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I Resumen 
Se han hecho varias investigaciones parciales o indirectas 

sobre la distribuci~n de la cromatina en interfase las cuales 
sugieren en su gran mayorla, que en vegetales no está distribuida al 
azar. Actualmente se sabe que hay asociacion de los cromosomas con 
el ·nucleolo y la envoltura nuclear, pero no se conoce la topolagla 
exacta de los cromosomas en c•lulas de mamifero en interfase. El 
praposito del presente estudio fue inv~stiga~ si la dist~ibucion de 
la cromatina en nucleos interfasicos de mamlfero se encuentra al 
azar a muestra un patron de ordenamiento. Se utilizo una metodalagla 
desarrollada en nuestro laboratorio que consistib en hacer tinci6n 
en bloque en hlgado de ratas adultas con ácido fasfotungstico CPTAl 
despu•s de la fijacion y antes de la deshidr~taci6n; se incluyo en 
resina epoxica can el prop6sito de hacer compatible un m'todo de 
contraste preferencial para cromatina can el corte seriado. Se 
analizaron las imágenes de micrograflas electr6nicas de cortes de 
100 nm de espesor, por medio de m~todos manuales y computarizados. 
Se hicieron modelos de reconstrucciones tridimensionales totales y 
parciales de la cromatina en 20 nucleos de hepatacitos de rata, en 
ltl.minas de poliuretana de 3 mm de grosor a 301 009 X. En estas 
modelas se represento la disposicion de }os grumos de cromatina 
mayores de 138 nm y de los filamentos na menares de 34 nm. Los 
modelas mostraron que a la resaluci6n de la microscopia electronica 
la'.cromatina parece una red trid·imensional de láminas y filamentos, 
pero"se· distinguen agrupaciones de elementos, muy notorias, 
principalmente en la parte central de los nucleos, alrededor tanta 
del nucleolo central como de las laterales y adosados a la envoltura 
nuclear. Hacia los casquetes, la cromatina se dispone tomo una capa 
continua de espesor irregular. Las recons~ruccianes parciales de 
ocho cortes de la parte me~idional, mostraron que solamente existen 
en esta·zona 8 6 9 cuerpos cromatinicos: diecisiete de veinte 
ndcleas con ocho y los otros tres con nueve. Los acumuios de la 
c~omatina perinucelolar siempre se ~dosan a la cubierta nuclear, 
trece de veinte núcleos los presentaron diametralmente opuestos y 
los otros siete en forma angular de 50 a 125 grados. El acdmula más 
conspicuo y fácil de comparar es el de la cromatina perinuclealar 
del nucleolo central que se extiende hasta ponerse en contacto con. 
la envoltura nuclear; los grumos de la cromatina perinucleolar de 
los n~cleolos laterales son más pequeRos .que el anterior. El lugar 
que ocupa la cromatina del nucleolo lateral fue el quinto en doce 
ndcleos, el sexto en siete y en uno el cuarto. El volumen.total de 
la cromatina compacta en esta zona se sitúa entre 10 y 12.5 micras 
cdbicas, el cual es cerca de la tercera parte del volumen estudiado. 
Los valumenes de los acúmulos de cromatina compacta relacionada can 
los nucleolos varla entre 1 y 4·~icras, lo que representa del 3 al 
10 % del volumen del nucleo en esta zona. En siete de ocho nucleos 
estudiados en forma total, es muy notaria la similitud de las 

·resultadas. Las datos respect6 a la masa y superficie de la 
cromatina, superficie total, pasici6n de las· centraides y de la 
superficie total mostraron una baja dispersi6n a excepcion de un 
ndclea cuyos resultados respecto a masa, volumen y superficie, 
representan casi el doble debido a que quizá se trate de un núcleo 
tetraploide. 
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II Introduccion 

al La Biologla Celular 

En la historia de la Biologla Celular se pueden definir 
claramente dos perlados: el perlado clasico y el perlado moderno 
o actual. El perlado clasico esta comprendido desde 1665 <año en 
que R. Hook publico su libro "Micrografla"l hasta el año 1932, en 
el que se inventa el primer microscopio electronico; el perlado 
moderno nace con el invento de este aparato y se prolonga hasta 
nuestros dlas <Moreno y Schvartzman, 1978). 

La historia de la Citologl.a esta lntirnamente relacionada con la de 
otras ciencias que han aportado conocimientos que a su vez, han 
ayudado a conocer a un nivel mas basico la organizaci6n de los seres 
vivos. También los avances técnicos han permitido ir descifrando 
poco a poco los más intrincados problemas biologicos, hasta permitir 
en nuestros dlas el tener una visi6n precisa de la gran cornplejidad 
de los organismos vivos y mas en particular de la célula. 

Con la introduccian del microscopio se pudo dilucidar que 
a este nivel de observacian todas las estructuras ordinarias de 
los seres vivos pueden ser reducidas a un denominador común, la 
célula (Asimov,19851. 

En 1665 el cientlfico inglés Robert Hooke, al utilizar un 
microscopio compuesto construido por él mismo, descubrió que el 
corcho, procedente de la corteza de un arbol, estaba construido por 
compartimientos extraordinariamente pequeWos similares a una esponja 
muy fina. A estos orificios los denominó <<células>>, que comparo 
con pequeWas habitaciones tales como las celdas de un monasterio. A 
Hooke se le atribuye el haber dado a conocer la primera informacian 
importante obtenida por microscopla cuando publicó sus observaciones 
en su libro "Micrografla" en 1665; también señalo que algunas clases 
de células estaban llenas de ((jugos>> pero aún asl, otorga especial 
atencian a la gruesa pared celular muy visible. Mas tarde otros 
microscopistas hallaron células similares también llenas de llquido, 
pero ahora en tejidos vivos, sin embargo, aún cuando ya hablan 
e~tudiado las células vivas, los primeros investigadores 
aparentemente no reconocieron su contenido protoplasmático y 
trabajos como "Anatomla de las Plantas", publicado en 1675 por el 
profesor italiano de medicina, Marcello Malpighi, trata enteramente 
de paredes celulares mas que de contenidos celulares <Asimov, 1985; 
Avers, 1983; Cronquist, 1969; Moreno y Shvartzman, 1978). 

El primer reconocimiento claro del contenido vivo de la célula 
puede haber sido hecho par el botánico italiano Bonaventuri 
Corti, quien en 1772 observa movimiento protoplasmico en las 
células del alga Chara. (Cronquist, 19691. 

El llquido coloidal que llenaba ciertas células fue denominado 
protoplasma <"la primera forma"> por el fisiologo checo Jan 
Evangelista Purkinje en 1839, y el botánico aleman Hugo von Mohl 
extendio el término para designar el contenido de todas las células 
(Asimav, 1985; Cranquist, 19691. El anatomista alemán Max Johann 
Sigismund Schultze destaco la irnportancia del protoplasma como la 
"base flsica de la vida" y demostró la semejanza esencial del 



-4-

protoplasma en todas las celulas, tanto vegetales como animales, 
tanto en los organismos simples como en los complejos !Asimov, 
19851. 

Hubo de pasar siglo y medio, para que gradualmente se hiciera más 
patente a los biologos que todos los seres vivos estaban 
constituldos por células y que cada una de estas representaba una 
unidad independiente de vida. Algunas formas de vida -tal como 
ciertos microorganismos- estaban formados por una sola célula; los 
de mayores dimensiones eran el resultado de la cooperaci6n de muchas 
celulas. Uno de los primeros en proponer tal punto de vista fue el 
fisiblogo franc~s René-Joachin-Henri Dutrochet; no obstante su 
comunic~ci6n publicada en 1824, pas6 inadvertida y la teorla celular 
ganb importancia tan solo después de que Matthias Jacob 0 Schleiden y 
Theodor Schwann de Alemania, la formularon independientemente, en 
1838 y 1839 !Asimov, 1985; Avers, 1983; De Robertis y De Robertis, 
19831. 

La leerla celular es respecto a la Biologla, como la teorla 
atbmica respecto a la Química y a la Física. Su importancia en la 
dinamica de la vida fue establecida cuando, alrededor de 1860, el 
patblogo alem'n Rudolf Virchow afirm6 en una sucinta frase latina 
que <<todas las c6lulas proceden de células>>. Demostr6 que las 
celulas de los tejidos enfermos eran producidas por la divisi6n de 
celulas originalmente nor·males. !Asimov, 19851. 

En aquel entonces ya resultaba evidente que todo organismo vivo, 
incluso los de mayores dimensiones empezaban su vida como una célula 
Ü.nica. Uno de los primeros microscopistas, Johann Ham, ayudante.de 
Leeuwenhoek, habla descubierto en el semen pequeRos cuerpos que más 
tarde fueron denominados "espermatozoides" !palabra derivada del 
griego que significa "semilla anirnal"l. Mucho más tarde, en 1827, el 
fisiblogo alem~n Karl Ernst von Baer identific6 el 6vulo, o célula 
huevo de los mamlteros. Los bi6logos llegaron a la conclusi6n de que 
la uni6n de un 6vulo y un espermatozoide daba corno resultado un 
bvulo fecundado, a partir del cual eventualmente se desarrollaba un 
organismo completo mediante repetidas divisiones !Asirnov, 19851. 

En 1882, O. Hertwig public6 su monografía denominada "La célula y 
el tejido", en la que, basándose en las caracterlsticas de la 
celula, su estructura y funci6n, trat6 de realizar una slntesis 
general de los fen6menos biol6gicos; de este modo surgi6 la 
Citologla como una rama separada de la biologla !De Robertis y De 
Robertis, 19831. 

Es evi~ente que el conocimiento citol6gico ha avanzado por dos 
motivos principales. El primero es el aumento del poder de 
resoluci6n de los instrumentos de análisis y en especial las 
tecnicas de microscopia electr6nica y de difracci6n de rayos X. 
El segundo consiste en la convergencia con otros campos de la 
investigaci6n biol6gica, particularmente con la genética, 
fisiologla y bioquímica IDe Robertis y De Robertis, 19831. 

bl El nÜ.cleo celular 

Adn cuando ya se habla establecido la terla celular y se sabia 
que un organismo completo se dasarrollaba a partir de mdltiples 
divisiones celulares, la cuesti6n fundamental durante el siglo 
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XVIII fu•: lComo se dividen las cllulas?. La respue•ta a esta 
cuestibn se encontraba en un pequeRo "gl6bulo" de material 
relativamente denso que se observaba en el interior de la célula, 
cuya existencia fue dada a conocer por Robert Brown el descubridor 
del movimiento browniano en el aRo de 1831, quien lo denomino 
«nucleo». <Asimov, 1985; Avers, 1983; Moreno, y Schvart:zman, 
1978). 

