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Resumen

La novobiocina (NVB) a 0,5 mg/ml blogqued el ciclo proliferativo en células meristematicas
radicales de Allium cepa. La determinaciéon citofotométrica en poblaciones celulares que
crecieron asincronicamente, asi como la cinética del ciclo en células binucleadas indicaron
que el blogueo tiene lugar al comienzo del periodo G1 y en el paso $/G2; el transito a través
del periodo replicativo (S) no se vio afectado por los tratamientos con el antibiético. Por otra
parte, el bloqueo inducido por la NVB fue reversible en todos los casos estudiados y cuyos
tratamientos se extendieron por distintos periodos de tiempo. Los resultados demuestran que
las tasas de incorporacion de uridina tritiada y leucina tritiada como presursores de ARN y
de proteinas respectivamente, decrecié como consecuencia del tratamiento con la droga, lo
que puede deberse a un bloqueo de la primera actividad transcriptora de la célula v a la
inhibicién de proteinas relacionadas con los procesos reguladores del ciclo de divisién celular.

Palabras claves: Allium cepa; cafeina; ciclo celular; novobiocina.

Effect of novobiocin (NVB) antibiotic on the RNA and

proteins synthesis during cell cycle in root meristems
from onion (Allium cepa, L)

Abstract

The antibiotic drug Novobiocin (NVB) at 0.5 mg/ml concentrations blocked cell
proliferation in root meristems of Allium cepa. The citophotometric determination in cell
populations that showed asincronic growth, as well as the kinetic of the cycle in binucleate
cells, indicated that the blocking takes place at the beginning of the G1 period and on border
5/G2. The replicative period (S) was not affected by the treatments with antibiotic. On the
other hand, the cell cycle blockage induced by the NVB was reversible in all cases over different
pmuds of time. The results demonstrate also, that the rates of incorporation of *H-uridine
and *H-leucine as precursors of DNA and proteins respectivily, were reduced as a result of
the drug. This may due to a blockage in the first transcriptor activity of the cell and to the
inhibition of proteins related to the regulatory processes of the cell division cycle.

Key words: Allium cepa; caffeine; cell cycle; novobiocin.
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Introduccion

La novobiocina, antibidtico producido
por Streptomyces niveus y Streptomyces
spheroides acapara la atencién de algunos
investigadores que han seleccionado este
antibiotico como material de trabajo, dado
su comportamiento en células animales
cultivadas.

La NVB es un inhibidor de las girasas
bacterianas, topoisomerasas del tipo II, que
rompen la doble cadena de ADN simplifi-
cando el superenrollamiento de la molécula
(1-3); este antibiotico inhibe también algu-
nas de las enzimas de organismos eucario-
ticos, como las fopoisomerasas [ y II (4-6).
Ademas, se ha demostrado que la NVB in-
hibe los procesos de replicacion del genoma
(3,7.8) v de reparacion del ADN en ceélulas
de mamiferos (9,10), afectando también la
condensacion de la cromatina (11).

Los estudios citogenéticos sobre los
efectos de la NVB han sidoc muy escasos
(12-14) sobre todo los relacionados con su
accion sobre el periodo G1 del ciclo de divi-
sién celular; una de las dificultades para
investigar el efecto de la NVB sobre el G1 ha
sidola ausencia de un sistema experimental
apropiado; sin embargo, se ha demostrado
que el ara C (1-B-D-arabinofuranosilcitosi-
na) convierte ciertos tipos de dafno al ADN
en aberraciones cromosomicas al inhibir la
replicacion previa al proceso de reparacion
en el periodo G1 (15).

Recientemente, Lee et al. (16), estu-
diando los efectos de la NVB en células
sincronizadas de 4 lineas tumorales encon-
traron que a una concentracion 0.3 mM, el
antibidético presenta toxicidad solamente en
el paso G1/5; en otras fases del ciclo proli-
ferativo las células no eran afectadas, sien-
do bloqueadas de nuevo en el paso G1/5 del
ciclo signiente. Hasta se le utiliza como
agente precipitante en el fraccionamiento de
proteinas con carga similar y parecido peso
molecular (17).

