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Practico 7 Modalidad virtual - Ciclo Celular

Parte A: Observacion de las fases del ciclo celular y calculo del indice mitético en un
tejido vegetal.

Se utilizaran micrografias de preparados de cortes longitudinales de raiz de cebolla
(Allium cepa) coloreados con hematoxilina para evidenciar el ADN en los nucleos. El
extremo de la raiz presenta un tejido especializado en el crecimiento, el meristemo, donde
es posible observar y cuantificar diferentes etapas del ciclo celular.

1. a) Construya un diagrama de células en interfase y todas las etapas de la mitosis de
acuerdo a la observacién microscépica.

b) Sefiale las estructuras identificables en el diagrama

2. ¢ Qué diferencias principales presenta la citocinesis de células vegetales y animales?

3. Complete el siguiente cuadro con los datos obtenidos a partir del conteo de 100 células
en la region del meristemo seleccionada.

interfase | profase |prometafase| metafase | anafase | telofase total

Ne° células

porcentaje
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4. Con los datos obtenidos calcule el indice mitético de la poblacion celular del meristemo
de raiz de cebolla. Explicite sus calculos.

5. ¢ Puede calcularse la duraciéon de cada una de las etapas a partir de los datos obtenidos?
Justifique su respuesta.

6. Indique la duracién total del ciclo y la duracion de la metafase, suponiendo que la mitosis
dura 1 hora. Explicite sus célculos.

7. Si se obtuviera, para la duracion de la metafase, un valor cercano a cero, ¢como
explicaria ese fendmeno? ¢ Como se logra obtener una medida mas precisa de la duracién
de esta etapa?

Parte B: Determinacion de la duracion de las fases del ciclo celular mediante
marcado de la sintesis de ADN

En esta parte del practico, se observaran y analizaran datos obtenidos a partir de
preparados fijados producto de un experimento de “pulso-captura” (“pulse-chase” en inglés)
cuya finalidad es medir la duracién de las principales etapas del ciclo celular en una
poblacion de células que proliferan activamente, de manera asincronica.

Un cultivo de células de mamifero en crecimiento rapido fue incubado por 30 minutos
con 3H-timidina (“pulso”). La timidina es la base timina unida a desoxirribosa, y es un
precursor del ADN. La *H-timidina contiene tritio, el isétopo radiactivo del hidrégeno. La 3H-
timidina va a incorporarse al ADN de las células, pero s6lo cuando estén en la fase de
sintesis de ADN, es decir en la fase S del ciclo celular.

Luego de la incubacion, la 3H-timidina fue removida del medio de cultivo y se
extrajeron muestras a intervalos regulares de 3 horas, que fueron procesadas para
autorradiografia (“captura”). Posteriormente, las muestras fueron tefiidas con hematoxilina,
para visualizar los nucleos de las células que no incorporaron timidina marcada.
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B.1: Observacién de células marcadas mediante autorradiografia para *H-timidina

1. Observe la micrografia que muestra las células marcadas mediante autorradiografia.
a) Seiale las estructuras observadas en la micrografia.

2. a) Describa el patrén de marcado que se observa en las células sefialadas con las
flechas.

b) ¢ Como explicaria ese patron?

B.2: Andlisis cuantitativo del experimento de pulso-captura.

En la tabla | se muestran datos obtenidos mediante marcado radiactivo de la sintesis
de ADN, seguido de autorradiografia (método de pulso-captura, o “pulse-chase”). En cada
muestra, se contd el niumero de células mitéticas, y se las clasific6 en marcadas y no
marcadas, y se calcul6 el porcentaje de mitosis marcadas sobre mitosis totales, tal como
aparece en la tabla.
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Tabla I. Datos obtenidos del experimento de pulso-captura descrito en el texto

Tiempo (horas) % mitosis marcadas tiempo (horas) % mitosis marcadas

3 0 21 19
6 16 24 17
9 69 27 22
12 94 30 45
15 83 33 70
18 47 36 52

1. Construya la grafica del porcentaje de células mitdticas marcadas (mitdticas
marcadas/mitosis totales) en funcion del tiempo. Inserte la gréfica en el sector cuadriculado.

r
% células
mitdticas

marcadas
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tiempo (h)

2. ¢A qué atribuye la ausencia de células mitdticas marcadas en las primeras 3 horas
luego del pulso de *H-timidina?

3. ¢ Cudl es el maximo porcentaje de células mitdéticas marcadas sobre mitéticas totales
que se alcanza?

4. ¢ Cémo podria explicar que el valor maximo de la grafica no alcanza el 100%? Justifique
brevemente su respuesta.

5. Si se conoce que M tiene una duracion aproximada de una hora, determinar (detallando
el planteo de los datos)

a) tiempo total de ciclo:

b) duracion de G1.:

c) duracion de G2 :

d) duracion de S:

Parte C: Analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo

Es posible utilizar un citometro de flujo para identificar y cuantificar células marcadas
con fluorescencia. Este instrumento es también capaz de distinguir y cuantificar células con
diferentes cantidades de una molécula marcada, como puede ser el ADN. Por ejemplo, se
pueden separar células que recientemente se dividieron y tienen una cantidad X de ADN,
de otras que han duplicado su ADN (2X) y estan a punto de dividirse. Esto se puede realizar
incubando previamente las células con un colorante estequiométrico. Por ejemplo, la
Cromomicina A3 se une fuertemente al ADN y debido a que la fluorescencia de la
cromomicina A3 es directamente proporcional a la cantidad de ADN, las células que
presenten 2X ADN tendran el doble de fluorescencia que las células que tienen 1X ADN.

En la figura 1 se muestran los datos de un analisis por citometria de flujo. Se realizo
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un ensayo con células de ratén. Estas fueron cultivadas en suspension y luego fijadas en
metanol y coloreadas con cromomicina Az antes de ser analizadas. En el eje de las x
(intensidad de fluorescencia) se indica el nivel de fluorescencia de una célula dada, un valor
mayor significa que se midié una mayor cantidad de fluorescencia. En el eje de las y se
indica el nimero de células con un nivel dado de fluorescencia.

1600 —

1200 —

800 —

400 = \/_/‘\.//\

Fluorescencia (U.A.)

Figura 1. Andlisis por citometria de flujo de células de ratones con Cromomicina As

1. En lafigura, indique las porciones de la gréfica que corresponden a:

* células en G1, que no han replicado su ADN (1X ADN)
* células en G2 o en fase M, que han replicado el ADN (2X ADN)
* células en fase S que estan replicando su ADN.

2. Si se tratara al cultivo con colchicina y se esperara un tiempo equivalente a un ciclo
celular ¢como seria la curva esperada? Justifique brevemente y esquematice.
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