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RESUMEN

En eucariontes, la division celular generalmente ocurre por medio de la mitosis. En estudios previos hemos

documentado la posibilidad de estudiar la estructura celular in situ con el microscopio de fuerza atémica, con
énfasis en la estructura nuclear en interfase. En este trabajo mostramos que las diferentes etapas de la mitosis
pueden ser visualizadas con este instrumento, lo que abre la posibilidad de estudiar este fenémeno en el rango
nanométrico.
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ABSTRACT

In eukaryotes, cell division generally takes place by mitosis. In previous studies we documented the possibility
of studying in situ cell structure by atomic force microscopy, and specially the interphase cell nucleus. Here
we show that different stages of mitosis can be visualized with this instrument, therefore offering the possibility
to study this phenomenon at the nanoscale.
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INTRODUCCION

landlisis de la estructura celular con el microscopio de
luz y electrénico ha producido un gran conocimiento
sobre la morfologia y funcion de la célula!®. La
invencion del microscopio de fuerza atomicaen 1986°
ofrece laposibilidad de estudiar a las células con este nuevo tipo
de microscopio, a escala nanométrica. Sin embargo, su uso en
biologia casi se halimitado mas al analisis de moléculas aisladas’
y muy pocos trabajos se avocan a estudios de la estructura
celular in situ®12.

Recientemente, se han obtenido micrografias de fuerza atomica
de la estructura celular, con énfasis en la estructura del nuicleo
en interfase® 2.

Nota: Articulo recibido el 04 de noviembre de 2008 y aceptado el 27
de noviembre de 2008.

Eneste trabajo presentamos observaciones de células de cebolla
(Allium cepa) en mitosis, lo que abre la posibilidad del anélisis
de esta etapa del ciclo celular con el microscopio de fuerza
atdmica.

MATERIAL Y METODOS

Material biolégico

Se utilizaron meristemos radicales de cebolla (4/lium cepa),
desarrollados a partir de cebollas sumergidas en agua a
temperaturaambiente.

Procesamiento de muestras

Las muestras fueron procesadas de acuerdo a procedimientos
estandar de microscopia electronica de transmision'*
Brevemente, los meristemos de la raiz de cebolla se fijaron en
glutaraldehido al 6%y paraformaldehido al4%enPBSapH 7.2
durante 16 horas. Las muestras se lavaron con PBS y se postfijaron
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con tetradxido de osmio al 1% durante dos horas. Se enjuagaron
y se deshidrataron en una serie de soluciones de alcohol etilico
a concentraciones graduales (70%, 80%, 90%, 96% y 100%).
Después se trataron con 6xido de propileno al 100%. La
preinclusion se llevo a cabo conunamezclade dxido de propileno
y resina epodxica, en proporcion 1:1 durante 16 horas. Las
muestras se incluyeron enresina epoxica durante 16 horas a 60°C.
Se obtuvieron cortes semifinos de unos 200 um de espesor, con
una cuchilla de vidrio y utilizando un ultramicrotomo modelo
Ultracut (Leica). Los cortes se colocaron sobre portaobjetos de
vidrio, se fijaron por calory se tifieron con azul de toluidina o no
fueron tefiidos.

Microscopia de luz

Lasmicrografias obtenidas en campo claro se tomaron a partir de
tejido fresco de los meristemos apicales de raizde cebolla tefiidos
con acetorceina, tratados con dcido clorhidrico para disgregar
las células, montadas en portaobjetos de vidrio para su
observacion inmediata en campo claro enun microscopio eclipse
E800 (Nikon) con un objetivo 100X planapocromatico. Las
imagenes se registraron digitalmente con una cdmara CCD
(3CCD,MTTI)acopladaal microscopio con el programa FlashPoint
3DFPG.

Microscopfa de fuerza atémica

Los cortes semifinos tefiidos o sin tefiir se observaron con un
microscopio de fuerza atémica modelo BioScope (Digital
Instruments, Santa Barbara, CA, USA) operando en modo de
contacto con un controlador Nanoscope IlIa® !°. El microscopio
trabaja sobre un microscopio invertido Diaphot 200 (Nikon). Se
utilizé unscanner de 100 pmy puntas de nitruro de silicio de 20-
50nmderadio de curvatura(modelo NP). Seutilizaron velocidades
de barrido de entre 1.969 a 1.285 Hz, una fuerza de 10 nN y una
ganancia de 0.5 unidades arbitrarias.

REsSuLTADOS

Microscopia de luz

Con microscopia de campo claro, se observaron las diferentes
fases de la mitosis en células de meristemo apical de raiz de
cebolla tefiidas con acetorceina. Las diferentes fases se
reconocieron por la morfologia de los cromosomas y el nucleo
interfasico (Figura 1 a-f).

En interfase, la cromatina es reticulada y los nicleos presentan
nucléolos prominentes (Figura 1a). En profase (Figura 1b) los
cromosomas comienzan a condensarse y terminan de hacerlo en
prometafase (Figura 1c). En metafase se alinean en el ecuador
(Figura 1d) y las cromadtidas se separan en anafase (Figura le).
En telofase los cromosomas se descondensan y forman los
nucleos hijos (Figura 1f).

Microscopfa de fuerza atémica
Con el microscopio de fuerza atomica se obtuvieron imagenes de
las diferentes fases de lamitosis a partir de cortes semifinos. Las

diferentes fases fueron reconocidas por algunas caracteristicas
de cada una de ellas. La interfase se reconoce por el nucleo en
donde la cromatina reticulada es prominente y el nucléolo es
grande (Figura 1g). En profase, los cromosomas se han
condensado y el nucléolo ya no es visible (Figura lh). En
prometafase los cromosomas estan condensados pero no se han
alineado en el centro de la célula (Figura 1i) como ocurre mas
adelante en la metafase (Figura 1j). En anafase, las placas de
cromosomas migranacada célulahija (Figura 1k). Entelofase, los
nucleos se conforman de nuevo y los cromosomas se
descondensan, a la vez que el nucléolo y las paredes celulares
de las células hijas comienzan a ser evidentes (Figura 11).