Los efectos de este antibidtico apenas
se han reportado en vegetales. Nicoloff et al.
(18) detectaron en Vicia faba diferentes res-
puestas ante las aberraciones cromosomi-
cas provocadas por la hidrazida maleica,
segln se suministre antes o después del
chogue térmico.

Mas recientemente, Del Campo vy Ro-
mero (19) estudiaron los efectos de la cafei-
na y de la NVB durante el proceso de repa-
racion del ADN danado por el 5-aminoura-
cilo v su incidencia en el transito celular
durante los periodos G2 y profase llegando
a la conclusion de que la NVB, por un efecto
"rebote”, bloguearia la potenciaciéon del
dafio producido por la cafeina al inhibir la
sintesis de proteinas.

Un objetivo del presente trabajo fue
extender el conocimiento que se tiene ac-
tualmente sobre el efecto de la NVB, a la
proliferacion celular en tefidos vegetales; se
han utilizado meristemos radicales de
Allium cepa ya que presentan ventajas para
el estudic de los mecanismos de control
durante el ciclo proliferativo in vive. Por otra
parte, se pretendia estudiar si la NVB blo-
gquea preferencialmente el comienzo del pe-
riodo G1 y el paso S5/G2, lo que podria
deberse a un blogueo de la sintesis de ARN
v de proteinas relacionadas con estos pro-
Ces0S.

Materiales y Métodos

El material utilizado fueron meriste-
mos radicales de Alliwm cepa crecidos en
agua destilada. en oscuridad y a tempera-
turas de 15°C £ 0,5 6 25°C £ 0,5, segin los
casos. El medio de cultivo fue removido
cada 24 horas y aireado mediante burbujeo
a razon de 15-20 ml de aire/min.

Las condiciones de cultivo descritas
anteriormente se mantuvieron durante los
diversos tratamientos con NVB, cafeina,
leucina tritiada (H3LeudR) y uridina tritiada
(H3UrdR).
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Tratamientos con cafeina

Con el fin de obtener poblaciones binu-
cleadas (2n-2n) se dieron tratamientos con
la droga a una concentracion de 5 mM. Las
células que durante el tratamiento con la
trimetilxantina cursan su telofase tardia
guedan marcadas como binucleadas ini-
ciando su ciclo de una manera sincronica
pudiendo, por lo tanto, hacer un seguimien-
to de la poblacion a través del tiempo.

Tratamiento con novobiocina

El antibiético novobiocina, se utilizé a
concentraciones finales de 0,2 y 0,5 mg/mL
v se suministraron a las poblaciones meris-
tematicas en tiempos diferentes del ciclo: 1.
tratamientos continuocs cuando se trato de
poner a punto la concentraciéon éptima de
la droga y para el estudio de su accion
mediante el uso de precursores radioactivos
(H*UrdR v H3LeudR); 2. tratamientos de
barrido para el estudio de sus efectos du-
rante los periodos G1, 5y G2 y 3. tratamien-
tos desde 6 h de incubacion hasta 20 h para
el estudio de la reversibilidad del bloqueo
producido por la droga.

Técnicas citolégicas

Tincion de los meristemos: Para de-
terminar el indice mit6tico, las raices sepa-
radas del bulbo v fijadas en etanol acético-
clorhidrico (3:1 v/v), fueron coloreadas con
orceina aceto-clorhidrica, de acuerdo a la
técnica de Tjio y Levan (20). Para el analisis
microdensitomeétrico, las raices fueron hi-
drolizadas con HCl 5N a 20°C durante 1
hora v tefiidas posteriormente con el reac-
tivo de Schiff durante 30 min (21). Posterior-
mente, las raices fueron lavadas durante 30
min en una sclucién sulfurosa antes de
hacer las preparaciones para su observa-
cion al microscopio.

Microdensitometria: La frecuencia en
la distribucion de las células meristemati-
cas, de acuerdo a su contenido de ADN, se
obtuve midiendo individualmente los nu-
cleos interfasicos, tefiidos con Feulgen, en
un microdensitometro M-85 (Vickers Ins-

truments, York, UK] que da, en unidades
arbitrarias., la densidad integrada de
ADN/niicleo tomando como referencia la
densidad de un nicleo telofasico y utilizan-
do una longitud de onda de 550 nm. Las
lecturas se hicieron con objetivo de inmer-
sion.

