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RESUMEN

La transición de telofase al periodo G1 interfásico incluye el proceso de
nucleologénesis o reorganización nucelolar en la que específicas regiones (NOR) de
determinados cromosomas en cada cariotipo se encuentran involucradas en la formación
de los nuevos nucleolos.

Los estudios realizados en células que efectúan esta transición muestran que
tanto la síntesis de proteínas como la de RNA, que son inexistentes en las etapas medias
de la mitosis, aumentan su intensidad al final de la telofase, precisamente durante el
periodo de reorganización nucleolar, justamente cuando son observados los llamados
cuerpos prenucleolares en la superficie de los cromosomas.

Para abordar de qué manera podrían influir la biosíntesis de proteínas y del
RNA en la nucleologénesis se partió de varios hechos: a) El marcado citocinesis por
inhibición mediante cafeína; b) el conocimiento de que la nucleologénesis abarca a un
7,4% de la duración del ciclo celular y se sitúa entre telofase y G1 temprano; c) la 
aplicación de inhibidores de síntesis de proteínas o de RNA antes, durante y
posteriormente al marcado binucleado y su análisis sobre la reorganización celular.

Experimentalmente se demostró que los cuerpos prenucleolares no eran
productos inmediatos de la actividad transcripcional de los cromosomas post-
metafásicos, apareciendo independientemente de una simultánea síntesis de proteínas. La
correlación cronológica perfecta entre la desaparición de los cuerpos prenucleolares y la 
nucleologénesis completa, así como su adelantamiento mediante inhibición de síntesis de
proteínas o su bloqueo por inhibición de la síntesis de RNA, mostraron
concluyentemente qué factores se encontraban en el proceso de nucleologénesis.
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La existencia del NOR no siempre asegura la reorganización de un nucleolo.
Puede existir dominancia de unos NORs sobre otros, tanto inter- como intra-específicos,
formándose un número de nucleolos inferior al número de NORs, debiéndose a proteínas
de unión al DNA condicionadas por el nivel de metilación de sus citosinas. Esta
dominancia en la nucleologénesis es detallada en sus diferentes fases.
Palabras clave: Transcripción celular.- Nucleologénesis

SUMMARY

Reinitiation of the Transcription in the celular cycle. Nucleologenesis

The transition from a telophase to the G1 of a new cell cycle includes the
nucleologenesis process o nucleolar reorganization. In it, specific chromosomal regions
of the karyitype, the nucleolar organizer regions (NORs) are involved in the
development of the new nucleoli responsible for the synthesis of ribosomal RNAs in the
cell.

Synthesis of both RNA and proteins are cancelled or very low in the central
stages of mitosis. They re-start or increase again by telophase completion, when many
small prenucleolar bodies appear on the surface of chromosomes.

To assess how the reinitiation of RNA and protein synthesis at the beginning of 
the new cycle affect the nucleologenesis process, three premises were used: a) 
synchronous telophases become binucleate cells in eartly G1 if blocking their
cytokinesis by caffeine; b) the whole nucleologenesis takes place in a time window that
represent only 7.4% of the whole cell cycle duration, RNA or protein synthesis at
different times of the nucleologenesis process. They were used for the kinematic study of
the process. 

It was shown, for the first time, that the prenucleolar bodies were not product of
nay concurrent RNA synthesis taking place after metaphase. Moreover, their appearance
was also independent from the reinitiation of the mature nucleoli were growing, the
advancement in the completion of the nucleologenesis when the simultaneous protein
synthesis was prevented, and their inhibition when the re-start of rDNA synthesis was
prevented, allowed to design a model integrating the different factors involved in
nucleolar formation.

Lastly, it is a long standing fact that the presence of a NOR does not always
ensure the development of a nucleolus on it. Thus, a NOR could result active (dominant)
in developing a nucleolus versus okther interspecific, independent from the normal
fusion of nucleoli formed in different NORs. Nucleolar dominance or amphiplastia can
be achieved by selective hypomethylation of cytosines in certain NORs. The factors
involved in such process has been determined.
Key words: Celular transcription.- Nucleologenesis.
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Hace exactamente un siglo (1898) Montgomery publicaba en el 
Journal of Morphology una revisión de 327 páginas sobre el nucleolo. 
Este trabajo posee unas 700 referencias obtenidas desde 1781, en que 
Fontana describió por primera vez esta formación del núcleo celular, en 
un tratado sobre el veneno de la víbora. Se puede señalar que esta revisión 
marca una frontera entre una época eminentemente descriptivo-
morfológica y la posterior y actual que viene a desarrollar un periodo 
preferentemente analítico, ya de la estructura nucleolar, ya de su 
fisiología, actividad y comportamiento en la célula. 

No cabe duda que el avance alcanzado en la presente centuria en
la Biología ha abarcado a todos los componentes celulares, desde el 
citoplasma y sus orgánulos (mitocondrias, plastidios, lisosomas, 
centrosomas, aparato mitótico, etc.) hasta el núcleo celular con los 
cromosomas, lográndose un conocimiento profundo de la composición y 
función de todos ellos. Sobre el nucleolo no podría ser menos.

La palabra nucleolo viene a ser un diminutivo de un diminutivo.
Núcleo proviene del latín nux y significa nuececilla. Pues bien, nucleolo 
sería como la pequeña nuececilla del núcleo celular (Valentin, 1839) (1). 

El núcleo celular y los nucleolos se encuentran íntimamente
asociados. El hecho que los cromosomas no se observen al microscopio
óptico desde el paso de telofase a interfase del ciclo celular, y 
paralelamente se vayan viendo los nucleolos y, por otra parte, el que los 
nucleolos vayan desapareciendo en el transcurso de la interfase-profase, 
mientras los cromosomas se hacen microscópicamente visibles, llevó a la 
consideración de la existencia de una marcada asociación de unos con 
otros, que permitió incluso formular como causa y origen de unos u otros,
ya a los cromosomas ya a los nucleolos. 

A finales del siglo XIX (1879) se describe extensamente la 
división del núcleo celular. Se introduce un nuevo método para el estudio 
de la multiplicación celular. En este año tres científicos publicaron las 
observaciones que habían realizado al microscopio bajo condiciones en 
que se podía seguir a las células en el curso de su división. Strasburger (2) 
utiliza los pelos estaminales de Tradescantia como material de
observación, mientras que Flemming (3), por ana parte, y Schleicher, por
otra, emplean células de embriones de anfibios, especialmente
salamandra. Flemming (3) y Schleicher (4) publican en el mismo
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fascículo de la misma revista (Archiv für mikroskopische Anatomie) las
diferentes etapas por las que transcurre el núcleo celular durante su
división. Al conjunto del proceso Flemming lo denominó mitosis (del
griego mitos, filamentos) y Schleicher lo llamó Kariocinese (del griego 
karyo, núcleo, y cinese, movimiento). Lo llamativo fue y es para el 
observador los cambios morfológicos observados al microscopio que 
tenían lugar en el núcleo durante la división de la célula. Lo otro, el 
“espacio” que transcurre entre dos divisiones celulares y en el que destaca 
el núcleo fue llamado por Flemming “Ruhekern” (núcleo en reposo). Es
justamente cuando el núcleo alcanza el máximo de actividad metabólica.
En 1965, el Instituto Rockefeller de Nueva York publicó en su revista
Journal of Cell Biology la traducción del artículo de Flemming titulado
Beiträge zur kenntnis der Zelle und Ihre Lebens Erscheinungen publicado
en la revista alemana Archiv für mikroskopische Anatomie de 1880. Estas 
investigaciones confirmaban los distintos estadíos del proceso de división
del núcleo, que ocurrían de manera secuencial, dando una visión 
fundamental de la mitosis aún en sus menores detalles y mostrando que se
trataba de un proceso común tanto para las células vegetales como 
animales.

Por entonces se consideraba como diferencia básica de los 
componentes celulares su distinta capacidad de tinción con diversos 
colorantes. Así, el propio Flemming vio que el núcleo celular y los 
cromosomas se teñían con colorantes básicos y por ello dio el nombre de
cromatina a la sustancia nuclear coloreable.

Hacía ya unos años que Miescher (1871) (5) había aislado una 
sustancia proveniente de los núcleos de células del pus obtenido de los 
heridos de la guerra franco-prusiana a la cual denominó nucleína. La
nucleína mostró ser un componente permanente del núcleo celular. Llegó
a esta conclusión después de analizar otros tipos celulares, como el 
esperma que obtenía de los salmones que remontaban el Rhin, a su paso 
por Basilea, su ciudad natal, a la que había regresado en 1872. El 
demostró que la nucleína, en el caso del esperma, se encontraba 
combinada con una sustancia nitrogenada altamente básica, a la que llamó 
protamina. Zacharias (1881) (6) aplica el sistema de extracción de 
Miescher a diferentes tipos celulares, tanto animales como vegetales, de
cuyos núcleos siempre es capaz de extraer la nucleína. Estos trabajos de 
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Zacharias fueron conocidos por Flemming (7), el cual en su libro
Zellsubstanz, Kern und Zelltheilung (1882) define la cromatina como la 
sustancia que constituye el entramado del núcleo y la considera idéntica a
la nucleína. Actualmente, conocemos a compuestos importantes de dicha 
sustancia con el nombre de ácidos nucleicos.

El progreso en el estudio de la química de los ácidos nucleicos fue
muy rápido desde el  momento en que Altmann (8) ideó un método para 
prepararlos aislados de proteínas (1889). En pocos años se encontró que 
poseían tres componentes: ácido fosfórico, dos tipos de bases orgánicas, 
purinas y pirimidinas, y un carbohidrato. Las fuentes de las que se 
extrajeron los ácidos nucleicos fueron las levaduras, por una parte, y las 
células del timo por otra. Los ácidos nucleicos de cada uno de los 
orígenes poseían ciertas diferencias y ello llevó a una prematura
generalización que distinguía al ácido nucleico del las plantas (ácido 
zimonucleico) del de las células animales (ácido timonucleico). Sin 
embargo, esta dicotomía se mostró falsa: todos los núcleos poseen ácido 
desoxirribonucleico (DNA, antes conocido como ácido timonucleico)
mientras que el llamado ácido zimonucleico correspondía al ácido 
ribonucleico (RNA), principalmente citoplámico, que se aislaba tan 
abundantemente de los hongos. Feulgen (9), en 1914, demostró además
que el inestable carbohidrato del DNA no era una hexosa sino una 
pentosa que, por hidrólisis, liberaba una aldehído. Este se podía detectar 
mediante un agente que reaccionaba con este tipo de sustancia: el 
colorante fucsina decolorado con ácido sulfuroso. Diez años más tarde, 
Feulgen y Rossenbeck (10) (1924) fueron gratamente sorprendidos al 
aplicar el colorante al germen de trigo y observar la tinción específica del 
núcleo de sus células. Esta técnica sigue empleándose en la actualidad 
tanto en microscopía óptica como en microspectrofotometría, para valorar
el contenido de DNA de un núcleo concreto. 

Fue Heitz (1931) (11) quien, aplicando la técnica de tinción de 
Feulgen a células de los meristemos de Vicia faba L., siguiendo la 
tradición de los citólogos clásicos, demostró la correlación de las 
posiciones de los nucleolos en el núcleo con la de ciertos cromosomas
específicos. Heitz estableció que los nucleolos se originaban en lugares 
concretos de cromosomas determinados que microscópicamente se 
presentaban como constricciones secundarias en las que el DNA 
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compacto, característico de los cromosomas metafásicos no parecía estar
presente. El llamó a estas regiones zonas SAT (sine acido 

thymonucleinico). Las regiones SAT venían a delimitar, por su situación 
en el cromosoma, una zona relativamente pequeña del mismo, existente 
en uno de sus extremos a la que se denominó “satélite” del cromosoma.
En otras palabras, los cromosomas “satelizados” poseían una región 
(SAT) en la que en los estadíos tempranos de la interfase se organizaban 
los nucleolos, próxima al pequeño segmento terminal del cromosoma o 
satélite. Heitz, en 1929 (12), estudió los cromocentros en las células de las
plantas, a los que llamó “regiones heterocromáticas”, demostrando
igualmente que se hallaban relacionadas con regiones específicas de 
determinados cromosomas.

