-

il

ferencial con CGiemsa de las regiones cromesdmicas ricasg en ADN re

§

cado al final del S. Este procedimiento es el iddnec para detsctar
peguefias bandas de replicacién, ya gue en casc de llevarse & cabo la
replicacidén tardiaz en BrdUrd luege de incorporarse 4T, peguefias bandas
ricas en BrdUrd {poco tefiidas) quedarian enmascaradas al sncontrarse
con un Ffondo intensamente teflido. En los cromosomas de Allivm ceps las
regiones cremesdémicas ricas en ADN de replicacidn tardia corrssponden
z los teldmeros, regiones pericentrcoméricas y a un cierto nimeroc de
bandss intersticiales, como puede apreciarse en la figura 24 en la
gue se muestra un grupo de cromosomas metafdsicos con bkandas como
resultado de incorporarse BrdUrd dGnicamente durante la replicacidn
temprana v media. Como-puede verse en la figurs 25, se detectan en de-
terminados cromosomas, por ejemplo en los pares 4 y 7, segmentos de
replicacidn tardia (SRT} que se encuentran 2zl mismo nivel de ambas
cromatidas, intensamente tefiidos scobre fondo claro. Estes SRT compar-
ten corn los intercambics puntuasles una serie de propledades. Aparte
de la localizacidn en ambas cromdtidas que hemos seflaladeo, su posicidn

relativa puede variar, asi come su amplitud a2 lo anche de la cromitida




mensiones longitudinales son muy consfantes, asimismo de zproximada-

0.5 um y en ningln casc se observd variacidn longitudinal de
s

estos SRT. Dade gque los SRT detectados son regiones cromo

del cromosoma estd relativemente bien conservada, vya que las

de nucleoproteinas bromosustituldas son las gue sufren una degradacién

gue tener en cuenta gue los tratamientos a gue son sometidos log cro-

fundamentalmente la fijacidn, provecan alteraciones en los

Un tercer detalle apreciado en log cromosomas bromosusti-

a afadir a2 los intercambics puntuales vy a los SRT va menciona-
dog, lo constituye la observacidn de que, en ocasicnes, la trayecto-

-

intercambic a ftravés de la cromitida neo es8 rectilinea, sino

gue adopta la forma de una linea quebrada. En un intente de provponer

una denominacién las llamaremos en adelante intercambios discontinucs

26} .

Por nuestra parte, hemcs llevado a cabo el
patrdén morfoldgico que presentan estos intercambiocs, tantc en lo gue
se refiere 2 una sola cromiétida como teniéndo en cuenta ambas crométi-
¢as a un determinado nivel. Como puede apreciarse en la

£
empleado para nuestro andlisis tanto cromoscmas de la segunda

(M2} como de la tercerza (M3).

Si consideramos una sola cromdtida, la imagen gue se
chserva responde a dos tipos diferentes no superponibles [Figs. 27s
v ki. Como pueds verse, en unos casos el perfil adopta la forma de
vna L {Fig. 27b}, mientras que en otras ocasiones se trata de uns ima-
ger simétrica de esta Ultima {(Fig. 27a).

Con objetc de wer como se& pressntan estos intercambids

scontindos en ambas cromd@tidas y comparar la imagen que adoptan

en una y otra hemos seleccionado cromosomas de segunda mitosis (#2)




¥a gue en los de tercera mitosis {M3) sdlo podriamos apreciar 4Astos
detalles en el caso de tratarse de intercambios reciprocos. Como ara
de esperar, en ambas cromatidas se presenta un intercambio 4
uc al mismo nivel (Fig. 27¢), como ocurre en general con cualguier
tipc de intercambic. Atendiendo al patrén morfolégicd que se observa
enn una cromédtida y en su cromdtids hermana, luego de estudiar 60 cro-
mosomas pudimos comprobar que en el 82 por ciente de los casocs las
imfdgenes son simétricas, mientras que en el 18 por ciento restante
en ambasg crométidas el patrdn resultd ser idéntico (Fig. 28j.
51 ztendemos =z dos intercambios discontinucs adyacentes en
un determinado brazo cromosdmico, puede encontrarse, asimismo e
patrones morfoldgicos distintos, como puedes verse en la Tigura 278
¥ oe.

En ocasicnes ocurre gue dos intercambiocs adyacsntes se dan

e}
o

tal forma gue terminan a lz misma altura siguiendec el ejs longitu-
dinal de la cromé&tida, observandose en este case una imagen como
ia mostrada en la figura 23. También en este casc en la cromitids her-
mana puede apreclarse una imagen simétrica, o bien el misme patrdn

morfolégiceo en ambas crométidas hermanas.

- BB -




FIGURA 23.- Inftercambics puntuales en los cromosomas de AlLlium
cepa {{lechas].
La amplitud de los intercambiocs puntuales no lle-
ga a alcanzar la anchura total de la cromdtida:
sinembarge, sus dimensiones longitudinales son
aproximadamente constantes del orden de 0,8 am.

La barra representa 10 um.







FIGURA 24.- Grupe de cromoscomas metafésicos de Allium cepa
con tincidn preferencial de las regiones cromosd—
micas gque replicaran Iincorporando dT al final
del periode S tras incorporar BrdUrd.

Como puede verse, estas corresponden principal-
mente a las regiones pericentromericas v tdoméricas

asi como algunas bandas intersticiales,







URA 25.~ Cromosomas de Allium cepa mostrando segmentos de

replicacidén tardia (SRT) gqus sbarcan mencs del
anche de la cromdtida (flechas).

Estos SRT comparten con los intercambios puntus—

J

les muchas de sus caracteristicas, como e

bt
{5

5p
id

[oR

sor de aproximadamente 0.5 um y la variabi

ot

w

en cuante a su dimensidn transversal en iz cromi-
tida.

Lz barra representa 10 .







Intercambios discontinucs (ID).

a) Grupo de cromosomas tefiidos diferencialmente
después de dos pericdos de sintesis incorporando
" BrdUrd en el ADN. Obsérvese gue varics cromosomas
presentan este tipoc especial de ICHS {flechss).
b} ¢} v d) Distintos cromosomas en los gue puede’
apreciarse c¢laramente intercambios discontinuos
(flechas). Obsérvese como la imagen que se& pre-

senta en una y otra cromitida parece ser simé-

trica,







FIGURA 27.- Distintos patrones morfclédgicss gus pusden Presan--
tar los intercambics discontinucs [ID).
a) ¥ b) cromosomas de M3 en los que se presentan
dos tipos morfoldégicos diferentes de ID. Mientras
gue en el segundc casc el perfil parece sdoptar
forma de L, en el primeroc la imagen parece ser
la siméirica.
¢} intercambios discontinucs considerands ambas
crométidas hermanass. en cromosomas de M2, Los
IL se presentan en ambas cromitidas a3 un oismo
nivel.
d) y e)] Dos patrones morfeolégices distintes gue

pueden darse considerando dos intercambios di

i
6]
¥
o]
s}

tinuos adyacentes.







FIGURA 28.~ Intercambics discontinuocs.
Tres cascs en los qgue pusde observarse 1D en
ambas cromédtidas de los cromosomas. Obgérvese
gque en este caso en ambas crométides se presents
el mismo patrén morfoldgico (no exists imagen

especular). Comparar con la figura 26 b, ¢ v 4.
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FIGURA 28.~ Cromosomas gue presentan un tipoe particular de
intercambics discontinuos. También aqui considew
rande ambas cromftidas hermanas, en unos ossos
parecen presentar imdgenes simétricas (b)), mian-

tras gque en otras el patrdn morfoldgice es el

mismo fc}.







DISCUSION.




ACERCAE DEL PAPEL DE LA TIMIDINA, URIDINA ¥ FLUORCDESOEIURIDINA EN LA
PRODUCCION DE INTERCAMBIOS ENTRE CROMATIDAS HERMANAS.

[ -
@

& la horz de discutir los resultados obtenidos en cuanito a
producceidn de intercambiocos bajo diferentes condiciones sxperimentzlies
nos sncontrames con la dificultad que representa el casl total descoo-

nocimiente gue adn tenemos hoy en dia scerca del mecanismo

mediante el cual ccurren los ICHsg asi como del significadoe
de los mismos. En orden a contribulr, sn nuestra medida a un mejor

conoeiniento acercas de estags cuestiones, nosotros hemos estudiado

a Urd y FdU, nuclebsidos habitualmente e

it

ia capacildad de la 47,

dos en los experimentos disefiados para consgguir la tincidn dife-

ial de crométidas hermanas, en cuanto a provocar © neo intsrcam-

en nusstro material de trabajo.