Los contenidos relativos de ADN fueron
determinados en meristemos control (no
tratados con el antibiético) y en meristemos
tratados con NVB durante 7 v 14 h y a una
concentracion de 0,5 mg/mL. Los valores
corresponden a una baja absorcion (2C) v a
una absorcion mas alta (4C) de las células
diploides meristematicas (21).

Autorradiografia: Las raices separa-
das del bulbo después de tratamientos con-
tinuos y secuenciales cada 2 h con la NVB,
recibieron pulsos de 30 min con timidina
tritiada (H3TdR), 0,9 MBq.m"! y una activi-
dad especifica de 0,9 TBq.mL"!. Terminado
el pulso con el precursor, las raices fueron
fijadas v tefiidas. La autorradiografia se hizo
con emulsion Kodak y revelado con revela-
dor Kodak y fijador Valca.

Medicion de la incorporacion de
H3UrdR y H3LeudR: Con el fin de marcar al
RNA v a las proteinas, las raices unidas al
bulbo fueron sumergidas, unas en una so-
lucién de H3-uridina a una concentracion
de 1,8 MBq.mL"! y con una actividad espe-
cifica de 1,6 TBq.mL"! y otros meristemos
fueron tratados con H3-leucina a una con-
centracion de 1,8 MBgq.mL"! y con una ac-
tividad especifica de 2.2 TBq.mL!. Después
de estos tratamientos, las raices fueron se-
paradas del bulbo y lavadas con agua des-
tilada a 0°C para detener la incorporacion
del precursor radioactivo. Separados los
meristemos de 50 raices fueron lavados 3
veces con 2 mL de TCA frio al 5% con el fin
de extraer la radioactividad Acido-soluble
(no incorporada). Esta radioactividad fue
estimada en alicuotas de TCA (20 pl) en
filtros de fibra de vidrio GF/A (Whatman).
Para medir la radioactividad incorporada
por el ARN y proteinas, los meristemos fue-
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ron homogeneizados en una solucién fria de
TCA al 5%; los homogeneizados fueron fil-
trados posteriormente a través de papel fil-
tro GF/C (Whatman) y lavados también con
TCA frio al 5% de concentracion. En todos
los casos los filtros fueron secados, midien-
do posteriormente la radioactividad en una
solucion de centelleo (PPO-POPOP en tolue-
no) (22).

En virtud de que la NVB podria modi-
ficar la entrada de los precursores radioac-
tivos se ajustaron los valores de incorpora-
cién; esto se hizo calculando la rata corre-
gida de incorporacion que esta dada por la
razon entre la cantidad de radioactividad
incorporada v la cantidad intracelular total
(soluble+incorporada). Este procedimiento
utilizado en meristemos vegetales (22) y en
células animales (23,24) representa un es-
timado mas puntual de sintesis macromo-
lecular que la obtenida cuando solamente
se toman en cuenta los valores crudos de
incorporacion.

Resultados

Los meristemos radicales de Allium
cepa fueron tratados con concentraciones
crecientes de NVB determinandose el indice
mitotico (IM) a diferentes tiempos de incu-
bacién. Como se observa en la Tabla 1, el
IM fue notoriamente reducido a 1 mg/mL
va que bloguea practicamente el crecimien-

to con relacion a los controles, mientras que
a 0,2 mg/mL y sobre todo a 0,1 mg/mL el
porcentaje de células en mitosis se acerca a
los valores de los meristemos que crecen en
condiciones de equilibrio dinamico, por lo
que se tomé la concentracion de 0,5 mg/mL
como la concentracion optima para todos
los experimentos de este trabajo que, aun-
que deprime el ciclo proliferativo, mantiene
constante el IM cuya tasa promedio es de
6.4 + 0.4 (SD).

Como un primer intento para determi-
nar si la NVB actia preferencialmente en
estadios especificos del ciclo de division ce-
lular (CDC), se midio la distribucion porcen-
tual de las células meristematicas de acuer-
do a su contenido de ADN. Como se observa
en la Figura 1, los meristemos tratados con
la NVB asumen una distribucion que se
hace bifasica a las 14 horas de tratamiento
con una disminucidn en el nimero de célu-
las entre 2C y 4C (S). Esto indicaria un
bloqueo preferencial en los periodos G1 y
G2.

