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ALTERACIONES INDUCIDAS POR LOS RAYOS X EN LOS
CROMOSOMAS DE LAS CELULAS MERISTEMATICAS
DE LA RAIZ DE VICIA FABA. 1II. INFLUENCIA DE
LA TEMPERATURA EN LA FRECUENCIA DE
LAS ABERRACIONES CROMOSOMICAS

RAFAEL VILLALOBOS-PIETRINI¥*
GUADALUPE PALOMINO** y
MATILDE BRENA¥*

RESUMEN

Los autores estudiaron la frecuencia de aberraciones cromosémicas inducidas por los rayos

X con postratamientos cortos a dos grupos de temperatura (1° a 10°C y 20° a 30°C), no
contrindose diferencias significativas como fueron observadas para algunas de las aberraciones
de tipo cromatidico (Villalobos y colaboradores, 1965). Ademés se analiz6 la relacidén existente

entre la frecuencia de las aberraciones por célula y los sitios sensibles.

SUMMARY

The authors studied the frequency of chromosomal aberrations
nperature posttreatments (1° to 10°C and 20° to 30°C), without

two groups of short-termed t

induced by X-.rays with

finding significant difference? as it was observed in some chromatid aberrations (Villalobos
et al., 1965). Also the relationship between frequency of aberrations per cell and the sensitive

sites was analized.

INTRODUCCION

Clésicamente las aberraciones cromos6mi-
cas inducidas se han descrito como debidas
a fenémenos de rompimiento y de rompi-
miento y reunién. Con la “teoria del blan-
co” se intenta explicar el mecanismo de ac-
cién directa de las radiaciones (Lea 1946,
Giles 1954), y desde los estudios de Thoday
y Read (1947) se han aceptado los meca-
nismos de accién indirecta, que consideran

* Instituto de Biologia, UN.AM.

un “aumento” del tamafio del blanco. Re-
vell (1963) entiende la formacién de abe-
rraciones como relacionadas con la produc-
ci6n de intercambios cromatidicos reales,
equivalentes al “crossover’” mitético.

El dafio causado por las radiaciones en
los cromosomas puede disminuirse o aumen-
tarse mediante variaciones en la intensidad
o con el fraccionamiento de la dosis (Sax

**» Programa de Genética, C.N.EN. e Instituto de Biologia, UN.A.M.
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1938, Fabergé 1940), centrifugado el ma-
terial (Sax 1943, Catcheside y colaboradores
1946, Wolff y von Borstel 1954), apli-
cando la irradiacién a diferentes estados del
ciclo celular (Sax y Swanson 1941, Sparrow
1951), cambiando la temperatura (Giles y
colaboradores 1951, Sax y Enzmann 1939,
Caldecott y Smith, 1952, Catcheside y co-
laboradores 1946, Mickey 1939, Faberge
1948, Villalobos-Pietrini 1965 y Villalobos-
Pietrini y colaboradores 1965), cambiando
el contenido de agua (Gustaffson 1937,
Ehrenberg y Nybom 1954), mediante la
accion de algunas substancias quimicas

(Wolff y Luippold 1955, Wolff 1954,
Wolff y colaboradores 1958, Laguarda-Fi-
gueras y Villalobos Pietrini 1967, Villalo-
bos-Pietrini y Laguarda-Figueras 1967), etc.

En publicaciones anteriores (Villalobos-
Pietrini 1965 y Villalobos-Pietrini y cola-
boradores 1965) se describieron las aberra-
ciones producidas en los periodos Gz y S del
ciclo celular y en el presente trabajo nos
ocuparemos en analizar la frecuencia de las
aberraciones inducidas por los rayos X en
el periodo anterior a la sintesis del DNA y
a la influencia de la temperatura.

MATERIAL Y METODOS

Las semillas de Vicia faba L., variedad
major, fueron colocadas para su germina-
cién entre algodones hiimedos, en un cuarto
a temperatura constante (20° = 1°C).

