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I. RESUMEN

Se realiz8 una comparacifn a nivel de nficleo celular interfisico en te
jidos de dos organismos que divirgieron durante su evolucifn (30 a 40 millo

nes de afios), Romerolaqus diazi y Oryctolagus cuniculus, utilizando la téc~

nica de contraste preferencial de Bernhard.

Se observaron en todos los tejidos estudiados de ambos organismos, gré
nulos inter y pericromatinianos, fibrillas y nucleolo, asfi com regiones -
blanqueadas en las que el método de tinciSn preferencial de Bexnmhard pone
de manifiesto a la cromatina compacta.

La estimacifn cuantitativa del diSmetro y volumen de los grénulos peri
cromatinianos indican una diferencia significativa entre los dos organismos,
debida tal vez a algin cambio en la informacifn genftica en el procesamiento
postranscripecional de los mensajeros © en la cmposicm;\ protéica de dichos
grénulos. ‘



II. INTRODUCCION

1.~ Antecedentes Histbricos

En 1833, hace aproximadamente siglo y medio, el nficleo fue descrito
por primera vez por Robert Brown y su existencia fue confiymada mis tar—
de tanto en cflulas animales como vegetales por Schleiden y SchwWann en
1839. Sin embargo fue el nucleolo la primera estructura que se descri-
bi6 debido a la gran diferencia que existe entre el iIndice de refraccifn
de &ste v el micleoplasma circundante (27).

Miescher en 1869, logrd aislar el &cido desoxiribonuclSico (ADN),
hecho que tuvo gran importancia porque impulss los estudios bioquimicos
de los &cidos nucléicos. Mis tarde, Mirsky y Pollister en 1964 estable-
cieron que el dcido ribonuclfico (ARN) se encuentra en forma de comple—
jos constitufdos por ARN y protefnas; posteriormente en 1960, Frenster y
col., descubrieron que el extracto de ntcleos de timo de ternera presen—
ta particulas de ribonucledproteina activas en sintesis protfica in vivo
e in vitro.

Finalmente, Monneron y Bernhard, describieron la distribucitn de
las estructuras ribonucleoprotficas intranucleares durante la interfase
en c8lulas de mamifercs, utilizando el método de tincién preferencial
de Bernhard. Ia iniciacién y el avance de la microscopfa electrSnica,
asf cam los estudios bicgquimicos en conjunto han contribuido de manerav
inportante al estudio de la ultraestructura y la bioquimica del nGeleo
interfésico entre otras cosas {(27).

En la actualidad se sab® que en eucariontes el primer ARN transcri-—
to a partir de AN posee regiones que codifican(exones) y regiones que
no lo hacen(intrones) y se le llama ARN premensajero o hetercgineo nu-

clear. Este se une dentro del n6Geleo a diversas protefnas conformando



las partfculas ribonucleoprotficas intranucleares, lugar donde se cree,
suf:ﬁe un proceso de maduracibn (optimizacifn del proceso de transcripcifn)
para luege migrar al citoplasma y acoplarse, como ARN mensajero, a los xi_
bosomas e iniciar el proceso de traduccifn a protefnas (12).

En eucariontes, la secuencia de eventos de maduracitn postranscrip—
cional implica fenfmenos como los de metilacifn y poliadenilacibn de los
dcidos ribtonuclefcos, ademis de la fragmentacién de los genes durante la
eliminacifn de los intrones (4), A nivel ultraestructural es posible di-
ferenciar particulas intranucleares que pueden estar involucradas en es—
tos mecanismes.

Actualmente se conocen algunas de las estructuras ribonuclecprotei-
cas intranucleares, partfculas gque tienen relacién con el procesamiento
postranscipcional del ARN dentro del nficleo, concretamente de Chordata y
Arthropoda, ademfis de datos obtenidos en otros invertebrados. Todos es—
tos trabajos de alguna manera han camprobado que existe unidad a nivel
nuclear estructural en los organismos animales, es decir, que es un ca—
racter estable, debido tal vez a los procesos que allf se realizan.

