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RESUMEN 

Se hizo un estudio de los efectos causa
dos por un ambiente carente de OXigeno 
en células meristemáticas de raicillas de 
Allium cepa, llegándose a comprobar la 
presencia de alteraciones en el desarrollo 
de la mitosis y una disminución de la fre
cuencia mitótica relacionadas con el tiem
po de exposición a dicho ambiente. 

Aunque las causas precisas de estas alte
raciones son difíciles de señalar por su 
complejidad, parece ser que en su desarro
llo están implicadas las disfunciones me
tabólicas resultantes de la anaerobiosis, 
que afectan la producción de ATP de ori 
gen citoplasmático y nuclear, necesarios 
para la realización 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 mltotic frequency relative 
to the exposure time in such environment, 
was demostrated. 

Although the precise causes of these 
alterations are difficult to single out be
caUEe 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. 

o 	 Profesora Asistente, Departamento de Química y Biolog'a. Facultad de 
Ciencias Agrícolas. Universidad Nacional, Medellín. 
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INTRODUCCION 


La influencia ejercida por el medio ambiente cn la fisiología de la cé
lula ha sido motivo de numerosos estudios relacionados con el metabolis
mo, fa reproducción y la diferenciación celular. 

El oxígeno 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 vcgetal, pero los resuÍtados de las investigaciones sobre su in
fluencia en la reproducción celular han sido la mayoría de las veces contra
dictorios y su papel al respecto aún queda por definir. 

El objetivo de este estudio fue el de analizar la influencia ejercida por 
la escasez de oxígeno en la frecuencia y la mecánica 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 atmósfera con oxígeno hasta que las rai
cillas alcanzaron entre 0.5 y l.0 cm. de longitud aproximadamente, y al ca
bo dp este tiempo fueron trasladados a recipientes que contenían agua pre
viamente hervida; los bulbos se repartieron en cinco campanas de vidrio 
que contenían pirogalof en sus fondos en cantidad suficiente para absor
ber el oxígeno que pudiese quedar una vez que fueron sometidas a la ac
ción de una bomba de vacío. Las campanas fueron selIadas 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 períodos de 12, 24, 
48, 96 y 192 horas. Una vez cumplido cada período de tiempo se abrieron 
las campanas, se cortaron las raicillas que luego fueron puestas en fijador 
3: 1 (3 cc. de alcohol absoluto y 1 cc. de ácido acético glacial) durante 3 
d :as; de cada muestra se hicieron tres squashes (aplastamientos) por el 
método de tinción de aceto-orceína. 

Las raicillas más pequeñas de cada muestra se dejaron en los bulbos 
con el fin de que continuaran su desarrollo en medio ambiente normal y 
observar su posible recuperación después del período de anaerobiosis. De 
cada una de las muestras se pudieron obtener raicillas que se recuperaron 
por pemodos de 6, 12 Y 48 horas , que fueron fijadas y teñidas de la ;misma 
manera que las muestras anteriores. 

A la vez raicillas sometidas al tratamiento anaeróbico, raicillas con
troles y de recuperación, fueron incluídas en parafina para obtener cortes 

-56



Fig. 1. Crecimiento anormal de núcleos y Fig. 2A. Fuentes anafásicos múltiples. 
nucléolos 

Fig. 3A. Anafase abierta. 

Fig. 2B. Puentes Telofásicos. 
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Fig. 3B. Anafase con cromosomas 
rezagados. 

#:\ 
Fig. 4. Metafase con un cromosoma 

d esprendido 

Fig. 5. Desorganización cromosómica en 
mitosis 

Fig. 6. Mitosis tripolar FIg. 7. Telofase con ausencia de placa 
celular. 
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de 10 micras; se tii'íeron con cristal violeta, por el método de Randolph y 
fueron montadas con bálsamo del Canadá, 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 h'atamicnto de 12 y 24 horas pudo comprobarse que 
tenían 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 núcleos y nucléolos de células en 
interfase. 

En las muesb'as de 48 horas se observó una ligera disminución en el 
número de las mitosis, aumento del tamaño nudear y nucleolar en varias 
células y mitosis con vaTias clases de ,¡lternciones, en escasa cantidad. Las 
anomalías observadas consistían en: a ) Disolución de la membrana nu
clear con dispersión del material cromatínico en el citoplasma. b ) Frofases 
muy abiertas. c ) Cromosomas metafúsicos excesivamente contraídos. d ) 
Presencia de escasos puenres anafásicos. e) Dispersión de cromosomas ana
fásicos y metafásicos. 