Efecto de la NVE sobre el periodo
prerreplicativo (G1)

La Figura 2 muestra el disenio experi-
mental para estudiar el posible bloqueo por
la NVB durante este periodo del CDC. La
duracion de las fases del ciclo de las células
binucleadas que crecen a 15°C practica-

Tabla 1

Indice mitético en poblaciones de Allium cepa crecidas a 15°C 0,5
segiin tiempo y concentracion de NVB

Concentracion Indice Mitdtico (%)
[igﬁg] 2h 4h 6h 8h 12h  Promedio
1 5,6+0,7 32402 - 24+03 - 1,24 +0,3
0,5 7.6+0,4  70%03 64+02 61:06 5305 64104
0,2 10,5+0,7 97+12 124+15 10005 9,1+04 10,4+0,8
0,1 11,8+0,8 13+11 112+05 109+09 107+08 11,2:08
Controles 12,1107 11,7+13 12,0+2,0 11,3+2,7 11,6+16 11,5%21,6

Scientific Journal from the Experimental
Faculty of Sciences, Volume 4 N° 4, October-December 1996




A. Del Campo y J. Guifiez / Clencia Vol. 4, N° ¢ (1996) 281-292 285

®

d=68,
36 CONTROL 0,5 mg/ml =T hr 0, 5mg/ml = 14 hr
1= —|
16 = - — |
4= -
124 G
- ]
154 nEE=
i Ge - ] e Wi 1G] i
— 5 -1 5 1 54
& // . //
Gi G G
44 F2c F2e F2c
1 T
o @ 80 N0 30 150 ufa ™ §0 om0 130 130 wh TO B0 WD DO 150 Ufa
%= 550 nm heS550nam = 550 am

Figura 1. Distribucién de la poblacion celular, tratada con NVB durante 7 y 14 h, segtin su contenido

de ADN y con relacidén a los controles, en unidades arbitrarias (u/a). La densidad de un niiclec
en Gl1=681u/a.
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Figura2. Disefio experimental para el estudio de la accién de la NVB 0.5 mg/mL durante G1. Los
meristemos fueron pulseados con HTdR 0,9 MBg/mL, durante 30 min a partirde lah 14. Se
indica el % de niicleos marcados para cada tratamiento con el antibidtico.
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mente es la misma que la de las células
monucleadas que crecen a esa misma tem-
peratura (G1 =7 h, 485 S=13h, 36, G2 =
4 h 48" y mitosis = 3 h, 36'). Los meristemos
radicales fueron incubados con NVB 0,5
mg/mL y pulseados con H*TdR durante 30
min a partir de la hora 14 después del
tratamiento con la cafeina cuando supues-
tamente el 100% de los miacleos desarrolla-
ban su periodo de sintesis de ADN; el indice
de marcacion por el H3, en la poblacién de
células binucleadas, se determinéd por auto-
rradiografia.

Cuando la NVB se suministré a partir
de la hora 0, es decir, terminado el trata-
miento con la cafeina, el indice de células
marcadas fue del 26,3% + 3,4, mientras que
los tratamientos suministrados a partir de
la hora 2 dieron valores porcentuales apro-
ximados a los controles (81,9% + 2,8). Pues-
to que la NVB no tiene un efecto puntual
sino que se va diluyendo este en el tiempo,
se podrian interpretar los porcentajes de los
tratamientos B, C y D no como un efecto de
la droga en esos puntos del G1 sino como
un proceso de recuperacion.

Estos resultados sugieren que la NVB
bloquea el CDC al comienzo del periodo
prerreplicativo (G1).

DENSIDAD NUCLEAR

Periodo de sintesis del ADN (S)

En la Figura 3 se muestra el disefio
experimental utilizado para analizar el po-
sible efecto de la NVB sobre el desarrollo del
periodo de replicacion del ADN. 12 horas
después del tratamiento con la cafeina, es
decir, 4,2 horas después del comienzo del
periodo 5, se suministré a las células binu-
cleadas un tratamiento continuo con el an-
tibiético hasta la hora 20; se espera que al
comienzo del tratamiento todas las células
binucleadas estén en S evitando la posibili-
dad de un bloqueo G1 o G1/S. Los conteni-
dos de ADN se midieron con un microden-
sitometro, previa coloracion con Feulgen.
Como se indica en la Figura 3, el incremento
en el contenido de ADN (densidad nuclear],
desde la hora 12 hasta la 20, no se diferen-
cia considerablemente de los controles. En-
tonces, a excepcion de un posible bloqueo
durante la replicacién tardia, la NVB no
parece que afecte al normal desarrollo del
periodo replicativo en estos sistemas vege-
tales.