Por lo anterior es de gran importancia explorar la ultraestructura nucle—
ar en los diferentes phyla y entre organismos considerxados como relictos
para contribuir al conocimiento de su ultraestructura nuclear ya gue po—
dria uniformar el criterio de que &sta se ha conservado a través del tiem
po debido a la universalidad de los procesos que alli se realizan (12).
2.~ Ultraestructura del ntcleo interfasico.

a) Membrana Nuclear. Fue descrita por Callan y Tomlin en 1950 como
un sistema de membranas paralelas con grosor cada una de 7-8 nanfmetros
(nm) incluyendo entre ellas un espacio de unos 30-50 nm de es'pesor, en
observacifnes realizadas en el microscopio electrfnico que precedieron a

las té&cnicas de cortes finos. ILa porcifn exterma de la membrana se en—



cuentra frecuentemente cubierta por f:‘.bosomas mientras que la interna esti
en contacto con la cromatina v otros elementos nucleares (27).

El algunas partes los pares de membranas se unen para formar poros
octagonales de alrededor de 65nm, a través de los cuales Stevens y Swift
(27) observaron el paso de particulas de ribonuclecproteinas (RNP) en con-
figuraciones alargadas. Durante la mitosis la membrana nuclear se fraqmen
ta permitiendo la mezlca de elementos nucleares con el citoplasma y poste—
riormente empieza a reconstruirse durante la telofase, a partir de los com
ponentes del reticulo endopldsmico rugoso, lo que hace pensar que la envol
tura nuclear puede se solamente una regifn especializada del mismo (16).

b) Lamina densa. Descrita por Fawcett en 1966 en cSlulas de inverte—
brados y posteriormente en varias especies de c&lulas de vertebrados, se lo
caliza entre la capa interna de la membrana nuclear y la cramatina periféri
ca; su espesor varia entre 150-800 angstroms. Su naturaleza proteica ha si
do demostrada por digesticnes enzimiticas tanto en invertebrados como en -
cBlulas de vertebrados. No se ha precisado su funcifn (27).

¢) Cromatina. Flomming en 1882 la definié como el material nuclear -
que toma tinciones bisicas en contraste con las sustancias acromiticas que
no aceptan los mismos colorantes. Kossell en 1884 observd que el AIN esta-—
ba asociado a proteinas bisicas a las cuales posteriormente se di6 el nom—
bre de histonas.

En 1904 Montgomery describi6f que ciertos cronmosomas permanecen en es—
tado de condensacifn durante la interfase, fenSmeno conocido camo hetero-
picnosis: a los cromosamas que presentaban tal comportamiento se les llamd
heterccromescmas  (27) .

Utilizando té&cnicas clisicas de tincifn se pueée observar la distri-

bucifn de la cramatina en dos categorfas: cromatina condensada 6 hetero—



cromatina, localizada tanto en la periferia del nficleo, cano asociada al -
nucleolo tambifn conocida como cromatina perinucleolar vy la cromatina dis—
persa que se encuentra distribufda en el espacio nuclear. Ambos tipos de
cromatina reaccionan positivamente con la reacci®n de Feulgen. La croma-
tina representa a la condicifn interfésica de los cromosomas y est& consti
tufda principalmente por AIN nuclear, protefnas no histSnicas y ARN (27).

d) Nucleolo. Estructura observada por Fontana en 1781 en la cual fug
determinada la presencia de ARN por Brachet en 1942. El1 ARN del nucleolo
representa el 10% de la masa nucleclar, el 20% de ARN nuclear y el 1.6% de
ARN total de la célula, lo cual fue determinado por Stern y col., en — -
1959.

El nucleolo esti formado por tres elementos ultraestructurales funda-
mentales: fibrillas de 10 angstroms de difimetro, gr&nulos de 150 angstroms
parecidos a ribosomas y una matriz difusa. Bernhard por medio de digestio
nes enzimfticas, determind gue los principales componentes contienen ARN
(grinulos y fibrillas) mientras que el tercero contiene solamente protei-
nas (27).

