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RESUMEN

Se hizo un estudio de los efectos causa-
dos por un ambiente carente de oxigeno
en células meristematicas de raicillas de
Allium cepa, llegandose a comprobar la
presencia de alteraciones en el desarrollo
de la mitosis y una disminucién de la fre-
cuencia mitética relacionadas con el tiem-
po de exposicién a dicho ambiente.

Aunque las causas precisas de estas alte-
raciones son dificiles de sefialar por su
complejidad, parece ser que en su desarro-
llo estan implicadas las disfunciones me-
tabdlicas resultantes de la anaerobiosis,
que afectan la produccién de ATP de ori-
gen citoplasmatico y nuclear, necesarios
para la realizacién de la mitosis y otras
funciones celulares.

SUMMARY

An study of the effects caused by an
environment deprived of oxygen on me-
ristematic cells of Allium cepa was ca-
rried out. The presence of alterations in
the development of the mitosis and a
decrease in the mitotic frequency relative
to the exposure time in such environment,
was demostrated.

Although the precise causes of these
alterations are difficult to single out be-
cause of their complexity, it seems to be
that in their development metabolic dis-
functions originated in the anaerobic con-
ditions are involved and that they affect
the ATP production of cytoplasmatic and
nuclear origen, which is needed during
the process of mitosis and in other cellu-
lar functions.
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INTRODUCCION

La influencia ejercida por el medio ambiente en la fisiologia de la cé-
lula ha sido motivo de numerosos estudios relacionados con el metabolis-
mo, [a reproduccién y la diferenciacion celular.

El oxigeno que es uno de los factores ambientales de mayor importan-
cia ha sido definido en muchas de sus funciones en la vida de las células
animal y vegetal, pero los resultados de las investigaciones sobre su in-
fluencia en la reproduccién celular han sido la mayoria de las veces contra-
dictorios y su papel al respecto aun queda por definir.

El objetivo de este estudio fue el de analizar la influencia ejercida por
la escasez de oxigeno en la frecuencia y la mecédnica de la mitosis en tejidos
vegetales.

MATERIALES Y METODOS

Para el efecto fueron puestos a germinar varios bulbos de cebolla,
Allium cepa, por una semana en atmosfera con oxigeno hasta que las rai-
cillas alcanzaron entre 0.5 y 1.0 cm. de longitud aproximadamente, y al ca-
bo de este tiempo fueron trasladados a recipientes que contenian agua pre-
viamente hervida; los bulbos se reparticron en cinco campanas de vidrio
que contenfan pirogalol en sus fondos en cantidad suficiente para absor-
ber el oxigeno que pudiese quedar una vez que fueron sometidas a la ac-
ci6n de una bomba de vacio. Las campanas fueron selladas con parafina y
puestas en un lugar oscuro. Para actuar como controles se dejaron en el
medio ambiente normal, varios de los bulbos de Allium cepa.

Las raicillas permanecieron en las campanas por periodos de 12, 24,
48, 96 y 192 horas. Una vez cumplido cada periodo de tiempo se abrieron
las campanas, se cortaron las raicillas que Iuego fueron puestas en fijador
3:1 (3 cc. de alcohol absoluto y 1 cc. de 4cido acético glacial) durante 3
dfas; de cada muestra se hicieron tres squashes (aplastamientos) por el
método de tincion de aceto-orceina.

Las raicillas mas pequefias de cada muestra se dejaron en los bulbos
con el fin de que continuaran su desarrollo en medio ambiente normal y
observar su posible recuperacion después del periodo de anaerobiosis. De
cada una de las muestras se pudieron obtener raicillas que se recuperaron
por periodos de 6, 12 y 48 horas, que fueron fijadas y tefiidas de la misma
manera que las muestras anteriores.

A la vez raicillas sometidas al tratamiento anaerdbico, raicillas con-
troles y de recuperacién, fueron incluidas en parafina para obtener cortes



Fig. 1. Crecimiento anormal de nucleos y Fig. 2A. Fuentes anafasicos multiples.
nucléolos

Fig. 3A. Anafase abierta.
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Fig. 2B. Puentes Telofasicos.



Fig. 3B. Anafase con cromosomas Fig. 4. Metafase con un cromosoma
rezagados. desprendido
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Fig. 5. Desorganizacién cromosémica en
mitosis

-

Fig. 6. Mitosis tripolar Fig. 7. Telofase con ausencia de placa
celular.



de 10 micras; se tifieron con cristal violeta, por el método de Randolph y
fueron montadas con balsamo del Canad4, con fines a observar la frecuen-
cia de la mitosis en cada una de las muestras.

