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Ultraestructura del niicleo mitdtico en Leishmania mexicana ssp.
Reconstruccion tridimensional del huso mitético y placas densas

Francisco Urefia
Facultad de Medicina, Universidad de Costa Rica

(Recibido el 26 de febrero de 1987)

Abstract: The ultrastructure of mitotic nuclei of the promastigote Leishmania mexicana ssp. was studied by
serial thin sections and three-dimensional reconstructions of each divisional stage. At the beginning of nuclear
division (equatorial stage), a set of six dense plaques located about the equatorial region of the nucleus and a
microtubular spindle develops in the two opposing poles of the nucleus (two sets of polar microtubules). The
microtubular mitotic spindle is entirely intranuclear with the nuclear membrane persisting through mitosts.
The polar spindle consists of a discrete bundle of about 50 microtubules and the equatorial spindle is formed
by about 100 microtubules. The spindle may contain several continuous microtubules, but no microtubular
organizing centres were observed in association with the spindle. The plaques and hemiplaques are associated
with microtubular bundles; some of the spindle microtubules converge on kinetochore-like plaques. It is
suggested that the spindle has a special significance in the physiology of mitosis. The two sets of hemiplaques
may guide the separation of the daughter genomes. At the beginning of the elongational stage the mitotic
plaques split into halves and each set of half-plaques migrates to one pole. It is concluded that the dense
plaques play a kinetochore-like role and thus Leishmania mexicana ssp. may have six chromosomal units.

Mitotic events of this species are essentially similar to those of Trypanosoma cruzi,

En los organismos inferiores la division del
nucleo (Mitosis y Meiosis) reviste modalidades
diversas y en general ésta se efectiia de una ma-
nera muy diferente del modelo cldsico de divi-
sién mitotica de las células de los metazoos. Nu-
merosos trabajos sobre muy diversos aspectos
de los mecanismos bésicos de la division nuclear
en organismos inferiores, han sido publicados
en los Gltimos afios (Vickerman y Preston 1970,
Fuller 1976; Wells 1977; Heath 1978, 1980;
Dodge 1973; Hollande 1972, 1974; Kubai 1975;
Pickett-Heaps 1969, 1974, 1975; Heywood y
Magee 1976; Bary y Vickerman 1979; Solari
19802, b, 1982, 1983; Solari y De Souza 1983).
En el grupo de protozoos que presenta un tipo
particular de division nuclear tenemos a los fla-
gelados y entre ellos al género Leishmania, que
carece del aparato mitético cldsico (huso, aste-
res y centriolos), a la vez que se desconoce el
mecanismo de segregacién de genomios, que
dota a las células hijas de un equipo génico
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completo. Chakraborty et al (1962) y Chakra-
borty y Das Gupta (1962), demostraron que
Leishmania donovani se reproduce por un pro-
ceso de endomitosis, en el cual la membrana
nuclear se encuentra presente durante todo el
proceso de division, hasta completar la carioci-
nesis. Bianchi ef al. (1969) localizan el huso mi-
tético endonuclear en Leishmania tropica en di-
visién y Croft (1979) en Leishmania hertigi. El
comportamiento del huso dentro del nicleo, la
presencia de cinetocoros, la existencia y nime-
ro de placas densas y el mecanismo regular de
distribucién de la cromatina no han sido demos-
trados en este género.

En el presente trabajo, se describe la ultraes-
tructura del ntcleo, en su proceso evolutivo du-
rante la mitosis y se hace la reconstruccion tri-
dimensional del huso y placas densas, en el es-
tadio ecuatorial de la division, en una especie
del complejo Leishmania mexicana.
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Fig. 1. Seccién longitudinal de un nficleo mitStico en el estadio elongacional. Una hemiplaca ocupa la zona polar. N:
Nicleo, n:nucleolo, mt: microtiibulos, Hp: hemiplacas. X25.000.

MATERIAL Y METODOS

Cultivo de la cepa: se usd Leishmania mexi-
cana ssp. (F-5, cepa Sasardi Panami 1235). Fue
cultivada en un medio Senekije con 10% de
sangre de conejo desfibrinada y lisada. Se incu-
bé con agitacién a 250C hasta alcanzar la fase
de crecimiento logaritmico temprano. Las célu-
las fueron “cosechadas” y lavadas en solucién
salina amortiguadora (PBS) por centrifugacion
durante 10 minutos a 7.000 g.