Fibrillas y grinulos se han relacionado con la sintesis de ribosomas,
los cuales resultan del esamblaje de precursores de ARN ribosomal con pro—
tefnas de origen citoplismico (11). Heitz en 1931 advirtif que el nucleo-
lo se forma sobre una porcifn definida de un cramosoma pero no a partir -
del material del mismo. Posteriormente McClintock (1934) denominS a esta
regifn del "organizador nucleolar" y aportS evidencias de que el nucleolo
se origina por una actividad propia de esta zona cromosfmica. Ia natura-
leza ribonucleoproteica de esta estructura ha sido demostrada por m&todos
bioquimicos y citoquimicos (27).

e) Partfculas Ribonuclecproteicas Extranucleolares. Ia publicacifn

en 1960 de la tZScnica de Bernhard para el contraste preferencial de las



partfculas ribonucleoprotficas (RTP) en microscopfa electrénica, desenca
dend muchas investigaciones scbre estas partfculas. Es un procedimiento
sencillo, altamente reproducible, que permite el estudio de las estructu—
ras RNP intranucleares sin que la imagen de la cramatina se superponga y
produzca incertidumbre sobre la morfologia y estructura de las partfculas
7.

En cortes ultrafinos tratados con el m&todo preferencial de Bernhard
se pueden describir las siquientes partfculas RNP:

Grénulos intercromatinianos (GI). Descritos por Swift en 1959; apa—
recen en los nicleos de muchas cflulas animales camo agrupaciones de gri-
nulos de un difmetro promedio de 200-250 angstroms y revelan una distribu
cifn irregular entre cGmilos de cromatina. Estén interconectados con fi-
brillas por lo que aparecen como cadenas (11, 12).

Chservaciones en secciones ultrafinas, al microscopio electrdnico
revelan que los GI estfn constituidos de finas fibras enroscadas. Gran—
boulan y Bernhard en 1961 sugirieron su naturaleza ribonucleoproteica -
{18).

Se ha encontrado que son estructuras sensibles a la accifn de la
pronasa pero algunos autores difieren en cuanto a su resistencia a la
RAasa. Muchas investigaciones concluyen que los GI pueden ser una cla—
se especial de RNP que contienen "especies" diferentes de ARN bien prote
gidas por protefnas de la accifn de la RNAasa (27).

En cuanto a su significado funcional, no ha sido posible correlacio
© nar variaciones cuantitativas de GI con cambios especificos en el metabo
lismo celular. Se ha observado que su proporcién varia por efectos de
infecciones virales o por la accibn de algumos antimetabolitos como la

actinomicina D(27).

Smetana y col., (1963) y Shankax Narayan y col., (1967) sugirieron



que los GI podrian representar ribosomas nucleares en el proceso de migra-
cién durante la transferencia del nucleolo hacia el citoplasma (11,17).

Estudios efectuados en afios recientes han demostrado que los GI estfn
asociados a la matriz nuclear al igual que el ARN heterfSgeneo nuclear (hn-
RNA). Pero se hace patente la necesidad de realizar mis investigaciones
que aclaren el significado funcional de los GI (18).

Grénulos pericromatinianos (GPC). Estas estructuras fueron descritas
por Watson en 1962 (26) camo elementos de un difmetro que va de 400 - 500
angstroms. Se presentan en forma individual, distribuidos en la perife-
ria de los cGmulos de cromatina condensada también llamadas “&reas pericro
matinianas” y ocasionalmente en Sreas de cromatina difusa & "dreas inter—
cromatinianas®; los caracteriza la presencia de un halo claro de 250 angs-
troms de espesor que los separa claramente de la cromatina circundante.