Si un ser unicelular se dividla en dos partes y una de ellas 
contenla el ndcleo intacto, esta parte con ndcleo era capa:z de 
crecer y dividirse, en tanto que la otra no lo hacla. 
Desafortunadamente los estudios del nucleo y del mecanismo de la 
division se mantuvieron estancados durante un largo periodo de 
tiempo, debido al hecho de que la mayorla de las celulas eran mas o 
menos transparentes, de tal forma que no podlan distinguirse sus 
subestructuras. Luego mejoro la situacion, gracias al descubrimiento 
de algunos colorantes que podlan teñir ciertas partes de la celula, 
respetando otras. Un colorante denominado "hematoxilina• (obtenido a 
partir· del palo de Campeche! teRla de negro el ndcleo celular y le 
permitla destacar claramente sobre el fondo de la celula <Asimov, 
1985; Avers, 1983; De Robertis y De Robertis, 1983 y Moreno, y 
Schvart:zman, 1978!. 

Despu•s de que Guillermo Enrique Perkin y otros qulmicos 
comenzaron a producir colorantes sintéticos, los bi6logos 
dispusieron de toda una serie de ellos para escoger <Asimov, 1985), 
Gracias a estos colorantes y a otros avances tecnol6gicos, se pudo 
conocer mas acerca de la morfologla y fisiologla del núcleo~ en base 
a sus caracterlsticas y a otras caracterlsticas de la celula, 
actualmente se sabe que existen dos fases facilmente observables del 
ciclo celular, la dé la mitosis y la de la interfase. La mayorla de 
las células se encuentran en interfase y la mitosis se puede 
considerar como un proceso relativamente ocasional en los organismos 
adultos <Karp, 1984!. 

Hasta el momento se han reconocido varios elementos estructurales 
que conforman el nÜcleo celular en interfase, estos son: 

La envoltura nuclear.-Presenta dos membranas que circunscriben y 
s,paran a la zona nuclear de la citoplasmatica; sin embargo, ambas 
:zonas quedan interconectadas por la presencia de poros nucleares. 

El nucleoplasma o jugo nuclear.-Representa la mayor parte del 
volumen nuclear. Abarca las areas entre la cromatina condensada o 
heterocromatina, por lo tanto contiene a la eucromatina o cromatina 
laxa como algunos componentes ribonucleoproteicos. esta formado por 
agua y deversas moléculas solubles. 

Cromatina condensada o heterocromatina.-Este componente se 
dispone, en su mayorla en la :zona adyacente a la membrana nuclear y 
en la periferia del nucleolo. 

Nucleolo.-Es la estructura ribonucleoproteica mas comopleja; puede 
ser único o mdltiple. Generalmente es esferico y acid6filo. 

Partlculas ribonucleoproteicas.-Coimprenden a las fibras y 
granules pericromatinianos, los granules intercromatinianos y los 
cuerpos espiralados <De Robertis y De Robertis, 1983). 
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el La c:romatina 

El descubrimiento de la c:romatina se le puede atribuir a Miesc:her 
11869) quien fue el primero en aislar el lc:ido desoxirribonuc:leic:o 
IADNl, pero fue hasta 1879, c:uando el biologo aleman Walther Fleming 
logro visualizarlo pues encontr6, que c:on c:iertos c:olorantes rojos 
podla teñir un material partic:ular en el ndc:leo c:elular, material 
que se hallaba distribuido en éste en forma de pequeños grlnulos, a 
los que denomino <<c:romatina>>. Examinando este material, Fleming 
fue c:apaz de apreciar algunas de las modific:aciones que 
experimentaba durante el proc:eso de la divisi6n c:elular IAsimov, 
1985, De Robertis y De Robertis, 1983 y Moreno y Sc:hvartzman, 1978) 
y en el año de 1882, Fleming public:d un importante libro en el cual 
describe este proc:eso con mls detalle: al inic:iarse la división 
celular, la cromatina se agrega para formar unos filamentos y la 
cubierta delgada que limita al ndcleo parece disolverse, mientras, 
un objeto tenue situado por fuera de aquel se divide en dos 
llamandolo aster, debido a que los filamentos que se desprendlan de 
~l le conferlan el aspecto de una estrella. Después de dividirse, 
las dos partes del aster se dirigían a puntos opuestos de la c:élula. 
Sus filamentos se unlan al parecer· a los de la cromatina, que 
entretanto se hablan dispuesto en el centro de la célula, y el- aster 
arrastraba a la mitad de los filamentos de cromatina hac:ia cada una 
de las mitades c:élulares. Como resultado, la célula se estrangulaba 
en su mitad y, finalmente se dividla en dos células. Se desarrollaba 
entonces un n6cleo celular en cada una de las dos mitades, y el 
material cromatlnic:o, que era rodeado por la membrana celular se 
fragmentaba de nuevo en peque~os granules <Asimov, 1985; Morenrno y 
Schvartzman, 19781. 
Fleming denomino al proc:eso de división celular <<mitosis>>, debido 
al importante papel desernpeífado en él por los filamentos de 
c:romatina. IAsimov, 1985; De Robertis y De Robertis, 1983; Moreno, 
y Schvartzrnan, 19781. 

En 1882 Ernesto Strasburger describe la división celular en 
vegetales y la denomina <<cariocinesis>> y es el primero en emplear 
los términos "citoplasma" y "nucleoplasma" en su sentido ac:tual 
<Asimov, 19851. 

En 1888, el anatomista aleman Whilhem ven Waldemeyer dio al 
filamento de cromatina el nombre de <<cromosoma>> <del griego 
"c:uerpo coloreado">, y fue tan bien aceptado que ha persistido hasta 
nuestros dlas. No obstante, debe indicarse que los cromosomas, a 
pesar de su nombre, son incoloros en su estado natural, con lo que 
resulta sumamente dificil distinguirlos, sin embargo, a pesar de 
todo, fueron vistos ya en 1848 en c:6lulas de flores por el botanic:o 
alemln Friedric:h Benedic:t Hofmeister (Asimov, 1985; Avers, 1983; 
Cronquist, 1969; De Robertis y De Robertis, 1983 y Moreno y 
Sc:hvartzman, 1978). 

R. Feulgen y H. Rossenbec:k en 1924 describieron un nuevo 
método para probar la presencia de leido desoxirribonucleico, 
De esta forma se pudo ir conociendo cada vez mejor la composici6n 
qulmica de la célula, de tal forma que con el término "cromatina" 
actualmente se designa al material Feulgen positivo que es posible 
observar durante la interfase (De Robertis, y De Robertis,1983; 
Fa1•1c:ett, 1981; Moreno, y Schvartzman, 19781. 

En general se describe a la c:romatin~, en microscopia 6ptica corno 
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formada por filamentos y grlnulos asociados en un reticulo 
desespiralizado o red de cromatina que se tiffe irregular~ente y que 
se presenta asl solamente durante el periódo de la interfase 
<Moreno, y Schvartzman, 1978). 

En 1928, Heitz distinguió basicamente dos componentes bien 
definidos: la cromatina en forma condensada <<heterocromatina>>, 
descrita como la parte del cromosoma que se compacta después de 
la telof ase, que se reconoce como cromocentro o nucleolo falso en 
el nucleo en interfase y la dispersa <<eucromatina», que 
corresponde a las partes del cromosoma que se decondensan y se 
hacen invisibles durante la telofase. <Tomas-MarHn, 1976>. 

Estudios autorradiogrlf icos a nivel de microscopia electrónica, 
muestran que las regiones de la cromatina dispersa o eucromatina son 
las zonas donde se lleva a cabo la transcripción activa <Kuroiwa y 
Tanaka, 1971bl. 

Los cromocentros junto con filamentos retorcidos de cromatina, 
representan partes de los cromosomas, y que permanecen condensadas 
durante la interfase. Esta heterocromatina frecuentemente se 
halla cerca de la envoltura nuclear y tambien adherida al nucleolo 
<Alberts, B. y col., 1986; De Robetis, E.D.P. y E.M.F. De Robertis, 
1983; Wilson, G. B. y Morrison, J. H. 1976). 

En 1966 Brown distingui6 dentro de la heterocromatina dos 
formas distintas: la heterocromatina facultativa y la 
heterocromatina constitutiva. La facultativa es una zona compacta 
en una de los miembros de un par cromos6mico, que estar presente en 
los nucleos de algunas cilulas y no en otras y la constitutiva 
corresponde a la que se localiza en la regi6n de los centrómeros y 
los tel6meros o que forma zonas definidas en ambos miembros del par 
cromos6mico en todas las c~lulas de un individuo y en todos los 
individuos de la especie <De Robertis y De Robertis, 1983). 

Durante la divisi6n celular, esa red de cromatina se espiraliza, 
alcanza su grado mls alto de condensación y forma los cromosomas 
<Alberts, 1983; Moreno y Schvartzman, 1978; Slez y Cardase, 1978; 
Wolfe, 1981 l. 

Los tirminos cromatina y cromosoma, si bien casi se refieren 
al mismo material, no son sin6nimos. Cuando se habla de cromatina 
se describe al ADN desespiralizado o parcialmente desespiralizado 
durante la interfase, mientras que cuando se habla de cromosomas 
se describe al material cromatlnico altamente condensado visible 
durante la mitosis <Moreno y Schvartzman, 1978). 

Con microsopla electrónica y t•cnicas de contraste con sales de 
uranilo y plomo, se observa que la cromatina compacta 
o heterocromatina es densa a los electrones, asl como también la 
cromatina laxa o eucromatina, pero esta no esta definida en 
acumules de cromatina compacta. !Boutielle y col, 1974). 

.. 

Los cortes finos al microscopio electr6nico han contribuido poco 
al conocimiento de la organizaci6n de la cromatina dentro del ndcleo 
interflsico, lo que contrasta con los resultados que se tienen 
mediante los procedimientos de extendidos del material nuclear que 
han sido ivestigados en combinación con estudios bioqulmicos y 
ultraestructurales (Comings, 1972). 

Los extendidos de cromatina muestran a esta formada por unidades 
repetitivas <<los nucleosomas>>. ~os estudios que se han 
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hecho sobre los nucleosomas mostraron que en microscopio 
electr6nico se presentan como esferas de 10 nm. en forma de cuentas 
de collar unidas entre sl por un filamento de ADN. Esta disposici6n 
se comprueba en casi todas las cromatinas observadas; sin embargo, 
no representa la verdadera estructura, sino un artificio como 
resultado de la perdida de la histona H

1
• Con tratamientos en los 

que no se extrae la~· la disposici6n en forma de collar de 
cuentas sobre un hilo no aparece, y las cuentas se tocan entre sl 
formando una fibra de 10 nm que representa el primer grado de 
organizacion de la cromatina (Cor·dunella, 1978; Fa~icet, 1981; 
Fenselfed, 1978¡ Hankcock y Boulikas, 1982; Hewish y Bourgoyne, 
1973; Karp, 1984; McGhee y Felsenfed, 1980; Tsanev y Petrov, 1976; 
Van Holde y col, 1974; Wolfe, 1981; Yakura y col, 1978). 