RESULTADOS

Observados al microscopio los squashes (aplastamientos) de las mues-
tras que tuvieron un tratamiento de 12 y 24 horas pudo comprobarse que
tenfan mitosis normales y que la frecuencia de las mismas eran muy simi-
lares a la de los controles normales. En las muestras de 24 horas pudo obser-
varse un crecimiento anormal de algunos nucleos y nucléolos de células en
interfase.

En las muestras de 48 horas se observo una ligera disminucién en el
nimero de las mitosis, aumento del tamafio nuclear y nucleolar en varias
células y mitosis con varias clases de alteraciones, en escasa cantidad. Las
anomalias observadas consistian en: a) Disolucién de la membrana nu-
clear con dispersién del material cromatinico en el citoplasma. b) Profases
muy abiertas. ¢) Cromosomas metafisicos excesivamente contraidos. d)
Presencia de escasos puentes anafésicos. e) Dispersion de cromosomas ana-
tisicos y metafasicos.

En las muestras correspondientes a 96 horas de tratamiento fue maés
notoria la disminucién de la frecuencia mitética en relacién con los contro-
les normales y la mayoria de las mitosis mostraba las mismas alteraciones
de las muestras anteriores con aparicién de otras como fueron las mitosis
tripolares, las metafases poliploides, los pucntes anafésicos muy abundan-
tes, los puentes telofésicos e inhibicion de la citocinesis. Los controles mos-
traron mitosis normales y abundantes.

Los squashes correspondientes a muestras tratadas por 192 horas, no
presentaron mitosis.

En el cuadro N9 1 se puede observar el porcentaje de mitosis del con-
trol y de las muestras en tratamiento anaerdbico durante 12, 24, 48 y 96 ho-
ras. Ademds en todas ellas puede apreciarse el mismo porcentaje de mito-
sis en los periodos de recuperacion correspondientes a 6, 12 y 48 horas. Ob-
sérvese la caida de la frecuencia mitética en las muestras tratadas sin pe-
riodo de recuperaci6n.

La muestra de 192 horas en anaerobiosis, no se recuperé después del
tratamiento con oxigeno.
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CUADRO N9 1
FRECUENCIA DE MITOSIS
Etapas de la Mitosis (cantidades observadas)

Tratamientos Pro Meta Ana Telo Interf. Total 9% de divisiones

-] oo

12- 0 17 12 4 12 460 505 8.9
12 - 6 13 6 4 5 380 408 6.8
12 - 12 11 3 2 1 150 168 10.7
12 - 48 45 12 5 10 422 494 14.5
24 - 0 30 10 2 0 518 560 7.5
24 - 6 32 4 2 5 500 543 79
24 - 12 28 30 7 8 520 593 10.6
24 - 48 26 20 5 6 410 467 12.2
48 - 0 25 12 7 13 500 557 10.2
48 - 6 22 8 5 5 280 322 13.1
48 - 12 26 15 10 12 430 493 12.7
48 - 48 23 12 5 8 310 358 154
9% - 0 12 5 6 4 510 537 5.0
96 - 6 10 3 5 4 400 422 5.2
96 - 12 15 4 8 6 432 465 7.0
93 - 48 16 6 4 8 474 508 6.6
Control 60 9 5 10 420 504 16.6

o

Horas de permanencia en anaerobiosis.

0o

Horas de recuperacién en ambiente con oxigeno.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este estudio realizado en células vegetales expuestas a un ambiente
rarente de oxigeno se pudo comprobar que existian alteraciones de los mi-
tosis tanto en la frecuencia como en el desarrollo de la misma que bien
pudieron ser de orden primario o secundario, ya que tanto el desencade-
namiento de la mitosis como el desarrollo de Ia misma depende de varia-
dos factores.

Las anomalias aparecidas en la mitosis sugieren una desorienta-
cién del huso acromitico y una posible falla en el funcionamiento de los
centromeros debidos a las conclusiones ambientales existentes. Sin embar-
go es dificil concluir de qué modo fueron producidas esas alteraciones va
que, como se explicd anteriormente, las causas pueden ser de distinto orden
ya sea que hayan tenido incidencia directa sobre el aparato mitético o bien
hayan actuado de manera indirecta a través de disfunciones metabdlicas.