Bs bien sabido gque pueden inducirse ICH  Dbien por agentes
b=

o
a3

tGan dirsctamente sobre el ADN o bien por medio de uns accid

cta. Entre los primeros se encuentra la radiaccidn ultravioclets

- 69 -




(Kato, 1873; Wolff y col., 1874; WNatarajan v col., 1880) {80 ){ge
[ 122}, las radiaciones lonizantes, aunque en menor medida |
Evang, 197%5; Hollstein y col., 1879) {(138) (70} vy diversss sustan-
cizs quimicas incluyendo agentes intercalantes (Banerjes y Benedict,
1978; Speit y Vogel, 1978) [ & ) (172) y alquilentes (Latt, 1073;

1575%) (88 ) (138), Entre los agentes cuya accién seria

indirecta, por otra parite, se encuentran algunos inhibidores de la

biosintesls de desoxiribonucledtidos, tales come la Fd
Kronboerg, 19785; Kato, 1877b; Sono y Sskaguchl, 1898C) (91) { 87070,
Is hidroxiures [(Kato, 1877b;Ishii y Bender, 1880} (87 (77) vy ameton-
terina {Banerjee y Benedict, 1579) ( 8), los cuales provocariazn una

nerturhacidn metabdlica que resultaria en una induccidn de anqa

Q
k3
0}
1]

Los resultados publicados por los diferentes invest igad
scerca de la posibilidad. de inducir ICHS por medio de la 47 han gido
hastante contradictorios. Asi, en células de hamster chinec, Davidson
v col., (1880) ( 35 } cbservaron que la dT no tenfa efecto alguno en
el range O -~ 380 pM y, por otra parte, Wilmer y Natarajan (1881){(1939
tampoce consiguieron inducir ICHS con dT a concentracioness sxtrema-
dazmente altas (de hasta Q,ZOWBM)G Por el contraric, Perry (1383;(138
e este mismo material, ha observade recientemente un incraemento
Lz frecuencia de los ICES dependiente de laz dosis, sisndo ésts de

hasts 100 FNQ Dado que este efecto podria ser revertideo

mediante la adicidn de desoicitidinag (4C), dicho aubor propuso gue

al lante existente en cuanto a los precurscres del ADN Jjugaria un pa-
pel muy importante para gque dicho ADN pudiera sintetizarse normal-

de manera gque cuando hay deseguilibrios en el mencicnado bha-

la replicacidn no seria fiel v habris, como consecuencia, erro

res en dicha replicacidn que serian el origen de los ICHSK Esta se-

im explicacidn de porgué agsntes guimicos gue no dafian directa-

mente al ADN podrian provocar ICHS {Davidson y col., 19807 {33).
Mientras que Davidson y col., (1880) ( 35 ) y Perry {1983)

139 ] emplearon la 4T simultaneamente con la BrdUrd durante dos ron-

das de replicacidn sucesivas, Wilmer y Natarajan {1981) {192 ) lleva-~
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ron & cabo tratamientcocs con diferantes concentracicnes ds 47T blo

durants un clcle celular despuds de que las células incorporaszen

Urd., Nosotros hemos seguido este 4ltinm

O
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contrarismente a lo publicado por Perry {1883) {138} no hemos podide
cbhservar que la 4T indujese intercambios a ninguna de las concentra—

. . . -2 , .
ciones ensayadas (hasta 10 M), La d7 en exceso (a concentraciones

-~
. =3\ . . , P e e -

superiores a 10 M, se sabe que bloguea la sintesis de ADN an mami-

Teros, debido probablemente al efecto inhidor que tiens 1z timidine

trifosfate (dTIP) sobre la enzima ribonucledtide difosfato reductasa,

impldiendo asi la reducecidn de citidina difcsfate (CDP) a desowici-

tidina difosfato (dCDP), precursor del ADN. Por nuestra parte, hemeos

observadoc un retrase bastante importante en la duracidn del ciclo

celular cuando empleabamos dT a concentraciones mas altas de 10 Eﬁb
Entre los modelos moleculares que se han propuesto hesta

-
i

fecha para explicar la ocurrencia de intercambios el que ha reci-

Ty

L&
bido meyor aceptacién ha sido el publicado por Painter (19807 (130.

~ -

acuerde con dicho modelo {(Fig. 30), les Ibﬁsocarﬂlr: nexclusiva-—

Py
S

@

uniones entre grupocs de replicones, en aguellos casos

zona separase un replicdn totalmente renlicado y ciro

-

en proceso de replicacidén. Exponténeamente ocurririan roturas de do-

ble cadena que se separarian luego ligdndose de nueve prohablemente
con intervencidn enzimiftica de topcisomerasas tipo IL. En ccasionss,
en iugar de velverse a unir en la conformacién original, se unirian

lzs cadenas hijas de la parte replicads con las parentales del repli

cén aln no replicado. En base a2 este modelo, mientras més tiempo

ca la situzcidn de gue uncs replicones . estén en Tase de »

carse mientras gque otros han completado la replicacidn, mayoer es iz

probabilidad de que occurran ICHsm De hecho, este mocdelc predice que

iellos agentes gue bloguean & entorpecen el progresc de lz

Lla de replicacidn, unz vez inicisada la misma, alargando la duracidn

pericdo 5,deben ser capaces de inducir ECH . De hecho, esto podriza
ser clerto para las lesiones provocadas por los agentes alguilantes,

la luz uliravicleta y el benzo (&) pirenc, por ejemplo, asi come para

i




En orden a analizar cualguier posible efechs e la Urd en
nuestro materizl de trabajo en cuantc = inducir ICH , scmetfimos & las

células & tratamientos con concentracicnes crecisntes el nuciedsido

cacldn sucesivas., Como pudimes ver, en ninglin caso s2 elevd la media
de los ICHS por encima de los valores control. Por el ceniraric, los
valores fueron siempre algo superiocres a los observados cuando la Brde
Urd se encontraba sovla. Dichas diferencias resultaron ser estadistica-
mente significativas (t de Student, PL0.01). Ello parece indicar que
ia adiccién de Urd exbgena simultdnesmente con la BrdUrd inhibiria
#n clerta medida ls ocurrencia de ICH_. En nuestra opinidn una primera

explicacidn para la modificacidn introdwida por la Urd en cusntc = la

ot
explicacidn seria gque, en presencia de la Urd, se wiese algo disminui-
da la tasa de incorporacidén de BrdUrd en el ADN. En este sentide, se

gabe que, en general, la Urd vy lz d4C puede ftransformarse en desoxibi-
€

a monofosfate {dTMP) a través de desoxiuridina monofosfa

con participacidn de varias enzimas entre lss que se encusnira la ti-

ilato sintetasa (Kornberg, 1980) (87). De este modo, lz 4T formada
a partir de la Urd podria competir con la BrdUrd e incorporsrse una

menor cantidad de esta CGltime en el ADN, con lo cuzl ocurrirfsn menos

El efecto mejor conccido z HlVél celular de la FAU es el inhi-

Llr muy eficazmente la metilacidn del &cide desoxiuridilico {(Urdup),

iz poreidn 5, para gue este se transforme en dcido timidilicold

¢!

gtalizada por la enzima timidilato sintetasa (Cchen y col.,
5}, v por ello se ha emplesadc para favorecer la incorporacidn
de ErdUrd en el ADN, sobre todo en células vegetales (Kihlmen ¥

1975; Schvartzman y Cortés, 1877) (80 ) {57). & diferen-

cliz de otros nuclebsidos healogenados en  la pesicidn 5, come
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iz relacidén gue existe entre la temperatura de cultive v la fracuen-

cia de intercambios (mayor frecuencia cuantsc mas bz

tura) {(Gutierrez v col., 1981) (863).

Nosotros hemos obsarvado no obstante gue, pese zl ¢l

-

miento en la duracidn del ciclo de divisidn al emplear conc
gltas de dT, presumiblemente por perturbacidn metabdlice, n

v& un incrementoc en la frecuencia de IGHS¢ Estos resulis

indicar gue no basta con provocar una meyor duracidn del

para elevar la frecuesnciz de ZCHS9 aungque existan evidencias expsrinen

tales en este sentido. Esta conclusidn, en principic, no t

Lo que parece indicar es que para que se induzcan intercamb
gen de los gue podrian considerarse puramente egpontinecs
debicos al BrdUrd,no ssria condicidn suficiente un alarg
tiempe necesaric para llevar a cabo la replicacidn.