Su estructura interna es visible con la t&cnica de contraste para ri-
bonucleoproteinas de Bernhard (acetato de uranio-FDPA=-citrato de plomo).
Estos grénulos estan formados por fibrillas erolladas cuyo difimetyo es se—
gin algunos de 30 angstroms y segCn otros de 15 angstroms (21).

Se ha sugerido gque estas estructuras representan una forma d2 almace~
namiento y/o transporte de ARN mensajero.

Tambifn se ha sugerido que durante la transcripcién se forman fibri-
llas que posteriormente dan origen a estos granulos. Se ha resportado que
su presencla cerca de los poros nucleares, su aparente desintegracitn cer—
ca de ellos, asi camo el paso de material fibrilar a través de éste, sugie
ren un papel de transporte de informacifn gen&tica hacia el citoplasma(22).

Su frecuencia en el nucleoplasma puede variar por efectos de diversas
drogas y estimulantes de la transcripcién, sobre todo el tipo hormonal, he—
cho que apoya la hipStesis de que pueden ser estructuras que almacenan 6 -
transportan ARN mensajero (6,22).



Fibras pericromatinianas (FPC) . Son componentes _ribcnucleopmteicos
nucleares gue se encuentran en contacto con la cromating periffrica; debido
a su enrollamiento, su difmetro ha sido diffcil de medir, por lo que se han
publicado valores entre 30-50 angstroms, sin embargo algunas veces se han
observado individualmente y se ha encontrado un difmetro de 30 angstroms.

Se a podido viswalizar la continuidad estructural entre GI y fibrillas
pericramtinianas, e incluso se han observado conexicnes entre las filwdi-—
lias y los grémulos pericrematiniancs (18,27).

Monneron y Bernhard sugirieron gque estas fibrillas pueden tener rela-
cifn con las sfntesis de ARN extranucleolar.

na combinacitn de las t8cnicas de microscopfa electrSnica y autorra-
diograffa han demostrado que el ARN marcado se concentra ripidamente en las
regiones que contienen fibrillas pericromatinianas. Este fenSmeno apoya la
hip6tesis de que estas estructuras representan morfolégicamente las estruc—
turas nucleoplé.snicas que contienen ARN recientemente sintetizado (7,27).

Particulas 305 aisladas frecuentemente contienen estxucturas fibrila-
res vistas en el microsoopio electrGnico. Las FPC bien pueden ser comple-
jos ribonuclecoprotficos de reciente formacifn y representar el estado morfo
16gico del ARN heterogéneo nuclear nuevamente sintetizado(13).

Cuerpos espiralados (CE). Monneron y Bernhard los describieron por
prinera vez como estructuras esfbricas que se presentan en Sreas intercro—
matinianas, se observan como £ibrillas de 50 angstroms enrolladas a 1o lar—
go de un filamento axial alcanzando difmetros de 0.3 - 0.5 micras.

Por su afinidad a la t&emica de contraste de Bermhard, se han conside
rado como estructuras ribonuclecprotficas, ya que al ser tratadas con prona
sa su contraste decrece. Son estructuras diffciles de encontrar, cuya fun-—
cifn no se ha determinado hasta ahora e inclusive no se sabe si son ccnstag_
tes o temporales (27).



FIGURA 1.

Representacifn esquemitica de un nfcleo celular en inter—
fase mostrando algunos de sus componentes ultraestructura
les Nucleolo (Nu), cromatina (Cr), grénulos intercromati=
nianos. (GI),gré&nulos pericramatinianos (GPC), fibrillas -
(F) y cuerpos espiralados (CE).



3.— Orden lagomorfa.

Ios Lagamorfos comprenden a todos los conejos y liebres, asf como a los
"pikas". Este orden de los mamiferos esti formado por nusve gdheros con cua
renta y nueve especies recientes (2).

Son miembros importantes de commidades terrestres y estin ampliamente
distribuidos en el mundo; solamente estuvieron ausentes en Australia y en el
extremo sur del continente americano, antes de su introducciin por el hombre
(8, 9).