El crecimiento anormal de algunos nicleos y nucléolos en las mues-
tras de 24, 48 y 96 horas (Fig. N° 1) nos dan una idea del desequilibrio
del metabolismo celular y de los esfuerzos realizados por estas estructuras
para suplir los efectos de las alteraciones funcionales del citoplasma. Este
tipo de mecanismo en donde se demuestra hiperactividad y, por consi-
guiente, crecimiento anormal de los nuacleos fue observado por Rather y
Benninghoff (1958) en estudios realizados sobre dependencia reciproca
entre el nicleo y el citoplasma, pudiendo ellos demostrar una pérdida de
la relacion nucleo-citoplasma en células cuyo nacleo habia alcanzado gran
tamafio después de requisitos funcionales citoplasméticos, y dieron a este
fenémeno de compensacion el nombre de “edema funcional del nteleo”.

Los cambios ocurridos en los nicleos de células que sufrieron Ta ca-
rencia de oxigeno durante 24 horas en este experimento no alteraron, sin
embargo, el proceso mitético el cual se desarrolld casi paralelamente al tes-
tigo en cuanto a la normalidad y al nimero de mitosis.

Las reacciones metabolicas de esas células que estaban destinadas a
conseguir la energia necesaria para los procesos vitales como es el de la
division celular se cumplieron, y ante la evidencia de mitosis normales a
las 24 horas de tratamiento podemos pensar que en esas céiulas se produ-
jo energia capaz de desarrollar ese proceso de division. Si consideramos
las condiciones de anaerobiosis de este experimento, y por consiguiente la
incapacidad de que estas células obtengan su energia por medio del me-
tabolismo aerobio a través del citoplasma, se supone que en este caso las
células utilizaron una energia residual o bien una energia obtenida por el
nucleo a través de reacciones glicoliticas anacrobias, para la realizacion de
la mitosis, aunque esta energia fuera poca. Ambas aseveraciones sobre la
obtenciéon de dicha energia pueden ser ciertas, pues aunque el trifosfato
de adenosina (ATP) obtenido de estas dos maneras seria escaso en com-
paracién con el que pudieron haber producido Jas mitocondrias en condi-
ciones favorables de oxigenacion, las células no exigicron una mayor de-
manda de oxigeno para poderse dividir.
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Erickson (1947) y Stern (1948) pudieron comprobar que en el
periodo premitético de las células vegetales hay un incremento en el con-
sumo de oxigeno pero que éste disminuye en la cariocinesis. Swann (1957)
pudo obtener algunos datos acerca de la naturaleza de la fuente de ener-
gia necesaria para la division celular en experimentos realizados en erizos
de mar y sugiri6 que la energia que la célula adquiere en sus reacciones
metabdlicas de interfase puede actuar como una “energia reservoria” que
se acumula previamente a la divisién celular, y se utiliza en el momento de
la cariocinesis cuando ésta se desarrolla en un ambiente anaerobio.

Las células meristematicas de Allium cepa pudieron dividirse a las
24 horas de anaerobiosis con utilizacién de poco oxigeno como se pudo
comprobar; sin embargo los experimentos realizados sobre la influencia
del oxigeno en la reproduccién celular han sido contradictorias en algunas
ocasiones. Experimentos realizados en huevos que contienen gran canti-
dad de vitelo como los de rana o trucha, el clivaje puede presentarse en
ausencia de oxigeno. La mayoria de los huevos marinos y los protozoarios
necesitan oxigeno para poder efectuar Ia mitosis. Wilson y colaboradores
(1965) comprobaron que células jévenes de meristemas vegetales pueden
dividirse mas facilmente en ausencia de oxigeno que otras células mas di-
ferenciadas.