La Urd ha sido empleada en la metodologia para log
cifn diferencial de cromé&tidas hermanas con cbiete de co

cualguler posik sfecto negativo de ia FdU scbre laz sinte

tanto en células animales (Latt, 1873} (78) comc vegetales

v Kronborg, 1975: Schvartzman y Cortés, 1977) (91 ) (s57)

las D-6 de hamster chino, Suzuki y col., {(1982) (17%)

que la Urd sola, cuando se administraba después ds una pr

"

de replicacidén en BrdUrd no era cepaz de inducir ICHS, Por

Yosida y col., {1883) (19% ) empleando una varianie de

V73 de hamster chino, la 1linea UR-Z218 que requisre Urd,

e suplementaba el medio con Urd. Basdndose en diche resul
ltimos autores propusiercn gue la altas frecuencia de ICH

lules privadas de Urd podria ser atribuida z una perturbac

ar en contradiceidn con el medsle propussto por Painter {1980) 430

cue cuande les células se encontraban en un medic carente de Urd ia

recusncia de ICHS era aproximadamente el doble de la observada cuando

G 88 chger-
oS parecen

i
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rene porgue
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amiente del

rar la tTine
ntrarrestar
sig de ARN,
{Kihiman
. Empleazndo
chservaron
imers ronda
otre parie,
las células

ashservaron

tado, estos
en, Tmam A
=L - ) AP

4 o e A
1O MeTani-

- T3 -



iz clorcdesoxiuriding {(C1ldU) & la iododesoxi:

i
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s& incorpora en el ADN, vya gue es reconccidc por las células coro Urd
{Szybalsky, 1974; Goz, 1978) (181) ( 59). Han sido varios los autores
gue han publicado gqgue €l nucleosido FdU es capaz de provecar aberra-—
cicnes cromosémicas (Scno y Sakaguchi, 1978) {189}, asl como ICH
{Riplman y Kronborg, 1975; Galloway, 1977; Scno y Sakaguchi, 1978:
Suzuki y col., 1982) (g1 )} (53 ) ( 189), mientras gue la base, el
flucorouracilo (FU) parece ser mucho menos eficaz {Scne v Sakaguchi,
1878; Musilova y col., 1979; Diker, 1981) {189 {(11g)-
Diferentes autores han propuesto que el increments en la fre-

vencia de ECHS al incrementar la concentracidn de FAU en lz solucidn

O

-

g BrdUrd podria muy bien deberse a un incremento en la incorporzcidn

je2

Py
=

o]

~
&

rdUrd debido a la eficaz inhibicidn ejercida por la FdU scbre la

imidilate sintetesa, més gue a un efecto directe de ls FéU por si

St

misma {(Kihlman y Kronborg, 1975: Galloway, 1977) {81 {33 }. La mayor

eficacia de la Fd4U comparada con el FU en cuanto a inducir Eﬁﬁ@ v
zherraciones cromcsdmicas podriz atribuirse 2 la més estrecha relacidn
abblica existente entre la FAU y el ADN (Sonc y Sakaguchi, 1978)
189 }. En los cremesomazs de Vicia faba, Kihiman y Kronborg (1873)(81
cbssrvaron que la FdU inducia ICH eficammente 2 la concentracidn de 167"
v superiores. En Allium cepa nosotros hemos confirmade gue cuando la
FdU se suministra simultineamente con la BrdUrd manteniéndose constar
te la concentracién de esta dltims, durante dos rondas de repliicacidn
sucesivas la frecuencia de ICHS obgservada depende de ls dosis

2
zicanzéndose una saturacidén para una concentracidn de FaU de 5,10 M.

ién pudimos cobservar gue a concentraciones de FEU por encima de
10 "M la actividad proliferativa en el meristemoc ~resulta fuertemen—

te afectada, de manera gue las mitosis son insuficientes pars cuanti-

ICHS, Cuandc se emplea la dosis de FdU méas eficaz en lg in-
c sl - X . o m w el
ducecidn de ICHS gue no afecte negativamente a la proliferacidn(S.10 "M

perc, en lugar de durante dos cliclog sucesives, unicamenie durants

T

iz pedmere vonda de replicacidn &, alternativemente, durante la segun-
o2

i

da, la efectividad varis dependiendo del ciclo en gue la FdU este

L
e

— Th




sente. Asf, cuando &l inhibidor estéd presente sélo durante la primera

ronda de replicacibén, la tasa de ICHS en la segunda mitosls e5 ¢

mente supericr que cuando se tratas Unicamente durante lz segunds ronda
En célulzss de hemster chino, Natarajan vy col. (1881

emplearon simultineamente con la BrdUrd inhiblidores de la

ribosa}-polimerasa, tales come la 3-aminobenzamida y 1L
con 1o cual se reduce en las c€lulas la capacidad de reparar lesliones

enn &l ADN. Tratande con dichos inhibidoress durantes sdlo

@

1 primer ci=-

jay]
¢
Q
o
3
fot
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clo, sb6lc el segundo cicleo & durante ambos, llegaron a
de gue la mayoria de los EGHS inducidog parecen formarse Jurante ls
segunda ronda de replicacidn, en la cual 2e uss como molde ADN gque
contiene BrdUrd, mientras que en la primeraz ronda el ADN parental no

estd  bromosustituido. Por otra parte, Dillehay y col. (1883 { 38 )

sgaron también a la conclusidn de gues la mayoria de los muchos IC
kazales que occurren en 2l mutante EMS de hamster chinc [12 wveces el
valor encontrado en no mutantes)parecen ser una consecuencia del Brd-

ird incorporado, y ocurririan dursnte la replicacidn del ADN gue con-

e

tisne BrdUrd en una cadena parental (durante la segunda ronda). Asi-
mismo, U'Neill ¥ col. (1883) (128 han alcanzade idénticas conclusio-

aungue por oirc caminc. Estos aulforses se han basgsado en gus la

induce 4¢l orden de 7-8 veces més ICHS gue la BrdUrd a igual nivel
de sgustitucidn por 1la 4T en células en cultive de ovaric de hamster

Suministrande a2 las células alternativamente CldU o BrdUrd due-

rante el primerc & el segundc ciclo, observaron gue lsz frecuencisa

ge ECHS dependia claramente de cual de los dos nucledsidos halogenados

nabfa estade pressnie durante la primera ronda de replicacidn por lo

replicacidn del ADN anédlogo-sustituide durante el segundo 3.
Mediante el andlisis de los intercamblos "gemelos” {ocurridos
durente el primer S) ¥ “"simples" {ocurrides en el segundo 3) &n cromo-

endorreduplicades de células de sindrome de Bloom, Shiraishi

v ocol. (1883} (185), dado que se detectasban del orden de 12 ICH

=

" por cada ICH "gemelo', llegaron & la conclusidn de gue en esie




tipo de células la mayoria de los ZCXS scurren durante 2l segundo

ciclo celular. Esto contrasta con lo cbservadc por obros autores en

Los linfocitos de individuos normales en los cuales parecen ccourrcir

-

los CHS con igual frecuencia en ambos ciclos celularves. Como hemos

visto antes, nuetros propics resultadeos también sugieren que la mayo-

Q)

r»;

de les ICHS inducidos por la FdU ocurren durante la replicacid

2]l ADN bromosustituido durante la segunda ronda de replicasidén (cada

Ch

L
L%

plex de ABN que se ha de replicar durante el segude S constz de una

QO

adenz Dbromosustitulda y otra no sustituida) y estc parece deberse,
con toda probabilidad; a que el aumento en la cantidad de BrdUrd incor-
vorada durante el periocde S anterior, come consecuencia del e
inhibidor del FdU scbre la timidilato sintetasa, seria responsable de
gue  ocurriesen muchos KCqu Esta hipdtesisg resultd azpovada por los

regultados cobtenidos al mantener a las células durante tres rondas

¢

cnsecutivas en - presencia de BrdUrd. Es bien sabido que en estas

1
B

lulas se detectan dos tipos de ICHS; los llamades “reciprocosty,

ocurridos durante el tercer pericde S ¥y los "no reciprocos', oourri-
dos durante el primer & segundo S. Cuando ls F4U gqud suministrada du-

rante el segundo S, era de esperar gue =i el efecto en cuanto a la

St
il

uccildn de TCH tuviese lugar en el mismo ciclo en gque el inhibidor

estd presente, aumentaria la frecuencia de ICH 'mo reciprocos’ con
P

regpettsd a los valores control. Por el contrario, io que sufrié un

noremento fud la frecuencia de ICHS "reciprocos’, =5 declir, los ocu-

idos durante el 5 gigulente a agquel en gue estaba presente la Fal.
En cueantoc z gue la induccién de ICH_ por la FdU sz deba 2 una
o

incorporacidn de BrdUrd en el ADN, en nuestro caso lLos resulis-

dos experimentales gque parecen sapoyarle. En primer lugar, cuantdo la
47 me sumistra simulténeamente con la BrdUrd y la FdU durante los dos
ciclos sucesives de frecuenciz de ICHS experimenta un descensgce comp

rada con la observada para la BrdUrd vy FAU, lo cual es lo

tencia de la 4T. Ademfs puede comproberse gue aumentands la con-

centracidn de dT en el medic disminuye la frecuencia de ICH . En se-




gundo lugar, hemcs visto que para que la FdU induzeca eficarmente

bt

éHS {en la ronda siguiente a aguella en ls gue se trata) ha des estar
presente también la BrdUrd, puesto gue cuando tratamos con F&U edla
S con FdU y dT durante el tiempo correspondiente a un cicle comnleto
antes de suministrar la BrdUrd, s8lc s= produce un peguefio incremento
en la tasa de ICH , que podria por otra parte ser debide 2 un =
_ IS
residual que diese luger a una incorporacidn de BrdUrd sélo alge supe-
ricr & la gue tiene lugar en los controles en ausencia de Fdl. T Ge-
cir, gue una pequefia cantidad de FAU podria alin estar presente en

1
cuando se suministra BrdUrd, estimulando en pequefia medida la

incorporacién del nucledside sn =1 ADN.