Kornberg en 1974 report6 que cada nucleosoma contiene cerca de 
200 pares de bases <pbl, un octámero de histonas, constituido por 
cada una de las cuatro histonas (H2A, H2B,H3 y H(l. Alrededor 
del octamero hay dos vueltas de ADN de 140 pb. La parte central del 
nucleosoma tiene la forma de un disco aplanado de 11 nm X 5.7 nm. 
La histona H1 se adhiere al puente de ADN que une los nucleosomas. 
Esta histona interviene en el plegamiento de la fibra de 10 nm. Las 
cadenas de nucleosomas se pueden plegar para formar una fibra gruesa 
de 20 a 30 nm, en la cual hay seis nucleosomas por vuelta de helice 
<De Robertis y De Robertis, 1983; Felsenfed, 1978; McGhee y 
Felsenfed, 1980). 

Esta estructura se estabiliza por la interacci6n entre varias 
moleculas de H1• La fibra gruesa se observa en los cromosomas 
metafasicos y tambi~n en parte del ndcleo interfásico, y 
probablemente representa una forma inactiva de la cromatina, es 
decir que no es capaz de tanscribir (De Robertis y De Robertis, 
1983; Fa~1cett, 1981; Karp, 1984; Stephen, 1981; Wilson y Morrison, 
1976). 

El empaquetamiento del ADN en el nucleosoma es de 5 a 7 veces, 
en la fibra gruesa de 40 veces y en el cromosoma metafásico de 
5,000 a 10,000 veces (Cordunella, 1978; De Robertis y De Robertis, 
1983) . 

. Varios estudios flsicos y bioqulmicos realizados sobre cromatina 
aislada, han permitido determinar sus caractelsticas y se ha 
demostrado que estas son las mismas que las de loa cromosomas, y 
que consiste fundamentalmente en ADN, ARN, prote!nas hist6nicas y no 
histónicas, fosfoHpidos y cationes <Leninger, 1979; Morton
Bradbury, 1978; Pardon y Richards, 1979). 

cl La cromatina durante la interfase 

En la mayorla de los ndcleos en interfase, la cromatina 
condensada se observa a lo largo de la pared interna de la 
cubierta nuclear, asociada a los nucleolos y en forma de 
grumos dispersos en el nucleoplasma <Brasch y Setterfield, 1974; 
Comings, D. E., 1968; Monneron y Bernhard, 1969), vista de esta 
forma, Ja individualidad de los cromosomas no es flcilmente 
identificable. La posibilidad de que los cromosomas est~n arreglados 
en un patrón ordenado en el ndc!eo interfAsico ha inquietado a 
muchos investigadores (Avivi y Feldrnan, 1980; Bak y col, 1979; 
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Bourgeois y col, 1985; Comings, D. E. 1968; Evans y Fi 1 ion, 
1982; Murray, y Davies, 1979; Hadlaczky y col, 1986). 

La idea de que los cromosomas estan ordenados durante la 
la interfase fue expresada en 1885 en un trabajo de Rabl y 
confirmada por Boveri en 1909 <citados por Bourgeois y col, 1985 y 
Hadlaczky y col, 1986). Aunque desde entonces se han acumulado 
evidencias que muestran que los cromosomas no estan distribuidos 
al azar, pues la cromatina se encuentra asociada a la envoltura 
nuclear, a los nucleolos y a la matriz nuclear, no hay conclusiones 
definitivas que tiendan a mostrar como estan arreglados <Avivi y 
Feldma.n, 1980; Comings, 1968; Evans y Fil ion, 1982; Murray y Davies, 
1979). 

Los trabajos que han abordado este problema no han obtenido 
resultados satisfactorios, o estos han sido contradictorios y al 
parecer hasta el momento es imposible identificar a cada uno de 
los cromosomas en forma individual en el ndcleo interflsico 
(Bourgeois y col, 1985), Sin embargo, otros estudios citologicos 
han mostrado que tanto en plantas como en animales, los cromosomas 
en interfase estan siempre unidos a la membrana nuclear <Avivi y 
Feldman, 1980; Back y col, 1979; Bourgeois y col, 1985; Murray y 
Davies, 1979>. Esta uni6n tiene lugar por medio de un andamiaje 
periferico asociado a la membrana interna de la cubierta nuclear y 
por segmentos cromos6micos especificas tales como centr6meros, 
tel6meros y posiblemente otras regiones <Avivi y Feldman, 1980; Back 
y col, 1979; Moens y Church, 1977; Avivi y Feldman, 19801. 

Respecto a los centr6meros, en ndcleos de c'luas vegetales se 
ha observado que se encuentran agrupados juntos y unidos en una 
lrea limitada de un sitio polar de la envoltura nuclear, mientras 
que los tel6meros estan unidos a la eri~~ltura en el lado opuesto. 
Los telbmeros estln mas espaciados y separados que los 
centrbmeros <Avivi y Feldman, 1980; Bak y col, 19791. 

Ademas de observarse este arreglo polarizado de los cromosomas 
denominado configuracion Rabl, se ha visto que la cromatina ocupa 
una posici6n perif,rica en el ndcleo, y deja un espacio interior 
para el nucleolo o los nucleolos <Avivi y Feldman, 1980). 

La heterocromatina se ha observado en una posici6n mas 
periferica que la eucromatina, lo que sugiere que la heterocromatina 
de cierto modo protege a la eucromatina mas interna contra agentes 
mutagenos, clast6genos y virus <Avivi y Feldman, 1980), 

Al parecer, los cromososomas nunca llegan a decondensarse a tal 
punto que pierdan su integridad tridimensional en distintos 
dominios durante la interfase <Stack y col, 19i7l, como en las 
c•lulas de las gladulas salivales de dlpteros por ejemplo Drosophila 
con cromosomas politenicos. 

Todas las observaciones que se describen en los parrafos 
anteriores, sugieren la existencia de un orden en la disposicibn 
de las estructuras nucleares, sin embargo la organzaci6n de la 
cromatina y el arreglo de los cromosomas no estan bien definidos en 
la mayorla de las c~lulas animales. Existen muchas evidencias de la 
exstencia de orden en el ndcleo interflsico, pero en su mayorla son 
indirectas, porque se derivan de estudios que no incluyen a todo el 
juego complet de cromosomas. A continuaci6n se mencionan algunos de 
los metodos indirectos que se han.utilizado en el estudio de la 
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dlsposicibn de la cromatina durante la interfase. 

el Metodos utilizados para el estudio de la disposicion de la 
cromatina. 

Los citogenetistas en varios tipos de estudios han tratado de 
deducir la topologla de la cromatina y/o los cromosomas en 
interfase, por medio de técnicas como las siguientes: 

-Estudios en cortes de celulas. 
Con esta metodologla, aproximadamente de 1904 a 1935, los 

citblogos clisicos como Strasburger, Syques, Overton, Stomps, Nemec, 
Tahara, Muller, Gales, Lawrence y Watkins, estudiaron la 
distribuci6n de los cromosomas hom6logos notificando que tienden a 
asociarse unos con otros en metafases somlticas. (Avivi y Feldman, 
19801. 

-Tecnicas en las que se practico compresion <squashl con o sin 
pretratamientos para impedir la metafase. 

De 1958 a 1977, investigadores como Hiraoka, Mitra, Kitany, 
Steinitz-Sears, Reitberger, Butterfass, Brown y Stack, Wagenaar, 
Ashley y Wagenaar, Chauhan, Werry y otros, por medio de este mitodo, 
corroboraron la tendencia de los cromosomas homblogos a estar unidos 
unos con otros, e indicaron asl la estrecha asociaci6n de dos juegos 
de homblogos. Esta tendencia se encentro en un gran ndmero de 
representantes de plantas superiores tanto de las familias de las 
monocotiledoneas como de las dicotiledoneas <Avivi y Feldman, 
1980 y Stack y col, 1977!. 

-Técnicas de Bandeo C con Giemsa <NORsl. 
En la década pasada y cuando se inicio esta, algunos 

investigadores como Stack y col, Gosh y Rey y Evans y Filien, han 
demostrado una cierta orientaci6n de los cromosomas en células 
vegetales <Evans y Filien, 1982; Ghosh y Roy, 1977; Fussel, 1975; 
Stack y col, 1977!. 

-Por medio de medidas de la frecuencia de translocacion 
especlfica entre los cromosomas. 

El problema de la posici6n relativa de los cromosomas entre sl, 
fue investigado con este método en cultivos de linfocitos humanos de 
pacientes con anemia de Franconi o con slndrome de Bloom y en 
células normales tratadas con Treminon, y se obtuvieron evidencias 
de cierto orden <Hager y col, 1982; Vogel y Schroeder, 19741. 

-Uso de irradiacion con un microhaz de laser-ultravioleta. 
Algunos investigadores como Zorn y colaboradores en 1979 

estudiaron el grado de apareamiento que ocurre entre los 
cromosomas homblogos, con el proposito de ver si ocupan dominios 
estables dentro del ndcleo y también si tanto los cromosomas 
homblogos como los no homologos, guardan relaciones de vecindad 
estable a través del ciclo celular. Concluyeron que los cromosomas 
homblogos ocupan dominios estables, que hay relaciones de vecindad 
entre los cromosomas homologas y también entre los no 
homblogos !Citados por Hager y col, 1982). Cremer y colaboradores en 
1982, examinaron las interrelaciones de la posicibn de los 
cromosomas en la interfase y la metafase, y concluyeron que est~n 
relacionadas (Cremer y col, 1982), 
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-Estudios de computaccion con ayuda de microscopia de 
fluorescencia 

Este tipo de estudios se han realizado desde 1984 por 
Gruenbaun y colaboradores, quienes han contribuido al 
conocimiento de un cierto orden en la distribución de los 
cromosomas en celulas vegetales <Hadlaczky y col, 1986>. 

-Hibridacion in situ 
Rappold, G. A. y sus colaboradores hicieron este tipo de 

estudios desde 1984 con fragmentos de ADN clonados <Hadlaczky, 
y col, 1984l. Tambien se ha utilizado el método de hibridización in 
situ no autorradiogrlfico. Este procedimiento implica una sonda de 
ARN unido a sulfidril-trinitrofenil-mercurio y a un anticuerpo 
marcado con FITC <Isotiocianato de fluorescelnal como sistema de 
detección, para determinar la posición de las regiones organizadoras 
del nucleolo <NOR l en el n~cleo interflsico <Wachtler y col, 
1986), También coh este metodo de hibridación in situ con marcado 
de secuencias clonadas con tritio, se ha probado que secuencias 
especificas de ADN tienden a ocupar territorios espec!f icos en 
cromosomas de eucariontes <Schertham y col, 1987l.Como se puede ver, 
este método aplicado durante la interfase también ha demostrado 
cierto orden. 

-Técnica de inmunofluorescencia. 
Por medio de anticuerpos especlficos para los centrómeros de 

cromosomas en células de marnlferos, Hadlaczky y col en 1986, 
mostraron evidencias directas de que los cromosomas no se 
localizan al azar durante la interfase <Hadlaczky y col, 1986). 