Accion de la NVB sobre el desarrollo del
periodo postreplicativo (G2)

La Figura 4 muestra el experimento
realizado para determinar la accion de la

#=— & CONTROL
O 0.2 mgfml
D=0 0% mgimL

1'5 20
Horas

Figura 3. Disefio experimental para el estudio de la accién de la NVB durante el periodo S. Se indica el
contenido de ADN de un nicleoen Gl = 61,4 u/a.
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NOVORIOCINA

Mitosis

E- 27

temprano.

NVB sobre esta parte del ciclo, con los re-
sultados obtenidos.

Cuando la NVB se suministrd 19 horas
después del tratamiento con la cafeina,
coincidiendo con la replicacion tardia para
la mayor parte de las células, se blogqued la
entrada a mitosis hasta porcentajes inferio-
res al 108 (A-19); a medida que los trata-
mientos se dieron en horas posteriores (B-
21; C-23; D-25 y E-27) estos porcentajes se
fueron aproximando a los controles, Figu-
ra 5.

Estos resultados indicarian que la NVB
efectiia el bloqueo en un punto del ciclo
situado al final del periodo S v/o en el paso
S/G2. De todas las formas, dado que a
medida que transcurre el ciclo se va acen-
tuando la asincronia de la poblacion binu-
cleada se hace dificil puntualizar el momen-
to exacto de la accién del antibidtico; por
esta razdn, consideramos que es durante el
paso 5/G2 cuando actia la droga.

No se efectuaron experimentos para
analizar los posibles efectos de la NVB sobre
la mitosis; sin embargo, cuando se analiza-
ron las diferentes fases se observd un retra-
so0 en alcanzar los valores porcentuales de

27

5 roices :
Figura 4. Diseno experimental para el estudio de la accién de la NVB durante el periodo S tardio y G2

los controles lo que indicaria una accién
toxlca de la droga.

Reversibilidad del bloqueo producido
por la NVB

Las células meristematicas fueron tra-
tadas con el antibigtico por periodo crecien-
tes de tiempo; posteriormente, se realizaron
los analisis en ausencia de la droga hasta
48 horas después de finalizados los trata-
mientos. En todos los casos, v asl se expresa
en la Tabla 2, se llegd a los indices mitoticos
normales lo que indicaria que el efecto blo-
queante de la NVB es reversible.

RNA y sintesis de proteinas

Como otros procesos metabolicos de la
célula, el CDC depende de la expresion gé-
nica y la NVB parece que lo afecta. Por otra
parte, en contraste a la metodologia utiliza-
da para los estudios citolégicos que pueden
realizarse en poblaciones sincronizadas [bi-
nucleadas o plurinucleadas), los analisis de
transcripcion tienen que efectuarse con las
poblaciones meristematicas mononuclea-
das debido a la falta de procedimientos de
sincronizacion para trabajos de tipo biogui-
mico. Ademas, se queria saber si el bloqueo
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Figura 5. Analisis del periodo postreplicativo en células tratadas con NVB a una concentracion de 0,5
mg/mL. Aparece un bloqueoen el paso5/G2;amedida que se avanza en el iempo los valores
se aproximan a los de los controles.
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Tabla2
Reversibilidad del CDC bloqueado por la NVB, 0,5 mg/mL. Los tratamientos con el antibidtico se
realizaron durante 6, 12, 18, 24 y 30 horas. Se indican los valores porcentuales del IM
correspondientes a las 0, 12, 24, 36 y 48 horas de recuperacion. Se evalud un promedio de 2500
células/tratamiento

Indice Mitotico (%6)

Tratamiento Recuperacion (horas)
(horas) 0 12 36 48 Controles
6 0,510.1 6,1+£04 10,2+1,1 116+1,3 116+2.1
12 06+007 58+07 96+10 10515 118+17 0501