En resumen, todos estos resultados sugieren que la incorpora~
cidén de BrdUrd en el ADN es la responsable de la mayoria de los ICH
por la FdU asi comd que diches ICH se formarian cuzndo tie-

la repliczcidn de ADN parental q&eesta bromosustituido. No

sabemos gue la pressncia de BrdUrd en el ADN parental no
2g un reguisito previo para gue ocurran los ICH llamadog basales,
como ha podido verse al observar ICHS Tgemelosg! {oc ides durante

el primer cicle de divisidn) en células tetraplicides inducidas con

f\

!o-d
o
h

coleenida (Taylor, 1958} (183) o en células endorreduplicadas (Wo

e

y Perry, 1875) (197} as{ como en cromosomas de la tercera mitosis (M3
edio de la tincidn diferencial en tres Zonos (Miller vy col, ,1976;
Schweartzman y Goyanes, 1980; Tsuji y Kato, 18B1i) {118 ) £59) (188,

Estos ICHS del primer ciclo, evidentemente, ocurren cuando sl ADN pa-

no se encuentra bromosustituido. En base a esto, podemas propo-

o gque si el mecanismo molecular gue opera cuande las cadenas paren~

no estén bromosustituidas es el mismo que cuando lo estén, la
pregencils de una alba tasa de Brdird en una cadena parental p

potencliar la ocurrencia de IGHSQ Ctra explicacidn alfernative pode
ser gue 108 ECHS pudiesen occurrir en ambcs Cas0s8 POr MECAnisSmos Mol
culares diferentes. En cualquier caso, parece que el medioc en el cual

se va & desarrcllar la replicacidn del ADN bromosustituids {durante

¢l segundo S} juega tambidn un papel importante ya que si admitimos




que los ECHS inducides por FdU son en realida

F.-l
=

te ronda de replicacidn, cuando replica e
B s

wsustituide v el ftratamiento con FdU no i
duccidn de ICHS en la misma ronda de replicacidn en la gue 2s5té pre-
gente, seria de esperar gue la frecuencia de intercambios en cromsso-—

mas de M2 gue han sido tratados con BrdUrd y F4AU durante el

S sea similar independientemente de si en el segundec S la ¥FdU esta
o no presente. S;n embargo cuandc en la segunda replicacién no esta
presente la FAU no se alcanzaran cotas tan exiremadamente altas =an
2 tassz de produccidn de ICHS como cuandce lo estd. Esto parsce poner
ds manifiesto alguna clase de interatcidn entre los niveles de bromo-
sustlitucidn de las cadenas parentales vy la composicidn del medic an

el cual se disponen a replicar. De la misma maners hemos podido ohser-

var gue cuando las células cursan su segunds S5 en presenciz de 37 la

<
I
5
)
]

nte altas de FdU simulténeamente con BrdUrd con lo observado cuan-
Zo en la segunda rondz se sustituyen los anteriores por dT.. De algln
mode, por un mecanisme melecular gque desconocemes, la presenciz de

en el medico, & bien la incorporacidn de la misma er las cadenas

as, ejerce un efecto inhibidor de los ICH_ que, de otro nmodo, se
bl

producirian.
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.~ Modelc tebrico de Painter para explicar la forma-

cidn de un intercambio entre cromidtidas hernmanas,
El modelo propone que se producirian recombinge
ciones entre cadenas de ADN en las uniones sntre
grupcs de replicones. El intercambic gue se re-

as cadenas

e

presenta en la figura ocurriria sntre
de ADN de nueva sintesis del replicdn ya replica-
do y las cadenas parentales del replicsn en'prow

ceso de replicacidn.







2. DISTRIBUCION INTER E INTRACROMOSOMICA DE LOS INTERCAMBIO

3i la frecuencia de ICHS depende de la cantidad

do en un cromeoscma, €l ndmerc medio de intercambios

dehe de ser aproximadamente proporcional a su longitu

o

e establecerse un parémetre {(némero medio de ICH

C.<j’
f6!
&
[§3
Q,-

con el resto del complemento. Los resultados de la mayord
autores gue han estudiadce este aspecto parecen apoyar lc anterior
{Taylor, 1958:; Geard y Peacock, 1869; Dutrillaux y col., 1874; Lath,
1C74a) (183 ) (B85 ) {43)88) Por el contrario Schweizer (1973} (163
contrd en alguncs cromosomas de Vicia faba un nlmero de ICH  conside—
reblemente menor de los gue les corresponderia seglin su lengitud
mientras gue otros mostraban un exceso, gue estaba ascciade =z las
constriccicnes secundarizs de esocos cromosomas. Similares observaclio-

nes han sido hechas peor Ikushina y Wolff (1974) (778 ) en células

v més recientemente por Thelma y Rao {1882), quisenes han publi-

cado que los autosomas de las células de Nesokia indica tenian msnos

tércambiocs de los esperades segin su longitud en metafase vy Llegsron

ar

afirmar que en alguncs auitoscmas, espscialmente en log mas pegusfios

97

no oLurren ICH mientras qgue, por el contrario, los ICH paret

o7

e OCU-

ir preferentemnnte ern determlnados cromogomas ¢ en segmentos Cromo-
sdmicos especificos (185).
La exclusidn de los ICHS producidos en el dres centromérica

debido a la dificultad gue ofrece el recuentc de intercambilios en

&
n
o
w

regiones, podfa explicar en parte el bajo nimero de ICHS
do en los cromoscmas de menor tamafic. Con cobjeto de evitar esta vae

ilidad en los resultades, Becher v Sandberg (1883) (10 ] reco-

incluir los ICHS centroméricos a la hora de evaluar los ine
tercambios por cromesoma, ya que estos autores han encontradco que

el nlmero de intercambics en la regidn centromérica zumenta consgi-




dereblemente con la contraccidn del cromeosoma, dada la dificultad
de distinguir claramente los intercambios centroméricos de los peri-
centroméricos. Consecuentemente, si los ICHE centrom@ricos son omiti-
dos de la evaluacidn podria obtenerse una frecusncia falsamente baja
de intercambios en los cromosomas mas contraidos.,

Por nuestra parte, como vimos, hemos llevado a cabo

paracidn de la frecuencia de ICH observados en los cromsomas sateli-

[.
Qv

os de Allium cepa, bajo custro condiclones experimentales dife-
renteg con la obtenida para el conjunto de los cromosomas, Ni para

2l caso de los intercambios espontineos ni para el de log ind

pudimos encontrar diferencias estadisticamente significativas entre
los pares de valores. Dado gque la longitud aproximada del cromosoma

itelizado (11,2 p} es semejante al tamafic medio de los cromosomas
del complemento, nuestros resultados apoyan la idea méis cominmente
zceptada de gue los intercambios se producen en un CromosSOoma &N Can-—
tidad sproximadamente proporcional a su longitud en metafase {(y, asi-

en su contenido en ADN], siendo esto cierto no sdlo para los

1CHQ ezponténeos sino Tambhién paraz log producidos por luz visible
v por hidrazida malelca.

En primer lugar es importante seflalar gue pese a que gl ¢ro-
mogoma satelizade es portador de unza constricceldn secundariz za nivel
de la cual se organiza el nucleolo, ¥ a que dicha regidn es especizl-
mente sensible a la ocurrenciaz de ZCHS$ el exceso de intercamblos
debido a ello no es suficiente como para gque el valor total en dicho

-

cromosoma - se eparte significativamente de los gue cabria ssperar

o
[

(!)

acuserdo con su tamafic relstive en el carictipo. Es afirmacidn

B

25 vélida tanto para el caso de ICHS egpontinecs comg parsa lég induci-
des. En cuanto a estos Gltimoes, parece claro puss gue en ninguno de
ivs dos casos {luz vigible e hidrazida maleica) presenta el par sate-
lizado ninguna caracteristica especial que pudiese hacerlsc sensible
de un modo peculiar ante la lezsidn provocada por 2s5tos agentes. Si
bien en el caso de la hidrazida maleica se desconoce ¢l mascanismo

slecular por el cual es capaz de inducir aberraciones e intercambios
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sungue se sabes gue es un agente S-dependiente {Zwiet:
1g78) {202), parz la luz visible 81 existen datos acercsa
a nivel de ADN. Tkushima y Wolff {1874) (76 ) fueron

que demostraron que cuando Se€ exXponen Cromosomas

z la luz visible, la frecuencia de ICHS se Incrementa notablemente.
La luz visible por el contrario parece no fTener sfectc sobre el AD
cosa que si ocurre con la luz uliravicleta {Rommelasrs ¥y
col., 1973) ( 147). En cuantoc & la naturalezs del daflo inducido en
log cromosomas Dbremosustituidos por la iluminacidn con luz wvisible,