-Técnica de reconstrucción tridimensional. 
Murray y Davies (1979> utilizaron esta técnica para reconstruir los 

cuerpos cromatlnicos en el ndcleo interflsico de eritrocitos 
maduros del amfibio Triturus cristatus y determinaron el ndmero de 
sitios de unión a la envoltura nuclear. Sus resultados sugieren que 
el ndmero de cuerpos de cromatina es aproximadamene igual al ndmero 
de cromosomas del juego diploide, pero comentan que los datos son 
insuficientes para demostrar si los cromosomas estln dispuesto~ en 
un patrón ordenado en esta fase del ciclo celular. 

Bourgeois y col en 1982, del grupo de Boutielle, utilizaron 
también la tenica de reconstrucción tridimensional de células 
sincronizadas de la linea celular humana TG. Estudiaron varios 
tiempos desde interfase temprana a tardla, tomaron corno referencia 
especial la región en la cual el nucleolo estl unido a la envoltura 
nuclear. Los resultados mostraron que la estructura de la región de 
la cromatina que rodea al nucleolo es remarcablemente estable 
durante la interfase. También utilizaron esta técnica en 
fibroblastos de humano durante la interfase, como indicadores 
ultraestructurales usaron al nucleolo y el corpdsculo de Barrl 
determinaron que existen patrones de distribución similares al 
comparar sus coeficientes de proximidad y la distribución uniforme. 
<Bourgeois y col, 1985>. 

Todas estas técnicas, junto con los estud~os bioqu!rnicos, han dado 
importante información acerca de la asociación de los cromosomnas 
con el nucleolo, la envoltura nuclear y los complejos de poro. Es 
casi evidente que existe un orden crornosórnico durante la 
interfase pero también algunos investigadores al querer demostrar 
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el orden han obtenido resultados contradictorios, otros 
investigadores se han mostrado excepticos al dudar de ciertos 
resultados por no estar de acuerdo con el método empleado. 
Como se ve, hasta ahora no se han obtenido evidencias de orden 
que demuestren patrones acerca de la disposici6n de los cromosomas 
interfásicos debido a dificultades de tipo tecnico y principalmente 
a la naturaleza intrlnsicas del material biol6gico. 

Las dificultades de tipo tecnico estan relacionadas principalmete 
con el contrate de la cromatina para su estudio al microscópio 
electrónico, este se ha visto limitado por la carencia de un 
contraste preferencial o especifico de fácil empleo. Algunos autores 
describen metodos de alta especificidad <Cogliati y Gautier, 1973; 
Moyne, 1974: Peters y Giese, 1971) que, sin embargo, dan un 
contraste muy bajo y además son poco accesibles en nu~stro medio. 

Un método sencillo es el que fue elaborado por Vazquez Nin y col 
(1973) en el cual se emplea glicolmetacrilato como resina de 
inclusión y leido fosfotdngstico como agente preferencial de· 
contraste. Sin embargo, es muy dificil obtener cortes seriados en 
este tipo de resina. 

Respecto a las dificultades debidas al material biológico para el 
estudio de la disposición de la cromatina o los cromosomas durante 
la interfase, son principalmente que en esta fase del ciclo celular 
la cromatina se encuentra parcialmente decondensada, lo que impide 
observar si existe orden en su distribución cuando se observan 
cortes de núcleos interfásicos que muestran una estructura 
bidimensional, por lo que se requiere trabajar con modelos 
tridimensionales de la dispocisi6n de la cromatina recostruidos a 
partir de cortes seriados. 
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III Objetivo 

Objetivo General 

El objetivo general de este estudio fue investigar la 
distribucion de la cromatina en nucleos interfasicos de 
hepatocitos de rata, por medio de reconstrucciones 
tridimensionales a partir de cortes seriados para microscopia_ 
electronica. 

Objetivos especlf icos 
Obtener un contraste preferencial de la cromatina y al mismo 

tiempo lograr los cortes seriados. 

- Una vez obtenidos los cortes seriados, hacer modelos f isicos de 
la reconstruccion tridimensional de la cromatina de tal forma que 
se pueda observar su distribucion en diferentes zonas con el 
proposito de compararlos, retarlos y ver si existen zonas 
semejantes. 

-En aquellos ndcleos que tuvieran semejanza, estudiar las 
zonas equivalentes y determinar en estas: ndmero, posici6n y 
volumen de bloques de cromatina. 
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IV Materiales y Métodos 

al Procedimientios para microscopla electronica ' 

Para obtener la tincibn preferencial de la cromatina y al mismo 
tiempo lograr los cortes seriados, hubo necesfdad de practicar 
tres procedimientos. 

Se eligieron como material biolbgico hepatocitos de ratas. Se 
utilizaron seis ratas adultas !Rattus norvergicusl proporcionadas 
por el bioterio de la Facultad de Ciencias, se anestesiaron con 
éter, se realizo una laparotomía con el proposito de obtener el 
hlgado. Una vez obtenido el organo mencionadb, se corto en pequeRos 
trozos de 1 a 3 mm3, los que fueron inmediatamente fijados en 
glutaraldehido al 2.5 % diluido en amortiguador de fosfatos 0.2 
molar pH 7.2. Después de la f ijacion fueron seguidos los tres 
procedimientos que a continuacibn se mencionan: 

Procedimiento 1 

Fijacion 

Después de hora y media de fijacion, como se menciono en el 
plrrafo anterior, se lavaron los trocitos de tejido cinco o seis 
veces con amortiguador de fosfatos 0.2 M. a pH 7.2, se 
deshidrataron y embebieron con glicolmetacrilato !GMAl siguiendo 
la técnica de Leduc y Bernhard, como a continuacion se detalla. 
!Leduc y Bernhard, 1967). 

Deshidratacion 

La deshidratacion se practico en el mismo medio de inclusion 
<GMAl preparado a diferentes porcentajes para hacer una 
deshidratacion gradual. 

- En una solucibn de GMA al 70 % se hicieron dos cambios, uno 
a los 10 y otro a los 20 minutos. 

- En GMA al 80 %, igualemente se practicaron dos cambios como 
los antes mencionados. 

- En GMA al 97 % tambi~n dos cambios de la misma forma. 
En una solucibn 50:50 de GMA 97 % y solucion de inclusion 

no polimerizada, se dejaron 20 minutos. Sin hacer cambios. 
- En solucion de inclusion no polimerizada, también 20 

minutos. 

Preinclusion 

-Se colocaron los trocitos de tejido en un prepollmero de 
GMA durante 18 horas. 

lnclusion 

-Se pasaron los trocitos de tejido a clpsulas de gelatina 
con prepollmero nuevo, se etiquetaron, se taparon 
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procurando que llevaran la menor cantidad posible de aire 
y se colocaron en una cámara, para polirnerizacion con luz 
ul trav.i ol eta, durante 24 horas. 

Microtomla 

Se hicieron cortes ultraf inos de aproximadamenrte 100 nm de 
espesor en un ultramicrotomo MT 2 Sorvall. Los cortes fueran 
montados en portaespecirnenes de cobre de un solo agujero (anillos 

de Sjostranl con pellcula de soporte de Formvar. Para tados/1'os 
procedimientos de micratomla, se siguieran las recamel}Sl..ae-t"anes 
descritas por investigadores que han trabaj--atjo~tes seriadas 
para hacer reconstrucciones tridimensionales <Fahre~bach, 1984; 
Wettstein y Graver, 1973) 

Contraste 

Se realizb el contraste preferencial para cromatina de Vázquez 
Nin y Col. ( 19731 can acida fatúngstico <PTAl al 3 % P/V en HCl 1 N, 
una allcuota de esta salucion de PTA se ajusto a un pH de 2.3 con 
NaOH 1 N. Se efectub el contraste de las cortes durante media hora a 
temperatura ambiente, despu6s, se enjuagaron con agua bidestilada , 
se dejoron secar y finalmente se procedlb a observarlos en un 
microspio de alta resolucibn EM 10 ZEISS. 

El GMA es una resina en la cual es dificil obtener series grandes 
de cortes, se intentaron varios proc:edimiento's para tratar de 
lograrlas: 

-Las pirlrnides truncadas hechas en los bloques para hacer los 
cortes ultraf inos, se cubrieron con varias sustancias, con el 
proposito de crear un perlmetro adhesivo para facilitar la uni6n 
entre los cortes. Se utiliz6 resina ep6xica, que es hidrof6bica, 
se dej6 polimerizar sobre las pirlmides durante 24 horas a 60° 
c. 

-Tarnbien se cubrieron con un ac:rllic:o comercial que polirn~riz6 
a temperatura ambiente casi en forma instantlnea <Krazy Kola 
Loka, Group Cyanomex S. A. de M6xicol. 

-Se intent6 lo mismo con resina sintetica de montaje de la 
utilizada para preparaciones fijas para microscopia bptica. Las 
pirlrnides asl cubiertas se dejaron secar asl a 60° e, 24 horas. 

-Otras pirámides fueron cubiertas con Formvar y se dejlnron secar 
a temperatura ambiente. 

-Finalmente se intento lograr primero el contraste, se 
sumergieron los bloques de GMA en solucibn de PTA, unos a 
temperatura ambiente y ot~os a 60° C durante una hora; luego se 
cubrieron las pirlmides con resina epoxica. <Diagrama de 
procedimientos, Procedimiento ll. 
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Procedimiento 2 

Para este procedimiento, se utilizó el mismo fijador antes 
mencionado, pero se intent6 hacer el contraste preferencial para 
cromatina con PTA, inmediatamente despuis de la fijación y antes de 
la deshidrataci6n con alcoholes graduales para posterior inclusión 
del material en resina ep6xica. A continuación se detalla este 
procedimento: 

Fijacion 

Se practicaron dos tiempos de fijación con el fijador ya 
mencionado, unos trocitos de hlgado fueron fijados durante 15 
minutos y otros durante una hora. 

- Los que fueron fijados por 15 minutos, durante los 45 minutos 
siguientes se mantuvieron en una soluci6n V/V del mismo 
fijador y agua oxigenada al 30 %, con el fin de facilitar 
la formacion de enlaces entrecruzados entre fijador y las 
protelnas. 

Despuls de estos tiempos de fijaci6n, ambas muestras fueron 
lavadas cinco o seis veces con amortiguador de fosfatos 0.2 M a 
pH 7.2. 

Contraste en el bloque de tejido 

Cada una de las muestras fueron divididas en tres con el 
propósito de efectuar el contraste con PTA y se probaron los 
siguientes pH: 2, 2.3 y 2.7. El pH se ajust6 con NaOH IN. 

Se practicaron dos tiempos de contraste: 30 y 60 minutos para 
cada una de las soluciones de contraste con PTA a los tres pH 
diferentes. 

Deshidratacion 

La deshidrataci6n se llevo a cabo en alcoholes graduales: 

- En etanol 70, 80 y 96%, los trocitos de tejido se 
mantuvieron en cada uno durante 20 minutos. 

- En etanol absoluto, se hicieron tres cambios de 15 

mindtos cada uno. 

Paso intemediario entre la deshidrataci6n y la inclusion. 

- En 6xido de propileno se hicieron tres cambios de 20 

minutos cada uno. 

Preinclusion 

Se preparo una mezcla V/V de oxido de propileno y epon en la 
que se mantuvieron los trozos de tejido durante 18 horas a 
temperatura ambiente. 