Microscopia Electronica: Las células fueron
prefijadas durante la centrifugacién (7.000g)
por 10 minutos con glutaraldehido al 1.5% en

PBS. Luego fueron fijadas como sedimento a
220C durante una hora con glutaraldehido al
3%y 4cido tanico al 1% en cacodilato de sodio
0,1 My pH 7,3. Las células se postfijaron a 40C
durante una hora en OsO4 al 1% en cacodilato
de sodio 0,1 M y pH 7,3. El sedimento fue des-
hidratado con etanol, incluido en resina Spurr,
y cortado con navaja de diamante en secciones
seriadas de colores plateado y gris con un ul-
tramicrétomo Sorvall MT2, y recogidas en reji-
Hllas de un solo agujero cubiertas con membrana
de colodién de acuerdo con el método descrito
por Solari (1970). Las secciones fueron tefiidas
25 minutos en acetato de uranilo al 1% en alco-
hol etilico de 50 grados y 20 minutos en citrato
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Fig. 2a-2d: Secciones seriadas finas, a través de un niicleo mitbtico, en estadio ecuatorial. Las placas son numeradas

de 1 a 6. X20.000.

de plomo. Las micrografias electr6nicas fueron
tomadas en series a magnificacién constante.
La reconstruccion tridimensional fue hecha con
base en dibujos de la membrana nuclear, las
placas densas, y otras estructuras celulares, en
liminas plésticas transparentes, de acuerdo con
el método descrito por Solari (1970). Para la
descripcion ultraestructural de los diferentes

estados de la division, se usd la nomenclatura
utilizada por Solari (1980), para el género Try-
panosoma.

RESULTADOS

Estadio preliminar: Los nuacleos interfasicos
se caracterizan por ser redondos, con pequefias
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Fig. 3. Seccidn transversal de un niicleo mitdtico. El haz de microtfibulos se observa ocupando una zona central y
rodeado por material nuclolar. n: nucleolo, mt: microtiibulos. X30.000.

Fig. 4. Seccién transversal de un niicleo mit6tico. P: placas, mt: microtibulos. X36.000.

Fig. 5. Seccién de un niicleo mitStico iniciando el estadio elongacional. La doble flecha sefiala una placa dividiéndo-
se en hemiplacas. P: placa densa, n: nucleolo. X.36.000.
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masas densas de cromatina localizadas principal-
mente en contacto con la membrana nuclear. El
resto de la cromatina es homogénea. Un nucléo-
lo grande de forma esférica, formado princi-
palmente por un material granular de gran den-
sidad electronica, ocupa generalmente una zona
central en el interior del niucleo. Al inicio del
proceso de la division celular el ntcleo sufre
cambios en su morfologia: su forma redonda se
mantiene, pero las masas densas de cromatina
disminuyen de tamafio y densidad electrdnica.
La cromatina se torna mds homogénea y su den-
sidad electronica es similar a la del citoplasma.
El nucléolo aumenta de tamafio, sus grinulos
van perdiendo densidad electrénica, pero siem-
pre ésta es mayor que la de la cromatina. La en-
voltura nuclear permanece intacta y no se loca-
lizan en el nivel ultraestructural los microtabu-
los del huso.

Estadio ecuatorial: Cuando las restantes zo-
nas de heterocromatina se descondensan, queda
un nucleo grande, aproximadamente esférico,
con una cromatina muy homogénea, caracteris-
tico de una célula en estado muy temprano de
la division. Al inicio de este estado, se hacen vi-
sibles 6 pequefios cuerpos (placas densas) de
gran densidad electronica en la zona ecuatorial
del ndcleo, y un huso mitdtico formado por mi-
crotabulos muy finos (200 A). (En L. donovani
también sucede lo mismo, observacion sin pu-
blicar). Las placas tienen un didmetro mayor y
uno menor; el mayor sefiala la direccion de los
polos nucleares, y éste es paralelo a los micro-
tibulos del huso; su longitud promedio es de
1800 A. El didmetro menor tiene una longitud
promedio de 900 A (Figs. 2a-2d, 3, 4). El huso
mitético estd formado por dos grupos de mi-
crotiibulos muy finos (200 A), que se inician
en los polos nucleares, en una zona cercana a la
membrana nuclear interna, y corren al ecuador
del ntcleo. El niimero de microttbulos conta-
dos en secciones transversales polares es de 40
a 48 y en la zona de superposicion en el ecua-
dor celular es 71 a 120; estos nimeros son
aproximados por la dificultad de discernir al-
gunos de ellos, que no fueron contados (Figs.
2a-2d. 1, 3,9).