El origen de los Lagamorfos es casi desconocido, pues se tiene pocas
evidencias paleontolfgicas del tiempo en que se supone aparecieron (fines
del paleoceno), y los registros £6siles mds representativos, datan de prin
cipios del oligoceno. Sin embargo, gracias a los f6siles de Iagomorfa, se
sabe que es un orden que surgid independientemente de los roedores.

En la actualidad se conocen tres familias de lagamorfos, una extinta,
1a Earymylidae, conocida solo del palecceno superior y dos vivientes: la
Ochotonidae, representada por los "pikas", y la Ieporidae, que incluye a to
dos 1os conejos y lisbres, v es considerada mis evolucionada que la anterior
{14) . 1a familia Leporidae probablemente se origino en Asia, aunque la ma—
yor parte de su evolucifn primitiva ocurr1.6 durante el miocenc y el oligoce
no en Norte América (3, 15). ILos lepSridos se llegaron a establecer bien en
el Viejo Mundo durante el polioceno.

El peculiar grupo de los "pikas" aparecif primero en el oligoceno en
Ewrasia, y posteriormente se diseminaron en Eurcpa y Norteamfrica. Ios oco
tbnidos llegaron a su mds anmplia diversificacitn y distribucién durante el
perfodo miocEZnico ccupando Furopa y Asia (2). En América del Norte, los
"pikas" viven en las altas montafias del surceste de Estados Unidos (8).

Alqunos autores, dividieron a la familia ILeporidae en dos subfamilias:
1a Paleplaginae y la Leporinae.



Dentro de la subfamilia Ieporinae se incluye al género Oryctolagus, que
junto con Sylvilagus Y Iepus. segn el registro f6sil, ya que se encontraban

bien establecidos desde el pleistoceno ¥ en el caso particular de O.cunicu-

_lus (conejo de granja) fu# trafdo a América durante los siglos XVII y XVIII

cuando el hombre europeo colonizf los continentes descubiertos (14).
Romerolagus dia-zi es un género perteneciente a la subfamilia Paleola=-

ginae, endfmico del Eje Volcfnico Transversal y es considerado camo uno de
los mamiferos mis representativos de la fauna del pafs; su ambito de distri
bucifn es muy restringido, pues ocupa solo la parte Este y Sur del Valle de
MSxico (10). Este animal emigrS y evolucionS aisladamente (desde hace apro
ximadamente 30 a 40 millones de afios), tomando modalidades muy parecidas a
los "pikas", pero por sus caracteristicas morfolbgicas, ha sido colocado
dentro de la familia -r_eporidae. Su filogenia es desconocida a ciencia cier
ta.

Ia subfamilia Paleolaginae ademds de Romerolagus, incluye otros dos —
géneros actuales que presentan caracterfsticas primitivas. Esta subfamilia
incluye algunas especies que se encuentran como relictos, en las iglas de
Riu Kiu al sur de Japdn donde se localiza el génerc Pentalagus y el gé€nero
Pronolagus que vive en Africa del Sur (10). V

wWilson (1949), cansidera que Romerolagus es asi mismo, un género re-
licto de la dispersifn leporina, ocurrida durante el plioceno tardfo, cu-
vas caracteristicas propias pudieron haber sido seleccionadas por el medio
ambiente del perfodo cuaternario (19).

En el presente trabajo se realiza una conparacifn de utraestructura
nuclear en interfase de diferentes tejidos en dos especies, Roamerolagus
diazi y Oryctolagus cuniculus, tales organismos segGn el registro paleonto
15gico tienen un ancestro com(n.

Dada la importancia biol&gica de estas dos especies y el momento evolu



tivo en el que se encuentran, es muy importante realizar estudios de dife-
rentes tipos y es por eso que este trabajo esti orientado precisamente al
aspecto de la ultraestructura del nficleo interfisico como una contribuciSn

al conocimiento de la biologfa de estos organismos.



ITX. MATERTAL Y METODO.
1.- Material Biol6gico.