Inclusion · 

Se utilizaron tabletas 
las muestras en el medio 
polimerizacion del medio 
a 60° e durante 24 horas. 

Microtomla 
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para inclusion como molde, se introdujeron 
de inclusión, resina epoxica al 100 %. La 
de inclusion se llevo a cabo en una estufa 

J 

Se hicieron cortes ultraf inos de los bloques a un grosor de 100 
nm en un ultramicrótomo MT 2 Sorvall. Los cortes se montaron 
tambien en portaespeclrnenes de ranura <Anillos de Sjostrandl sobre 
membranas de Formvar. Despues se procedía a observarlos en el 
microscopio de alta resolución EM 10 ZEISS <Diagrama de 
procedimientos, Procedimiento 2). 
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Proc:edimiento 3 

También se utilizo el mismo fijador que en los pr·oc:edimientos 
anteriores, glutaraldehido al 2.5 'l. en amortiguador de fosfatos a 
una molaridad de 0.2 y un pH de 7.2. En este procedimiento se 
intento nuevamente hacer el contraste preferencial para la 
c:romatina c:on PTA en el bloque del tejido, depues de la fijacion 
y de varios tratamientos de lavado. Posteriormente se deshidrato 
c:on alcoholes graduales para después embeb~r el material en 
resina epoxica, como se detalla enseguida. 

Fijacion 

Como ya se menciono, se utilizo el mismo fijador, pero en este 
proc:edimiento .solamente se practico un solo tiempo de f ijacion 
que fue de hora y media. 

Lavado 

Después de la fijacion se enjuago el material con el 
amortiguador de fosfatos 0.2 M a pH 7.2 y entonces se dividieron 
las muestas en tres lotes para hacer tres tipos de lavado como se 
señal a: 

Lavado A 

Se hizo durante 30 minutos con una solucion de HCl 0.2 M a la que 
se le ajusto el pH a 2.3 y 2.5 con NaOH 0.2 M. Esta solucion se 
cambio cada 5 minutos hasta completar 30 minutos de lavado. 

Lavado B 

Este consistio en lavar con una soluci6n isot6nica de sacarosa 
también durante media hora e igualmente con cambios cada 5 minutos. 

Lavado C 

Se llevó a cabo con HCl 0.2 M, pero en este caso el pH fue 
ajustado con una solucion de acetato de sodio 0.2 M y también 
se probaron los mismos pH que en el lavado A, 2.3 y 2.5. 

Contraste en el bloque de tejido 

Muestras procedentes del lavado A 

Estas se pasaron a soluciones de PTA a las que se les ajusto 
el pH a 2.3 y 2.5 respectivamente con NaOH 0.2 M, por una hora. 

Muestras procedentes del lavado B 
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Estas muestras se dividieron en cuatro lotes con el proposito 
de probar el contrate.con PTA a los mismos pH, 2.3 y 2.5, 
péro unos especímenes se trataron con solución de PTA a la cual se 
le ajustb el pH con NaOH.0.2 M y otras con solución de PTA en 
la que se utilizb acetato de sodio 0.2 M para ajustar el pH. El 
tiempo de contraste tambiin fue de una hora al igual que en el 
caso anterior. 

Muestras procedentes del lavado C 

Estas muestras se mantuvieron durante una hora tambien en 
solucibn de PTA a pH de 2.3 y 2.5 1 pero este se ajusto con 
acetato de sodio 0.2 M. 

Deshitración 

La deshidratacibn se efectuó también en alcoholes graduales al 

igual que en el procedimiento 2. 

Paso intermediario entre la deshidratación y la .inclusión 

Se utilizo como agente intermediario el óxido de prapileno, 
se hiciron las tres cambios de 20 minutos cada uno. 

Preinclusión 

Se realizb al igual que en el procedimiento 2. 

Inclusibn 

Se hizo en resina epóxica siguiendo los mismos pasos que se 
realizaron en el procedimie~to 2. 

Microtomla 

Los cortes ultrafinos se hicieron en un ultramicrotomo MT 2 
~ Sorvall. El grosor de los cortes fue de 100 nm, estos se montaron en 

anillos de Sj~strand con pellcula de Formvar para observarse en el 
microscopio electrbnico de alta resolución EM 10 C. ZEISS (Diagrama 
de procedimientos. Procedimiento 3), 
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bl Procedimientos para estudios cualitativos. 

Ya que se obtuvo el contraste preferencial de la cromatina, se 

hicieron cortes seriados de 100 nm de espesor con un ultramicrotomo 
Sorvall MT 5000. Se logró una serie de 185 co~tes, de 20 en 20 
fueron montados en portaespAcimenes de ranuara de 2 X 1 mm. 
Posteriormente, se procedib a observar los cortes en un microscopio 
de alta resolucibn provisto de un retador del portaespecimen que 
permiti6 alinear siempre el lado basal de los cortes con uno de los 
ejes de la camara. Se fotografiaron 10 nucleos en serie a una 
amplificaci6n de 2,400 X, siempre en la misma posición. 

b.1 Proyeccibn de negativos para obtener los esquemas. 

Los negativos de cada una de las micrograf las electrónicas de 

los cortes seriados de los 20 nucleos fueron proyectados en una 
ch.mara lucida para dibujo, a un factor de amplificacion 
constante que fue de 8.1; para esquematizar los perlmetros 
de todos Jos grumos de cromatina compacta mayores que 138 nm y de 
los filsmentos no menores de 35 nm, en papel albanene. 

b.2 Procedimiento para hacer modelos de la reconstruccibn 
tridimensional de la cromatina. 

Los esquemas obtenidos por medio del procedimiento descrito en 
el parrafo anterior, fueron reproducidos en láminas de 
poliuretano de 3 mm de grosor, el cual fue calculado tomando en 
cuenta el factor de amplificaci6n, de tal forma que al constr~ir 
los modelos la morfologla verdadera de los ndcleos no se 
alterara. 

Para reproducir en las láminas de poliuretano los grumos de 
cromatina, se pegaron los esquemas hechos en el papel albanene 
sobre ~stas y se recortaron con una navaja. Si algunos grumos de 
cromatina no eran contiguos a otros representados en el mismo 
corte del ndcleo, se unlan a uno o varios grumos cercanos por 
medio de puentes delgados del mismo poliuretano. 

Despu's de haber representado todos los grumos de cromatina de 
un corte en las laminas. de poliuretano, se pegaba una hoja de 
papel celofan sobre ~stos y entonces, se podlan retirar los 
puentes que sostenlan a los grumos de cromatina que se 
encontraban aislados y tambi•n se retiraba el papel albanene. 
Sobre el otro lado de la misma hoja de celofan se podla pegar 
otro corte. De tal forma que quedaban pegados siempre de dos en 
dos cortes contiguos. 

Despu~s de est; procedimiento se sobrepusieron cada uno de los 
juegos de dos en dos cortes seriados se alinearon segun el formato 
fotografico con el pr6posito de mantener el paralelismo del eje 
nuclear y de esta forma se lograron obtener modelos a un aumento 
final de 30,000 X, los cuales se podlan abrir en cualquier zona y 
visualizar la disposici6n de la cromatina. 
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b.3 Procedimiento para la comparación de los modelos. 

Una vez obtenidos los modelos, fueron estudiados en varias 
zonas con el prop6sito de distinguir agrupaciones de elementos de 
cromatina muy notorias que se presentaran en forma constante. 
Tambien se pudieron rotar los nucleos, hasta hacer coincidir estas 
estructuras de cromatina que se presentaban en forma constante, 
tales como los acdmulos de la cromatina perinucleolar, tanto de los 
nucleolos centrales como la de los laterales. 

Cuando se logro determinar la existencia de estos acdmulos de 
cromatina que tienen relevancia bial6gica y que se present~ban en 
forma constante, entonces se procedi6 a definir una zona de ocho 
cortes para el estudio parcial de los ndcleos. En esta zona se 
encontraban incluidos los acdmulos de cromatina perin~cleolar 
tanto del nucleolo central como al menos uno de los laterales. 

el Procedimiento para el estudio semicuantitativo y 
cuantitativo. 

c.1 Procedimiento para la individualizaci6n de los 
bloques de ·cromatina. 

Definidas las zonas de estudio como ya se describi6, se 
hicieron esquemas tambien sobre papel albanene a un aumento final 
de 20 000 X en los que se individualizaron acdmulos g~andes de 
cromatina contenidos en los ocho cortes correspondientes a estas 
zonas. 

Se alineaban los esquemas conforme el formato fotogrlfico, 
sobreponiendo correctamente los ejes de los ndcleos y se marcaba 
con un color un grumo grande de cromatina de cualquiera de los 
cortes, luego se segulan marcando can el mismo color Jos grumos 
de cromatina que presentaban continuidad tanto con lo~ cortes que 
se encontraban hacia arriba como hacia abajo, siguiendo la serie. 
De esta forma se lograron individualizar acdmulos grandes de 
cromatina con diferentes colores para estudios cantitativos 
posteriores. Estos acdmulos de cromatina, se numeraron en el 
sentido de las manecillas del reloj, comenzando a partir del 
bloque de cromatina adyacente a la del nucleolo central. 

c.2 Procedimiento para la obtención del volumen de los 
bloques de cromatina. 

Una vez individualizados Jos acdmulos grandes de cromatina en 
estos esquemas hechos a un aumento final de 20,000 X, se 
procedio a calcular los voldmenes de los grumos selecianados en 
la zona de estudio, por medio de un programa para microcomputadora 
desarrollado por el Dr. Vlzquez Nin del Laboratorio de. 
Microscopia Electrdnica del Depto de Biol de la Fac de Ciencias. 

Con este programa, se digitalizaban los perlmetros de los 
grumos de cromatina por medio de un digitalizador <Tableta 
graficadora Applel incorporado a una microcomputadora Franklin 
ACE 1200, ademls se incorporaba al programa con el dato del grosor 
del corte en micras y se calibraba en mm., el programa transformaba 
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esta medida en micras·y finalmente se obtenlan los volumenes totales 
de los bloques de cromatina contenidos en los ocho cortes en micras 
cdbicas, para compararlos posteriormente, aplic4ndoles estadlstica 
descriptiva. 

c.3 Procedimiento para la digitalizaci6n de la imagen y 
captura de datos. 

Las imágenes de los esquemas obtenidos a un aumento final de 
20,000 X segun el procedimiento descrito en b.1, tambi'n se 
digitalizaron usando la tableta graficadora con un programa para 
digitalizaci6n de la imagen y captura de datos desarrollado por 
el Dr. C6sar González del Lab. de Biof lsica del Depto de Flsica 
de la Fac de Ciencias. 