Conforme avanza este estado, el nicleo va
cambiando su forma por una ligeramente ovala-
da y se observan microtQbulos en estrecha rela-
cién con las placas densas que ocupan el plano
ecuatorial del nicleo (Figs. 2a-2d, 4, 6, 7). Al
final del estado ecuatorial las placas se dividen

en hemiplacas y se observan en contacto con
microtbulos del huso, que finalizan en la placa
o pasan tangencialmente a ella (Figs. 5, 6, 7).
En este estado ecuatorial, el nucléolo va au-
mentando de tamafio y cambia su forma re-
donda por una alargada, su material granular se
torna m4s fino y su densidad electrénica dismi-
nuye y se observa en estrecha relacion con los
microtibulos que corren en su interior y con
las placas que generalmente ocupan la periferia
de éste.

Estadio elongacional: El! nicleo cambia su
forma ovalada por otra parecida a la de un ma-
ni (Figs. 1,8). Los microtibulos del huso se ob-
servan en una disposicion préicticamente parale-
la y separados por espacios muy pequefios
(Figs. 1,8). Las hemiplacas se separan y emigran
en dos grupos hacia las zonas polares, siempre
en contacto con microtdbulos del huso. El nu-
mero de hemiplacas contadas en la zona polar
es igual al de la zona ecuatorial. El nucleolo
toma una forma similar a la del nicleo, ya que
se observa alargado con dos grandes masas nu-
cleolares unidas por una pequefia zona central
(Figs. 1, 8, 9). En este estado la célula presenta
una invaginacién en la zona central, perpendicu-
lar al eje de migracién de las placas y cromatina
(Figs. 1, 8). Un pequefio puente, ocupado prac-
ticamente por las fibras del huso y pequefias
cantidades de material nucleolar, conecta los
dos futuros nacleos (Fig. 9). La invaginacion de
la célula continda en forma paralela a la elonga-
cion del ntcieo.

Estadio reorganizativo: El puente que une
las dos grandes masas de cromatina se rompe,
originando dos nacleos hijos que toman de nue-
vo la forma esférica caracteristica. Se forman
las pequefias masas densas de cromatina que
ocupan zonas interiores del nicleo y cercanas a
la membrana nuclear. El huso desaparece y las
placas ya no son visibles al microscopio elec-
trénico. El nucléolo reduce su tamafio, se torna
esférico y su densidad electrénica aumenta.

DISCUSION

Los resultados demuestran que Leishmania
mexicana ssp presenta un tipo de division nu-
clear conocido con el nombre de mitosis “cerra-
da”, con huso interno. Este tipo de division mi-
totica, ya habia sido observada en varios géne-
ros de la familia Tripanosomatidae (Vickerman
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Fig. 6. Seccidn longitudinal de un niicleo mitético. Se observan varios microtfibulos asociados a una placa. P: placa
densa, mt: microtibulos. X30.000.

Fig. 7. Seccién de un nficleo mitético. Los microtibulos del huso se observan asociados a las placas densas. Unos
terminan en ellas y otros pasan tangenciaimente. P: placa densa, mt: micotlibulos. X36.000.

Fig. 8. Seccién longitudinal de un nficleo mitdtico, en el estadio elongacional; el nficleo tiene ya una forma de manf,
y las hemiplacas ocupan la zona polar. Hp: hemiplaca, mt: microtiibulos, n: nucleblos.
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Fig. 9. Seccién longitudinal de un niicleo mitético, en el estadio elongacional tardfo. Los microtfibulos se observan
ocupando el interior de un delgado puente y la cromatina de los niicleos hijos estd completamente separada. N:

nicleo, n: nucleolo, mt: microtiibulos. X18.000.

y Preston 1970; Heywood y Weiman 1978; So-
lari 1980a, b, 1982). La presencia de la mem-
brana nuclear durante todo el proceso de la di-
vision y la existencia de un huso iniranuclear
habian sido confirmadas por Bianchi er al
(1969) en Leishmania tropica y Croft (1979) en
Leishmania hertigi. Mis observaciones sobre el
huso mitético y placas densas, en una especie
del complejo Leishmania mexicana, concuer-
dan con las descritas por Solari (1980a, b, 1982},
quien en estudios ultraestructurales en varios
miembros de la familia de los tripanosomati-
deos, demostré que las fibras del huso corren
de los polos al ecuador del nicleo y que existe
una estrecha relacion entre éstas y las placas