McClinctock (1934) (13), que estudiaba en la década de los años 
30 la citogenética del maíz, analizó de qué manera se recomponían los 
cromosomas después de ser tratados con rayos X. En el momento crucial 
de su trabajo observa que el nucleolo se encuentra siempre organizado en 
una región específica del cromosoma 6. Esta zona a la que denominó
NOR (nucleolar organizing region) era heterocromática y, si mediante
rayos X era fracturada, los posteriores reagrupamientos de sus porciones
seguían poseyendo capacidad de reorganizar nucleolos, de acuerdo a sus 
respectivas longitudes. Esto último evidencia que el NOR está compuesto
por regiones repetidas y la separación experimental de ellas permite
dilucidar que están formadas por múltiples genes nucleolares.

Mc Clintock (1934) que relaciona sus hallazgos con los de Heitz 
señala que la región SAT de Heitz era el lugar residual en donde se forma
el nucleolo y a su vez indica, en relación a los experimentos de Navashin 
(14) (1932), que el tamaño de la constricción podía estar relacionado tanto 
con el volumen nucleolar como con la contracción cromosómica.

Estudios de Caspersson (15) sobre el nucleolo lo relacionaron con 
la síntesis de proteínas (1940). Por otra parte, el papel del nucleolo en la 
síntesis del RNA ribosomal fue concluyentemente demostrado por Brown 
y Gurdon (1966) (16) en mutantes de Xenopus laevis. La hibridación de 
DNA-RNA ha mostrado la multiplicidad de genes que codifican el RNA 
ribosomal (Ingle y Sinclair, 1972) (17), otra manera de señalar lo ya 
indicado por McClintock e, igualmente, que estos genes se encontraban 
en el NOR (Birnstiel et al., 1966) (18) y finalmente se estableció 
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inequívocamente que el lugar cromosómico (NOR) posee los genes que 
codifican los RNA 18S, 5,8S y 28S que se encuentran en los ribosomas
(Birnstiel et al., 1971) (19). 

Simultáneamente a estos hallazgos, la inhibición específica de 
síntesis de macromoléculas ha servido para dilucidad la estructura y 
función nucleolar. De esta manera, Reynolds et al. (1964) (20) y Schoefl 
(1964) (21) observaron en los nucleolos de los hepatocitos una
redistribución de sus componentes estructurales al ser tratados con 
actinomicina. Bernhard et al. (1965) (22) denominaron a este fenómeno
“segregación nucleolar”, la cual es originada por una serie de inhibidores 
(Stockert et al., 1970) (23) y se la considera como una característica 
propia del nucleolo inactivo en transcripción. En 1970, Giménez-Martín y 
Stockert (24) demuestran que la segregación nucleolar era también un 
fenómeno natural, similar al inducido por drogas y caracterizado por la 
separación de las regiones fibrilar y granular del nucleolo, encontrándose 
aquélla siempre alrededor de la pars chromosomica (NOR). Si la revisión 
escrita por Montgomery (25) en 1898 marca un límite al conocimiento
sobre el nucleolo hasta entonces, las comunicaciones en el Simposio
Internacional sobre el Nucleolo, realizado en Montevideo en 1966, 
muestran todos los conocimientos existentes sobre el nucleolo hasta ese
momento. Posteriormente los libros editados por Busch y Smetana (1970) 
(26), Jordan y Cullis (1982) (27), Hadjiolov (1985) (28), así como las 
revisiones de Hay (1968) (29), Bernhard y Granboulan (1968) (30), 
Lafontaine y Lord (1968) (31), Lafontaine (1974) (32), Giménez-Martín
et al. (1977) (33), Goessens (1984) (34), Benavente y Scheer (1990) (35)
señalan los conocimientos que se han ido alcanzando hasta esta década. 

El ciclo celular

Para llegar a conocer qué es lo que sucede en el nucleolo durante 
la proliferación celular es preciso delimitar la trayectoria de las
investigaciones llevadas a cabo sobre el ciclo. El ciclo celular es el 
espacio existente entre dos divisiones celulares sucesivas. De hecho, es la 
programación de la vida de una célula desde que se forma hasta que ella
origina sus dos descendientes, con todas las características morfológicas y 
fisiológicas de la misma. En otro orden de cosas es el sistema que tiene la 
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célula de formar nuevas unidades fundamentales del organismo vivo, 
sustituir a las fenecidas y mantener permanentemente la capacidad
orgánica de cada ser. En otras palabras, el aforismo omnis cellula e

cellula de Virchow.
Ya se sabía desde finales del pasado siglo el proceso que ocurre en 

la célula al dividirse. Es decir, las fases que se suceden durante el espacio 
en que un núcleo se dividía en dos ya tenían nombre, así como el conjunto 
del proceso: mitosis o cariocinesis. Pero ¿qué sucedía en los núcleos 
formados entre el final de una mitosis hasta el comienzo de su propia 
división? Flemming, como ya indicábamos lo llamó Ruhekern, núcleo en 
reposo, actualmente denominado interfase celular. Fueron Howard y Pelc 
(1951, 1953) (36, 37) empleando 32P los que demostraron que su 
incorporación al núcleo celular no se realizaba durante todo el periodo
interfásico, sino en un espacio específico del mismo entre un periodo 
postmitótico y otro premitótico en los que el núcleo no captaba el isótopo.
Estos autores denominaron al periodo de incorporación del isótopo al 
núcleo celular con la sigla S, de síntesis, y a los otros dos con G1 al
postmitótico y G2 al premitótico. Para algún autor este hallazgo en el que 
la interfase se divide en G1, S y G2 más la división nuclear (mitosis)
marca el nacimiento de los estudios sobre el ciclo celular proliferativo. 

Ya teníamos el ciclo celular con relación al núcleo pero faltaba
conocer cómo se dividía el citoplasma a través del proceso de citocinesis. 
Los hallazgos tardaron 13 años más, hasta que fue publicado en 1963 por 
Whaley y Mollenhauer (38) y Frey-Wyssling et al. (1964) (39) expusieron 
cómo sucedía el proceso citocinético en células vegetales y cuatro años
después Risueño et al. (1968) (40) detallaron las distintas fases del 
mismo, López Saez et al. 1966 (41).

El primer problema planteado estribó en el hallazgo de métodos
para averiguar cuál era la duración del ciclo y sus diferentes etapas. Sería
prolijo el detallar los distintos intentos de elaborar metodologías con esa 
finalidad. Nos centraremos en puntos básicos de ellas: la sincronía 
natural, la sincronización artificial, etc. 

En los tejidos de reposición, como pueden ser ante todo los 
epitelios en los organismos animales y las regiones meristemáticas en las 
plantas, las células se encuentran en plena proliferación, no presentando 
otra alternativa que la de duplicar su contenido y la de dividirse; 
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duplicación del conjunto de la masa celular y duplicación del número de 
células constituyen el eje fundamental, en estos casos, de la actividad
celular, dando lugar a un ciclo que sigue la pauta duplicación  reparto 

 duplicación  reparto ... y la célula puede salir de esta situación 
especialmente hacia la diferenciación. 

El ciclo mitótico posee dos amplios periodos: la interfase y la 
división. Lógicamente un sistema excelente para el estudio cuantitativo 
del ciclo es aquel que emplease un material caracterizado por el hecho de 
que sus células se encontrasen en completa sincronía. En este sentido se
emplearon, en un principio, las primeras divisiones celulares de los 
embriones, observando que los núcleos de las mórulas y blástulas 
iniciaban y finalizaban sus divisiones sincrónicamente. No en todos los 
embriones el número de ciclos en que las células se desarrollaban 
sincrónicas era el mismo. Así, en los anfibios, solían ser de unos 15 
ciclos; en el embrión del Anfioxus la sincronía es de 3 ciclos; en 
Paracentrotus lividus, 6 ciclos, etc. Este tipo de ciclos de división posee 
una característica especial, la secuencia duplicación  reparto viene 
modificada con respecto a los ciclos celulares más generalizados en razón
al hecho que el material incluido “en duplicación” se halla previamente
sintetizado ya en la etapa del zigoto. Por ello, los periodos G1 y G2 se 
encuentran extremadamente restringidos, cuando no inexistentes. 

Sin embargo, como material idóneo y característica de los 
llamados sincrónicos naturales, se encuentra el mixomiceto Physarum

polycephalum cuyo soma consiste en un microplasmodio que contiene de 
2 a 100 núcleos diploides que pueden confluir con otros microplasmodios
y constituir un macroplasmodio conteniendo millones de núcleos. 
Sachsenmaier (1964, 1966) (42, 43) y otros autores han utilizado este 
material para averiguar la duración tanto del ciclo nuclear como de los
diferentes periodos del mismo.

La carencia, en sentido amplio, de material sincrónico natural ha 
obligado a los científicos a procurárselo mediante diferentes tratamientos
experimentales. Así, la sincronía de los ciclos se consigue en Euglena
gracilis mediante cultivo sometido a periodos de iluminación de 14 horas, 
seguidos de 10 horas de oscuridad; al comenzar la oscuridad se inician las
mitosis y en la siguiente fase de iluminación se realiza todo el proceso de 
biosíntesis, alcanzando el doble de su masa de una manera lineal para 
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realizar su nueva división en el siguiente periodo de oscuridad (Cook, 
1966) (44). 

Un sistema similar permite la sincronización en otros tipos como
Chlorella vulgaris, lo cual facilita tanto la medida de la duración del 
ciclo, de sus fases y de los estudios bioquímicos que se llevan a término
en el periodo S (Lafeber y Steenbergen, 1967) (45). 

Scherbaum y Zeuthen (1954) (46) establecieron una metodología
similar a los tratamientos luz/oscuridad, pero siguiendo un esquema
diferente. Estos autores emplearon una cualidad especial del ciliado 
Tetrahymena pyriformis: su gran sensibilidad a los cambios de 
temperatura, conocida desde 1928. De esta manera, Scherbaum y 
Zeuthen, cultivando los ciliados durante 30 minutos a 33,5º C y 30 
minutos a 29,5º C durante periodos de ocho horas consiguieron una 
excelente sincronización de los cuatro ciclos posteriores al cese del 
tratamiento.

En los años 60 se realizaron experimentos con la intención, 
igualmente, de sincronizar las células en ciclo. A este respecto, sólo citaré 
dos efectos puntuales. A diferencia de las metodologías anteriores que 
pueden consignarse como de efectos generales sobre el ciclo, aquellos 
otros que se refieren a la acción de drogas pueden considerarse como de 
acción puntual. Vamos a resumir la actividad de dos drogas, una que
actúa en la frontera entre el G1 y S y la otra en la zona entre el S y el G2.
La primera es la hidroxiurea (Navarrete et al., 1979) (47) y la segunda, el 
5-aminouracilo (Prensky y Smith, 1965; Wagenaar, 1966) (48, 49). El
sistema empleado de sincronización es el mismo: las células del tejido 
proliferativo desarrollan su ciclo hasta el punto del mismo en que actúa la
droga y allí se van concentrado a medida que lo van alcanzando. Las 
células, por tanto, encuentran bloqueada su progresión a través del ciclo y
se van acumulando en cualquiera de dichas regiones. Si el tiempo de 
tratamiento por la droga es el de la duración de un ciclo, el número de
células en proliferación detenidas puede llegar a alcanzar al 70-80% de la 
población celular proliferetiva. Si en ese momento se libera de la droga al 
tejido, las células al cabo de un tiempo de recuperación reinician 
simultáneamente el ciclo que había sido bloqueado. 