Berw-Hur y Blkind (1972 (12 ) demostraron gue se trata en dliime tér-

de roturas de cadensa simple en el ADN. En este sentidc,Schvartz
nan v ocol., (1879) (161 ) propeonen que el efecto {ltime 2 nivel del
ADN, es decir, las roturas de cadenas simples, podria ser idéntico
rara la luz visible y ultravioleta, aunque por caminos distintos.
Nuestros resultados confirman los publicados por Schvartzman
v ocol., (1879) (181 ) v por Schvartzman ¥y Gutiervez (1980) {153} en
ezte mismo material en cuante & la eficacla de un Tratamientse con

luz visible a principios del segundo pericdo S, después de haberse

4]

1?forp3rado BrdUrd en el ADN durante un primer periodo de sintesis.

o =

Si admitimos gque =1 dnicco blanco para gue la luz visible sea capaz

provocar lesiones es el ADN bromosustitulido, seria ds espersr que

entras més riqueza de timidina tuviese un ADN, més cantidad dg bromoe

i

cilpse incorporarian en sustitucidén . de _la misma ¥ més senslible

b1
m

geriz dicho ADN a la luz wvisible. En base a ~=ue hemocs observado gue
al cromoscma satelizado no es especialmente sensible 2 la luz podria
proponerse que no presenta unz especial rigqueza de AT, gi lo compara-
mog con el resto del cariotipe. Esto ne implica gue en determinadas
regiones cromosdmicas pueda darse una espscial rigueza de AT, como
digeutiremos mds adelante en relacidn con la distribucidn intercromo-
sémica de los ICHSI

Han sido numerosos leos trabajos en 1os que se ha demostrado

gue las aberraciones cromosémicas ocurren con mayor frecuencia eéen

ilzs regiones heterocromdticas gque en la eucromatina {Natarajan v Ahn

§th




trom, 1973) ( 120), Dado gue en principioc se pensaba gue las aberra—
ciones cromesdmicas podrian ser intercambios incompletos
{ 4% ) (Kato, 1977a) (886 ) resultd de interés estudiar la distribucidn
de los ICHS en orden a tratar de establecer una relacidn entre ambos
Tendmenocs que apoyen la existencia de un mecanismo comiGn.

Aungue unos pocos autores han propuesto que los

1y
n
e
[
vy
n
N
U

ocurrir preferentemente a la heterocromatina (Natarajan y K1
1974; Schnedl y col., 1878) {121} (151} la mayoria han zlcanzadc re-
sultados completamente contradictorios, es decir, gque lzs regliones
heterocromidticas presentan mencs 1lnftercambios de los gue podria espe-

rse de acuerde con su longitud {(Latt, 1874; Carvano y Wolff, 1973;

Aostock y Christie, 1876; Hsu y Pathak, 1%78; Schvartzman y Coriés,
1977: Kato, 197¢9) (99 {22){14)(73)(187)(88).En cuglguiser caso, la dis-
tribucidn de lcs ECHS suele ser diferente de las aberraciones cromo-
sémicas, lo cual se emplea como argumentc en contra de gus exista
un mecanismo comin.

. ——

En lo que si coinciden diferentes autores ss en gue los LCH

son especialmente frecuentes en las zonas de unidn entre sucromatina

heterocromatina (Carranc y Wolff, 1875:; Bostock y Christie, 1876;

?

Crossen v col., 1977; Dolfini, 1878; Friebe, 1878; Gatii ¥ col., 187%
Kato, 1979; Cortés, 1980) (22) (14 ) (33) (39 ) (51 ) (54 )8
{25 } v en gue las regiones NOR son, asimismo, especialmente sengi-
ries a2 los ICHS {Schweizer, 1873; Schubert v col., 1879; Ockey, 1380)
£183) (154) (124).

Nosotros hemos cbservadeo que en el cromoscma satelizsdo de

ium cepz gue, al igual gue ha sido publicado, primeramente para
sl carictipc en su conjunto {Schvartzman y Cortés, 1977; (187 las

sgicnes correspondientes a bandas C (teldrmeros} ssi come las zonas

)

m

pericentroméricas presentan, en general, &l menos ICH_  de Jlos cque
- b=]

)

&
-
®

&
.
o
ol
®
o

cabria esperar; tanto espontinecs como inducides. Aunqgue la
pericentroméricas de los cromesomasde-A. cepa no se bandean, el patrén
de heterccromatina constitutiva encontrado en los nldcleos interfési-

cos hace pensar gque si son heterocrométicas, aungue el procedimiento
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de bandes C empleado seria incapaz de ponerlas de ma

£
D

tener en cuents gue mediante el bandeo € modificado se detecta

menos parte de esa heterccromatina centromérica.

W

También hemos encontrado, de acuerdo con lo publicado en

ctros materiales, una alta incidencia de ECH en la regidn NOR aso-

P

cisda a la constricecidn sscundaria del cromosomaz satelizad

”

pues, su cemportamiente distinte al resto de las regionss dai

como ﬁeueruc;omatlpas mediante los procedimientos de bandeo

2 cabo.

Stack y Commings (1979) (173} han publicado que mediante ex-
perimentos de hibridacidn "in situ" se detectan secuencias largas
repetitivas en la heterocromatina telomérics de &. cepa. Otros auio-
res {Marazia y Maggini, -1877; Cremoniniy col., 1981; Loierc ¥ col.,
1882 (112} (32 ) (107 tambidn han encontrado sscuencias alianmente
repetitivas en el ADN de esta especle. Loierc y col., {1882} 407)
han demostrado ademé&s cue ADN altamente repetitivo hibridiza en las
reglones teloméricas y paraceniroméricas y en algunzs zonas interca-
igres. Un ADN rico en AT y, por tanto, suceptible de ser alitazmente

-

bromosustituido, seria especialmente sensible a la ocurrencia de I is

63

sponténeos, si admitimos que la frecuencia de ICHq es proporcional
ila cantidad de BrdUrd incorporada (Mazrimes y Stetka, 1878 Schvart-

zman y col., 1979) (114) (162}, Iguslmente,este serfa el caso cuando tra-

m

[

tamos con luz visible, va que se considera que el ADN bromosustitul-
do es el blanco para la accidn de dicho agente, al producirse una
debrominacidn que resulte finalmente en roturas de ls cadena simple
{Ben~Hur y Eikind, 1972} ( 12 ). Aungue en diferentes organismos s
ha demostrados gque en la heterocromatina consgtitutiva se encusntra
ADN altamente repetitivo especialmente rico en AT, carscemcs de datos

ent este sentido en A. cepa. 81 bien Stack y Commings (1979) (173}

By

by

an publicado gue esta especie tiene el contenide mis bajo en GC en-

Ny

contrado en una angiosperma, nada sabemos acerca de la composicidn

de las regiones heterocrométicas de los cromosomas.




En el caso de la luz visible, aungue las regiones heterccro-

fuegen especiaimente ricas en AT, dado que &l tretamisnto

ediados del S y dichas regicnes repl

=Tl

tenido lugar la reparacifn de 2l mencs

siones antes de llegar el momento de la repli

sourren los ICHSQ Sin embargeo, en &l caso de los IChS egponténeos
1égico pensar que si hubilese uns especial incorporacidn de
4 en la heterccromatina, la frecuencia de los ICH . seria alli
especialnente alta.

Una hipdtesis acerca de la causa de una menor incidencia de
intercambios en las regiones heterccrométicas podria ger la alts con-
densacidén de las fibras de cromatina en esas regiones cromosdnicas

= lo largo de toedo el ciclo celular, exceptoe en el breve pericds de

iempo que tardan en replicar. Se puede pensar que esa alts Condern-

sacidn prevenga al ADN de las alteraciones que constitu

rasc indclal para que se produzea un ICH,
Dado que las proteinas ascciadas al ADN determinan su grado
de empaguetamiento, la suceptibilidad diferencial a la produccidn

de ZCESVa lo largoe de un cromosoma dadco, podria estar relzscionada

con el Tipo y la proporcidn relativa de las proteinas asociadas al

en cada regién del mismo. De las proteinas cromosdmicas, la hig-
tona HL se cree gue juege un papel fundamental en el mantenimiento
de la sstabilidad de la superhélice y del empaguetamisnto de lz fibra

de cromatina y podria pués postularse que la relativa proporcidn de

histonas H1 seria la responsable de las diferencias observadas, en
lzs diferentes zonas del cromosoma, en cuanto a la produccidn de in-

tercambios entre crométidas hermanas.
Katec tembién postuld en 187¢ (88 ) cue la supresidn de los

ICH_ en las bandas C y su potenciacién en las regiones interbandas

pudiera ser debido fundamentalmente a la estructura trerciaria de

& cromatina en esas regiones. Se ha publicade también gue en los nu—

ciecsomas asociados con un ADN altamente repetitive se produce una

-

pérdida de la histona Hl; mientras que contienen diversas proteinas
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no histdnicas no detectables en el resto de la cromatida ruclsar
sich y col., 1977) ( 118). Estas proteinas parecen estar STuerterente

unidas al ADN (Maio y Shildkrant, 196%) (108) lo que,

Te, pueds tener come consecuencia una mayor proteccid
nes a la acidn de las nucleasas (Bostock y col., 1978) { 1% ).
Gtra presumible hipdtesis zcerca de la menor incidenciz de

ert lag regiones heterocromdticas podriz establecerse an base

2 gue la replicacidn es estas regiones, que suele ocurrir a
del S parece ser especialimente répida {Cortés Gonzalez-~Gi
il

( 31 ) y por tanto, de acuerdo con diferentes modelos

acerca del mecanismo de produccidén de ICH  (Painter, 19
=
Bender, 1880) (130) (77), la posibilidad de que ocurriesen ICH se~

ria menor en esas regiones que en otras que se replican mis lentamen-

e
Ce.
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3.~ ACERCA DE LA ESTRUCTURA DEL CROMOSOMA METAFASICO.