Este programa permitla digitalizar las im4genes de los 
perlmetros tanto del nucleo, como de cada uno de los grumos de 
cromatina contenidos en cada uno de los cortes en una matriz de 
128 X 128 puntos, además se pod!an almacenar datos tales como: 
identificacibn del nucleo, numero total de cortes en los cuales 
estaba lntegramente contenido y el numero de corte que se estaba 
digitalizando en ese momento. Tambi6n este programa permitla 
reformar las imágenes digitalizadas en caso de equivocarse, de 
tal forma que la captura de los datos se almacenara lo más 
correctamente posible. 

c.4 Procedimieftto para la tranferencia de informaci6n de una 
microcomputadora a otra con mayor capacidad de memoria. 

Con el prop6sito de tener todos los datos juntos en un solo 
archivo del total de nucleos estudiados, hubo la necesidad de 
desarrollar un programa que permitiera tansferir los datos de una 
microcomputadora de menor capacidad de memoria a otra de mayor 
capacidad para posteriormente hacer los estudios comparativos 
entre todos los n~cleos en estudio. Este programa tambi6n fue 
desarrollado en el Laboratorio de Bioflsica del Depto de Fisica de 
la Fac de Ciencias. 

c.5 Procedimiento para calcular la masa y volumen de la 
cromatina, superficie total y posici6n de los centroides 
de la cromatina y de la superficie total. 

El cálculo de estos parámetros tambi'n fue hecho por medio de un 
progama desarrollado en el laboratorio de Bioflsica del Depto de 
flsica de la Fac de Ciencias. Este programa con las imágenes 
digitalizadas con el procedimiento descrito en c,3, calcul6 los 
volumenes basándose tambi'n en los perlmetros del nucleo y de los 
grumos de cromatina, conociendo el grosor del corte y la 
amplificaci6n final de la imagen, se obtuvieron los volumenes y la 
masa. Se calcul6 el centro gravitacional- de cada uno de"los nucleos 
y de esta forma se pudo conocer la posici6n de los centroides tanto 
de la cromatina como de la superficie. Una vez obtenidos estos datos 
se les aplic6 estadlstica descriptiva para ver que tan semejantes 
son. 



Imillll\Tlllal E IOCWSlai Ell G'A 

ou. 701 
tc.,ltl11•1 

l!llO. 111• 10 cih1., 
llUD 1 101 20 •in. 

QU IO r 97 l 
Lo1•l•nc.-=blosyd 

•Laa timpa. 

SOLUCIOK 50150 d1 C!'IA 91: ' 
SOU:C:IONDEl).CU'SI0.'1110. 
POLIHUtlJ.DA, 20 •In. 

In clur1 con lut ultroiohu. 
2.C.h. 

DIAGRAMA DÚROCEDIMIENTOS 

FIJACION 

PROCEDIMIENTO 2 8ººº 
~ ~----~ 

1 : '.: 1 C!b:•:::••······-·····-·······-¡:::::: 
ll •fsio+rij1d11r 

•:Oz '" ºººººªººººººººººººººººººººººººg 
.._ ____ J g 

:ggog:oooooo.ouoooouuoouooooooocooooouuuooooo .................................................... : 
====. ¡-----~<!:.] 30 oj,11. """""''" .. ''"""""" 

. ! 
l·•:mn,:<WI luuDOI Al lu·~. el IL\v~ el 

o .: ! 
((111•onJ¡uad11rdr fo.taras 

o.z "· 1 , .. d1 1.2 
Coa HCl O,lK,1junando d pW 

con llaotl 0,1 H. 11 

o • 

Con .c:1lucit'11 hot5nic:1 
dlHC'lrOU 

go i. 
o • • : 

ºººººººººººººººººººººººººººº ; 

Con t!Cl 0,2 "· aj111t1ndo 11 Fii 
act'Uto dr 1ocUo O.l H, u 

~ r ............................ .I e~ "'"''" .. í" i' '¡ "' " ,,, 1 '· 1 

l•Juu&nd11 t1 pi: c:11n hlOll 1 :;,( El pi u •juat6 c:oa •nu: ... ·:;~:::::•:::•;:•:::-:;::.•;;::~•;• tl ph at IJU1tli c:aa 

g ! g ! ¡; : 1110R O.? K. ••••••••••••••••••••••••••••••••••• u:u1ta d• udla o.t /'. 

B~ ! ~· : ~~: l : : .................... .. 
pR :Z.J pll 2.7 1 • : 

1 1 ~ 

1 ,.~:. ,,.,.:, .. 1 '."' i'\.... :' i·'~ 
o ~ ; •• •••• 1'i-=pa prot:ado • : 

!;un.! jbtÍ;&1: .. I 

g i g i ........... r---¡¡;m¡¡¡¡¡;ru;:;;;----,_ ______ _ro¡J 
~ ¡ ººººººººººº DESHIDRATACION • : 
o ;....................... ••••••••••••••••••• i iooooOooocoooooooooo [11 1tanol 10: 10• '.' 96', 20 •in. m c:/u. .. ........ , ... , .............. . 

ta 1tanol 01ohno, Oo c:ablo1 dt 
l5•1n. clu. 

PRmCLUSION 
tn hldo 41 proFillo '11pon V/V, 11 b. 

o • 1 • ~ 

g : ! ! : 
IHLWSION 

tn ruin.e 1Phlu 11 loot, 1 6~'c, 21. h. 

1 

j 

1 

1 

1 

1 

l 
1 

l 



-23-

V Resultados 

al De los procedimientos para microscopia electronica. 

Procedimeinto 1 

Se obtuvieron im!genes de alto contraste de la cromatina en los 
cortes del material incluido en glicolmetacrilato IGMAl y 
contrastado con leido fosfot~ngstico IPTAl, pero los resultados 
obtenidos respecto a la microtomla, no fueron como se esperaban 
debido a que los cortes seriados en esta resina son muy diflciles 
de lograr, probablemente debido a que es una resina hidroifllica. 

En aquellos procedimientos en los que se intento tacer series 
grandes de cortes en GMA y al mismo tiempo lograr el contraste 
preferencial de la cromatina, se obtuvieron los siguientes 
resultados: 

-En las piramides que se cubrieron con epon, se obtuvieron cortes 
seriados, pero no el contraste de los cortes con el PTA. 

-En las que se cubrieron con el acrllico comercial, se lograron 
obtener tiras de cortes, pero no se lo logro el contraste. 

-Las pirlmides con resina sint,tica de montaje fueron diflciles 
de cortar debido a que las cuchillas se mellaban facilmente 
ademas de que el material no se contrastaba. 

-Con Formvar, no se obtuvieron cortes seriados. 
-con el ~!timo procedimiento en el que se intento lograr primero 
el contraste preferencial de la cromatina y despu6s el corte 
seriado, sl se lograron obtener series de cortes, pero el 
c6ntrastante no penetro en el tejido. 

Procedimiento 2. 

Respecto a la fijacion, fue mala e~ aquellos bloques en los que se 
~ utilizo el fijador durante 15 min seguidos de una mezcla de el mismo 

fijador mas peroxido de hidrogeno. 
Se obtuvo buena fijacion en los espec!menes fijados durante una 

hora, pero respecto al contraste, se observo que no fue 
especifico, porque aunque se contrasto la cromatina, todavla se 
observaban glucoprotelnas y part!culas ribonucleoproteicas. 

Se determino que el paso critico en este procedimiento fue el 
cambio de pH, de 7.3 (el del amortiguador> a un pH muy acido le! de 
las soluciones de contraste con PTAJ. 

Procedimiento 3. 

En este procedimiento en el que se probaron varias soluciones 
de lavado de manera de obtener un cambio gradual de pH de 7.3 a 
2.3 o 2.5. 

Los mejores resultados se obtuvieron en el material que fue 
sometido al lavado A y contrastado con una solucion de PTA a pH 
2.3 el cual se ajusto con una solucion de NaOH 0.2 M. El 
contraste de la cromatina fue muy bueno pero no tan especifico. 

En el material que fue sometido al lavado B y contrastado con 
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una soluci6n de PTA con el pH ajustado tambiin a 2.3 presentaba 
un contraste de la cromatina no tan bueno como en el caso 
anterior, pero mucho mls especifico, los grlnulos 
ribonucleoproteicos no se observaron, y el nucleolo tomo un tono 
gris muy claro. Al hacer la tinci6n de Bernhard que es preferencial 
para partlculas ribonucleoproteicas, en un corte contiguo de una de 
las series, se demostr6 que las partículas ribonucleoproteicas 
estaban presentes pero no se unlan al agente de contraste, 
comproblndose así la efectividad de nuestro mitodo IFig. 1, A y Bl. 
Fue en este material donde se resolvieron ambos problemas el del 
contraste preferencial de la cromatina y el de lograr la obtenci6n 
de series largas de cortes (Ver Fig. 21. 

No se obtuvieron buenos resdltados respecto al contraste de la 
cromatina en el material que fue sometido al lavado C. 

bl Del procedimiento para estudios cualitativos 

El estudio cualitativo de los modelos mostro que la cromatina 
compacta se presenta como un estrato continuo que se encuentra en 
contacto con la envoltura nuclear, interrumpido por los poros 
nucleares y que a esta resoluci6n, la cromatina parece una red 
tridimensional de acurnulos y filamentos (Ver Fig. 31. Sin embar·go, 
al observar el modelo en forma parcial, se lograron distingir 
agrupaciones de elementos de cromatina muy notorios que se 
presentan en forma constante, tales como: bloques irregulares de 
cromatina siempre adosados a la membrana nuclear, la cromatina 
perinucleolar del nucleolo central y la de los laterales también 
adosada a la membrana nuclear <Ver Fig. 4, A y Bl. 

El estudio demostrd que los hepatocitos de rata tienen de 2 a 4 
nucleolos, no se encontraropn en el anllisis tridimensional cilulas 
con un solo nucleolo. 

el Del procedimiento para el estudio semicuantitativo y 
cuantitativo. 

c.1 Del Procedimiento para la individualizacion de bloques de 
cromatina. 

Al individualizar los bloques de cromatina en la zona de 
estudio de ocho cortes de la parte meridional, se encontrb que en 
estas zonas existen de 8 a 9 acumules de cromatina <Ver Fig. 51. 

La cromatina perinucleolar del nucleolo central es mls 
conspicua que la de los laterales que es mls pequeWa. 

En trece de los nucleos estudiados, las cromatinas 
perinucleolares del nucleolo central y la de uno de los laterales 
se encuent~aron diametralmente opuestas (figs.5 y 61. Al 
sobreponer los esquemas donde se representaron estos acumules de 
cromatina y hacer girar los ejes longitudinales, se obs~rv6 que 
coincidlan, pues ocuparon un espacio bien definido <Fig. 6bl. En 
siete nucleos se encontraron dispuestas en forma de lngulo de 50 a 
125 gra.dos <Fig. 5 c y d l. 

El lugar que ocupa la cromatina compacta que rodea al nucleolo 
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lateral en estos ocho cortes fue el quinto en doce nucleos, el 
.sexto en siete y en uno el cuarto lugar <Ver Figs. 51. 

c.2 Del procedimiento para la obtención del volumen de los 
bloques de cromatina. 

Los resultados de los volúmenes totales calculados para cada 
uno de los acumulas de cromatina contenidos en la zona de estudio 
de ocho nucleos estudiados con este procedimiento se muestran en ~a 
tabla I. 