densas. La presencia de 6 placas densas en el nivel
del ecuador nuclear en Leishmania mexicana
spp (como en Leishimania donovani, observa-
cién sin publicar), en estadios tempranos de la
divisién, su separacion en hemiplacas y migra-
cién de éstas a los polos nucleares en el estadio
elongacional, en estrecha relacion con las fibras
del huso, demuestran que en este flagelado tam-
bién, desde el punto de vista ultraestructural y
fisiologico, hay una relacién entre el el material
cromosémico y el huso microtubular, aunque
los cromosomas no sean visibles; con un espe-
cial significado en la separacion de los genomios.
Estos fenémenos parecen estar mas enlazados
con los de aquellos organismos que poseen
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cromosomas definidos, independientemente
de que participen de una mitosis “abierta” o ce-
rrada”, con o sin persistencia de la membrana
nuclear. Aunque los microtibulos jueguen un
papel equivalente al de las fibras cinetocéricas;
en cuanto a su origen, la ausencia de centriolos,
la existencia de la membrana nuclear durante la
divisiéon y la no observacion de centros organi-
zadores de microtibulos en asociacion con el
huso, deja sin resolver el problema de las es-
tructuras nucleares o extranucleares, que origi-
nan el huso en este organismo.

La presencia de las placas densas en niacleos
en division, fueron descritas por varios autores.
Asi, Vickerman y Preston (1970) las describie-
ron en Trypanosoma rhodesiense, De Souza y
Meyer (1974) en Trypanosoma cruziy Heywood
y Weinman (1978) en Trypanosoma cyclops.
Una descripcién y andlisis mds completos y de-
tallados, sobre: el nimero de las placas, relacion
con las tibras del huso, y su comportamiento
durante la division nuclear, en el género Trypa-
nosoma cruzi, fue hecha por Solari (1980a,
1980b, 1982). Este autor sugiere que las placas,
por su niimero, duplicaciéon y migracion y su re-
lacion con el huso en un nacleo en divisién, es-
tan en relacion con el cromosoma y que pueden
jugar un papel similar al de los cinetocoros. Las
observaciones ultraestructurales en Leishmania
mexicana, en relacion con la presencia, duplica-
¢ién y migracion de las placas densas, en un nd-
cleo en division, indican que esta especie se com-
porta de una manera similar al género Trypano-
soma y corroboran la informacién obtenida por
Solari (1983) en varios miembros de la familia
de los tripanosomatideos, y refuerzan sus ideas
en relacion con la dindmica de las fibras del hu-
so y placas densas en estos géneros.

En conclusion, el nicleo mitético presenta
una morfologia muy diferente a la de la célula
en estadio de interfase. Las modificaciones ul-
traestructurales mds caracteristicas son: aumen-
to de tamafio, cambio de forma y densidad del
nucleo y nucléolo, formacioén intranuclear del
huso mitético y seis placas densas en el estadio
ecuatorial. El numero de placas indica que
Leishmania mexicana podria tener 6 unidades
cromosémicas.

RESUMEN
Se estudié mediante cortes ultrafinos seria-

dos, la ultraestructura del ntcleo mitdtico en
una especie del complejo Leishmania mexicana.

Al inicio de la division nuclear, un grupo de seis
placas densas se localiza en la region ecuatorial
del nicleo y un huso microtubular se forma en-
tre dos polos opuestos. El huso mitdtico es
completamente intranuclear, con la membrana
nuclear presente en todo el proceso de la divi-
sion. Los husos polares estin formados por
aproximadamente 50 microtabulos, y el ecuato-
rial (zona de superposiciéon) por aproximada-
mente 100 microtbulos. No se observd centros
organizadores de microtubulos en relacion con
el huso. Las placas y hemiplacas aparecieron en
asociacién con grupos de microttibulos, que fi-
nalizan en ellas o pasan tangencialmente. Es-
to sugiere que el huso tiene un especial signifi-
cado en la fisiologia del desplazamiento de las
hemiplacas durante la separacién de los geno-
mios. Al inicio del estado de elongacién, las pla-
cas se dividen en mitades y cada grupo emigra
a un polo opuesto. Se concluye que las placas
juegan un papel similar al de los cinetocoros y
asi Leishmania mexicana tendria seis unidades
cromosomales. Los eventos mitdticos en esta
especie son esencialmente similares a los obser-
vados en Trypanosoma cruzi,
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