18 0.4+0,06 38201 8612 129+24 119%19

24 0,3+£0,04 57105 82+08 114+089 11619

30 0.4+ 0,09 26+0,1 55+0,86 107 +1,1 11,5+20
en algunocs puntos del ciclo celular en los
meristemos tratados con la NVB, podrian
ser consecuencia de algun efecto colateral
g 30 de este compuesto sobre la sintesis de ARN
2 - ] o proteinas; esta posibilidad fue verificada
a] 404 mediante analisis de incorporacion de H3-
E ” uridina y H3-leucina tanto en los controles
gla 304 como en los meristermnos tratados con el
g o antibiotico. La Figura 6 muestra que la in-
" Sl corporacion de estos precursores al ARN y
N a las proteinas disminuyd con relacién a los
s controles debido al tratamiento con la NVE;
= la cantidad total de radioactividad intrace-

URIDINA-H® LEUCINA - H®

b Z

CONTROL 0.2 mg/mi 0.5 mg/mi

Figura 6. Efecto de la NVB sobre la inm?mra—
cién de uridina-H* y leucina-H". Los
meristemos fueron tratados durante
6 horas con el antibitico y marcados
posteriormente durante 1 h con el
precursor radioactivo en presencia
del antibidtico. Los controles fueron
marcados durante el mismo tiempo
en ausencia de la NVB. En cada caso
se determind la radioactividad incor-
porada y la total (incorporada+solu-
ble).

lular también disminuyé por accién de la
droga.

Como primer paso en este estudio, se
analizd la accion de dos concentraciones
diferentes de la NVB (0.2 v 0,5 mg/mL)
sobre la incorporacion de los precursores
radioactives. Los resultados expresados en
la Figura 6 demuestran que los valores "cru-
dos" de incorporacion variaron poco en el
caso del ARN con relacién a los controles,
siendo mas acentuada esta variacion en el
caso de las proteinas y mas a concentracio-
nes del antibiético de 0,5 mg/mL, Figura 7.

Ahora bien, como la caida de los valo-
res de incorporacién podrian reflejar una
disminucién en la entrada a la célula de los
precursores por accion de la NVB, fue nece-
sario aplicar acciones correctivas para esas
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Figura 7. Relacion novobiocina/concentracion de proteinas.

medidas de incorporacion; cuando se efec-
tud esto, se pudo comprobar que habia una
clara diferencia entre los meristemos con-
trol v los tratados con relacion a la incorpo-
racion de H3-leucina v que esta diferencia
era menos acentuada en el caso de la H3-
uridina. Teniendo en cuenta las limitacio-
nes del método, parece ser que la NVB no
afecta grandemente a los procesos de trans-
cripcidn v si a los de translacidén o sintesis
de proteinas.

Discusion

Mientras que los efectos de la NVB han
sido ampliamente estudiados en animales,
bacterias v virus (1-5,7-11) se ha puesto
menos atencion a sus efectos sobre células
vegetales (6,18,19). Por esta razon nos ha
parecido interesante obtener alguna infor-
macion sobre el efecto de la NVB sobre la
actividad celular de meristemos radicales de
Allium cepa. Se ha seleccionado este mate-

rial por sus excelentes propiedades para el
estudio del CDC (27).

Estudios realizados en Vicia_faba (18)
mostraron diferentes respuestas del anti-

bidtico ante las aberraciones cromosomicas
provocadas por la hidrazida maleica v de
acuerdo a las condiciones experimentales y
mas recientemente, Del Campo y Romero
(19) observaron que la NVB interviene en los
procesos de reparacion del ADN.

En el presente estudio analizamos, a
nivel citologico, la accion in vivo del antibio-
tico sobre la proliferacion de los meristemos
radiculares de Allium cepa comprobando
que la NVB, aplicada a concentraciones de
0.5 mg/mL, afecta al ciclo celular en puntos
concretos de su desarrollo: G1 temprano y
en €l paso S/G2. Ademas, los datos obteni-
dos sugieren que este efecto esta determi-
nado por un bloqueo en la sintesis de pro-
teinas, mas que en la inhibicion de los
procesos de transcripcion.