Cuando aparecieron las raices principa-
les, al cabo de dos o tres dias, las plantulas
fueron transferidas a frascos con agua de
la llave, en donde permanecieron hasta la
aparicién de cinco a diez raices laterales
que fueron utilizadas para la técnica cito-
légica. Durante todo este tiempo se man-
tuvieron en la obscuridad para evitar la in-
fluencia del ritmo circadiano en la frecuen-
cia de las mitosis.

Las plantulas fueron irradiadas por pares
y sobre algodén himedo, con el objeto de
mantenerlas en buen estado. Se utiliz6 como
fuente de rayos X un aparato Siemens Stabi-
lipan que operé a 250 kv y 15 mA, con
un filtro de cobre de 0.05 mm.

La dosis total fue de 150 roentgens (R)
a una distancia de so c¢m de la fuente al
haba. La intensidad de exposicién fue de

80 R/minuto. Las dosis fueron controladas
mediante un dosimetro Siemens Universal.

Al terminar la irradiacién se aplicaron
postratamientos de una hora, con agua de
la llave a temperaturas bajas (1° a 10°C)
y elevadas (20° a 30°C), regresindose des-
pués las habas a los frascos con agua de la
llave a 20°C, en los cuales permanecieron
hasta que fueron tratadas para el anilisis ci-
tolégico. El agua de los frascos fue cambia-
da cada tercer dia.

Los estudios citolégicos se hicieron en
grupos de habas que tenian de 4 a 72 horas
de haber sido irradiadas y se observd un
minimo de 200 metafases para cada uno de
los puntos incluidos en los dos grupos de
diferentes temperaturas de las figuras 1, 2
y 3

La técnica citoldgica utilizada en la ob-
servacion de los cromosomas de las células
meristemiticas de la raiz de Vicia faba fue
la de aceto-orceina-verde Janus descrita por
Villalobos-Pietrini (1965).

RESULTADOS

Se registr6 la frecuencia de aparicién de
fragmentos dobles, dicéntricos y anillos
(aberraciones de tipo cromosémico) en mas
de 4,500 células que fueron postratadas bajo
dos sistemas de temperatura, bajas (1° a 10°

C) y elevadas (20° a 30°C). La tabla 1
muestra el total de aberraciones producidas
y el andlisis de significancia de los valores
promedio mediante la t de student.

Tanto en los datos de la tabla 1 como
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en la distribucién acumulada de los frag-
mentos dobles (Fig. 1), puede observarse
que esta alteracion de los cromosomas, pro-
ducida por los rayos X, no es afectada por
el postramiento de temperatura. Lo mismo
acontece para las aberraciones consideradas
de “impacto doble” como son los anillos
(Tab. 1, fig. 2) y los dicéntricos (Tab. 1,

fig. 3).

Ademais, se analizaron las frecuencias de
aberraciones de '‘un impacto” ( fragmentos
dobles) y de “dos impactos” (anillos y di-
céntricos) por célula, encontrindose como
méximo 5 fragmentos dobles en 2 células,
2 dicéntricos en una célula y en el caso de
los anillos solamente se observé un anillo
por célula (Tab. 2).