El volumen total de la cromatina compacta en estos ocho cortes 
se situa entre 10 y 12.5 micras cúbicas, el cual ocupa cerca de 
la tercera parte del volumen total estudiado. 

Los volúmenes de los acúmulos de cromatina compacta relacionada 
con el nucleolo central o el nucleolo lateral varlan entre 1 y 4 
micras cubicas, Jo que representa del 3 al 10 % del volumen de la 
parte de nucleo estudiada. 

El análisis de estos datos con estad!stica descriptiva muestra que 
la fracci6n de la cromatina que no forma parte de los nucleolos es 
muy semejante, se observa baja dispersi6n de los datos pues su 
desviaci6n estándar es de solamente 0.038 y respecto a la fracci6n 
que si forma parte de los nucleolos sucede lo mismo, la desvisci6n 
estándar es solamente de 0.056 lo que muestra tambi~n su semejanza 
<Tabla Il. 

c.3 Del procedimiento para la digitalización de la imagen y captura 
de datos. 

Los programas desarollados para este propósito mostraron 
resultados satisfactorios, la digitalizaci6n de la imagen se hizo 
con relativa facilidad, fue posible reformarla y hacer la captura de 
los datos de la mejor manera, para que despu~s se utilizaran para 
calculos de masa, volumen, área, etc. 

c.4 Del Procedimiento para la tranferencia de informaci6n de una 
microcomputadora a otra con mayor capacidad de memoria . 

. Los resultados obtenidos fueron muy satisfactorios pues se 
lograron tranferir todos Jos datos y almacenarlos en un solo 
archivo. 

c.5 Del procedimiento para calcular la masa y el volumen de Ja 
cromatina; superficie total del nucleo y posición de Jos 
centroides de Ja cromatina y de Ja superficie total. 

El procedimiento tambi~n fue satisfactorio, en Ja tabla No. II y 
las gráficas 1 y 2 se muestran los resultados de Jos ocho núcleos 
estudiados. 

En siete de estos ocho núcleos es muy notoria Ja similitud de los 
resultados, los datos muestran una baja dispersi6n a excepción del 
nucleo "H" cuyos resultados respecto a la masa, el volumen y la 
superficie representa casi el doble de los obtenidos en Jos otros 
siete núcleos, debido a que quizá se trate de un núcleo telraploide. 
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VI Discusi6n 

.El estudio sobre la posicion y orientacion de la cromatina 
durante la interfase, es de suma importancia debido a que 
representa a las cromosomas parcialmente decondensados. Algunos 
investigadores consideran que a pesar de esta decondensacion, na 
llegan a perder su integridad flsica <Stack y col, 1977). Muchas 
investigadores se han interesada en tratar de esclarecer si existe 
dispasicion ordenada de los cromosomas en interfase y en celulas 
mitoticas de organismos superiores. La literatura sabre este tema es 
muy extensa y frecuentemene conflictiva CSpeling y LUdtke, 1981; 
Bennet, 1982). Hay revisiones muy dtiles que contienen 
numerosas ejemplos de varias arreglos cromosomicos particulares que 
difieren de disposiciones al azar <Camings, 1968; Avivi y Feldman, 
1980). 

Probablemente las discrepancias que existen para tratar de 
demostar que realmente hay un arden en la disposicion de los 
cromosomas durante la interfase, se deben a factores técnicos 
tales cama el procedimiento de compresion !squashl que 
inevitablemente reduce las estructuras tridimensionales a 
bidimensionales. Si ademls de ser manipuladas de esta forma las 
células recibieran tratamiento previo con colchicina y se someten a 
extensas lavados, ambos tratamientos provocan una redisposici6n de 
los cromosomas que induce a mostrar la disposici6n de estos al.azar 
<Hadlaczky y col, 1986), .Bennet al respecto ha expresado el temor de 
aceptar aquellas observaciones que se han hecha con estas tecnicas, 
pues al tratar de reconstruir en estas condiciones una metafase, es 
c'omo querer reconstruir un huevo que previamente se ha aplastado y 
que si ademls el material se ha pretratada con colchicina, entonces 
es similar a tratar de reconstruir un huevo revuelta <Bennett, 
19821. 

Aparte de estas tecnicas que han dado resultados na muy 
aceptadas par los investigadores que se han interesado en este 
tema, se han utilizado otras como las que se mencionan en la 
intraducci6n de esta tesis, que juntas han dado importante 
informaci6n acerca de la asociacion de los cromosomas con el 
nucleola, la envoltura nuclear y los complejos de poro, pero sin 
embargo, no dan la suficiente informacion para conocer la 
topologla real de los cromosomas de celulas de animales durante 
la interfase, ni muestran ningdn patron ordenado de la 
disposicion de los cromosomas. 

La técnica de reconstruccion tridimensional a partir de 
micrograflas electronicas de cortes seriados de ndcleos en 
interfase, los cuales no han sido alterados con ningdn 
tratamiento, como es el caso del presente trabajo, permite analizar 
directamente la disposicion de la cromatina (~opolog!a de las 
cromosomas) en n&cleos interfÁsicos intactos, sin distorsionarlos 
y los muestra en una forma mls cercana a corno se encuentran "in 
vivo". Esta t6cnica ha sido sugerida para abordar este problema 
<Hadlaczky y col, 1986) y también ha sida utilizada para el estudio 
de la disposicion de los cromosomas en metafase y en eventos 
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premeioticos y meióticos. (Bennet, 1982, 1984a y 1984b; Hepslop
Harrison y Bennet, 1983a y 1983b; 19841. 

El estudio de la disposición de la cromatina requerla de cortes 
seriados y una tincion especifica o preferencial adecuada. A pesar 
de que hay metodos de contrastaste especificas para la cromatina 
como los obtenidos por Gautier, Peters, Moyne Gautier el estudio 
de la cromatiria en interfase ha sido dificil, debido principalmente 
al bajo contraste que se obtiene con estos proºcedimientos (Gautier y 
Schreyer, 1970; Peters y Giese, 1971; Moyne, 1972 y 1973; Cogliati y 
Gautier, 19731, En 1973 desarrollaron un metodo de tinción 
preferencial de la cromatina en estado compacto y extendido, basado 
en el uso de glicolmetacrilato como medio de inclusión y el acido 
fosfot6ngstico como agente contrastante (Vlzquez Nin y col, 19731, 
si.n embargo no fue posible obtener cortes seriados en esa resina, 
por lo que fue necesario hacer una modificación a esta técnica para 
obtener el mismo tipo de contraste y al mismo tiempo lograr los 
cortes seriados <Esquive! y col, 1987). Este procedimineto, nos 
permitio estudiar la disposición tridimensional de la cromatina en 
hepatocitos durante la interfase, sin provocar ninguna de las 
alteraciones mencionadas. Ademls el mitodo de contraste es 
preferencial para la cromatina en estado compacto y extendido dentro 
del ndcleo. El nucleolo y otras partlculas ribonucleoproteicas no se 
tiWen. Las bases qulmicas de Ja reacción de la cromatina y los 
componentes de la solucion del acido fosfotúngstico IPTAI no son 
conocidas y el procedimiento es ernplrico. (Quintarelli y col, 1971 a 
y b). 

Consideramos que nuestra metodologla es perfectamente aplicable 
a este tipo de estudios ultraestructurales relacionados con la 
cromatina y que requieren seriación en los cortes, por que se 
pueden obtener series hasta de mls de ciento cincuenta cortes con 
relativa facilidad. Ademls ofrece la ventaja de no limitarse al 
uso del glicolmetacrilato como medio de inclusion. Al incluir el 
material en resina ep6xica, no se presenta dificultad en la 
polirnerizaci6n y se consigue la dureza adecuada del bloque para 
el corte CRavira y col, 1985) Por otra parte, este metodo presenta 
la gran ventaja de que permite la realizaci6n de contrastes 
posteriores, ya sea uranilo-plomo para obtener una clara relacibn de 
la cromatina con las dernls estructuras nucleares, o el método de 
Berhard (Bernhard, 1969) que posibilita estudiar en cortes sucesivos 
del mismo ndcieo, las relaciones de la cromatina con las particulas 
ribonucleoproteicas <Esquive! y col, 19871. 

Se eligieron para este estudio las células del hlgado de animales 
normales con una dieta regular pues no sufren cambios importantes 
debido a que generalmente se encuentran en fase G , 

El anl!isis microscópico de los núcleos de hepaiocitos 
interflsicos, observados en cortes seriados con tinción 
preferencial para el ADN no revelo ningdn patrón ordenado de la 
disposici6n de la cromatina, solamente mostró una capa casi 
continua a lo largo de la pared interna de la envoltura nuclear 
interrumpida por los poros nucleares, la cromatina asociada a Jos 
~ucleolos y acdmulos aparentemente dispersos en el nucleoplasrna. 
Estos resultados tambien apoyan las observaciones previamente 
realizadas por otros investigadores sobre el arreglo de la 
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cromatina durante la interfase <Moneron y Bernhard, 1969; Hancock, 
y Boulil<as, 19821, 

En el material para microscopia electr6nica, preparado con 
procedimientos habituales, las imagenes de estructuras de entidades 
separadas, se pueden observar fusionadas por sobreponerse en el 
espesor del corte. A diferencia del microscopio optico el 
electrbnico posee una profundidad de campo muy grande, lo que no 
permite diferenciar diversos planos de enfoque en el espesor del 
corte y as{ distinguir las estructuras superpuestas en el espesor de 
los cortes que constituyen la capa continua periferica y las 
continuidades con los acómulos de cromatina internos y 
perinucleolares, los que obligan a establecer criterios mas o menos 
arbitrarios, como el de no considerar mas que estructuras de un 
tamaño superior a un umbral fijado por el observador, que ayudan a 
reconocer los limites de los acdmulos. Las inmlgenes fusionadas de 
la cromatina en los nÓcleos interflsicos pueden representar 
entidades separadas equivalentes a los cromosomas mit6ticos <Mazia, 
19611 y los miembros homblogos de bivalentes mitoticos !Vlzquez Nin, 
y Echeverrla, 19761. En el presente estudio, pensamos que tambiin 
sucede lo mismo; se fusionan las imagenes de grumos pequeños y 
filamentos de cromatina. Con el prop6sito de evitar el problema de 
la fusi6n de las imlgenes, se han hecho investigaciones en 
materiales sometidos a tratamientos mecanices y f isicoqulmicos 
<Fusel, 1975; StacK y col, 1977). En nuestro material, no se apl lean 
tratamientos de este tipo, pues al emplear los criterios mencionados 
se obtuvo una definici6n de los limites de los acdmulos de cromatina 
lejos de la envoltura nuclear. Murray y Davies 11979) visualizaron 
los limites de los cuerpos cromatlnicos de los efitrocitos de 
Triturus cristatus sin tratamiento, aunque en una forma burda 
probablemente debido a la extremada compactaci6n de la cromatina en 
estas celulas. 