Se utilizaron dos ejemplares hembras, una de la especie RFomerolagus
diazi y otra de la especie Oryctolagus cuniculus. ’

Los ejenmplares seleccicnados se anestesiaron con &ter (J.T. Baker) y
perfundieron por via intercardiaca{ventriculo izquierdo) cortando aurfcula
derecha, con fijador de paraformaldehido (J.T. Baker)-glutaralhehido (IADD)
2% y 1% respectivamente, durante 27 minutos. En seguida se procedif a ex—
traer muestras de los siguientes tejidos: higado, intestino, corazfn, ova-
rio, fitero, cerebelo, y en el cerebro, corteza y nficleo caudado. Estos se
fragmentaron en porcicnes peguenias (1 mm x 1 mm aprox.) utilizando navajas
de afeitar y se introdujeron nuevamente en solucién fijadora durante 1 —
hora.

2.- Procesamiento del material para Microscopia Electrfnica de Transmi-
sién.

Ias muestras se lavaron con amortiguader de fosfato (0.16 M pH 7.2)
para posteriormente deshidratarios. Ia deshidratacifn sc cfectu con alcp
holes graduales y enseguida se introdujeron en 6xido de propilenc (3 cam—
bios de 15 minutos cada uno), paso intermedio entre la deshidratacién y la
preinclusifn. Posteriormente las muestras se mantuvieron durante 14 horas
en una mezcla 1:1 de 6xido de propilenc y EPON (MERCK) .

Inclusifn.

Para incluir el material, se dej& evaporar el 6xido de propileno.

Utilizando moldes de plistico, se introdujercn las muestras de tejido
en el medio de inclusidn(EPON) orientandec el material para facilitar el -
corte; la polimerizacitn de este campuesto se llevo a cabo en una estufa
de 60° C durante 24 horas.

Microtomia.



los cortes de los bloques fueron obtenidos con ayuda de un ultramicro
tomo M T 1 de uso manual y cuchillas de vidrio.

Se obtuvieron cortes semifinos de los tejidos mencionados, de 500 nm
aproximadamente de grosor, se montaron en portacbjetos y fueron tenidos con
azGl de toluidina( J.T. Baker ) para la localizacién de los n(cleos de los
siguientes tipos de c&lulas: Hepatocitos, c€lulas epitaliales de intestino,
cflulas del corazbn, células foliculares del ovario, c&lulas epitaliales de
Gtero, cflulas de la corteza cerebral, células en cesto de cajal y de Pur—
kinje del cerebelo y células de axSn corto del nficleo caudado. Ia explora=—
¢ifn de los tejidos se realizb con ayuda de un microscopio de luz.

Una vez localizado el material Gtil, se obtuvieron cortes finos de -
aproximadamente 60-90 mm de espesor y se montaron en rejillas de cobre so—
bre membrana de formvar (MERCK) para su observacifn en el microscopio elec—
trénico.

ontrastado de los cortes.

Se utilizo el m&todo regresivo del Hcido etildiaminotetrac&tico (EDTA)
para contrastar por flotacién los cortes montados en las rejillas de cobre,
utilizando: ’

a) Solucién de acetato de uranilo (MERCK) al 5% durante 3 minutos , se lavd
el material con agua bidestilada y se secS con papel filtro.

b) Solucién de EDTA (J.T. Backer) durante 14-25 minutos, se lavé y secd el
material.

c) Solucibn de citrato de plomo (MERCK) durante 2 minutos, se lavb y sect
el material.

Para evitar la formacifn de precipitados sobre la preparacién se hizo
el contraste dentro de una caja de petri que ocontenia pastillas de NaOH
(J.T. Baker) y un algodfn con agua, c¢on el cual se proporciond una atmisfe
ra h@meda.



Este mStodo se utilizb para resaltar preferencialmente las ribonucleo—
proteinas, y se basa en la capacidad quelante del EDTA.