DISCUSION

En el trabajo de Villalobos-Pietrini y co-
laboradores (1965) se presentan evidencias
de que las mayores frecuencias de aberra-
ciones cromatidicas, aparecen a las 8 horas
después de la irradiacién, momento a partir
del cual dichas frecuencias van siendo me-
nores a medida que se alarga el periodo de
tiempo comprenjido entre la exposicién a
los rayos X y la fijacién del material. Al
acercarse las 48 horas, tales aberraciones
cromatidicas practicamente han desaparecido.
Evans y Scott (1964), mediante el uso de
timidina tritiada en las células meristemati-
cas de Vicia faba, logran determinar que el
ciclo de generacién celular a 19°C es de
19.3 horas; también registraron la duracién
de las diferentes etapas, estableciendo que
la mitosis dura 2.0 horas; el periodo G,
4.9 horas; el S, 7.5 horas y el G,, 4.9 horas.
Comparando esto con lo analizado en el tra-
bajo de Villalobos-Pietrini (1965) puede
concluirse que efectivamente, al aplicar 150
R de rayos X, se produce retardo mitdtico.
También es notable que aunque la tempe-
ratura no influye demasiado en el retardo,
puesto que casi todos los miximos de las
aberraciones cromatidicas aparecen a las 8
horas, al comparar los grupos de tempera-
turas altas y bajas, se presenta més alargado
el periodo de produccién de las aberracio-
nes cromatidicas en el segundo grupo que
en el primero. Savage y Evans (1959), al
estudiar el indice mitético de las células me-
risteméticas de la raiz de Vicia faba a 3°C
consideran que, en las cuatro primeras horas
del tratamiento, no se producen variaciones
importantes del mencionado indice con res-
pecto a los controles. De estos experimentos

puede deducirse que el retardo mitdtico ob-
tenido se debe en su mayor parte a los efec-
tos de la radiacién y en una pequefisima
porcién a las bajas temperaturas. El retardo
mitético también se manifiesta en las abe-
rraciones cromosémicas producidas en el
periodo G,, puesto que las frecuencias ma-
ximas se obtienen entre las 24 y las 28 ho-
ras posteriores a la irradiacion. Como ya
se indicd, el periodo G; en los meristemos
normales es de 4.9 horas y en nuestro es-
tudio se extiende desde las 12 horas después
de la irradiacién hasta las 72 horas.

Con el objeto de obtener un indice de la
sensibilidad diferencial de los periodos
G:+S y G,, se compararon los promedios
de las aberraciones producidas en cada uno
de ellos (Tab. 1.y 3). El porcentaje total de
aberraciones para G, y S fue de 70%, mien-
tras que para G, fue de 46%; asi,

aberraciones en S+ G,

: = I1.42
aberraciones en G, 4

Este cilculo nos permite concluir que el
periodo G, + S es mis sensible a los 150
R de rayos X, que el G, por un factor de
I.42. Sax y Swanson (1941) consideraron
que, en Tradescantia, la profase I temprana
y media de las meiosis, son los estados mis
sensibles a la radiacién, en comparacién con
cualquier otro periodo del ciclo de genera-
cién celular, Sparrow (1951) observé tam-
bién en Trillinm que la profase I temprana
era el estado mis sensible de la meiosis a
las radiaciones y que su radiosensibilidad
era 50 veces mayor que las etapas tempranas
de la interfase,
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De todo esto se puede concluir que, en
general, los periodos més sensibles a las ra-
diaciones son el G, en la mitosis y la pro-
fase temprana en la meiosis.

Catcheside y colaboradores (1946) se-
fialaron un ligerg aumento en la frecuencia
de los rompimientos cromatidicos en las
microsporas de Tradescantia, al aplicarles
temperaturas de 1°C en el momento de la
irradiacién. Villalobos-Pietrini y colaborado-
res (1965) obtienen resultados contrarios
usando postratamientos de 1 hora de tem-
peratura a 1°, 10°, 20° y 30°C, al observar
que tanto los rompimientos cromatidicos
como los isocromatidicos, son mas frecuentes
a las temperaturas altas céue a las bajas. Esto
coincide con lo expresado por Sax y Enz-
mann (1939), quienes al aplicar tempera-
turas de 30°C en el momento de la irra-
diacién, también obtienen un aumento en
los rompimientos cromatidicos en las mi-
crosporas de Tradescantia. Al probar la no
significancia de los datos sobre las aberra-
ciones cromosémicas de “‘un impacto” deno-
minadas fragmentos dobles, podemos consi-
derar que la temperatura no tiene efecto so-
bre la producciéon de dichos rompimientos
(Fig. 1).