Al observar los modelos tridimensionales, a "groso modo", la 
cromatina compacta y la extendida se vi~ualiza como una mara~a 
que ocupa la mayor parte del espacio nu~lear y no hay evidencia 
aparente de individualidad cromosomica. No se visualizan dominios 
espaciales ocupados por cromosomas como los politenicos de Jos 
nócleos de las gllndulas salivales de las larvas de Drosophila 
melanogaster <Hochstrasser y col, 19861, Probablemente esto se debib 
a· que durante la interfase los cromosomas no politenicos son muy 
sutiles, menos evidentes y estan mas entremezclados que los 
politenicos. Los modelos tridimensionales de la disposici6n de la 
cromatina en los n~cleos interflsicos de los hepatocitos, nos 
permitieron determinar que los cortes centrales de las series eran 
los mls dtiles para nuestro estudio; en estas c~lulas uno de los 
nucleolos se localiza lejos de la envoltura nuclear, pero la 
cromatina que lo rodea siempre estl adosada a la envoltura 
ocupando una posicibn casi estable, lo cual concuerda con lo 
descrito en otros tejidos !Bourgeois y col, 1981; Vazquez Nin y 
col, 1983), 

Son varios los estudios en los que se hace evidente la 
disposici6n ordenada de zonas especiales de los cromosomas 
interfasicos que pueden ser individualizadas tanto en plantas 
como en animales tales como: los centr6meros <Evans y Filian, 1982; 
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Fussell, 1975; Gosh y Roy, 1977; Moens y 
LUdtke, 1981; Hadlaczky y col, 19861 , telomeros IAppels y col, 
1978; Fussell, 19751, regiones que contienen la region del 
organizador nucleolar INORl IWachtler y col., 1986) y cromosomas 
sexuales compactos (Bourgeosis y col. 19851. Nuestros resultados 
apoyan estos hallazgos pues mostraron que patrones repetitivos de la 
disposici6n de la cromatina pueden ser descubiertos en las cilulas 
hepaticas utilizando a los nucleolos como referencias de posici6n, a 
pesar de que la estructura nuclear es dinamica y que suceden cambios 
importantes en la organizaci6n de la cromatin~ durante la interfase 
(Kuroi~1a y Tanal<a, 1971a y bi Lafontaine y Lord 1974; Stack y col, 
19771. El movimiento nuclear podr!a ser una posible fuente de 
variacion de la estructura nuclear. Si estos desplazamientos no 
destruyen los patrones generales de la organizacion nuclear podr!an 
causar el cambio én la posici6n relativa del nucleolo y la cromatina 
asociada a ~ste y la cromatina no asociada (De Boni y Mintz, 19861, 
Lo expresado anteriormente podrla ser una fuente importante de 
variaci6n en el estudio de cilulas fijadas al utilizar como 
referencia al nucleolo, como en el presente estudio. La ayuda del 
anllisis computarizado, de imlgenes digitalizadas para el estudio de 
la distribuci6n tridimensional de la cromatina, da mas informaci6n 
acerca de los patrones repetitivos en diferentes n6cleos del mismo 
tipo si algunas rotaciones u otro tipo de desplazamiento ocultan el 
orden de la posici6n relativa de los acamulos. 

Al parecer el problema funda111ental para determinar el orden 
cromos6mico durante la interfase, es la capacidad para 
individualizar a cada uno de los cromosomas, lo cual requiere de 
una gran habilidad debido a que en esta fase del ciclo celular 
estln parcialmente decondensados, no obstante Bennet al respecto 
dice que se podrla identificar en forma inequ!voca a algunos o a 
todos los cromosomas en c~lulas particulares durante la 
interfase, si se conocieran los vol6menes relativos de cada 
cromosoma. Este tipo de estudios son 6tiles en plantas, 
principalmente en cereales (Bennet, 19821. Los resultados 
de nuestra investigaci6n apoyan esta idea pu6s los vol~menes 
parciales de los bloques de cromatina contenidos en la zona de 
estudio fueron muy semejantes. 
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VII Conclusiones 

La tecnica de tincion en bloque con acido fosfotungstico despues 
de la fijaclbn en glutaraldehido, con la posterior deshidrataci6n en 
alcoholes graduales e inclusibn en resina epoxica, es preferencial 
para contraste de la cromatina y permite la obtencibn de cortes 
seriados con relativa facilidad, para este tipo de estudios y para 
otros relacionados con la cromatina. 

La cromatina en nucleos interfasicos de hepatocitos de rata no se 
encuentra distribuida al azar, presenta patrones repetitivos en los 
cortes de la parte meridional de los nucleos donde se localizan el 
nucleolo central y uno de los laterales. 

Al usar los nucleolos como referencia se descubría una disposicion 
ordenada de la cromatina durante la interfase, pues este material 
nunca se encentro distribuido al azar. 
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Pie de Figuras: 

Fig. 1. Cortes contiguos de una serie. En A, parte de un nucleo 
de un hepatocito contrastado con PTA pH 2.3 por una hora IX 21 825). 
La cromatina compacta !cl estl teRida en oscuro, se pueden observar 
filamentos (f) que son continuos con los agragados compactos y 
tambien los espacios intercromatinianos (flechas), En B un corte 
adyacente del mismo nucleo contrastado con el metodo de Bernhard 
para ribonucleoprotelnas despues de 30 minutos de EDTA; la cromatina 
compacta (c) est~ blanqueada y las ribonucleoproteinas fuertemente 
contrastadas en oscuro. Grlnulos intercromatinianos Cicg), Tambien 
se observa la cromatina perinucleolar (pl blanqueada. 

Fig. 2. Seis cortes contiguos de una serie de 56, de un nucleo de 
hepatocito contrastado con PTA a pH 2.3 por 1 hora. La cromatina 
compacta estl fuertemente contrastada en oscuro. El nucleolo es gris 
homog6neo. No se ven partlculas ribonucleoproteicas <X 5,335). 

Fig. 3. Modelo de la reconstrucci6n tridimensional de la 
cromatina de un nucleo de hepatocito. En A 1, El eje longitudinal 
estl en el plano de la fotograf!a, el componente cromatlnico se 
observa como un estrato continuo a la superficie. Las 
perforaciones de este estrato corresponden a los poros nucleares. 
En A 2, el eje longitudinal es perpendicular a la fotografia. 
CX3,400). En B, Modelo de otro nucleo de hepatocito abierto, 
se muestra en sus dos mitades la distribuci6n de la cromatina 
compacta. <X36,000J, 

Fig. 4. Vista parcial del modelo de un ndcleo de hepatocito. En 
A, do~ cortes contiguos sobrepuestos muestran la continuidad 
(flechas) de la cromatina perinucleolar !pnl con la cromatina 
compacta !pll adyacente a la envoltura nuclear. n-espacio 
nucleolar CX12,500J, E~ B, cuatro cortes contiguos sobrepuestos. 
Los grumos de cromatina que aparentemente estln aislados, 
muestran continuidad con los de los cortes adyacentes, forman 
bloques grandes que representan acumulas bien definidos entre las 
cabezas de flecha. CX12,,500). 

Fig. 5. Diagramas de los acdrnulos de cromatina encontrados en 
secciones de ocho cortes de la parte meridional de los nucleos y 
que contienen a los nucleolos central y lateral. en- cromatina 
que rodea al nucleolo central, in cromatina que rodea al nucleolo 
lateral. 1 a 8 ac~mulos de cromatina densa que no estl 
relacionada a los nucleolos. a) y bl Nucleos con ocho acdmulos de 
cromatina, la del nucleolo lateral se encuentra en el quinto 
lugar estl diametalmente opuesta a la del nucleolo central. el 
Nucleo con nueve acdrnulos de cromatina, el del nucleolo lateral 
se encuentra en el sexto lugar y estl dispuesta en forma angular 
respecto a la del nucleolo central. d) Nucleo con ocho acumulas 
de cromatina, el del nucleolo lateral tambien se encuentra 
dispuesto en forma angular y en el sexto lugar. ()';5,400). 
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Flg. 6. Esquemas que muestras la cromatina relacionada con los 
nucleolos en seis núcleos diferentes. La cromatina del nucleolo 
central <en tono claro) y la del nucleolo lateral <en tono oscuro! 
se encuentran adosadas a la cubierta nuclear y estln diametralmente 
opuestas, de a-f !XS,400). En la parte inferior, sobreposición de 
los acdmulos de cromatina relacionada con los nucleol6s de los seis 
ndcleos de arriba, el eje longitudinal de los núcleos muestra la 
rotación llevada a cabo para hacerlas coincidir, n6tese que ocupan 
un espacio bien definido. cx11,ooo>. 
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TABLA r VOLUMEN DE BLOQUES O ACUMULOS DE CROMATINA EN OCHO CORTES 

Volumen total Volumen de Cromatina del Cromatina del 
NUCLEOS estudiado cromatina nucleolo central nucleolo lateral 

3 3 3 
% 

3 
% J.llll µm f.llll um 

A 39.9 12.5 1.7 13 3.2 8 

B 36.5 11. 7 2.5 21 1.3 11 

c 40.0 10.5 3.9 37 1.4 13 

D 39.6 14.7 1.7 9 2.7 18 

E 35.2 10.8 2.2 21 1.0 10 

F 38.4 10.7 2.1 20 1.0 10 

G 33.7 10.l 2.9 28 . 1.5 15 

" H 30.3 11.l 3.2 28 1.2 11 

% ~ Porciento del volumen total de la cromatina en la 
region estudiada. 

Fracción.de la cromatina que no forma parte de los nucleolos 

x = o.315 

d. s. = 0.038 

Fracci5n.de la cromatina que forma parte de los nucleolos 

x = 0.141 
d, s. = 0.056 
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TÁBÚ\ n PARAMETROS DE OCHO NUCLEOS RECONSTRUIDOS POR COMPUTACION 

POSICION DE LOS CENTROIDES 

NUCLEOS MASA VOLUMEN SUPERFICIE 
3 3 2 DE LA CROMATINA DE LA SUPERFICIE µm µm µm 

B 51.17 136.85 103.32 5.06 4.78 2.99 5.11 4.78 2.89 

e 46.25 147. 71 97.62 5.22 5.04 2.70 5.23 5.03 2.64 

F 46.08 170.42 115. 77 5.07 5.29 3.12 5.08 5.28 3.05 

G 65.38 189. 72 134.42 5.02 5.08 3.67 5.02 5.10 3.63 

H 76.66 239.51 152.88 5.23 5.09 4.04 5.22 5.02 3.89 

I 47.08 138.22 102.43 5.05 5.19 2.62 5.06 5.20 2. 71 

J 50.98 154.90 105.72 5.10 4.70 2.74 5.12 4.75 2.78 

K 41. 74 142.10 96.87 4.99 5.18 2.51 4.96 5.22 2.50 

x 53.17 164.93 113. 63 5.10 5.04 3.12 5.12 5.04 3.01 

d. s. 7.02 18. (1 12.24 0.08 0.19 o.so 0.07 0.18 0.46 

D. s./ x 0,13 0.10 0,10 0.01 0.04 0.16 0.01 0.04 0.15 
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