En 1959 y gran parte de la década de los 60, se aportaron nuevos
métodos que podemos señalar como característicos de un sistema de 
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marcado celular. El primero tomó como base el hecho que sólo las células 
que se encontraban en el periodo S del ciclo y se les aportaba timidina
tritiada eran capaces de incorporar el nucleósido marcado y de esta
manera, mediante autorradiografía, poder detectar el isótopo y ser 
seguidas hasta que entraban en la primera mitosis después del marcado y 
alcanzaban, posteriormente, la segunda mitosis. La duración del ciclo se 
medía por la distancia entre los máximos de dos mitosis sucesivas
marcadas (Quastler y Sherman, 1959) (50). Otro tipo de marcado, a 
principio de los años 60, fue elaborado por Van’t Hoff y Sparrow (1963) 
(51), Vant’ Of. (1965) (52) y Van’t Of. y Ying (1964) (53) consistente en 
un tratamiento con colchicina de los meristemos de Pisum sativum, 

logrando con ello dos efectos: Detenimiento de las células que cursan el
ciclo en metafase y, con ello, una parcial sincronización de las mismas y 
conversión de esa población de diploide a tetraploide, alcanzando así un 
marcado por su ploidía. 

Veamos ahora el método ideado por el grupo del Instituto de 
Biología Celular del CSIC de Madrid: 
1º En 1965, Giménez-Martín et al. (54) Publicaron en el Journal of Cell

Biology un trabajo titulado “One new meted of labelling cells” y con él se 
abrió un futuro que se ha extendido hasta la actualidad, consistente en el
bloqueo específico del proceso citocinético sin alterar la velocidad del 
ciclo, originando células binucleadas; el carácter binucleado es la 
condición de marcado de estas céulas. 
2º El marcado binucleado tiene estas características: a) se conoce en qué
instante del ciclo se realiza este marcado; b) se distingue el carácter 
binucleado del mononucleado del resto de la población celular; c) la 
población meristemática se demostró constante y a su vez 
proporcionalmente constantes sus índices mitóticos y de fases; d) el flujo 
celular ...0...% de células que pasan por cada punto del ciclo por unidad 
de tiempo es constante e inversamente proporcional a la longitud del 
ciclo.

Una vez obtenido el marcado fue aplicado al estudio de la 
duración del ciclo. A diferencia del tratamiento con colchicina, las células 
que transcurren por la zona del ciclo en que actúa la cafeína prosiguen el 
mismo de tal manera que el único efecto de la cafeína es el inhibir la 
citocinesis pero sin alterar el desarrollo del ciclo cromosómico. El número
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de células que quedan marcadas como binucleadas es proporcional a la 
velocidad del ciclo y éste es un parámetro que nos puede dar la duración 
del mismo. Llamando flujo celular ( ) a la cantidad de células % que
pasan por cada punto del ciclo en una unidad de tiempo, lo podemos
relacionar con la duración del mismo (T): 

 = 100/T 
Es decir, el flujo celular es tanto mayor cuanto menor es la 

duración del ciclo. Siguiendo esta fórmula, De la Torre et al. (1971) (55) 
elaboraron otro método para averiguar la duración del ciclo celular 
mediante tratamiento de la población meristemática con timidina tritiada 
durante 10 min, y, transcurrida una hora, valorar la frecuencia de células
marcadas en la población durante otro diez minutos analizando otra 
muestra. La diferencia en células marcadas entre esta segunda muestra y 
la primera corresponde a la frecuencia celular que inició replicación 
durante la hora transcurrida. Las células que inicialmente se marcaron por
hallarse en el período de replicación y continúan todavía en él una hora 
después son marcadas por una segunda vez; aquéllas que se marcaron la 
primera vez pero pasaron a G2 durante la hora transcurrida sólo tendrán la 
marca del primer tratamiento con timidina tritiada; y las que iniciaron su
replicación son las marcadas una única vez por el segundo tratamiento. Es 
decir, la diferencia entre la frecuencia de marcado en % es el flujo celular. 

Sin embargo, la primera aplicación del método del marcado de 
binucleadas se realizó para estudiar cual era el tiempo que una población 
celular binucleada necesitaba para entrar en división por primera y 
segunda vez, considerando este tiempo como el de la duración del ciclo 
(Giménez-Martín et al., 1965) (54). Posteriormente se analizaron las 
diferencias ente longitudes de los ciclos a diferentes temperaturas,
comprobándose la permanencia de los índices mitóticos y de fases en 
cada una de ellas, aunque las duraciones de los ciclos variaban al 
modificar la temperatura, obteniéndose la valiosa conclusión que la 
proporcionalidad de las duraciones de cada una de las fases era constante 
sea cual fuere la duración del ciclo (López-Sáez et al., 1966) (56). Cinco 
años después se analizó la proporcionalidad entre G1, S y G2 interfásicos a 
diferentes temperaturas, comprobándose igualmente su mantenimiento
(González-Fernández et al., 1971) (57), hecho ya desmotrado en 
Tetrahymena pyriformis (Mackenzie et al., 1966) (58). 
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Ciclo celular y ciclo nucleolar 

El estudio de los meristemos creciendo bajo condiciones de 
equilibrio dinámico llega a establecer el número relativo de células en
cada uno de los compartimientos del ciclo. A través de estos datos es 
posible conocer la duración absoluta de sus diferentes fases. Como ya
hemos dicho, la aparición y desaparición del nucleolo en diversos estadios
del ciclo celular sugiere la existencia de un ciclo nucleolar. El análisis de 
los meristemos mediante impregnación argéntica permite detectar cuatro 
tipos diferentes de células con relación al nucleolo (Giménez-Martín et 
al., 1971) (59): a) Aquellas células meristemáticas que presentan 
nucleolos maduros y que corresponden al 84,1% del total; b) aquéllas con 
nucleolo en proceso de reorganización (nucleologénesis) que representan
el 7,4%; c) aquéllas cuyo nucleolo se encuentra en desorganización, con 
el 4,7% y d) finalmente, aquéllas en las que no se observa ninguna 
formación nucleolar visible, con el 3,8% del total de las células 
meristemáticas.

Una observación cuantitativa de las relaciones entre las fases de 
los ciclos cromosómico y nucleolar ha hecho posible determinar que la 
desorganización nucleolar ocupa sólo una porción de la profase y que la 
nucleologénesis tiene lugar durante la telofase y la interfase temprana.

TABLA 1
Frecuencia o duración relativa de las diferentes fases de los ciclos 

cromosómico y nucleolar 

Ciclo cromosómico % Ciclo nucleolar %
Profase
Metafase
Anafase
Telofase

6,1
1,7
1,2
3,9

Desorganización

No visible 
Nucleologénesis

4,7

3,8
7,4

Interfase 87,1 Nucleolo organizado 84,1
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Las fases de los ciclos nucleolar y cromosómico ocupan 
segmentos del ciclo que son proporcionales a las frecuencias señaladas en 
la tabla.

Variaciones en el ciclo nucleolar 

La duración de las fases de los ciclos celular y nucleolar difieren 
en cuatro regiones del meristemo de Zea mays L. Así, en las células
iniciales de la cofia se presenta un ciclo de 8,2 horas, mientras en el 
centro quiescente posee una longitud de 81,2 horas. Dos regiones de la
estela, representando la porción más abundante del meristemo, tienen 
ciclos de 16,4 horas (De la Torre y Clowes, 1972) (60). 

Es posible relacionar las fases de los ciclos cromosómicos y 
nucleolar en el meristemo teniendo en cuenta que el final de la 
desorganización nucleolar coincide precisamente con la rotura de la 
envoltura nuclear y el fin de la profase. Tanto en las regiones de la estela 
del maíz, como en los meristemos de Allium cepa L. la nucleologénesis
ocupa la última porción de la telofase y parte del temprano G1. Ésto 
coincide igualmente con observaciones en Vicia (De la Torre el al., 1975) 
(61).

Sin embargo, la nucleologénesis en el centro quiescente se realiza 
en el G1, algún tiempo después de finalizada la telofase, mientras en las 
células iniciales de la cofia se lleva a cabo durante la telofase temprana.
Estas observaciones demuestran que el ciclo nucleolar no se relaciona
estrictamente con las diferentes fases del ciclo cromosómico.

El avance de la nucleologénesis a la telofase temprana en las
células iniciales de la cofia, es interesante en sí mismo porque estas 
células carecen de G1 y la replicación se inicia durante la última parte de 
la telofase (Clowes, 1968) (62). 
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Figura 1.- El diagrama muestra el acople de las distintas fases de los ciclos 
cromosómico y nucleolar en tres zonas diferentes de la raíz de Zea mays L.
formadas por células proliferando con cinéticas bien distintas. Así, mientras el ciclo 
celular dura un promedio de 16 horas en las regiones propiamente meristemáticas
del parénquima del ápice, lo es de sólo unas 12 horas en la zona de iniciales de la
cofia y alcanza las 280 horas en el centro quiescente. Obsérvese que la
nucleologénesis ocurre entre telofase e interfase en el meristemo, mientras que se
anticipa a la temprana telofase en las iniciales de la cofia y, en las células del centro
quiescente, sucede ya en la interfase temprana. (Giménez Martín et al., 1977) (63)

Nucleologénesis

La nucleogénesis implica la reorganización de los nucleolos en las 
células originadas tras una mitosis. Viene caracterizada por la aparición
de los llamados cuerpos prenucleolares, masas preferentemente fibrilares, 
entre 0,1 y 0,2 m que van apareciendo bordeando la cromatina
cromosómica. A medida que progresa la telofase los cuerpos
prenucleolares van disminuyendo en número, aumentando en volumen
por fusión y paralelamente van creciendo los nuevos nucleolos. 
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La aparición de los cuerpos prenucleolares durante la telofase de 
la mitosis ha sido objeto de un amplio número de investigaciones. 
Muchos autores han reportado la existencia en las células telofásicas de
distintos organismos de unos materiales que se teñían diferencialmente
del resto de los cromosomas, los cuales fueron considerados precursores
del nucleolo y por eso denominados “cuerpos prenucleolares” 
(Doutreligne, 1933; Mc Clintock, 1934; De Zeeuw, 1936; Gates, 1942; 
Tandler, 1959; Lafontaine y Lord, 1966) (63, 64, 66, 67, 68). Los cuerpos 
prenucleolares fueron igualmente observados bajo el microscopio
electrónico (Lafontaine, 1958; Lafontaine y Chouinard, 1963; Stevens, 
1965) (69, 70, 71) y, por otra parte, fue conocido que aquellas células que
carecen de NORs solamente presentan cuerpos prenucleolares
(McClinctock, 1934; Beerman, 1960; Fischberg and Wallace, 1960; Esper 
y Barr, 1964) (72, 73, 74). Das (1962, 1963) (75, 76) y Das y Alfert 
(1963) (77) estudiaron células conteniendo micronúcleos derivados de 
fragmentos obtenidos por la acción de rayos X y observaron que en 
telofase tanto los cromosomas como los fragmentos daban reacción
positiva a la impregnación argéntica, aunque durante la interfase siguiente
al tratamiento, algunos pocos fragmentos podían organizar nucleolo. 

En 1985, el grupo del Prof. Harris Bush (Robert Ochs, Michael 
Lischwe, Eva Shen y Robert E. Carroll) publican en Chromosoma un 
trabajo titulado Nucleologenesis: composition and fate of prenuclear

bodies, en el que establecen para las células animales las características de
proceso nucleologénico, el cual se muestra similar en todos los aspectos a 
los descritos con anterioridad en células vegetales, igualmente que en
estas células puede bloquearse la nucleologénesis mediante acción de 
drogas inhibidoras de la RNA polimerasa I. 

Por otra parte, la aparición de los cuerpos prenucleolares es 
aparentemente normal aunque la reorganización nucleolar se encuentra 
inhibida. Estos cuerpos prenucleolares no son el producto de transcripción 
simultánea con su aparición en telofase y no muestran incorporación de 
precursores radioactivos de RNA (Morcillo y de la Torre, 1980) (78). Si
esto es así ¿de dónde provienen los cuerpos prenucleolares? Cuando las
células desarrollan la mitosis a partir de la profase-metafase el conjunto 
de las células muestran un marcado silencio génico. Contrariamente a lo 
que se sostenía a nivel de profase hay tanto biosíntesis de proteínas como 
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transcripción nucleolar que cesan al comienzo de la rotura de la envoltura 
nuclear para volver a reiniciarse en la telofase temprana (García-Herdugo 
et al., 1974; Morcillo et al., 1976; Giménez-Martín et al., 1977) (79, 80, 
81).