DiscusioN

Enel presente trabajo mostramos células en diferentes etapas de
la mitosis visualizadas con el microscopio de fuerza atémica, a
partir de meristemos de raiz de cebolla que han sido preparados
paramicroscopiaelectronica de transmision. Como comparacion
se han utilizado imégenes de células de meristemos de cebolla
preparadas con acetorceina, visualizadas con microscopiade luz
de campo claro.

Anteriormente hemos mostrado la posibilidad de estudiar la
estructura celular interna in situ’'> y en un trabajo reciente
visualizamos nucleos de células de cebolla en etapa de interfase'.

Las diferentes fases de la division celular o mitosis fueron
descritas con el microscopio de luz desde el siglo XIX'*1¢ y hoy
en dia son reconocidas en todos los textos de biologia celular y
molecular'. Porello, las diferentes fases de la mitosis pueden ser
reconocidas con relativa facilidad de acuerdo a parametros
morfolégicos como la condensacion de la cromatina y de los
cromosomas, asi como la integridad de los nticleos celulares o
la formacion de los surcos de division.

Los resultados del presente trabajo y estudios previos de la
etapa de interfase'* pueden facilitar el estudio del ciclo celular
completo con el microscopio de fuerza atomica. Por ejemplo, se
puede analizar la estructura del nucleo durante la etapa de
reactivacion celular durante la telofase, en particular durante el
proceso de la nucleologénesis'’.

CONCLUSION

La interfase y las diferentes fases de la mitosis como profase,
prometafase, metafase, anafase y telofase en células de cebolla,
han sido reconocidas in situ con el microscopio de fuerza
atomica trabajando en modo de contacto a partir de cortes
semifinos de material preparado para microscopiaelectronicade
transmision. La comparacion con imagenes de microscopia de
luz de material similar, corrobora estas observaciones.
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Figura 1. Micrografias de luz (a-f) y de fuerza atémica (g-1) de células en interfase (a, g) y en diferentes fases de la mitosis (b-f,
h-1) Jen meristemos radicales de cebolla (Allium cepa L.). La flecha en g sefiala a la cromatina y las flechas en h-lI sefalan a los

cromosomas en las diferentes fases de la divisién celular o mitosis. Barras, 10 pm.




90 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol.

Vol. 11, No. 2

REFERENCIAS

1. Alberts, B., et al. Molecular Biology of the cell (4" ed., Garland, New
York, 2002).

2. Lodish, H., etal. Molecular Cell Biology (6" ed., Freeman, New York,
2008).

3.De Robertis, E.M.F., Hib, J. & Poncio, R. Biologia Celular y
Molecular de E.D.P. de Robertis (El Ateneo, Buenos Aires,
Argentina, 2001).

4.Pollard, T.D. & Earnshaw, W.C. Cell Biology (Sauders, New York,
2002).

5. Jiménez, L.F. & Merchant, H. Biologia Celulary Molecular (Prentice
Hall, México, 2003).

6. Binnig, G., Quate, C.F. & Gerber, Ch. Atomic force microscope. Phys.
Rev. Lett. 56, 930-933 (1986).

7. Hansma, H.G., et al. Properties of biomolecules measured from
atomic force microscope images: A review. J. Struct. Biol. 119,
99-108 (1997).

8. Ushiki, T., Hitomi, J., Ogura, S., Umemoto, T. & Shigeno, M. Atomic
force microscopy in histology and cytology. Arch. Histol.
Cytol. 59, 421-431 (1996).

9. Jiménez-Garcia, L.F., etal. Biologiacelular de Lacandonia schismatica.
Analisis por microscopia electronica y de fuerza atomica. Bol.
Soc. Bot. Méx. 62, 5-14 (1998).

10. Jiménez-Garcia, L.F. & Fragoso-Soriano, R.J. Atomic force

microscopy of the cell nucleus. J. Struct. Biol. 129, 218-222
(2000).

11. Jiménez-Ramirez, J., Agredano-Moreno, L.T., Segura-Valdez, M.L.
& Jiménez-Garcia, L.F. Lacandonia granules are present in
Ginkgo biloba cell nuclei. Biol. Cell 94,511-518 (2002).

12. Jiménez-Garcia, L.F. & Segura-Valdez, M.L. Visualizing Nuclear
Structure in situ by Atomic Force Microscopy. Meth. Mol. Biol.
242, 191-199 (2004).

13. Spector, D.L.,Goldman, R.D. & Leinwand, L.A. Cells: A Laboratory
Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York,
1998).

14. Segura-Valdez, M.L., et al. Observaciones sobre la estructura del
nucleo de células del meristemo de raizde cebolla (Allium cepa
L.) con el microscopio de fuerza atdémica. TIP
Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol. 9(1), 30-33 (2006)

15. Strasburger, E. Die controversen der indirekten kernthelung. Arch.
F. mikrosk. Anat. 23, 246-304 (1884).

16. Flemming, W. Beitrdge zur kenntniss der zelle und ihner
lebenserscheinungen. Arch. F. mikrosk. Anat. 18, 151-259
(1879).

17. Jiménez-Garcia, L.F. et al. Nucleologenesis: U3snRNA-containing
prenucleolar bodies move to sites of active pre-rRNA
transcription after mitosis. Mol. Biol. Cell. 5, 955-966
(1994).