Los resultados pueden ser resumidos
asi: 1. l1a NVB bloquea el ciclo en momentos
especificos del desarrollo celular; 2. el blo-
queo es reversible aun después de largos
periodos de tratamiento con el antibiotico;
3. este efecto es puntual en el sentido de que
no depende de efectos colaterales de la NVE
sobre la sintesis de proteinas o de acidos
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nucleicos v 4. la NVB afecta mas a los
procesos de translacion.

Al contrario de lo que sucede en células
sincronizadas de 4 lineas tumorales en las
que el antibidtico presenta toxicidad sola-
mente en el paso G1/3, en Allium cepa su
accién es particularmente bloqueante al co-
mienzo del periodo G1 y en el paso 5/G2.

Como sucede en la mayor parte de las
células animales v bacterias, el valor poten-
cial de la NVB en el estudio de su accién
sobre células vegetales radica en la revers-
ibilidad de sus efectos, Tabla 2.

El problema de los mecanismos bioqui-
micos responsables del blogueo en algunos
puntos del CDC en células tratadas con el
antibiético, ya fueron estudiados de alguna
forma por otros autores (1, 10, 12, 13, 16,
19, 31, 32) pero sin llegar a conclusiones
concretas; aunique este problema escapa del
alcance de este estudio, se llegd a la conclu-
sién de que la NVB afecta al ciclo celular, en
meristemos radicales de Allium cepa, de
manera similar a como lo hacen otros inhi-
bidores de sintesis proteica; de hecho se ha
reportado que la anisomicina v la ciclohexi-
mida actian durante el periodo G1 de las
células meristematicas de Allium cepa (28)
y también durante el G2 temprano (29,30).

Estos resultados llevaron a estudiar la
posible accion de la NVE sobre la sintesis de
macromoléculas en células vegetales, aun-
que conscientes de que la metodologia uti-
lizada en este trabajo, principalmente la
incorporacion de precursores radioactivos
de ARN y proteinas corregidos para paliar el
posible efecto del antibiético sobre al paso
a través de la membrana celular, no da
necesariamente una medida exacta de los
niveles de transcripeién y translacién. Sin
embargo, se puede afirmar que el blogqueo
en el temprano G1 y durante el paso S/G2
es consecuencia de una inhibicién de al
menos una de estas actividades, sobre todo
del proceso de sintesis de proteinas. Esta
conclusion esta de acuerdo con los resulta-
dos obtenidos en sistemas animales en los

que la NVB actua, de alguna forma, indu-
ciendo bloqueo del desarrollo celular, inde-
pendientemente del proceso de transcrip-
clon.

Ahora bien, debido a que la NVB es un
inhibidor de la actividad de las ADN-topoi-
somerasas | y II, una explicacion probable
a la accién sobre el proceso de transcripeion
podria ser el que la droga impide los cam-
bios estructurales en la organizacion de la
cromatina, requeridos para recuperar la ca-
pacidad proliferativa v en consecuencia, la
activacion de ciertos genes. Esta hipotesis
gue esta bajo investigacion podria aceptarse
desde los trabajos de Han et al (31) que
demuestran que la NVB impide la expresion
de genes inducibles por el calor. Sin embar-
go, los resultados obtenidos y relativos a la
transcripcion llevan a afirmar que la NVB es
una droga débil, dentro de las que actaan
en diferentes momentos de la transcripcion.
En resumen, este antibidtico inhibe la
transcripcion al bloquear las topoisomera-
sas requeridas para la activacion y desacti-
vacion génica (32).

Al comparar estos resultados con los
reportados en investigaciones previas, po-
demos concluir: 1. que hay genes que no
son expresados cuando las células son blo-
queadas en G1 o0 en 5/G2 por agentes qui-
micos como la NVB; 2. este antibidtico blo-
gquea procesos de translacion que tienen
que ver con la actividad transcriptora de
es0s genes y 3. por tratarse de un bloqueo
al comienzo del periodo G1, probablemente
se relacione con la primera actividad trans-
criptora de la célula y, por lo tanto, de
ARN-ribosomales (33,34). Con relacion al
bloqueo en el paso 5/G2, se trataria de la
"proteina-G2" que condiciona la entrada en
mitosis (28).
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