Otra cuestión relacionada con los cuerpos prenucleolares durante 
la nucleologénesis es la existencia de un flujo de estas formaciones desde 
las regiones más lejanas de los núcleos a aquellas cercanas a los NORs.
Este gradiente de densidad de los cuerpos prenucleolares se muestra más
evidente en los núcleos poliploides, alargados, inducidos por colchicina 
(Stockert et al., 1977). El NOR es el lugar donde confluyen los cuerpos 
prenucleolares y es el sitio donde se efectúa más tempranamente la
transcripción en el ciclo celular (Morcillo et al., 1976) (80). 

Es curioso el hecho que la segregación nucleolar caracterizada por
la separación topográfica de las pars granular  y fibrilar y que de un 
modo natural se observa en paquitene de los meiocitos de insectos y que 
corresponde a un estadio carente de transcripción, lo cual fue postulado se 
debía a un colapsamiento de la pars chromosomica y, consecuentemente,
la pars fibrilar que rodea siempre al NOR se concentra alrededor de éste, 
mientras la pars granular se sitúa en la periferia, volvía a observarse de 
una manera similar en los cuerpos prenucleolares que carecen de rDNA, 
tanto en células telofásicas vegetales (Giménez-Abián et al., 1985) (81) y 
animales (Ochs et al., 1985) (82); por tanto la segregación no era 
consecuencia del rDNA sino motivada por otro origen aún no conocido. 

En la década de los 70 y primeros años 80 se establecieron las 
bases del proceso de nucleologénesis. En la reorganización nucleolar
confluían básicamente dos tipos de formaciones: los NORs y los cuerpos 
prenucleolares y un factor fisiológico: la reiniciación de la transcripción
después de un periodo de silencio génico. a) los NORs son regiones de los 
cromosomas y como su nombre indica, capacitadas para organizar los
nucleolos y por tanto poseen el componente genético (rDNA) implicado
en la biosíntesis de la maquinaria para transcribir diversos componentes
del rRNA, que a su vez se encuentran relacionadas con el procesamiento
ribosómico; b) los cuerpos prenucleolares se mostraron como
formaciones cuyo contenido provenía de componentes del nucleolo de la 
interfase anterior que en su desorganización emigraban a las superficies 
cromosómicas y era transportados por los propios cromosomas y que, en 
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la telofase, emergían de la superficie de los mismos y paulatinamente
emigraban por el nucleoplasma a los NORs donde se unían para 
reorganizar el nuevo nucleolo. Durante los años 80 y actualmente parte de
los estudios han seguido la pauta de analizar los componentes
estructurales y moleculares del nucleolo, así como la manera en que ellos
desarrollan su actividad biológica y especialmente la biosíntesis del RNA 
ribosomal.

Por otra parte, otros estudios se han encaminado a conocer qué es
lo que sucede con los componentes nucleolares en el espacio que media
entre el final de la profase, en que desaparece como entidad visible el 
nucleolo, y la telofase, hasta entrado el periodo G1 temprano, en que los 
nucleolos se encuentran plenamente reorganizados (Goessens et al, 1987; 
Scheer et al., 1993; Hernández-Verdún et al., 1988) (83, 84, 85). En 
general se sabe que existen proteínas nucleolares que permanecen como 
remanentes asociadas al NOR (Robert-Fortel et al., 1993; Roussel et al., 
1993, Scheer y Weissenbergen, 1994) (86, 87) ; otras que se solubilizan 
en el citoplasma (Schmidt-Zachmann et al., 1984) (88) y finalmente otras 
proteínas que se dispersan por la periferia de todos los cromosomas
sirviendo éstos de vehículo de transporte a través de la anafase hacia los 
núcleos del final de una mitosis (Gautier et al., 1994) (89) . 

En telofase podemos consignar, con relación al nucleolo, dos
entidades presentes: el NOR que contiene los genes repetitivos de rDNA 
junto con la RNA polimerasa I (Scheer y Rose, 1984) (90) y moléculas de 
topoisomerasa I (Guldner et al., 1986) (91) y los cuerpos prenucleolares 
conteniendo proteínas nucleolares (Gas et al., 1985; Giménez-García et 
al., 1989; Schmidt-Zachmann et al., 1987) (92, 94, 88). La asociación de 
estas dos entidades separadas ocurre sólo si la actividad transcripcional de
los genes rDNA se ha iniciado (Stockert et al., 1970; Giménez-Martín et 
al., 1972, 1974; De la Torre y Giménez-Martín, 1982; Benavente et al., 
1987) (95, 96, 97). A través de la localización topológica de varios 
antígenos en los cuerpos prenucleolares, se han identificado por 
inmunocitoquímica componentes nucleolares de pequeño RNA 
(snoRNAs), asociados a ellos, en particular el U3 snoRNA que juega un 
papel en el procesamiento del pre-rRNA (revisión de Warner, 1990; 
Hertwig et al., 1990) (93). Azum-Gélade et al., (1994) (98) mediante
hibridación in situ e inmunocitoquímica han demostrado claramente que 
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tanto U3 snoRNA está en los cuerpos prenucleolares y sugieren pudiera
participar en la reorganización nucleolar en asociación con diferentes 
proteínas como la nucleolina y la fibrilarina.

El NOR es el lugar donde confluyen los cuerpos prenucleolares y 
es el sitio donde se efectúa más tempranamente la transcripción en el ciclo 
celular (Morcillo et al., 1976) (80). 

Por tanto, está plenamente establecido que la reorganización 
nucleolar en telofase comienza con la aparición de los cuerpos 
prenucleolares que se van paulatinamente agregando a los NORs haSta
originar el nucleolo maduro (De la Torre y Giménez-Martín, 1982). 

El análisis de los cuerpos prenucleolares muestra que poseen
fibrilarina y otros tipos de proteínas nucleoLares tales como la NO38-B23 
y nucleolina, pero carecen de la RNA polimerasa I y de la topoisomerasa
I, así como de rDNA. Para demostrar que el ensamblaje de los cuerpos 
prenucleolares en el NOR requería la transcripción del rDNA, Benavente 
et al (1987) (97) inyectaron anticuerpos contra la RNA polimerasa I y 
observaron la inhibición del proceso de nucleologénesis. Estas 
observaciones confirman que para la coalescencia de los cuerpos
prenucleolares en el NOR y, por tanto, de realizarse la reorganización del 
nucleolo, se precisa la iniciación de la transcripción del rRNA (Morcillo 
et al., 1976). Con anterioridad, Stockert et al. (1970) y Giménez-Martín et 
al. (1972, 1974) (95, 96) empleando inhibidores de transcripción de la 
RNA polimerasa I como la cordicepina ya habían señalado la inhibición
de la nucleologénesis mediante este tipo de droga. 

Figura 2.- Acople del ciclo de transcripción nucleolar a los ciclos cromosómico y
nucleolar. La transcripción nucleolar se reinicia de nuevo mediada la nucleologénesis.
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Medida directa de la nucleologénesis

Habiéndose determinado con exactitud el momento en que es
inhibido el proceso citocinético por cafeína y la amplitud del impacto de
la droga sobre el ciclo, se tiene la zona de marcado de las células 
binucleadas por la acción de la cafeína. Se demostró que si la droga se 
aplica antes o después de esa región de bloqueo de la citocinesis no se 
produce su inhibición. Esta acción de la cafeína corresponde a un 1% de
la duración del ciclo y se halla en la telofase tardía.

Tomando como referencia esa región podemos observar en qué 
momento antes, en o después de la acción de la cafeína aparecen los 
llamados cuerpos prenucleolares. Cuando una población meristemática es 
tratada con cafeína las células que transcurren por la región en que ésta 
actúa, repetimos, se convierten en células binucleadas. Si en tiempos
anteriores a la acción de la cafeína se realiza la impregnación argéntica, se 
puede observar en las células binucleadas la existencia o no de cuerpos
prenucleolares. Si estas células son seguidas en tiempos sucesivos se 
puede averiguar la tardanza de ellas en que sus núcleos posean nucleolos
maduros. El tiempo que se tarda desde la aparición de los cuerpos
prenucleolares hasta la observación de los nucleolos organizados, es el 
tiempo de duración del proceso de nucleologénesis. 

El conocimiento de la duración de la nucleologénesis y de la zona 
en la que ésta ocurre en el ciclo celular fue el primer paso para poder
efectuar su análisis.
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Figura 3.- Diseño experimental usado para medir directamente la velociad de
nucleologénesis tanto en condiciones control (mitad superior) como en condiciiones
en las que se ha inhibido la síntesis de RNA (mitad inferior de la figura). La cafeína
marca como binucleadas a las células que se encuentran realizando la citocinesis
durante el tratamiento. La célula se encuentra en nucleologénesis mientras existan 
cuerpos prenucleolares en el núcleo. Sólo la binucleada esquematizada en la parte
superior derecha de la figura representa una binucleada con los nucleolos ya
maduros, plenamente organizados. La comparación de ambos esquemas señala que
la nucleologénesis sólo se culmina cuando no se inhibe la reiniciación de síntesis de
RNA.

Esquema experimental de utilización del marcado con cafeína de células 
sincrónicas y su seguimiento hasta la temprana interfase: a) células binucleadas sólo
con cuerpos prenucleolares; b) con cuerpos prenucleolares y nucleolos incipientes; y 
c) con nucleolos maduros. La cinética de aparición de células con nucleolos ya 
maduros y sin cuerpos prenucleolares sirve de medida directa de la velocidad de
nucleologénesis en condiciones control y viene señalada en horas en la barra 
inferior. Giménez Martín et al., 1977 
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El empleo ya de inhibidores de síntesis de RNA, ya de proteínas,
mostró la necesidad del requerimiento de la primera, pero no de la 
segunda. Este estudio puso en evidencia que los cuerpos prenucleolares se 
formaban independientemente de la transcripción en los núcleos
telofásicos. Esto es consistente con su aparición en ausencia de rDNA 
(Hay y Gurdon, 1967) (99). La dificultad en distinguir entre cuerpos 
prenucleolares fusionados y verdaderos nucleolos en células poseyendo 
un alto y variable número de NORs explica por qué algunos tipos
celulares no son apropiados para estudiar y analizar en ellos la 
nucleologénesis. Esto es motivado porque los cuerpos prenucleolares 
pueden ensamblarse o coalescer entre ellos mismos, a pesar de ser 
inhibida la nucleologénesis (Morcillo y de la Torre, 1980) (100). Este 
ensamblaje de cuerpos prenucleolares entre sí, en ausencia de síntesis de 
RNA, puede explicar las observaciones realizadas en algunas células
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animales (Phillips, 1972) (101) y vegetales (Semeshin et al., 1975) (102). 
Por otra parte, el desarrollo de la nucleologénesis durante la inhibición 
simultánea de síntesis de proteínas señala que las proteínas sintetizadas
tempranamente en la telofase son las empleadas en el ensamblaje del 
nuevo nucleolo. Mientras la síntesis de RNA muestra que sólo aquélla 
que se realiza en los estadíos tempranos de la nucleologénesis, es 
necesaria para la reorganización del nucleolo y su inhibición posterior,
desde una hora después del tratamiento de cafeína, no afecta a la
reorganización y a la velocidad de nucleologénesis. Los requerimientos
trempranos de síntesis de RNA son indicativos que la nucleologénesis es 
mayormente un proceso de ensamblaje en donde el nuevo RNA transcrito 
sirve como iniciador de la misma y que finaliza con el ensamblaje
completo de los cuerpos prenucleolares. 

Chouinard (1975) (103) describe que la gradual descondensación 
de la cromatina del NOR es el dato morfológico y funcional asociado con 
la nucleologénesis. Esta descondensación del NOR puede esta relacionada 
con la iniciación de la transcripción. 