En las muestras conespondientes a 96 horas de tratamiento fue mús 
notoria la disminución de la frecU(~ncia mitótica en relación con los contro
les normales y la mayoría de las mitosis mosb'aba las mismas alteraciones 
de las muestras anteriores con aparición de otras como fu eron las mitosis 
tripolares, las metnfases poliploides, los puentes anafús icos muy abundan
tes, Jos puentes telofásicos e inhibición de la citocines is. Los controles mos
traron mitosis normales y abundantes. 

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

En el cuadro NQ 1 se puede observar el porcentaje de mitosis del con
trol y de las muestras en tratamiento anaeróbico durante 12, 24, 48 y 96 ho
ras. Además en todas ell as puede apreciarse el mismo porcentaje de mito
sis en los períodos de recupcración correspondientes a 6, 12 y 48 horas. Ob
sérvese la caída de la frecuencia mitótic3 en las muestras tratadas sin pe
ríodo de recupcTación. 

La muestra de 192 horas en anaerobiosis, no se recuperó después del 
tratamiento con oxígeno. 

Z3WOD ..3:13.. V~3.L0l1tWi 

SV::>3~OnHIH 30 ·OJ.d.:i~l 


~1<lII 
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CUADRO N9 1 


FRECUENCIA DE MITOSIS 


Etapas de la Mitosis ( cantidades observadas) 


Trat,amien tos Pro Meta Ana Telo Interf. Total % de divisiones 

o DO 

12 - O 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 - O 30 10 2 O 518 560 7..5 

24 - 6 32 4 2 5 .500 543 7.9 

24 - 12 28 30 7 8 520 593 10.6 

24 - 48 26 20 5 6 410 467 12,2 

48 - O 25 12 7 13 500 557 10.2 

48 - 6 22 8 5 5 280 322 13.1 

48 - J2 26 15 10 12 430 493 12.7 

48 - 48 2.'3 ]2 5 8 310 358 13.4 

96 - O 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 anaerobiusis. 
00 Horas de recuperación en ambiente con oxígeno. 
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DISCUSION y CONCLUSIONES 

En este estudio realizado en células vegetales expuestas a un ambiente 
carente de oxígeno se pudo comprobar que existían a lteraciones de los mi
tosis tanto en la frecuencia C01110 cn el desarrollo de la misma que hien 
pudieron ser de orden primario o secundario, ya que tanto el desencade
namiento de la mitosis como el desarrollo de la misma depende de varia
dos factores. 

Las anomalías aparecidas en la mitosis sugieren una d esorienta
ción del huso acromático y una posible falla en el funcionamiento d e los 
centrómeros debidos a las condusiones ambientales existentes. Sin emb,u
go es difícil concluir de qué modo fueron producidas esas alteraciones ya 
que, como se explicó anteriormente, las causas pueden ser de distinto orden 
ya sea que hayan tenido incidencia directa sohre el aparato mitótico o bien 
hayan actuado d e manera indirecta a través de disfunciones metabólicas. 

El crecimiento anormal de algunos núcleos y nucléolos en las mues
tras lIe 24, 48 y 96 horas (Fig. N9 1) nos dan una idea del desequilihrio 
elel metaholismo 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 núcleos fue ohservado por Rather y 
Benninghoff (1958) en estudios realizados sobre dependencia recíproca 
entre el núcleo y el citoplasma, pudiendo ellos demostrar una pérdida d e 
la relación núcleo-citoplasma en células cuyo núcleo había alcanzado gran 
tama110 después de requisitos fun cionales citoplasmáticos, y dieron a este 
fenóm eno de compensación el nombre de "edema funcional del núcleo". 

Los cambios ocurridos en los núcleos de células que sufrieron la ca
rencia de oxígeno durante 24 horas en este experimento no alteraron , sin 
embargo, eI proceso mitótico el cual se desarrolló casi para lelamente al tes
tigo en cuanto a la normalidad y al númp.ro de mitosis. 