Hoy dia existe un acuerdo general en que la esiructura
cromosoma es uninémica, vy el descubrimiento de los cuerpes nud o nu~
cleosomas han supuestc un avance considerable para entender la rela-

cidn que existe entre el ADN v las histonas al constituir la fibra

de cromatina. Una cuestidn muy importants que permanece sin aclarar
ez como se dispone la fibra de cromatina en el cromosoms meisfésico.
Yo vimos que aln no existen pruebss concluyentes acerca de la posie

& organizacidn en ordenss cada vez superiores gue irian  dezde el

H

iwel de los nuclecsomag hasta la crométida. Nosotros nos limitare

mos en la presente discusibén fundamentalmente 2 la pesible estructurs
gue 1a cromatine adopta al condensarse en mitosis, bazéndonos en

nuegtres obgervaciones al microscoplio Sptico de cromosomas Lromoguse—

Lz posible organizacidén de la cromatina en mitosis a nivel

debhate {Stubblefield, 18973; Bostock ¥y Sumnszr, 1878) (177 ; { 18 ).

Lentras que determinados autores baséndose en observaciones szl

sin seguir una ordenacidn especial hasta constituir laz cro-

siendo los cromdémercs las subestructuras més importantes
{Du Prau. 1968; Banr, 1977) (41} { 3 ), otros, *tomando como hase

cbhservaciones al microscopic &ptice y electrdnico han defendide la

de gue la cromatina adopta una disposicidn helicoidal en mitosis

¥ meiosis para formar la croma&tida {(Fujii, 1826; Makino, 1838; Chnu-

, 1985) (82 ) {(108) ( 126). Dicha estructura dispuesta en espiral
eg lo gue se conocce con el nombre de cromonenz.,
s

Raranetzky, J. (1880 { 7 } fué el primero en describir una

estructura espiral en cromosomas meidticos de plantas, hace ya més
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de 100 sflos. En 1926, Fujii (52 ) también describi

R

-

crmada por peguefice girocs en cromoscmas meidticos

[
3

1
ke

ante el periodo comprendido entre 1826 ¥ 1840 se

e
i

i

rabajos sigulendo esta misma linea, principalmente acerca de

¢

iz morfologia yv el comportamiento del cromonema tanto =n cromescomas

8

joxs
F,.VL
Q

G

3
!

metafdsicos como anafésicos de la primera divisidn meidtic

trario gque en plantas, las obserwciones en este sentidec en cromoscomas

;n

imales se vieron retrasadas por dificultades técnicas, al no estar

pueste a punto el chogue hipotdnico. A peszar de ello, pusden an-
contrarse en la literatura trabajos de Iinvestigadores gque

a demostrar la presencia del cromonema en cromesomas de espermatoci-
tos ~de maltmontes {(Makino, 1938; White, 1940; Coleman, 1243: HMakino
v Momma, 1950) (108)(191) {28 (110} Del mismo modo existen informes

cerca de la morfologia especial que adoptan los cromosomas somdticos

fh

(€N
0]

ciertos protozoos flagelados. Su estructura esplral se ha observa-

do claramente en varias especies del génerc Holomastigobtpides, con
lz particularidad de gue en este caso se descibe una espiral peguefz
gue se mantiene en todos los estadlos del ciclo celular, y una espi-

rzl grande, que empieza a aparscer tan prontc como tiens lugar la
condensacidn de la cromatina, en profase {(Cleveland, 1948, 1854)(23)
{ 24 ). Asimismo, en el foraminiferco Patellina corrugats también se
puede observar el empaguetamiento en espiral del cromonema {(Ls Cal-

1838, 1850; irgll, 1959) (102) [103) (80 ). La estructural es-

Ge los cromosomas de Euglena viridis ha sidoe también descri
por Saite en 1861 { 148 . Bay que mencionar aguil gue en los ¢cromosonas
znafésicos de Patellima y de Euglena se hen descrito dos fibras d

®

[#4]

cromonema en lugar de una, 1o cual en principlo no tendria porgue
astar en contra del modelo uninémico de estrucltura del cromosoma ge-

raimente aceptado. En este sentido, hay gue decir gue a - vers:

(IA

s

scrito es cromatidas o suberomdti Pen  Cromoson ani-
descrito "dobl roméatida sub métidas"™ en somas ani

ss vy vegetales (Ris, 1961; Peacock, 1863: Giménez-Martin ¥ col.,
1863; Sparveli y col., 1865; Troske y Wolff, 1883%; Wolff, ¥
{145) (135) (37 ) {(171) (187) (185 ) aunque hoy en 4&i




considera gue, al menos en la mayoria de los cascs se

by

‘zrtefactos’ (Bostock y Sumner, 1878) ([ 15).

uracidn del cromosoma. La técnica se basa en el use de una 50—

ién hipoténica de especial composicidn salinz. La aplicacidn de

o

esta metodologia mejora la visualizacidn del cromonema debido, proba-

blemente, a la extraccién de algunoc de los constituventes del ¢romo-

. En general, los gircs del cromonema nc son reconocibles en los
nicleos interfésicos zl observarlos al microscepic é&ptice, debido

a2 la desceondensacidén de la cromatina. Por el contrario, el cromone-

enrrollade en Torma de espiral sparsce claramente visible los cro-
mosomas individuales, sobre todo en la profase tardisz v en metafase,

aumnentando ¢k, didmetroc de girc az medida que aumenta 1z conirscceidn

cromosdmica.

Onnuki, ademds de establecer esta configuracidn

2]l cromonema en c¢romosomas humancs, hizo una serie de apreciaciones

jo R

acerca  del nGmero de giros presentes en un cromoscoma,

del cromosoma, tales como constricciones primasrias, sscundarias vy

regiones teloméricas,

En cuanto al nOmerc de giros, segin este zautor dicho ni

guarda relacién con el gradc de contraccidn cromosdmica, de manera

3

ue existiria una amplis variacidn dependiende del estado de zondasne

e

sacidn de lz cromatina. No obstante, cada cromosoma metafisico en
partlcular presentaba aproximadamente el mismo nlmerc de gircs en

las diferentes células estudiadas. Ofra observacidn genersl era gue
o8 cromosomas mas grandes presentaban meycr namero de gires gque los
még pegueflos,

A pesar de las dificultades que existen para, en cromosomas

e 2 :

teflidos simplemente con Giemsa, analizar en detalle lz direccidn del

girc ds las h8lices, esto es, si estd girada hacia la izouierda o




o~ =

hacia la derecha en relacidn al

o]

~os resultados de Ohnuki sugleren

ez .especifica en ninguna parte del cromoscma. Sin embargo, algunas

-

Jeces se observan cromosomas gus mostraban direcciones de giro simée
tricas en ambas cromftidas, es decir, si una estaba a un de

nivel girada hacia 1s derecha, la cotra lo estaba haciz la izguierda.
De 1z misma manera, este autor propusc gue la direccidén del gliro pa-

recia cambiar dentre de la misma crométida, e incluso & veces en el

amo  brazo cromesémico, siendc este cambic también simétrics en

zmbas crométidas. Esto puede estar en relacidn con las contricoiones

413
]
’, )
1$
4
&)
i

sencudarias, las cuales, segln Chnuki sme caracterizan porgu
menema estd allil més debilmente espiralizade o porqus z s3e nivel
gparecen cambics en la direccidén de giro. Igualmente, las consirice
ciones primarias aparecen como zonas localimente desenrrclladas, sin
mostrar a una configuracidn especifica. Esto contrasta con la ides
de una alta especializacién estructural en 2l centrdmero.