Modelo de nucleologénesis

A la luz de todos estos resultados se pudo proponer un modelo de 
nucleologénesis (Morcillo y de la Torre, 1979 a; De la Torre y Giménez-
Martín, 1982) en el que la aparición de los cuerpos prenucleolares, con 
cierto ensamblaje en los estadíos iniciales, no depende de una reiniciación
de la síntesis de rRNA. Existe algún ensamblaje de cuerpos 
prenucleolares al NOR no transcriptor por aparente relajación de su 
estructura. Sin embargo, el ensamblaje total de los cuerpos prenucleolares 
al NOR y con ello el desarrollo completo del nucleolo depende de una 
síntesis de novo de rRNA en el NOR. El modelo incluye el hecho que el 
nuevo nucleolo contiene moléculas de RNA que fueron sintetizadas en la
interfase precedente y otras sintetizadas durante la telofase, en el 
momento de la reorganización nucleolar, como Lepoint y Goessens 
(1978) (104) demostraron mediante autorradiografía de alta resolución, en 
células tumorales de Erlich. 

En relación al adelanto de la nucleologénesis ocasionada por la 
acción inhibidora de síntesis de proteínas (Giménez-Martín et al., 1974)
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(96) se llevaron a término una serie de experimentos que demostraron que
la sensibilidad de la nucleologénesis estaba localizada inmediatamente
antes y durante la acción de la cafeína para originar células binucleadas.
Este espacio es más temprano que el periodo sensible a la acción de los 
inhibidores de RNA. Una valoración del ciclo de descondensación de la
cromatina muestra que los inhibidores de síntesis de proteínas aceleran 
esta descondensación (Morcillo y de la Torre, 1979 b) (105), 
probablemente anticipando la aparición de los cuerpos prenucleolares en 
los cromosomas, como Geuskens y Legros (1969) (106) sugieren sobre la 
accesibilidad de las RNA polimerasas funcionales. 

Figura 4.- Modelo del desarrollo de la nucleologénesis. Los cuerpos prenucleolares
aparecen después del primer tercio de la telofase, antes de la reiniciación de la 
transcripción e incluso puede observarse algún tipo de fusión espontánea entre ellos.
El ensamblaje final de todos ellos en los NORs sólo se efectúa cuando se ha
reiniciado la transcripción nucleolar. El ensamblaje de los cuerpos prenucleolares se
realiza a través de los dos tercios finales de la telofase y una parte del G1 temprano.

Todos estos hechos nos llevan a discernir sobre los controles que 
aparecen durante la regulación del ciclo nucleolar y han mostrado
incontrovertiblemente que el proceso de ensamblaje para organizar el 
nuevo nucleolo depende de una síntesis de RNA de novo. La situación es
tal que abre la posibilidad que el proceso morfogenético de la
nucleologénesis pueda ser una prueba de la acción génica en la iniciación
del conjunto del nuevo ciclo celular. La velocidad de la nucleologénesis 
se ha introducido como una ensayo fácil para estudiar la reactivación de
los genes rDNA en la tardía mitosis (De la Torre et al., 1975) (107). Las 
células vegetales son un material idóneo para el estudio del nucleolo,
dado el gran número de genes rDNA que posee su genoma, sus amplios
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volúmenes nucleolares, el enclaustramiento de los genes rDNA en un
lugar específico de un cromosoma determinado, etc. Por estas razones 
muchos de los hallazgos sobre el nucleolo se han descrito primeramente
en células vegetales y los hallazgos sobre la nucleologénesis en células
animales ha confirmado ampliamente los anteriores.

Funciones de regulación relacionadas con la progresión del ciclo

celular

Muchas funciones cruciales sobre el ciclo celular se encuentran
reguladas por controles positivos y negativos. Cuando un proceso es 
regulado positivamente por una molécula, la falta de ella detiene en ese
momento la progresión del ciclo. Por otra parte, cuando falla un control
negativo, las células pueden avanzar en el ciclo, pero muy frecuentemente
con un efecto letal para ellas, ya que de hecho no se encuentran 
preparadas para su progresión. Los genes relacionados con una regulación 
positiva del ciclo se les denomina cdc (cell division cycle), mientras que
los que se encuentran relacionados con controles negativos para el avance 
del ciclo se les llama chk (checkpoint) (Hartwell y Weinert, 1989) (108) 
o genes de control de retroalimentación o feedback (Murray y Kirschner,
1989) (109). La nucleologénesis entre el límite de un ciclo y el siguiente
se encuentra igualmente controlada positiva y negativamente.

Recientemente, la proteína nucleolar p130 que se encuentra en el 
componente fibrilar denso y se la considera como el disparador de la 
quinasa p34cdc2, en mitosis, se encuentra igualmente relacionada con la 
nucleologénesis (Pay et al., 1995) (110). Por otra parte, la nucleolina (la
proteína argirófila más abundante, llamada también C23) y la p105 
(ambas también concentradas en el componente fibrilar denso) y la 
numatrina (también llamada B23, ribocarina, NO38 y nucleofosmina),
que se halla concentrada en el componente granular son sustratos de la 
quinasa p34cdc2 (Peter et al., 1990) (111). Sin embargo, hay muchas más
funciones relacionadas con el ciclo celular y algunas de ellas están unidas 
a genes de control negativo no relacionados con la quinasa p34cdc2.
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Interrupción de la transcripción del NOR durante la mitosis

La transcripción en las regiones NOR, tanto como otras muchas 
secuencias del DNA del genoma, no tiene lugar durante la metafase, la 
anafase y parte de la telofase, merced a controles negativos obvios. Estos
controles son fisiológicos y se disparan espontáneamente en cada ciclo.
La interrupción de la transcripción durante la mitosis se considera se debe
al bloqueo de la elongación del RNA pre-ribosomal naciente 
(Weissenberger y Scheer, 1995) (112). Sin embargo, el mecanismo puede
envolver un control de la iniciación de la síntesis de rDNA que responde 
al nivel de metilación (Mergudich et al., 1992) (113). 

Proteínas relacionadas con la condensación cromosómica son los
candidatos involucrados en la inducción del silencio génico en mitosis.
Estas proteínas son de vida corta y se sintetizan en la misma mitosis
(Morcillo y de la Torre, 1979) (100). Como se ha demostrado, la 
inhibición de la síntesis de proteínas, mediante anisomicina y 
cicloheximida, hace que la nucleologénesis se anticipe con relación a la 
citocinesis en aquellas células que fueron marcadas como binucleadas
mediante un tratamiento corto con 5 mM cafeína (Giménez-Martín et al.,
1974) (96). 

Algunas de las proteínas sintetizadas en telofase que dificultan la 
reiniciación de la transcripción temprana del rDNA pueden ser proteínas 
que se unen al DNA, de tal manera que los núcleos de las células 
vegetales que poseen DNA hipometilado anticipan la nucleologénesis en
relación a los núcleos con DNA nativo no sustituido. El DNA 
hipometilado impide la unión de proteínas de regulación negativa (Boyes
y Bird, 1991; Ashapkin et al., 1995) (115, 116) y causa la expresión de 
genes del centeno que se encuentran bloqueados en el híbrido 
interespecífico de triticales (Neves et al., 1995) (117). 

Dominancia nucleolar experimental

En 1986 se iniciaron estudios (Cabello et al., 1986) (118) para 
delimitar la influencia de la incorporación de la 5-azacitidina sobre el 
proceso de nucleologénesis. Para ello se emplearon células sincrónicas
marcadas como binucleadas por inhibición de la citocinesis mediante

26



VOL. 67, (1) 2001 NUCLEOGÉNESIS

cafeína 5 mM y el objeto era el conocer si la hipometilación influía o no
sobre el desarrollo del proceso. 

La inducción e hipometilación confirma la correlación negativa 
entre la transcripción y la metilación del rDNA, como fue demostrado en 
el trabajo primero por Jones y Taylor (1980), empleando 5-azacitidina. 
Esta sustancia es un análogo de la citidina y tiene un átomo de N2 en
posición 5, mostrándose como un falso sustrato de la DNA metil-
transferasa, conduciendo con ello a la hipometilación del DNA (Parrow et 
al., 1989). 

Figura 5.- Protocolo experimental utilizado para medir el efecto de la hipometilación
en la velocidad de nucleologénesis, en relación a la velocidad en condiciones control.
Las células recibieron 5-azacitidina durante un tiempo correspondiente a un 70% de
la duración total del ciclo y el marcado con cafeína tuvo lugar también en presencia
de 5-azacitidina. Los resultados indicaban un acortamiento del tiempo necesario pa
observar a la población que había terminado su proceso de nucleologénesis.

ra
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Cuando el análisis de la nucleologénesis se llevó a cabo se 
encontró que este proceso se hallaba adelantado dentro de la mitosis y 
siempre se realizaba a mayor velocidad en las células con DNA 
hipometilado que en las que poseían DNA nativo. Si en esta población la 
duración de la nucleologénesis era de 3 h 56 min, la hipometilada la 
efectuaba en 1h 40 min, siendo ésta 1.6 veces más rápida que la no 
tratada.

Como la nucleologénesis solamente se completa después de que la 
transcripción post-mitótica se ha reanudado, los datos arriba señalados 
sugieren que el tratamiento con 5-azacitidina puede intervenir en la
velocidad de progresión de las células postmitóticas.

La nucleologénesis anticipada de un NOR es el primer paso que 
induce la represión permanente de otros NORs, de tal manera, que el 
NOR bloqueado se encuentra incapaz de iniciar la transcripción y con ella 
la nucleologénesis como se demuestra en células que poseen cromosomas
asimétricos hipometilados (De la Torre et al., 1991) (119). Estos
resultados sitúan inequívocamente en telofase el estadío en que es
establecida la dominancia o recesividad del NOR y no inmediatamente
después de su replicación (Matzke y Matzke, 1993) (120). El hecho que la 
dominancia nucleolar se establezca durante la telofase, para toda la vida 
de las células resultantes, presenta implicaciones importantes. En este 
estadío mitótico se reorganiza la matriz nuclear y con ello es el momento
en que se ancla uno o los dos NORs en la misma, dando lugar al sitio 
donde se establece la maquinaria de la transcripción permanente de los 
NORs (Cook, 1989; García-Blanco et al., 1995) (121, 122). No se puede 
desechar el que los dominios generalmente extranucleolares que codifican 
para el RNA ribosomal 5S puedan servir también, si se mantienen
descondensados en telofase, como parece ocurrir en células humanas
(Kaplan y O’Connor, 1995) (123). 

En este caso, la dominancia nucleolar no se ha establecido entre
dos genomas de diferentes especies sino en un mismo genoma y por ello 
no se puede atribuir a que los diferentes promotores no sean reconocidos 
por la otra especie, al considerarles que podrían ser especie-específicos, ni 
aparentemente a un desequilibrio entre potenciadores de los promotores
de los NORs sino exclusivamente al grado de hipometilación. Este último 
mecanismo de dominancia presenta unas características: el DNA metilado
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se encuentra rodeado de proteínas nucleares que secundariamente
dificultan la actuación de los factores de transcripción (Boyes y Bird, 
1991). La hipometilación del DNA se consigue fácilmente por la 
incorporación de 5-azacitidina, lo cual tiene lugar durante el periodo S del 
ciclo. El resultado de los NORs de células humanas que han sido tratados 
con 5-azacitidina aumentan de forma importante su actividad
transcripcional (Ferraro y Lavia, 1985) (124). 

La valoración citológica de la dominancia de un NOR sobre otro 
puede originarse por: i) detectar en el NOR del cromosoma metafásico 
restos de proteínas tales como la nucleolina y otras que interactúan 
físicamente sólo con aquellos NORs que han sido activos en la interfase 
anterior (Hubble, 1985) (125), ii) por la eficacia que un NOR juega 
durante el proceso de nucleologénesis que tiene lugar entre la telofase y 
G1 del ciclo celular (De la Torre et al. 1975; Cabello et al., 1986); iii) por
el tamaño final del nucleolo (Martini y Flavell, 1985) (126). 

La dominancia de un NOR sobre otro y su observación en 
interfase puede ser total o parcial. Será total cuando se observa un 
determinado nucleolo maduro en un NOR mientras el alelo carece de él; 
será parcial cuando frente al nucleolo normal el de su alelo presenta un 
tamaño reducido. Sin embargo, en este último caso, el tamaño reducido se 
puede deber no a un equilibrio fisiológico entre dominancia y recesividad
sino a un desequilibrio estructural motivado por diferencia de tamaño en 
los respectivos NORs (Stockert et al., 1969; Giménez-Martín et al., 1977). 