Como se observa en la tabla 3 y en las
figuras 4 y s, las aberraciones cromatidicas
inducidas en los periodos Gy y S, sélo en
los casos de rompimientos cromatidicos e
isocromatidicos difieren significativamente.
Para los huecos, intercambios cromatidicos
e intercambios isocromatidicos (Tab. 3, Figs.
6, 7 y 8) no se encontraron diferencias
significativas entre los promedios obtenidos
a temperaturas altas y bajas, concluyéndose
que el postratamiento de temperatura sola-
mente tiene influencia en algunas de las
aberraciones de tipo cromatidico.

Los fenémenos descritos son sumamente
dificiles de explicar, aunque los inicos re-
sultados significativos sugieren que acon-
tece una mayor restitucién a bajas tempe-
raturas, lo que posiblemente esta relacionado
con la ruptura de enlaces de tipo iénico que
Wolff (1957) consideré de actividad in-
mediata. Las diferencias de comportamiento
entre las aberraciones de ‘‘un impacto” de
los periodos G; y Gz+S (fragmentos do-
bles y rompimientos cromatidicos e isocro-

matidicos, respectivamente) pudieron de-
berse a la mayor radiosensibilidad del
periodo Gp+S sobre la etapa G;, como se
ha demostrado antes. Esto probablemente es
debido a las diferentes condiciones caracte-
risticas de dichos periodos, como son el con-
tenido de agua, el grado de espirilizacion
del DNA, las diferencias en el metabolismo
celular, la tension de oxigeno, etc.

En lo referente a las aberraciones de ‘,dos
impactos”, dicéntricos (intercambios asimé-
tricos) y anillos (intracambios asimétricos),
se comprobdé también, mediante el mismo
método estadistico, que los datos obtenidos
reflejan la no influencia de la temperatura
sobre la frecuencia de dichas aberraciones.
Al hacer comparaciones de estos datos con
los dados a conocer por Villalobos-Pietrini
y colaboradores (1965), notamos que en
las frecuencias de las aberraciones de “‘dos
impactos” (intracambios isocromatidicos e
intercambios  cromatidicos) del periodo
G,+S, tampoco influye el postramiento de
la temperatura. Con lo anteriormente ex-
puesto, se puede asegurar que pricticamente
el postratamiento de 1 hora con las tempe-
raturas usadas, no tiene efecto significativo
en las frecuencias de las aberraciones indu-
cidas en el periodo G;. Es notable que,
excepto para los rompimientos cromatidicos
e isocromatidicos, en todas las demés abe-
rraciones se observa que aunque no son sig-
nificativas las diferencias, son mayores sus
frecuencias a las temperaturas bajas (1° a
10°C) que a las altas (20° a 30°C), como
puede ciservarse en las figuras 4, 5, 6, 7
y 8.

En cuanto a los huecos (Fig. 6), al igual
que en los fragmentos dobles, no se obser-
van diferencias significativas en los resulta-
dos. Su distribucién es distinta a la de los
rompimientos cromatidicos (Fig. 4), lo que
apoya el criterio de Revell (1955, 1958)
quien separa los rompimientos cromatidicos
y los huecos por su diferente distribucion
al graficar la dosis-frecuencia (se sabe que
los huecos aumentan linealmente con el in-
cremento de la dosis de radiacién, no asi los
rompimientos cromatidicos que aumentan
casi con el cuadrado del valor de la dosis).

En los primeros trabajos sobre la frecuen-
cia de las aberraciones de “dos impactos”,
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se habfa llegado a la conclusién que estas
aberraciones se incrementaban con el cua-
drado de la dosis. En trabajos més recientes,
Revell (1966), Wolff (1966), Evans
(1966) y Savage (1966), comprobaron en
microsporas de¢ Tradescantia y en meriste-
mos de Vicia faba, que dichas aberraciones
no aumentan con esa potencia, como se es-
peraria en la “Teoria del blanco”, sino que
lo hacen al 1.5, 1.7 y 1.8, segin la inten-
sidad de la dosis usada. Revell (1966) en-
cuentra valores de 1.7 para los rompimien-
tos cromatidicos simples, 1.5 para los rom-
pimientos isocromatidicos simples, 1.5 para

los rompiimentos isocromatidicos, 1.07 para
los huecos y 2.0 para los intercambios cro-
matidicos.