En estos cromesomas desesplralizados puede observarse melo

ot

U

configuracidn gue el cromonema adguiers al alcanzar las partes

noli

bete
]

extremas del cromosoma (regiones teloméricas). Se han descrito

o3

so tipos de estructuras teloméricas en cromosomas metafisicos, segin
Lz espiral acabe en forma puntiaguda o adguiera una apariencia redon-
da. En cromosomas de hamster sirioc, Melina (1973} (117 demostrd, asi-
mismo la estructura en espiral, luege de Tratar con hialuronidassa.
Pese a todag las cbservacicnes acerca de la estructura heli-
coidal del cromoscma, Bahr v col., (1873)(4), de acuerdo con el modelo
de fibra de cromatina plegada al azar que mencionames anterio
han propuesto gue tales imigenes se deblan en parte a la disposicidn
oblicua de cromémeros alrededor de un eje imaginario ¢e la crométi-
da que estaria en realidad, constituide por fibras leongitudinales

For oira parte, Bostock y Sumner {1878) (18 ) afirman que aungue

muchios cromosomas, eéspecislimente azlguncs de los mayorss guUe S& &N

S
cuentran en plantas, muestran una clara estructura espiral, estoc no

parece ser un aitributo universal de los cromosomas y ademds, que mu-
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cnas. illusiraclones que pretendian mostrar una estructura espiral no

son del tode convincentes. Aparte de esto, muchos estudios recientes

€.
o
]
2]
3
m
|_-|
‘.MJ
o
]
3
o

su méximo grado de condensacidn para form

métidas en metafase se organiza en forma de una macrohélice

1968; Haapala y Nekkale, 1882) (127 ) (84 } gue, rescisniemente, se

o8]

jo N

0]
¥

bz demostrado que guards uns relacidn inherente con las bandas
tecladas al microscoplo éptico {(Harrison y col., 1981) (&7
estructura en éspiral ha llegado a observarse incluso en cromoscomas

bumancs en GL condensados prematuramente (Jérgesen v Bak, 1882)(78)

microscopico electrdnice, mediante el scanning, se ha chservado,

imismo en repetidas ocasicnes la estructura helicocidal

col., 1881; Hzapala y Nokkala, 1882; Utsumi, 1882) (867 ) {54 (189

(]
=<}

La tincidn diferencial gue permite poner de manifiesto ague

i

ilas regiones cromosdmicas gque han incorporade BrdUrd en su

7

servide para aportar datos adicionales que sugieren también la exig-
tencia de un nivel de orgenizacién helicoidal de la cromabina para

constituir la crométida. En primer lugar, hay gue mencionzr gus iz

s

tincidn de fluorescersiz mis Giemsa (FPG) ha sido Gtil para obser
con un alte grade de resclucidn, peguefios segmentos intercambisdos
gug no alcanzan la anchura total de la cromdtida. La sxisten

eztos segmentos ha sido demostrada en Vicia faba (Kihimen, 187

y en Allium cepa (Schvartzman y Cortés, 1977; Schvartzman v

1878; Cortés y Hazen, 1881) (157 ) {18C) {'30). Kihlman les denomind

foed

"
3

1tercamblios puntuales ¢ "dot-like exchanges" y propusc gue podrian

e
[

ser el resultado de dos intercambios entre cromitidas herrmanas aue

B

ccurriesen muy préximes entre si a lo largo de la fibra de cromztina
Pogsteriormente, en Allium cepa, Schvartzman y col., (1878) (150 },
mediante un andlisis estadistico de las dist ias entre intercamblos
a io-largo del cromosoma llegaron a resultados gue parecian en apoyo
de la hipdtesis de Kihlman

Lag observaciones de Schvartzman v col., {(1978) acerca del

L}

atrdon morfoldgico que presentan estos intercambics puntuales, v las

w3




realizadas en la presente Tesis ne
existen disposiciones longitudinales de fibras de cromatina de didme-
tro detectable al microscoplco Sptico. Esta afirmeldn es resultado

de gue, aungue el tamafic de los segmentes a lo ancho de la cromitida
eg varisble, la dimensidn longitudinal es aproximadamente constante,
de unas 0.5 um, lo cual se estima que seria el espescr del cromonsm

Ademis, dicho cromonema es visible en determinades casos en nicleos

4y

rofésicos de A. cepa, sin haberlos somstidos a ni

ke

n
hipotdnico, come puede verse en la figura 31 . Lz hipdiesis =zcerca
& 1z existencia de una subestructura cromosdmica de sstas caracte-
risticas en los cromoscmas interfésicos parece asimismo apoysada por
gl hecho de haber cbservado nosotreos segmentos de replicaddn tardia

{SRT) que presentan caracteristicas comunes con 1os intercambi

Q

U}

o}

o

his|
i

tuales en cuanto a su espesor constante, asimismo de unas 8.8 Pt

la figurs 32 puede verse un e€sguema gue representa el caso de un

tercambio puntual y de un SRT de acuerdo con el modelo del cromone-=

Si admitimos la existencia del cromonems en 10 cromoscomas

metaffsicos de A. cepa puede efectuarse un cdlculo del nimerc de hi-

3

potéticos  giros gue le corresponderian a cada cromoscma de acusrdo

4

on su longitud (Tebla.€ ). En contraposicidn a lo gue afirmaba Ohnu-

¢l

ki (1988) (127 ) en cromosomas humancs, acsrca de que el nimero de

iros depende del estado de condensacidn de la cromatina, reduciéndo-

i

e dicho nimere conforme se va condensandce el cromescoma, estudios

o)l

¢4

raciéntes de Haapala (1984) {83 ) empleandc tanto la microscopiz Sp-
tica como electrdnica han venido a demostrar gue el nlmero de giros
no se relaciona directamente con el grado de condensacidn, va gue
parmanece priticamnete constante en cromosomas que van  redutisndo
su longitud desde prometafase hasta metafass {no hay eliminacidén de

ITOB ).

i

Otra cuestidn muy importante es la direccidn de los giros,

dade gue se ha descrito gue puede haber dos direcciones alternziivas

de la h&lice, ya que la misma pusde estar girada hacia la derscha




o haciz la izguierda (Chnuki, 1368; Haapala, 1584) (127) (65

B} = x

ten, en principio, decs posibilidades: & gue la direccidn del

ern un determinado brazo cromosémico sea completamente al azar, & bien

gue haya una cierta deferminacidn de dicha direccidn. En

}

do, mientras que Ohnuki (1968) (127 ) afirma qgue en 1o

la direccidn de los giros es al azar, Haapals

en el mismo material llega a la conclusidn de que no

enn la mayoriz de los casos la direccidn en ambas

un determinado nivsl seriaz simétrica, o© sea, una iris girada a 1z
derecha vy su cromé&tida hermanz a ls izgulerda.

Por nuestra parte, al no Tratarse de cromoscomas scmetides
z ningln . chogue hipoténico, no hemos podide analizar la direccidn

de 1z hipotética hélice a 1o largo de todo el cromosoma. No obstante,
Y

P

el patrdn gue presentan los que hemos dado en llamar inbtercambios
discontinucs nos suglere cual es la direccidn del girc al nivel en
que son observados. Come vimos, las imfgenes gue se obServan <cono

resultade de los intercambios digcontinuos pueden ser de dos tipos

no superponibles. En la figura 33, podemocs observar cual
seria la direccidn del giro para gue resultara una u otra imagen,
es decir, en un caso la hélice tendria un girc a la derecha y en el
otro la direceildn seris hacia la izguierda.

Bagéndenos en dicho patréﬁ morfoldgice, hemos podido observar
gue en la mayoria de los cascs (B2%) la direccidn de giro a un nivel

determinado en ambas crométidas hermanas parece ser simétrics

)

ig., 34), coincidiendoc con lo cobservado en cromesomas humancs (Haa

b

zia, 1884) { 65 ). Si esto es asi, podria proponerse gue sxiste un
mecanismoe desconocido gue determinara el sentido del giro gue adopta-
ria el cromonema al irse condensando lz cromatina con la llegads a
mitosis.

En cromosomas humanosg, aungue la direccidn de giro a 1o large
de la crométida se mantiene hasta cierto punto, se ha descrito gue
scurren camblos a determinados niveles, por ejemplo, donde hay una

constriceidén secundaria {(Chnuki, 1888) (127 }. Como resultade de la
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oservacidn del patrdén morfoldgico que apars cuandc s& encuentran
dos intercambios discuntinucs adyacentes en una cromitida que pus-
den dar origen a dos imégenes diferentes, como vimos, parece deducirse

ue, mientras gue en unos casos se mantiene la direccidn de giro entre

£

ambos intercambios adyacentes {(Fig. 33c¢c), en otros casos hal

lugar un cambioc de la dirsccidn del giro (Fig. 334).

enn este Ultimo casc, no se observa constriccidn secundaris

gue pudiese dar lugar al cambio & reversidn en la direccidn de giro,

©]

nuestras observacicnes parecen estar de acuerde con las gde Haapala

(1884) ( 65 ) en el sentido de gue la mayoria de los sitios donds cou-

un cambio se distribuirian al azar a lo largo de las crométidas,
gin ‘gue éparezcam como constricciones al condensarse la cromatina.
A1 parecer, dicha reversidn ocurre en ambas cromitidas hermanas al
nivel gue sea. En algunos casos particulares los ID parecian abharcar
una  s6la vuelta completa de la hélice, mostrando simetrisa en &1 sen-
tido. de giro de la supuesta hélice en ambas cromiétidas hermanas.