El método empleado para obtener cromosomas aza-sustituidos 
asimétricamente consistió en tratar durante un periodo S a las células con 
5-azacitidina y cada cromátida estará monocatenariamente aza-sustituida.
Esperando a la división siguiente de estas células que han transitado por 
el siguiente periodo S sin tratamiento de 5-azacitidina, de las dos
cromátidas de cada cromosoma, una sola poseerá una cadena aza-
sustituida y la otra cadena estará formada por DNA nativo, mientras su 
cromátida hermana tendrá ambas cadenas nativas. Si al llegar a telofase
estas células son tratadas con 5 mM cafeína se inhibe la citocinesis y se 
obtienen los dos núcleos resultantes de dicho protocolo en el mismo
citoplasma. Es decir, de las ocho cromátidas que poseen las células
binucleadas, dos se encuentran asimétricamente aza-sustituidas. La
emigración al azar en la anafase de las cromátidas puede originar que
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ambas monosustituidas vayan a un polo, con lo que las otras dos irán al
otro o, alternativamente, que una vaya a un polo y la otra al otro. Los
resultados observados fueron los siguientes: cuando ocurre la co-
emigración de los aza-NORs se puede observar un nuevo tipo de 
nucleologénesis asimétria (An): Los aza-NORs del núcleo superior
pueden desarrollar nucleologénesis completa, mientras los NORs nativos
(núcleo inferior) no son funcionales o llevan retraso en su nucleologénesis 
con lo que no se ha finalizado la agregación de los cuerpos
prenucleolares. En el caso en que la emigración de los aza-NORs a los
polos anafásicos distintos se puede observar otro tipo (Bn) de asimetría,
caracterizada por desarrollarse inversamente nucleolo en uno de los 
núcleos mientras en el opuesto sólo hay cuerpos prenucleolares o 
nucleolos incipientes (De la Torre et al., 1991) (119). Esto viene a ser 
demostrativo que a pesar de encontrarse los NORs en el mismo núcleo 
desarrollan su nucleologénesis de acuerdo a su estado fisiológico. 

Estos experimentos apoyan la hipótesis que el NOR hipometilado 
es la causa y no la consecuencia del incremento del nivel de transcripción
que sucede en los NORs aza-citidina.

En cada caso, la separación precoz de proteínas reguladoras 
negativas de secuencias relevantes hipometiladas de los espaciadores
génicos del rDNA proporcionará a esos genes la capacidad de anclarse a

Figura 6.- Esquema en el que se muestra la distribución alternativa de los 2 NORs 
por núcleo en relación a la incorporación de 5-azacitidina en el periodo S del ciclo
celular anterior a aquél cuya mitosis se está estudiando en las células binucleadas.
En la primera situación (A) los dos cromosomas que poseen DNA nativo y los dos
cromosomas con 5-azacitidina en una de las cadenas emigran a núcleos distintos.
En la situación B, cada núcleo recibe in NOR con DNA nativo y otro con aza-
DNA. De la Torre et al., 1991.
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la matriz nuclear para
formar los complejos de transcripción, para iniciarla y atraer el material
disperso del nucleolo premitótico. Ello permitirá la formación de un
nuevo nucleolo que permanecerá como centro de transcripción del rDNA 
y de la maduración del rRNA 45S por la totalidad de la vida celular. La 
determinación de un NOR para mantenerse a sí mismo dominante sobre 
otro puede incluso ser transmitida de ciclo en ciclo, ya que algunos de los
componentes del complejo de transcripción, como la subunidad más
grande de la RNA polimerasa I y el factor de transcripción (upstream

binding factor) permanecen asociados a los NOR durante mitosis, al 
menos en células animales (Zatsepina et al., 1993 (127); Roussel y 
Hernández-Verdún, 1994; Weisenberger y Scheer, 1995). 

De esta forma se detectó que hay factores de transcripción en 
cantidad limitante en el núcleo que forman complejos estables con el 
NOR e incluso pueden permanecer unidos al promotor a lo largo de 
sucesivas rondas de iniciación de la RNA polimerasa. Su unión al NOR 
determinará su dominancia sobre aquellos que van retrasados en la 
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separación de las proteínas reguladoras negativas que impiden la
iniciación de la transcripción. 

Dominancia interespecífica del NOR

Los fenómenos epigenéticos son consecuencia de inactivación
selectiva de transcripción que no resulta de cambios en la secuencia de 
DNA (Bestor et al., 1994; Holliday, 1994; Paszkowski y Mittelsen, 1998) 
(128, 129), 130). El primer ejemplo reconocido es el de la dominancia
nucleolar. Navashin (1934), cruzando dos especies de Crepis, cada una
con un par de cromosomas nucleolares observó que en las células del 
híbrido tan sólo se organizaba un nucleolo, relacionado con uno de los 
cromosomas de uno de los progenitores. Importante fue el hecho que el 
nucleolo reprimido podía, tras un retrocruzamiento, volver a manifestarse
en el cromosoma correspondiente, en ausencia del otro cromosoma
nucleolar de la otra especie, demostrando que el cromosoma organizador
del nucleolo no había sido alterado o había perdido su capacidad de 
organizar nucleolo. Décadas más tarde está plenamente demostrado que 
las regiones organizadoras nucleolares son lugares donde centenares o 
miles de genes rDNA se encuentran linealmente ubicados, poseyendo 
miles de pares de bases de DNA (Wallace y Birnstiel, 1966; Pardee et al., 
1970, Phillips et al., 1971) (131, 132, 133). La RNA polimerasa I 
transcribe estos genes y produce los primeros transcritos que son 
procesados en forma de 18S, 5.8S y 28S RNA,  que forman los ejes de 
ambas subunidades del ribosoma (Reeder, 1992; Paule, 1994; Moss y 
Stefanovsky, 1995) (134, 135). Los nucleolos se organizan en los lugares 
del rDNA donde se sintetiza el rRNA. Por ello, Honjo y Reeder (1973) 
(136) interpretan al híbrido de Navashin como la manifestación citológica 
de incapacidad en la producción de rRNA de un juego de genes rDNA.
En este sentido, Chen y Pikaard (1997) (137) definen la dominancia
nucleolar como un fenómeno epigenético caracterizado por la formación
de un nucleolo alrededor del rDNA de solamente un progenitor en un 
híbrido interespecífico o alopoliploide. 

La dominancia nucleolar ocurre en híbridos interespecíficos y en 
alopoliploides de numerosos géneros (ver revisiones de Reeder, 1985; 
Pikaard y Chen, 1997) (138, 139). En los estadíos tempranos del 
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desarrollo del híbrido Xenopus laevis x Xenopus borealis sólo se detecta
el nucleolo de X. laevis mostrando, por tanto, dominancia su rDNA sobre
el de X. borealis (Honjo y Reeder, 1973; Cassidy y Blackair, 1974) (136, 
140, 141). Dedder y Roan (1984) (141) sugieren por sus resultados que 
los genes rDNA de X. laevis son transcripcionalmente dominantes a causa
de un incremento del número de potenciadores en la región anterior al 
promotor del rDNA, en relación a X. borealis (Boseley et al, 1979; Busby 
y Reeder, 1983; Moss, 1983; Labhart y Reeder, 1984) (142, 143, 144, 
145). El desequilibrio de los potenciadores fue propuesto como uno de los 
factores limitantes de la transcripción, haciendo incapaces de transcribir a 
promotores recesivos.

Otra de las hipótesis expuestas para explicar la dominancia 
nucleolar parte de la observación que los promotores de los genes 
ribosomales y los sistemas de transcripción de la RNA polimerasa I 
evolucionaron rápidamente (Reeder, 1974; Dover y Flavell, 1984; Gerbi, 
1985; Flavell, 1986) (141, 146, 147, 148). Consecuentemente un 
promotor de las secuencias de rDNA de una especie puede no ser 
reconocido en otra especie a causa de la incompatibilidad de los factores 
de transcripción. La incapacidad de expresarse de un factor de 
transcripción especie-específico puede causar el fallo en la expresión de
un juego de genes ribosomales. Esto podría explicar posiblemente la
dominancia nucleolar en células híbridas hombre-ratón (Elicieri y Green, 
1969; Miller et al., 1976; Onishi et al., 1984) (149, 150, 151). 

La metilación es importante a causa de que actúa en la 
inactivación preferencial de genes cuando se encuentran presentes dos 
genomas diferentes, como son el caso de los alotetraploides y de los 
organismos transgénicos (Cedar, 1988; Flavell et al., 1988; Peterson y 
Sapienza, 1993) (152, 153, 154). 

En los vegetales existen innumerables casos en que se ha 
demostrado esta dominancia de unos genes sobre otros como una 
inactivación de un grupo de ellos por la presencia de otros alelos. El caso 
señalado y ya expuesto que obtuvo Navashin fue sólo el comienzo lejano 
del hallazgo de un fenómeno cada vez más frecuentemente observado y 
que poco a poco empieza a ser explicado (Reeder, 1985) (141). Así en
diversas combinaciones entre los genomas de trigo y centeno se observó 
la práctica inactivación total de los organizadores nucleolares del centeno 
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(Lacadena et al., 1983; Cermeño et al., 1984; Vieira et al., 1990) (155,
156). Esta inactivación se encuentra asociada a un alto nivel de metilación
de la citidina dentro de las secuencias intergénicas del rDNA del centeno
(Sardana, 1992; Neves et al., 1993). 

En la F1 del cruzamiento entre trigo x centeno y en los triticales, la 
incorporación de 5-azacitidina durante la germinación de la semilla
reactiva los NORs del centeno (Viera et al., 1990; Neves et al., 1995) 
(157), causando modificaciones en los niveles de metilación del rDNA 
que son heredables en las siguientes generaciones (Heslop-Harrison,
1990). En resumen, como ha sido descrito por varios autores (Viera et al.,
1990; Neves et al., 1995; Amado et al., 1997) la expresión de los NORs
del genoma del centeno es dependiente de un estado de hipometilación
cuyos efectos, por la acción de la 5-azacitidina, son heredados en la 
siguiente generación con una alta actividad de los NORs del centeno en
contraste con la progenie control en la que no se detecta actividad en
dichos NORs. 

Represión natural intraespecífica de los NORs

La represión del NOR es un mecanismo que opera durante todo el 
ciclo en las células meristemáticas de Allium cepa L. Era conocido que 
existen en la célula diploide como máximo cuatro nucleolos por núcleo, 
correlacionados con cuatro cromosomas con NOR (Sato, 1981; Cortés y 
Escalza, 1986; Richroh et al., 1992) (163, 164, 165). Seleccionando 
bulbos, en años distintos, en cuyas células radicales sólo aparecieran hasta
un máximo de dos nucleolos, sorprendentemente se encontró, mediante
fluorescencia después de hibridación in situ con rDNA procedente de 
trigo, en las células en las que la transcripción había sido interrumpida por
acción de la 3’desoxiadenosina (Penman et al., 1970) (166), cinco NORs
de tamaños diferentes. Dichos NORs estaban situados en dos pares de
cromosomas de los 16 de la dotación diploide de Allium cepa L. (Panzera
et al., 1996) (167). El par de cromosomas satelizados (par 6) presentaba 
los NORs más grandes, mientras que el otro par cromosómico que 
presentaba los NORs menores correspondía al par 8. El quinto NOR se 
observa en el telómero de uno de los dos cromosomas del par 6, pero no 
en el otro, en el que, caso de haberlo, su número menor de copias de 
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genes ribosomales lo podían hacer indetectable en nuestras condiciones
de análisis. De hecho, en Allium cepa existen dos familias de genes 
ribosomales en relación a los espaciadores intergénicos (Maggini y 
Carmona, 1981) (169), lo cual puede relacionarse con esta inducción de 
dominancia natural. 

Un testimonio para detectar la depleción intranuclear de algunos 
reguladores positivos que pudieran estar implicados en la dominancia del 
NOR en Allium cepa L consistió en la aplicación de una droga 
multipolarizante (carbetamida) durante la mitosis, de tal manera que se
obtenían células multipolares (Giménez-Martín et al., 1992) (170) y con 
ello una distribución desequilibrada de las cromátidas hacia 3 ó 4 polos. 
Si estas anafases y telofases multipolares se trataban con cafeína se
obtenían células multinucleadas con núcleos con diversas ploidía dentro
de un citoplasma común. Las células así obtenidas eran tetraploides, es
decir 4n, como suma de las ploidías de todos los núcleos. 