Las reacciones metabólicas de esas células que estaban destinadas a 
conseguir la energía necesaria para los procesos vitales como es el de la 
división celular se cumplieron, y ante la evidencia de mitosis nonnales a 
las 24 horas de tratamiento podemos pensar que en esas células se produ
jo energía capaz de desarrollar ese proceso de división. Si consideramos 
las condiciones de anaerobiosis d e este experimento , y por cOllsiguiente la 
incapacidad de gue estas cólulas oh tengan su energía por medio del me
taholismo aerohio a través del citoplasma, se supone que en este caso las 
células utilizaron una energía n~sidual o bicn una energía obtenida por el 
núcleo a través de reacciones glicolíticas anaerobias, para la realización de 
la mitosis, aunque esta cnergía fuera poca. Ambas aseveraciones sohre la 
obtención de dicha energía pueden ser ciertas, pues aunque el tri fosfato 
de adenosina ( ATP ) ohtenido de estns dos maneras sería escaso en com
paración con el que pudieron haber producido las mitocondrias en condi
ciones favorables de oxigenación, las células no exigieron una mayor de
manda de oxígeno para poderse dividir. 
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Eric:kson (1947) Y Stern (1948) pudieron comprobar que en el 
período premitótico de las células vegetales hay un incremento en el con
sumo de oxígeno pero que éste disminuye en la cariocinesis. Swann (1957) 
pudo obtener algunos datos acerca de la naturaleza de la fuente de ener
gía necesaria para la división celular en experimentos realizados en erizos 
de mar y sugirió que la energía que la célula adquiere en sus reacciones " 
metabólicas de interfase puede actuar como una "energía reservoria" que 
se acumula previamente a la división celular, y se utiliza en el momento de 
la cariocinesis cuando ésta se desarrolla en un ambiente anaerobio. 

Las células meristemáticas de Allium cepa pudieron dividirse a las 
24 horas de anaerobiosis con utilización de poco oxígeno como se pudo 
comprobar; sin embargo los experimentos realizados sobre la influencia 
del oxígeno en la reproducción 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 c1ivaje puede presentarse en 
ausencia de oxígeno. La mayoría dc los huevos marinos y los protozoarios 
necesitan oxígeno para poder efectuar la mitosis. \-Vilson y colaboradores 
(1965) comprobaron que células jóvenes de meristemas vegetales pueden 
dividirse más fácilmente en ausencia de oxígeno que otras células más 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
ción de la frecuencia mitótica y aparición de anomal~as 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 explicación de estos fenómenos; muchas de las células que estaban 
en comienzo de interfase al ser colocadas en atmósfera carente de oxígeno 
fU!~ron incapaces de iniciar el proceso de división, pues en el desarrollo de 
esta fas e es más intenso el requisito de oxígeno pa.ra la fonnación ':le ATP 
y otras funciones celulares. Las mús avanzadas en el período de interfase, 
podrían contar con un ATP de reserva para iniciar la división celular; 8i 
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 número de anomalías, que en parte 
p1leden ser dehidas a la escasez o agotamiento del ATP necesario para los 
movimientos anafásicos normales de los cromosomas. Epel (196.'3) demos
tró que la intensi0ad de la mitosis era paralela a la concentración de ATP 
en las células y qUé la división podía bloquearse en cualquiera de sus eta
pas por medio de inhibidores de la respiración celular. Cohn (1969) en
tre otros citólogos recalca la importancia del papel de ATP en la mitosis y 
hace hincapié 'en la necesidad de este compuesto en la formación del huso 
acromático, en su contracción 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 glicolític<1s. H ughes (1950) y Pomerat" y \ViIlner (1959), bloquea
ron las mitosis de cultivos celulares por medio de agentes químicos que 
inhiben la glicóHsis; el hecho de que la mitosis una vez iniciada conti
núe en ausencia de oxígeno y sea inhibida por inhibidores glicolíticos, pa
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rece implicar la glicólisis como posible fuente de energía durante el ciclo 
mitótieo. Monison (1955), sugiere mayor número de investigaciones des
tinadas a conseguir pruebas sobre el papel de la glicólisis en la división 
celular ya que ésta parece ser la mejor o única fuente de energía en la cé
lula en división. 