Al ser estudiadas las muestras que en este experimento permanecie-
ron en anaerobiosis por 48 y 96 horas, se pudo comprobar una disminu-
cién de la frecuencia mitética y aparicién de anomalias en el desarrollo
de la mitosis y en la estructura de los cromosomas, con mayor intensidad
en la segunda muestra. Los experimentos anteriormente descritos pueden
dar explicacién de estos fenémenos; muchas de Jas células que estaban
en comienzo de interfase al ser colocadas en atmésfera carente de oxigeno
fueron incapaces de iniciar el proceso de divisién, pues en el desarrollo de
esta fase es maés intenso el requisito de oxigeno para la tormacién tle ATP
y otras funciones celulares. Las mas avanzadas en el periodo de interfase,
podrian contar con un ATP de reserva para iniciar la divisiéon celular; si
en las primeras 24 horas hubo ATP suficiente para el desarrollo normal de
las mitosis, a las 48 y 96 horas algunas células alcanzaron a tener mitosis
normales pero otras mostraron gran ndmero de anomalias, que en parte
pueden ser debidas a la escasez o agotamiento del ATP necesario para los
movimientos anafdsicos normales de los cromosomas. Epel (1963) demos-
tr6 que la intensidad de la mitosis era paralela a la concentracién de ATP
en las células y que la divisién podia bloquearse en cualquiera de sus eta-
pas por medio de inhibidores de la respiracién celular. Cobn (1969) en-
tre otros citélogos recalca la importancia del papel de ATP en la mitosis y
hace hincapié en la necesidad de estc compuesto en Ja formaciéon del huso
acromatico, en su contraccién y en el movimiento de los cromosomas en
la anafase.

También se han llevado a cabo varios experimentos destinados a in-
vestigar si el origen del ATP utilizado en la mitosis es originado en reac-
ciones glicoliticas. Hughes (1950) y Pomerat y Willner (1959), bloquea-
ron las mitosis de cultivos celulares por medio de agentes quimicos que
inhiben la glicélisis; el hecho de que la mitosis una vez iniciada conti-
nie en ausencia de oxigeno y sea inhibida por inhibidores glicoliticos, pa-
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rece implicar la glicdlisis como posible fuente de energia durante el ciclo
mitético. Morrison (1955), sugiere mayor nimero de investigaciones des-
tinadas a conseguir pruebas sobre el papel de la glicélisis en la division
celular ya que ésta parece ser la mejor o tinica fuente de energia en la cé-
lula en divisién.

En este experimento las aberraciones presentadas en mayor nimero
en las muestras de 48 y 96 horas fucron los puentes anafisicos multiples y
Unicos (ver figuras 2A vy 2B) cuyos cromosomas presentan un estiramien-
to que en algunos de sus puntos los hace aparecer tan delgados que se di-
ficulta asegurar su continuidad, y dan la sensaciéon de “pegajosos”. La
conformacion de estos cromosomas que forman puentes, puede ser debida
a varios factores que estarian afectados con las fallas metabélicas produ-
cidas en anaerobiosis, como seria una deficiencia en la sintesis proteica
que afecta una normal formacién de proteinas cromosémicas, entre ellas las
llamadas proteinas “residuales” necesarias para una normal conformacién de
la estructura cromosémica o bien una insuficiente produccién de estero-
les que también puede afectar la conformacién de los cromosomas.

En el cuadro N? 2 puede apreciarse el porcentaje de anafases con
puentes aparecidos a las 24, 48, 96 y 192 horas de exposicion anaerobia.
También fueron abundantes las anafases abiertas que presentaban cromo-
somas retrasados o sueltos en el centro de la célula que podrian haber sido
origen de aneuploides en la division siguiente. (Ver figuras 3A y 3B) y
observar el porcentaje de anafases anormales en el cuadro N° 2.

Las metafases observadas a las 48 y 96 horas en gran parte mostra-
ron cromosomas excesivamente contraidos, aunque contenfan un numero
normal (figura 4); otras metafases tenian un ntimero de cromosomas ma-
vor al normal dando origen a poliploidias. Algunas cé¢lulas mostraron com-
pieta desorganizacién de sus cromosomas sugiriendo disolucién completa
del huso acromdtico (ver figura N 5). Si al menos algunas de las célu-
las que en anafase sufricron la pérdida de uno o varios cromosomas pu-
dieron finalizar la telofase y dar células hijas, éstas estarian dotadas de un
nimero cromosémico diferente, al de la célula progenitora: de ahi que
también puede deducirse la posible formacién de mosaicos y quimeras en
casos de deficiencia de oxigeno en los tejidos vegetales y animales.