Comprendiendo como “'sitio”, al lugar del
nicleo donde los hilos cromosémicos estin
dentro de la distancia de reunién (Savage
1966), encontramos que, por célula, las
frecuencias de “sitios” son de 1 y 2 como
maximo (Tab. 2). Esto concuerda con las
conclusiones de ‘'Wolff y colaboradores
(1958) y de Garcia-Benitez y Wolff
(1962), que consideran como méaximo dos
“sitios” de reunién ilegitima por célula,
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Fig, 1. Porcentaje acumulado de fragmentos dobles con postratamientos a temperaturas bajas y
elevadas. rX es el momento de aplicacién de los rayos X.
Fig. 2. Porcentaje acumulado de djcéntricos a emperaturas bajas y elevadas. rX es el momento
de aplicacién de los rayos X.
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Fig. 3. Porcentaie acumulado de anillos para los dos grupos de temperaturas. rX indica la
aplicacién de rayos X.
Fig. 4. Porcentaje acumulado de rompimientos cromatidicos en los dos grupos de temperaturas
(bajas y elevadas). rX es el momento de aplicacién de los rayos X.



RAFAFL VILLALOBOS PIETRINI ET AL

"X soer so[ ap ugiedrde Ip O)WWOW |9 9 XTI ‘Sepeadp 4 seleq

sermyeradus) B ojuatwelensod Uod sodippewoNOS! sojyudrwidwor ap opejnwnde afgjudiod ‘9 ‘T
"X soiex so[ ap uonedrde
‘sepesd[d £ sefeq seygeradwa) ered soxny Ip openwmde 3fejusdiod ¢ S

®[ B1pUI

XI

(80204) NODVF 4 ¥ OJidMAA 3S IND NI OdNAL

92

. »e

02

9l

L) | J | 4

2083020~ ———"¢
3.01 %1 0-———0

) 7

~ © () - (] ~N
$021p)@OWO 13081 so e dwos op 0pe|IMunde Sfeivedied

ot

L X4

(30404) NOIDVFId VY1 OJIJINAA IS INO NI OdwWal
I

»e

0z

AN R

J.0¢8 WEe-=———-9
U.g ﬂ- O s )

S0%0ny 0P OPAAWRID §fBju03sed



23

ALTERACIONES INDUCIDAS EN CROMOSOMAS DE VICIA FABA

*X sofer sof ap uonedijde Sp ojusWoW |3 EJIpUl XI ‘SeIn)e1dadws) SesIFAIp Ip sojusrweiersod
uod X soder sof Jod SOpIOPUI SOJIPHEWOId SOIWEDIdUI Ip opejnwnde 3lejuadiod 8 “Jig
*X soder sof op uonedrjde B] $3 XI "SepeAd]d 4 sefeq seimy
-e3adwa) e sojuarwejerisod SO Sp SOJIPHEWOINOST SOIqUEIENUI 3p operwnde 3fejuadiod L “Fig

(s0204) NOIDVFId VI OJI4I¥3A 3S INO NI Odw3lL X3 {30204) NOIDY(Id ¥V ODISIN3A 28 IND NI OdNIL
X4 be oe 9 2! "]

ad
L o

B2 ¥z a2 : U 2! L 4

A 4 La) ~

~

[~ 0
SOJIPJIDW0LD 30IQUI0 MUl 8P OPDIMWNID o DU 2420

)]

o

J.,08502 ==~ "

o7 3 J0C ~DB &~ -=—=®

~

-

 J

[ )

e > e
‘SOPIPIBWE NN saTmETRLiy Op BgsINwATS (01N 2S04