Estas células tetraploides, de acuerdo a lo indicado anteriormente,
tendrían 10 NORs distribuidos en ocho cromosomas NOR. Fue 
interesante el hecho que estas células poseyeran más de cuatro nucleolos 
distribuidos en diferentes núcleos. Con ello, se demostraba que no era 
permanente la inactivación de aquellos NORs que se hallaban reprimidos
en el ciclo celular diploide, de tal manera que ellos transcribían y 
formaban nucleolo después de aislarse, por medio de sus envolturas
nucleares, de otros NORs existentes en otros núcleos dentro del mismo
citoplasma.

En resumen, se encontraron tres puntos sobre la organización y 
regulación de los genes ribosomales de Allium cepa: a) como ya se ha 
indicado, se hallaron cinco NORs que se encontraban distribuidos en 
cuatro cromosomas del genoma diploide, con un claro polimorfismo entre 
los homólogos; b) sólo dos de los cinco rDNA (NORs) eran
transcripcionalmente activos en telofase; y c) los NORs inactivos pueden
ser reactivados por su separación de aquellos NORs dominantes, como
ocurre en los diferentes núcleos de las células multinucleadas tetraploides.

Así como todos los núcleos que tienen capacidad para iniciar la 
replicación (por poseer las secuencias de DNA adecuados para responder 
al estímulo para replicar), la inician sincrónicamente dentro de un mismo
citoplasma, aquellos que carecen de las secuencias para aceptar el 
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estímulo son incapaces de replicar. Este hecho de iniciar sincrónicamente
su replicación permite inferir la existencia de un estímulo que se transmite
vía citoplasma y que opera sobre todos ellos (Giménez-Martín et al., 
1992; Panzera et al., 1996), pero sólo se ven afectados aquellos que al 
menos poseen un cromosoma con las secuencias de DNA que aceptan el 
estímulo.

El que los nucleolos se reorganicen en aquellos núcleos que 
poseen cromosomas con NORs manifiesta la capacidad de algunos de sus 
NORs para organizarlos. Sin embargo, parte de estos NORs podrán ser
activos o no si se encuentran en un mismo núcleo conforme la presencia o 
no de otros NORs dominantes. En todos los casos, en los núcleos de una 
célula multinucleada el organizar nucleolos depende de su dotación 
cromosómica, independientemente del citoplasma común en que se 
encuentran.

El hecho de que la formación de un nucleolo sea indicador directo 
de la reactivación de la transcripción en el NOR y la simplicidad del
ensayo de la medida de la tasa de nucleologénesis hace que esta prueba
sea muy útil para discernir los factores implicados en el establecimiento
de la dominancia génica en la célula. La regulación del  rDNA que es 
transcrito por la RNA polimerasa I no tiene porqué ser esencialmente
diferente de la regulación de otros genes repetitivos y no repetitivos que 
son transcritos por las RNA polimerasas III y II, respectivamente.

Conclusiones

1. La nucleologénesis, o formación de un nucleolo en un NOR o 
reorganización nucleolar, depende de la transcripción del rDNA 
en la tardía mitosis, lo cual fue detallado primeramente en células
meristemáticas de Allium cepa L. y comprobado posteriormente
por diferentes autores y distintas metodologías en otros tipos 
celulares vegetales y animales.

2. El impedir cualquier transcripción prematura del rDNA en la 
telofase, al menos de células vegetales, es debido a la existencia 
de proteínas lábiles sintetizadas en la misma telofase, ya que el 
bloqueo de su síntesis adelanta la nucleologénesis en relación al 
ciclo cromosómico.
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3. Los cuerpos prenucleolares son formaciones cuyo contenido 
proviene del nucleolo premitótico y son transportados por los 
cromosomas a través de anafase-telofase en donde vuelven a 
aparecer en la superficie de los mismos, salen al nucleoplasma y 
van coalesciendo en el NOR, constituyendo el origen del nuevo
nucleolo. Este ensamblaje está promovido por la transcripción del 
rDNA. La ausencia del NOR, así como la acción de drogas anti-
RNA polimerasa I inhiben la nucelologénesis pero no alteran la 
aparición de los cuerpos prenucleolares. Algunas de estas 
proteínas lábiles pueden ser proteínas de unión al DNA, ya que la 
hipometilación experimental del DNA también adelanta la 
nucleologénesis.

4. En células de Allium cepa L., hay dominancia nucleolar 
intraespecífica, ya que sólo se forman dos nucleolos por núcleo en 
las células meristemáticas de ciertas raíeces, en los que la
hibridación in situ demuestra la existencia de, al menos, cinco
NORs de tamaños diferentes. Por lo tanto, tres de los cinco NORs
no son activados tras la mitosis.

5. La distribución de los cromosomas portadores de NOR en 
diferentes núcleos (tras la utilización de un agente 
multipolarizante en anafase) permite la reactivación de algunos de 
los NORs reprimidos, que hasta entonces eran incapaces de 
organizar nucleolo. Para ello es preciso que tales NORs se 
encuentren en núcleo independiente, aunque estén en el mismo
citoplasma, de aquel o aquellos en los que se hallan los NORs 
normalmente activos. 

6. La dominancia nucleolar se adquiere en cuatro fases: a) la primera
es la separación de algunas proteínas reguladoras negativas de 
algunos NORs en telofase; b) el paso siguiente es la unión de 
proteínas que actúan como reguladores positivos de la
transcripción de aquellos NORs previamente liberados de sus 
reguladores negativos; c) el paso tercero es la iniciación de la 
transcripción en esos NORs y d) el cuarto y último paso es la
nucleologénesis que tiene lugar en esos NORs activados. Una vez 
el nucleolo se forma alrededor de un dominio conteniendo rDNA,
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este NOR permanecerá dominante sobre los otros por toda la vida
celular.
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SUMMARY 
 

This document has been prepared by the IUPAC Medicinal Chemistry section 
and is backed by a large number of scientists, many of whom have had direct involve-
ment and whose names appear at the end of the article. 
 This work discusses the role that the discovery of new medicinal agents has in 
the development of societies as well as in the conservation of biodiversity in terms of the 
work carried out on natural products. 
 Also included are several recommendations for countries which are presently in 
search of their own scientific and technological development in medicinal agents. 
 The IUPAC Medicinal Chemistry section would appreciate the collaboration of 
the scientific societies in every country to aid in the diffusion of this document. 
Keywords: Medicinal Chemistry.- Biodiversity.- Development of Societies. 
 

RESUMEN 
 

La Química médica en el desarrollo de las Sociedades. Biodiversidad y Pro-
ductos naturales 

Se presenta un documento de opinión elaborado por la sección de Medicinal 
Chemistry de IUPAC, que cuenta además con el acuerdo de un buen número de científi-
cos, algunos de los cuales figuran al final del trabajo. 

Se plantea el papel que puede tener el descubrimiento de medicamentos en el 
desarrollo de las sociedades y mantenimiento de la biodiversidad en base a los trabajos 
en productos naturales. 

Se plantean recomendaciones de aplicación en los países que están en la bús-
queda de su desarrollo científico y tecnológico en el medicamento. 

Es intención de la sección de Medicinal Chemistry de IUPAC su difusión inter-
nacional, por lo que agradecen la colaboración de las sociedades científicas de los dife-
rentes países. 
Palabras Clave: Medicinal Chemistry.- Biodiversidad.- Desarrollo de los pueblos. 
 

                                                 
  IUPAC., Commission of Medicinal Chemistry 
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 Modern times have seen globalization of all human endeavors 
accompanied by a seamless, sans frontiers, diffusion of culture, ideas and 
science across traditional boundaries of territories, cultures and societies.  
However, all societies are not at the same level of development and a sig-
nificant challenge still lies in respecting and harnessing our differences to 
insure peace, justice and liberty for all. 
 For example, within the context of the life sciences a man-made 
medicinal agent should receive special, international attention.  Any com-
pound that can help restore lost health or prevent a disease should be 
made available to all countries, regardless of the continental location or 
the degree of societal development.  The only limits that should exist are 
those which are organizational, linked to preparation, distribution, etc. 
 Presently there are countries which are the discoverers of medici-
nal agents and there are countries which are simply consumers.  Likewise, 
there are countries whose legislation pertaining to intellectual property 
rights are quite sophisticated while there are others who do not have this 
type of legislation at all.  Some countries are in search of development 
with an overabundance of natural resources and biodiversity while others 
have the potential for scientific and technological exploitation but lack 
such resources.  In this wide panorama, the field of chemistry can play an 
important role since medicinal agents are chemical products which, in 
many cases, are often modified if not entirely prepared by chemical reac-
tions.  Likewise, biodiversity is attributable to chemical constituents of 
plants with an array of complex structures, many of which have not yet 
succumbed to total, practical syntheses by man.  To lose biodiversity is to 
lose information of great potential value. 
 This article intends to refine and further promote ideas proposed 
during earlier projects of the IUPAC Medicinal Chemistry section (1-3).  
Specifically, the authors seek to enhance the transfer of science and tech-
nology associated with drug discovery and development between devel-
oped and developing societies in the most mutually beneficial scenarios 
possible. 
 
Inverting The Model 
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 Irrespective of administrative or political considerations, compa-
nies and centers having high levels of development need to be brought 
together with those which lack it by means of joint projects within the 
broad field of chemistry and, especially, within the distinct area of bio-
logically active compounds. Various modes of interaction can be pro-
posed:  the most often used is one wherein samples of materials from de-
veloping countries with biodiversity are extracted and transported for 
study in developed societies.  We make a case for an inversion of this 
traditional model, namely that of offering technology to the countries 
with biodiversity so that they themselves may carry out the necessary 
developmental work.  Chemical research conducted in the country where 
samples originate would enhance the country’s scientific development.  
Competitive capacity, research methodology and the infrastructure could 
be the focus of negotiation and agreement.  The contributions to chemical 
research on bioactive molecules that biodiversity-rich, developing coun-
tries may be able to then return can be ascertained on the basis of: 
 

 Strengths: 
− Biological material, both of animal and vegetable origin, with 

demonstrated or potential activity. 
− Traditional knowledge concerning biological activities, linked 

to plants or animals. 
 

 Weaknesses: 
− Infrastructure deficiencies which cause difficulties for con-

ducting scientific research. 
 
 Importantly, the salient features of such programs should provide 
for:  conservation of biodiversity; equitable intellectual property 
rights/duties; and, development of scientific re-
sources/facilities/infrastructure. 
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Medicinal Chemistry and Biodiversity 
 
 Realizing that biodiversity can be lost by man-made cataclysms 
such as the construction of large public works or by natural catastrophes 
such as fires, volcanoes etc., Medicinal Chemistry can function as a great 
ally by emphasizing the eco-balance between life and its surroundings, 
plants and micro-fauna and other relationships.  Medicinal Chemistry also 
recognizes the symbiotic interaction between native communities and cul-
tures as a foundation and wellspring for potential discoveries.  These 
interrelationships must be nurtured and their key elements preserved.  
Researchers studying natural medicinal agents subscribe to this rationale.  
Their analysis, evaluation and effective utilization of available resources 
can greatly assist toward maintaining the elements of biodiversity while 
promoting scientific advances.  Alternatively, in developing countries 
whose economies are based on the exploitation of agricultural and live-
stock resources principally geared to the production of cash crops and 
immediate products, there is great pressure on their natural space.  Conse-
quently, there is also great pressure toward the potential elimination of 
their natural flora.  Thus, the relationships between biodiversity, opportu-
nity and the structuring of various alliances become especially important 
relative to the immediate financial needs of a developing country.  In this 
light, however, biodiversity and Medicinal Chemistry must find a way to 
collaborate and optimize opportunities based on new alliances and tech-
nology transfer that is not based-upon pure economics.  Enormous bene-
fits can accrue in the fields of education, scientific research, and innova-
tion when an approach, other than immediate financial gain is taken. 
 Some examples can be illustrative.  The “uña de gato,” Uncaria 
tomentosa, DC, is a liana which has long been used by native communi-
ties of South America.  However, the people from the countries where the 
plant grows became wary of exporting extracts for Medicinal Chemistry 
research because they thought they might not receive commensurate 
benefits.  Ultimately the plant became offered on the net, in any quantity 
anywhere in the world by a few financially opportunistic companies.  The 
result is that the opportunity toward incorporating technology and techno-
logical development for the countries that originally possessed the plant 
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has been lost.  Alternatively, the domestication of plants, such as the Ca-
tharanthus roseus G. Don of great interest in the production of anti-
cancer alkaloids like vincristine, represents a form of conservation of bio-
diversity, of training in agricultural techniques of economic interest, and 
of the creation of a local chemical industry. 
 