Zn la figura 35z se da la posible interpretacidn de este hecho basado

er. ¢l modelo de cromonema. En la figura 35b se muestra el caso ds gue,

iz imagen formada en ella parece ser unz linea recta, que podria in~
Cerpretarse como la imagen correspondiente al reverso del intercambio

5

bzervado en la cromdtida hermana.
En resumen, el conjunto de nuesiras observaciones en cromo-

semas bhrome-sustituidos constituyen un apoye a la idea de gue las cro-

en metafase estén constituidas por un cromonema gue se  dispo-
ne helicoidalmente, y por tanto, no se trataria de un asrtefacts prove-
cade por los tratamientos hipotdénicos =z gue han sido somebidos tradi-
cionalmente los cromosomas para poder observar dicha estructura. En
nuestra opinidn, el uso combinado de dichos tratamientos hipoténicos
v de la técnica FPG podria aportar en el futuroc nuevos datos zacerea

de la estructurs del cromosoma metafésico, por ejemplo, en lo gue se

gre a la especial estructura del centrdmero, teldmercs vy cons—

tricciones secundarias. La microscopia electrdnica de scannin

¢4
ot
w
3
[
H
[}
3
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ser de gran utilidad para sstudiar

£
i -4
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CONCLUSIONES.




Del estudic de la capacidad de distintos nucledsidos, Tsles como
Timidina, Uridina y Fluorodesoxiuridina, para inducir intercam-
hios entre cromdtidas herﬁamas {ICHS} concluimos que, en Aliium
cepa, la Timidina no parece tener efecto algunc sobre la frecusn-
cia de ICHS; la Fluorgdescxiuridina,sin embargo, hs demostrade
zser un potente inductor de intercambios en nuestro sistems mien-
tras que la Uridina es capaz de provocar un descensoc ¢8bil, sun-~
que estadisticamente significative en la tasa de intercambios
basales.

La Timidina en exceso vy la fluorodesoxinridina provocan un reira—
so considerable en la cinética de proliferacidn celular, =sungue
s6lo en el segundo c<aso este relraso va acompafiade de una induc-
cidn de ICESQ Estos resultados parecen indicar gque un zlarga-
miento en la duracién del cicle celular no es condicidn suficiene

te para que se eleve la frecuencia de intercambios.
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bios resultd ser diferente segln

La capacidad de la Fluodesoxiuridina

fuese aplicado el tratamiento, de manera que, cuzando la
ba presente en el medic unicamente durante la primerza ronda de

replicacidn, la tasa de intercamblos en cromosomas de la ssgunda
mitosis, era notablemente superiocr gue cuandce el tratamientc con

este inhibidor se realizaba sdlo durante la segunda ronda.

La alta frecuencia de ICHS observada al <Tratar con FdU parece
ser resultado de un alto grado de incorporacidn de Brdlrd en el

ADN més que de un efecto directo de la F4U por si miszma.

La mayor parte de los ICHS inducides por FdU son producidos cduan-
do un ADN altamente bromosustituido es usade come mclde pare la

replicacidn.

La razdén entre las frecuencias de intercambios gue se cohtisne
pera cromosomas con dos o sdlo una ronda de replicacién en BrdUrd
s¢ mantiene cuando se usa simultaneamente FAU a2 las conceriracio-
nes de 10“7M y 5. 10 M, Sin embargo, la razdn tiende a disminuir

para concentraciones de FdU menores o en ausencia de ia

EL cromosoma subtelocéntrico satelizado de A1lium ceps musstra
una frecuencia de ICHS esponténeos e inducidoes proporcional =

su longitud en metafase.

En base a los resultados presentados podemos decir gue, an
ral, hemcs encontrade unz tasa de ICHQ menor de la gque czbris
esperar segin una distribucidn aleatoriz de los mismos, 2n las
regiones heterocrométicas del cromosoma satelizade de Allium cepa
con la excepcibén de la regidn organizadora nucleolar {(NOR) la

cual, & pesar de detectarse como heterocromética mediante los

procedimientos de bandec correspondientes se manifiesta come una




zona cromosdmica altamente sensible a la preduccidn de intercam-

bicsentre crandtidas hermanas.

rIi

$.~ El altoc grado de resclucién ofrecido por la técnica PG ncs ha
permitido observar clertos detalles gque pueden suministrar infor-
macidn acerca de la organizacidén de la cromatina en coromoscmas
metafédsicos. Asi, ademds de los intercambios puntusies, yva dese
critos, hemos obsesrvado segmentos de replicecidn tardia {SRET)
gue comparten las mismas propiedades de leos intercambios puntua-
les ¢ intercembics de caracteristicas peculiares =z los que hemos

dencminado intercambiocs discontinucs {(ID).

i%.~ De los patrones morfolbgicos observados para leos interc
puntuales y los segmentos de replicacién tardfa pusde deducirse
gue no existen asociaciones de fibras de cromatine de un diamge-
tro detectable al microscopic Sptico dispuestas longitudinalmente

en los cromosomas metafésicos de Allium ceps.

1Z.-  Los +tres tipos fundamentales de c¢bservacicnes realizadass en
cuanto a la pesible estructura del cromosoma en su estatic de méaxi
ma condensacidn  én metafase parscen apoyar el modelo propussto
por diferentes autores en cuantc a la existencis de unsa Tibra
o cromeonema dispuesto helicoidalmente paras constituir la cromébti-
da.

12.~ Las imigenes gue se observan come resultade de los intercanmbios
discontinuos pusden ser de dos tipos diferentes v no superporni-
bles, 1o cuzl podria tener implicaciones en cuanto al sentido

de girc del cromonema.

13.= De las cobservaciones de los patrones morfoldglcos presentados

por Los ID en una © ambas crométidas hermanas podemos deducir




gue, en la mayoria de los cascs la direccidn de giro del cromone-

ma seria opuesta en una y otra crométida hermanz v que la direc-

=t

cidn de girc puede cambiar a lo large de la cromdtida e inclusc

derntro del misme brazo cromosémico, no siendo

pensable para ello la existencia de constriccion

e GB -
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FIGURA 31.- NGcleo en profase de una célula meristemftica de
Allium cepa. Pusde observarse c¢laramente come la
fibra de cromatina, 21 condensarse, adopta unsa

apariencia helicoidal,







FIGURA 32.~ Esguema de la interpretacién de un intercambio pun
tual {a) y de un segmento de replicacidn tardiz
{p)} Siguiende el modelo del cromonema, esto eg,
suponiendo gue la fibra de cromatina se organiza,
a un nivel inferior al  de cromitida, en

de una macrohélice.







FIGURA 33.-

Andlisis de la posible direccidn de gire de las
hé&lices basado en los diferentes patrones morfo-
l1égicos observados en los intercambios disconti-
nUOS .

g2) Un ID con un perfil en L podria originarss
cuando se& condensa una hélice girada a la derecha
b} Para explicar la morfologia de este tipo d&e
ID, podria proponerse gque el sentide de giro de
esta hé&lice zea el contrarioc al anterior,
Considerande des ID adyzcentes las imagenss obe-
servadas parecen indicar gue mieniras gue en unos
cagsos la direccidn de giro de 1z hélice se man-
tendria entre ambos intercambiocs (¢}, en otros

dicha direccidn de giro podria cambiar (d).
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Interpretacidn segin el modelo del cromonemz {c)
de un intercambio discontinuc que presenta un
patrén morfoldgico simétricc en ambas cromitidas

hermanas (b). Para gue se adguiera dicha morfolo-

fort

a al condensarse la cromatina (d) podria estz-

e
bt

blecerse la hipdiesis de que ambas hélices estu-
viesen giradas en sentides copusstes, al nivel

a2l gue se observa tal 1D,







JRA 35.~ Interpretacidn de un ID segiin el modele del cromo-
nems.
a) Este ID puede ser interpretadoc como que abarcsas

una vuelta completa de uns hélice. 3u cromdtida

hermana iria girada en sentidec contrario, puesto
gue el patrén morfoldgico que presenta es simé-

Trico.

Wy
o
.
[N
m
7]

L) admitiendo una torsidn deuna de las cromd

con respecto a la ofra.







TABLA &

Estimacién del nimero aproximado de girosg para cada cromosoma del cariotipo de Allium cepa

segliin su longitud,

Par cromosdémico n@

1 2 3

4 5 8] 7 8
Longitud del cromosoma’ 14.70 14,11 13.52 12.83 12.34 . 11.78 5.99 8.82
Girogpor cromdtida 28-30 2728 25-26 2425 2324 19-20 1718

28-29

{a) La longitud del cromosoma se expresa en pme Istos datos se obtuvieron a partir de medicio-

nes de 10 metafases completas.
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