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CARTA AL EDITOR

Microscopía electrónica del ADN en los nucleoides
después de un tratamiento térmico

La totalidad del ADN en el cromosoma
bacteriano se puede aislar como una es­
tructura particulada (compacta y no vis­
cosa), lisando cuidadosamente las bacte­
rias en un medio de alta fuerza iónica
(1 M CINa) y presión osmótica adecuada
(8). La estructura así aislada se llama nu­
cleoide y tiene el mismo tamaño, conte­
nido en ADN y número de dominios o
regiones de superhelicidad que el cromo­
soma in vivo (10, 12). El nucleoide como
sistema modelo tiene la ventaja de man­
tener la estructura terciaria del ADN (su­
perhelicidad y plegado); hoy se sabe que
la estructura terciaria del ADN afecta a
todas las funciones celulares relacionadas
con el ADN y por lo tanto es fundamen­
tal en el funcionalismo bacteriano (6). Los
cambios en la estructura terciaria del nu­
cleoide se reflejan en cambios de sus pro­
piedades cíe sedimentación (2, 9).

El calentamiento de las células bacte­
rianas a temperaturas moderadas (50° C)
origina la asociación de proteínas con el
nucleoide (8). Esta asociación ocurre tam­
bién en células de mamíferos después de
un tratamiento térmico (11). Tanto en cé­
lulas procariotas como eucariotas se ha
demostrado la disociación de la proteína
del ADN durante un período de repara­
ción celular a 37° C (7, 11). La similitud
de la respuesta sugiere que se trata de un
mecanismo generalizado de respuesta al
calor. El estudio del mecanismo de acción 

del tratamiento térmico (hipertermia) es
importante en la actualidad debido a su
uso como coadyuvante en el tratamiento
clínico de cierto tipo de tumores (1).

El propósito del presente trabajo es la
visualización, mediante microscopía elec­
trónica, del efecto del tratamiento térmico
en el ADN del nucleoide. La técnica em­
pleada fue la de Vollenweider et al. (li­
bre de proteína) (14), ya que la de Klein-
schmidt (monocapa de citocromo C)
(3, 4) presentó dificultades en el momento
de esparcir los nucleoides asociados con
proteína, debido a que éstos no parecen
mantenerse en la interfase aire-agua, que
contiene la monocapa de citocromo C,
bajo nuestras condiciones experimentales.
La técnica de Vollenweider et al. uti­
liza cloruro de benzildimetilalkilamonio
(CBA) para esparcir el ADN. El CBA
tiene un peso molecular de 340-368, unas
35 veces inferior al del citocromo C y,
debido a que no origina un engrosamiento
detectable del ADN, es u« método ideal
para el estudio de las interacciones ADN-
proteína (14).

Los nucleoides se obtuvieron según el
procedimiento ya publicado (8), a partir
de células de E. coli K-12 que han su­
frido un tratamiento térmico a 503 C du­
rante 30 minutos (8). Estos nucleoides, vi­
sualizados mediante la técnica que se
describe en la figura 1, aparecen como
corpúsculos de 2 a 3 /xm de diámetro,
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Fig. 1. Microscopía electrónica del ADN de nucleoides procedentes de células de E. coli
K-12 que han sufrido un tratamiento térmico.

Cultivos de E. coli K-I2, KU 105 (8) en fase exponencial sufrieron un tratamiento térmico
a 50° C durante 30 min y posteriormente se lisaron las células para obtener sus nucleoides (8).
Los Usados celulares con los nucleoides (0° C) se transfirieron a una fuente de radiación
gamma (C0Co) (40 krad) en una Gammacell 220 (Atomic Energy Ltd., Canadá) (13). Un
volumen de 0,3 mi de estos Usados se mezcló con 2,7 mi de una solución que contenía
2,2 X 10-4 % de CBA (Bayer, Leverkusen, Alemania), 1 M CINa y 0,01 M Tris buffer
(pH 8,2). Unas gotas de la mezcla (0,1 mi) se colocaron en Parafilm y en presencia de vapor
de formaldehído se realizó el esparcido del ADN durante 20 min a temperatura ambiente.
A continuación las muestras se recogieron en rejillas (grid) de microscopio electrónico cu­
biertas con una capa de Parlodium (15-30 s). Las preparaciones se contrastaron con acetato
de uranio/etanol (10 de acetato de uranio al 2 % y 10 mi de etanol al 90 %) durante
20-30 s. Después de un lavado con etanol al 90 % (20-30 s), las muestras se sombrearon con
platino-paladio con rotación a 10°. La micrografía electrónica se tomó en un microscopio
electrónico Jeol JEM 100-B a 60 kV. a un aumento de 5.000 X. Las flechas señalan pro­

teínas asociadas al ADN.

arrosariaclos y ramificados (5), por lo que
para poder observar su ADN se los trató
in vitro con radiación gamma, que oca­
siona la rotura del ADN en trozos más
pequeños. De esta forma se puede ob­
servar (fig. 1) la doble hélice de ADN
en una forma lineal. La proteína que se
asocia al nucleoide durante el tratamien­
to térmico (8, 9) y que, al menos en par­

te, parece ser proteína sintetizada durante
el choque térmico (J. R. Pellón, datos
sin publicar), no aparece cubriendo al
ADN, aunque sí parece que algunas pro­
teínas están asociadas al ADN (flechas).
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