Medicinal Chemistry and Ownership of Natural Resources 
 
 Recognizing the sovereign rights that each country has over its 
resources (4), the aim of this report is to prompt compromises between 
developed countries and developing countries in the area of ownership.  
New circumstances (5) have emerged that suggest reform of the tradi-
tional system of patents essential for commercialization and diffusion of 
science.  Presently, when a native community produces a unique cloth, it 
can be copied by the whole world because it is not legally protected.  Al-
ternatively, when an entity in a developed country copies and registers 
modifications based on the designs of a native community, absolutely no 
one, not even the original artists, can legally copy them (6).  It could be 
argued that the native community has the sole responsibility to register its 
work in order to obtain legal protection.  However, such countries are 
typically unable to do this because of a lack of knowledge regarding these 
types of procedures or due to a scarcity of the means to achieve such 
ends.  The same situation can happen with a galenic preparation of a plant 
that has biological activity when initially used by a traditional culture. 
 Establishing ownership may not be simple.  It is imperative to 
begin by defining the discoverer (7).  In the discovery of medicinal 
agents, by traditional ways of Medicinal Chemistry, this can correspond 
to an individual researcher or to an entire research team.  In plants with 
therapeutic applications originating from native communities, the ques-
tion is much more complicated.  Here we are speaking more of a “chain” 
of inventors.  This can result in problems when it comes to the selection 
of the beneficiaries and the distribution of the benefits obtained.  A matter 
of equal importance is the fact that certain cultures hold nature to be sa-
cred and look askance at any attempts at its legal protection as a prelude 
to commercialization. 

6 



VOL. 67 (1) 2001 BIODIVERSITY AND NATURAL PRODUCTS 

 Whether the traditional use of a plant for a given pathology consti-
tutes public property and prior art is a vexing question.  The protection of 
knowledge, within the context of plants with biological activity, cannot be 
easily accomplished via patents and it becomes necessary to search for 
further avenues.  From the standpoint of equity, answers may be able to 
be found during the transfer of knowledge.  Consider that the number of 
plants which are presently used in their original form in therapeutics is 
quite limited.  In practice it is the process of bio-directed fractionation of 
plant extracts that eventually permits us to find compounds which then 
typically also undergo further structural modification to ultimately pro-
vide preferred molecules that are more active and less toxic.  Conse-
quently, in this type of scenario a patent covering the initial plant material 
may not be adequate. The solution to this scenario of “plant-
development” can lead to an impasse precisely for the countries in search 
of development, thereby possibly losing by default the possibilities for the 
use of their biodiversity. 
 Economic compensation for historical knowledge should not be 
lost during the overall development process because the living materials 
may have needed protection and conservation, sometimes throughout cen-
turies, in order to ultimately afford the current validation of their use.  
This effort might be compensated for through a contract, establishing roy-
alties that could be obtained when commercialization takes place.  In line 
with our previous discussion, the contract might also specify in advance 
of commercialization and as part of a collaborative development venture, 
the training of persons and the acquisition of equipment and technologies 
as well as the more typical payment for samples.  For example, compen-
sation could be provided to the persons that provide the plant, make the 
extracts, and carry out biological assays, in such a way that each one can 
maintain his or her own interest and ultimate stake in commercialization.  
The country obtains benefits directly through taxation corresponding to 
the activities, and more importantly, through the scientific and techno-
logical upgrading of its society.  The possibility of regional subsidiary or 
local companies playing a more important role in the transference of re-
search and technology in such collaborative scenarios should also be seri-
ously considered.   
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 In countries with emerging economies, biodiversity and related 
activities constitute “green gold.”  For this reason, at times, the govern-
ments assume quick, financially-driven policies that can sometimes be 
contrary to eco-relationships.  Thus, both parties must be prepared to 
adopt longer-range planning considerations into their decision-making 
processes.  Equity and equal opportunity must be given to protect the dis-
coveries made by any society.  This principle of equity can ameliorate any 
misunderstanding arising out of the actions of medicinal chemists in de-
veloped countries in their relationship with their counterparts in develop-
ing countries. 
 
Summarial Points 
 

 Medicinal Chemistry research on extracts from plants and other living 
organisms that leads to the discovery of therapeutic agents, can also 
be an important factor toward maintaining biodiversity. 

 Relationships between societies which possess important biodiversity 
and developed societies which possess advanced technological proc-
esses should be based on the principles of equity.  They should oper-
ate by means of collaborative contracts which acknowledge progres-
sion of scientific research in such a way that the immediate financial 
aspects are not considered to be of primary interest but rather only a 
legitimate, longer-term consequence of such partnering (8,9). 

 Since all of humanity benefits from the discovery of new drugs, all 
societies should collaborate in the preservation and evaluation of the 
areas of great diversity from which such structures might emerge.  
This could be carried out through investments made by pharmaceuti-
cal companies to help preserve this type of land (e.g. of great biodi-
versity, of fragile environment, or where promising species prosper) 
and through the promotion of localized searches done in collaborative 
settings that can allow for both immediate development of identified 
actives and sustained cultivation of undefined biodiversity.  
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Additional Recommendations 
 
 Strengthen international relationships on these types of research pro-

jects, particularly  including countries at different levels of develop-
ment. 

 Utilize university-company relationships within less-developed coun-
tries. 

 Strengthen international relationships between scientists and the au-
thorities responsible for research in various countries. 
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RESUMEN

Los campos electromagnéticos ambientales cada vez más presentes en el entor
no, pueden afectar a los propios seres humanos y, según su intensidad (magneto
terapia), activar o modular procesos fisiológicos o inducir a posibles patologías.
En este trabajo se pretende determinar las características fisicoquímicas (los pa
rámetros permitividad (e) y conductividad eléctrica (<1» de varios tejidos de rata,
mediante la aplicación de microondas de radiofrecuencia, ante variaciones en la
concentración de cadmio (Cd) y comprobar si se pueden utilizar como indicadores

* Este trabajo fue presentado en el Congreso Internacional de la URSI (International
Union of Radio Science), Agosto 1999, Toronto, Canada, y fue galardonado con un
"Young Scientist Award",

** Autor e dirigir la correspondencia
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del efecto específico de la presencia de cadmio, evaluar su efecto por la contami
nación del entorno y cuantificar su acúmulo. Por consiguiente, se pretende aportar

.nuevos datos sobre los efectos de la toxicidad del cadmio en diversos órganos
sistémicos y comprobar si existe sinergismo entre el efecto tóxico del cadmio
(contaminante ambiental) y el de los campos electromagnéticos. Se utilizan dos
grupos de ratas macho Wistar, uno control y otro tratado con Cd (CdClz), con doce
dosis (una por día) por vía intraperitoneal desde 0,1 a 1 mg Cd/Kg rata/día. Se
extrae la sangre bajo anestesia con éter por punción cardíaca hasta su muerte, y
se diseccionan los órganos. Se analizan diversos parámetros sanguíneos, y se con
gelan los órganos siguientes: hígado, riñones, pulmones, corteza cerebral, testícu
los, páncreas y músculo, en los que se determina la permitividad y conductividad.
Se determinan los coeficientes de reflexión y transmisión de estas muestras a la
frecuencia industrial de 2,45 GHz. Esta frecuencia está comprendida dentro del
rango de las frecuencias de microondas. Los coeficientes de reflexión y transmi
sión se miden mediante un analizador de redes, se usa un estimulador HFSS de
HP que determina la permitividad de un tejido que produjera los mismos valores
de los coeficientes de reflexión y transmisión medidos experimentalmente. Los
resultados muestran que en el caso del riñón e hígado los valores de e (permitivi
dad) y o (conductividad) son menores que en el control, lo que se puede explicar
porque ambos órganos son los principales tejidos diana de la toxicidad del cadmio.
Este elemento provoca disfunción en los túbulos proximales del riñón, y en el caso
del hígado, el cadmio también se acumula en este órgano provocando daño hepá
tico, un descenso de la integridad estructural de los hepatocitos y liberación de las
transaminasas en el suero. Del análisis de sangre se observa que el cadmio provoca
un estado anémico, de forma que se produce una disminución de los valores de
hematocrito y hemoglobina con respecto a los controles.

Palabras Clave: Cadmio.-Toxicidad.-Permitividad.-Conductividad.-Micro
ondas.-Radiofrecuencia.-Campos magnéticos.

SUMMARY

Determination of permittivity and conductivity in several rat tissues
treated with cadmium.

In this work we pretend to determine two physical parameters permittivity (e)
and conductivity (s) in several rat tissue, control and treated with cadmio (Cd),
applying electromagnetic fields of radiofrequency and to check if these parameters
can be used as indicators of cadmium toxicity and presence in the environment in
certain organs. There are used two groups of male Wistar rats, a control group and
the one treated with cadmium (CdClz), with twelve single intraperitoneal increa
sing doses from 0,1 to 1 mg Cd/Kg rat/day. After blood extraction under ether
anesthesia the animals died and several biochemical and haematological parame
teres are analyzed. The dissected organs are: brain cortex, testes, kidney, liver,
pancreas, Iungseand muscle, which are submitted to determine the e and o, mea-
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suring the reflection and transmission, complex coefficients of these biological
samples at the industrial frequency of 2.45 GHz. This frequency is included in the
range of microwave frequencies. The reflection and transmission coefficients are
measured with a network analyzer. We use a HP HFSS simulator that determines
the permittivity of a tissue that would produce the same values for reflection and
transmission coefficients obtained experimentally. Results show that in liver and
kidney there is a decrease in the e and (J compared to the controls. The changes
in the kidney can be explained because the renal cortex is the major target tissue
for cadmium toxicity, prqvoking proximal tubular disfunction. In liver, cadmium
also accumulates inducing hepatic damage, with an increase of both transamina
ses in serum and the decrease of the structural integrity of hepatocytes. Blood
analysis show that cadmium induces an anaemic state, with a de crease in hemo
globin and hematocrite values in comparison to thecontrols.

Keywords: Cadmium.-Toxicity.-Permittivity.-Conductivity.-Radiofrequen
cy.-Microwave.-Electromagnetic fields.

INTRODUCCIÓN

, Un ser vivo está compuesto por una compleja estructura de teji
dos biológicos con propiedades eléctricas diferentes (permitividad
dieléctrica E y conductividad 0'). Tanto los tejidos como las células
están expuestos a metales pesados y tóxicos químicos que los pue
den afectar hasta el punto de que sus propiedades eléctricas pueden
verse alteradas y los tejidos biológicos implicados no pueden reali
zar su función adecuadamente. También estas propiedades son en
gran parte responsables de la interacción de los campos electromag
néticos con moléculas y estructuras biológicas supramoleculares. Así
un valor elevado para la permitividad implica un considerable efecto
protector para el campo eléctrico, aunque la conductividad origina
la circulación de corrientes inducidas en tejidos. Además es posible
que los efectos de metales pesados puedan combinarse con los de los
campos electromagnéticos medioambientales, produciendo efectos
adversos en la salud.

Se han realizado estudios en los que se ha comprobado que la
exposición a campos magnéticos estáticos (SMF) y campos magné
ticos de muy baja frecuencia (ELF-MF) influyen en la actividad bio
eléctrica neuronal, en los que está implicado el calcio citosólico (1
a 3). También se han estudiado las propiedades dieléctricas de teji-
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