En este experimento las aberraciones presentadas en mayor número 
en las muestras de 48 y 96 horas fueron los puentes anafásicos múltiples y 
únicos (ver figuras 2A y 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 sensación de "pegajosos". La 
conformación de estos cromosomas que forman puentes, puede ser debida 
a varios factores que estarían afectados con Ias fallas metabólicas produ
cidas 'en anaerobiosis, como sería una deficiencia en la síntesis proteica 
que afecta una normaI formación de proteínas cromosómicas, entre ellas las 
llamadas proteínas "residuales" necesarias para una normal conformación de 
la estructura cromosómica o bien una insuficiente producción de estero
les que tamb:én puede afectar la conformación de los cromosomas. 

En el cuadro N9 2 puede apreciane el porcentaje de ana fases con 
puentes aparecidos a las 24, 48, 96 y 192 horas de exposición 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 división siguiente. (Ver figuras 3A y 3B) Y 
observar el porcentaje de ~mafases anormales en el cuadro N9 2. 

Las metafases observadas a las 48 y 96 horas en gran parte mostra
ron cromosomas excesivamente contraídos, Runque conten;an un número 
normal (figura 4); otras metafases tenían un número de cromosomas ma
yor al nom1al dando origen a poliploidias. Algunas células mostraron com
preta desorganización de sus cromosomas sugiriendo disolución completa 
del huso acromático (ver figura NQ 5) . Si al menos algunas de las célu
las que en <mafase sufrieron la pérdida de uno o varios cromosomas pu
dieron finalizar la telofase y dar células hijas, éstas estarían dotadas de un 
número cromosómico diferente, al de la célula progenitora: de ahí que 
también puede deducirse la posible formación de mosaicos y quimeras en 
casos de deficiencia de oxígeno en los tejidos vegetales y animales. 

En cuanto a la aparición de dotaciones cromosómicas múltiples des
pués de metafases anormales, podemos deducir la aparición de pohploi
días. La poliploidización parece ser un proceso pleno de significado, en 
orden a un mayor rendimiento ele la función nuclear, y aparece cuando 
las células se hallan bajo una sobrecarga funcional o de diferenciación ele
vada. 

En las muestras con éxposición u anaerobiosis por 96 horas, se presen
taron mitosis tripolares; (figura N'? 6). Según Koller (1947), los husos 
multipolares pueden ser el resultado de divisiones y reduplicaciones múl
tiples de los centríolos, como ocurre en los tumores animales, y por lo ge
neral dan origen a céfulas multinucleadas; en el caso de vegetales como 
Allium cepa, su origen no está bien determinado, pero esa situación tam
bién conduce a la formación de células multinucJeadas (ver figura N9 4). 
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CUADRO N9 2. Porcentaje de anafases an6malas a las 48 y 96 horas. 

Porcentaje 
~ 
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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 metafases y profases 
ahiertas, puentes teIofásicos, inhibición de la citocinesis, y células binu
c1eadas. Ver figura N(.' 7. 

Como se expresó anteriormente, las muestras correspondi entes a 48 
y 93 horas tuvieron disminución de la frecuencia mitótica que está expre
sada en el Cuadro NI? 1. Las muestras tratadas por 192 horas tuvieron com
pleta cesación de mitosis que puede relacionarse con una falta total de pro
ducción de energía por parte de las cél'ulas, y con una intoxicación de L1S 

mismas debido a los productos finales de la respiraciún anaeroh ia que en 
último lugar detendrían todo proceso mitótico. En mutaciones observadas 
en células sometidas a IIn tratamiento con nitrógeno, se notó que las al
teraciones mitóticas también pueden ser debidas en caso de anacrohiosis 
a un cambio en la concentración normal de hidrógeno del citoplasma y el 
núcleo, y a la insuficiente producción de est(-'role.~ , que puede afectar la 
estructura cromos6mica. 

Lunclbcrg y Oscarsson citados por Giese (1963) comproharon que 
en células nerviosas de rana los proc~sos anaeróbicos no pueden lograr la 
recuperación completa ele la c(~ llIla ademús ele que ésta sufre intoxicación 
con yodacetato como producto de la respiración anaerohia, anulando el 
proceso de glicólisis. 

Dt'spués de hacer un análisis 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 explicación clara 
al fenómeno de las anomalías cromosómicas, desde el punto de vista del 
balance energético solamente . Sin embargo lo anterior nos demuestra que 
el oxígeno es esencial para la reproducción nonnal de la célula y parece 
tener una relación definitiva con este proceso. 
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