En cuanto a la aparicién de dotaciones cromosémicas multiples des-
pués de metafases anormales, podemos deducir la aparicién de potiploi-
dias. La poliploidizacién parece ser un proceso pleno de significado, en
orden a un mayor rendimiento de la funcién nuclear, y aparece cuando
las células se hallan bajo una sobrecarga funcional o de diferenciacién ele-
vada,

En las muestras con exposicién a anaerobiosis por 96 horas, se presen-
taron mitosis tripolares; (figura N° 6). Segin Koller (1947), los husos
multipolares pueden ser el resultado de divisiones y reduplicaciones mul-
tiples de los centriolos, como ocurre en los tumores animales, y por lo ge-
neral dan origen a células multinucleadas; en el caso de vegetales como
Allium cepa, su origen no estd bien determinado, pero esa situacién tam-
bién conduce a la formacién de célulus multinucleadas (ver figura N¢ 4).
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CUADRO N 2. Porcentaje de anafases anémalas a las 48 y 96 horas.

Porcentaje
55 |
50 L
45 |
40 |
35 B
30 L
25
20 |
15 }
10 L
5 |
0 " i 1 L

12 24 48 96 192

Horas de exposicion a la anaerobiosis

Numero de células contadas: 1.000
Mitosis con puentes anafésicos: 11% a las 48 horas, v 27% a las 96 horas.

Mitosis con anafases abiertas: 23% a las 48 horas, y 37% a las 96 horas.
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Otras figuras encontradas menos frecuentes fueron metatases y profases
abiertas, puentes telofdsicos, inhibicion de la citocinesis, y células binu-
cleadas. Ver figura N© 7.

Como se expresé anteriormente, las muestras correspondientes a 48
v 93 horas tuvieron disminucion de la frecuencia mitética que esti expre-
sada en el Cuadro N? 1. Las muestras tratadas por 192 horas tuvieron com-
pleta cesacién de mitosis que puede relacionarse con una falta total de pro-
duccién de energia por parte de las células, y con una intoxicacién de las
mismas debido a los productos finales de la respiracion anacrobia que en
ultimo lugar detendrian todo proceso mitético. En mutaciones observadas
en células sometidas a un tratamiento con nitrogeno, se noté6 que las al-
teraciones mitdticas también pueden ser debidas en caso de anacrobiosis
a un cambio en la concentracién normal de hidrégeno del citoplasma vy el
nicleo, y a la insuficiente produccién de esteroles, que puede afectar la
estructura cromosémica.

Lundberg y Oscarsson citados por Giese (1963) comprobaron que
en células nerviosas de rana los procesos anaerébicos no pueden lograr la
recuperacion completa de la célula ademds de que ésta sufre intoxicacion
con yodacetato como producto de la respiracion anaerobia, anulando ¢l
proceso de glicdlisis.

Después de hacer un andlisis de los diferentes factores involucrados
en las mitosis que se desarrollan en un ambiente anaerobio, se comprende
mejor la complejidad del problema que impide dar una explicacion clara
al fenémeno de las anomalias cromosomicas, desde ¢l punto de vista del
balance energético solamente. Sin embargo lo anterior nos demuestra que
el oxigeno es esencial para la reproduccién normal de la célula y parece
tener una relacién definitiva con este proceso.
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Unidos, auspicié este estudio tnico relacionado con el estado actual de
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El libro comienza con el origen de la vida y termina con el papel que
tiene la biologia en el futuro de la sociedad humana. Presenta en un solo
tomo los informes de 21 grupos de estudio, efectuados por cient‘ficos y au-
toridades en la materia. Estos grupos, revisaron el estado actual de cada
disciplina, especialmente en lo que se conoce y en lo que falta por conocer.
En sus informes finales, analizan los métodos de mayor eficacia para po-
der obtener mayores conocimientos en dichas disciplinas, indicando las téc-
nicas méis adecuadas que podrian dar los mejores resultados. Ademas, in-
dican los efectos de los avances en cualquier disciplina sobre los otros cam-
pos o areas del conocimiento clentifico, asi como sus efectos sobre la salud
futura del hombre.

El libro enfoca mayormente la forma como debemos utilizar nuestros
conocimientos en las dreas agricolas, industriales, salud ambiental y recur-
sos renovables en beneficio de toda la humanidad. Es de gran interés pa-
ra todas aquellas personas que deseen estudiar profundamente la natura-
Teza del hombre y sus relaciones con el medio ambiente. Recordando siem-
pre que debemos tratar de minimizar la destrucciéon de nuestro ambiente,
de conservar nuestros recursos naturales y de proteger al hombre de las
consecuencias biolégicas de su propia tecnologia. (Resefié Jaime Raigosa,
Profesor Asistente, Depto. de Recursos Forestales).
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