Se us6 primero una tincifn general con acetato de uranilo al 5% duran
te 3 minutos, en sequida se utilizb el EDTA durante un tiempo adecuado, ya
que la accifn del EDTA varia dependiendo de las diferencias intrinsecas de
cada tejido, ademds de la temperatura de la solucifén y del grosor del cor-—
te. El tiempo de regresifn adecuado se determin® utilizando varias mues—
tras de los cortes en observacitn sametidas a diferentes tiempos de flota—
cién en la solucifén de EDTA que se prepard con anterioridad con pH 6.6 -
7.0 . la solucifn de EDTA se conservs en refrigeracifn y para utilizarla
se debfa llevar previamente a temperatura ambiente.

El EDTA queda preferencialmente los iones uranilo unidos a desoxirri-
bonucleoprotefnas; posteriormente el citrato de plomo se usS para resaltar
el contraste de los iones unidos a ribonucleoproteinas.

Microscopia.

Ia observacifn de los cortes ultrafinos se realizf en un microscopio
electrdnico EM 95 de la casa Carl Zeiss con el cual se tamaron a un aumen—
to fijo (8 800 X) micrograffias de los nGeleos de las célulés de log teji-
dos ya mencionados en un orden preestablecido para evitar fotografiar un
mismo ndcleo dos veces.

Andlisis de las Micrografias.

Ias micrograffas asi obtenidas, fueron impresas a una amplificacifSn
constante de 3.8 X para tener un aumento Einal unifoxme (aprox. 33000 X).
Basindose en las micrograffas impresas se realiz una comparacifn cualita-
tiva de los canponentes ultraestructurales del nficleo interfisico entre los

tejidos mencicnados de Romercolagus diazi y Oryctolagus cuniculus.

Se realiz6 una camparaciSn cuantitativa entre el volumen y difmetro de

grinulos pericromatinianos de hepatocitos de los organismos mencicnados.



Para ello a partir de las micrograffas obtenidas, se localizarcon zonas que
presentaron grénulos pericromatinianos y se procedi6 a imprimirlos a un au
mento uniforme (aprox. 105600X); una vez impresos se midis el diSmetrc me-—
nor y mayor de estas estructuras con un vernier. Se transformaron las uni
dades de vernier a milimicras y se calculs el volumen.

IV. RESULTADOS.

Los resultados demuestran que la t&cnica de tincifn preferencial para
rikonucleoproteinas es adecuada para 1os diferentes tejidos de los organis
mos en estudio, mostrando diferencias finicamente en cuanto al tiempo de -
EDIA para cada uno de ellos. Se puede decir que en todos y cada uno de los
ndcleos celulares de los tejidos comparados, se observan perfectamente al—
qunos de los elementos que se muestran en el modelo celular interfisico -
(fig 1): la cromatina compacta, representada por la zonas blanqueadas por
la accifin del EDTA, vy las estructuras gue contienen ribonucleoproteInas co~
mo el nucleolo, los grénulos inter y pericramatinianos y fibrillas contras-—
tadas en obscuro.

Si bien estos camponentes estan presentes en todws los nlcleos de las
cglulas de los diferentes tejidos se puede hacer notar que al menos de una
manera cualitativa, su cantidad o distrilucién varfia en algunos nficleos y
en otros presenta mucha similitud en distribucifn y cantidad. Lo anterior
se puede apreciar en los cuadros I Y II, asf como la figura 2 a) y b).

En virtud de que los grinulos pericrematinianos son las estructuras
mejor v mds estudiadas hasta el momento se seleccionaron para cuantificar
su difmetro y volumen. Estas medidas fueron realizadas en las microgra-
ffas de nficleos de hepatocitos por ser en ellas donde mejor se apreciaron
estas estructuras. Se calcularon los valores de la media, desviacifn
estdndar, error estdndar y se apliocf la prueba de t y de Student para de—
terminar si existfa diferencia significativa entre las dos especies.



Esos datos estadisticos se presentan a continuaciSn:

Para volumen y difSmetro en Romerolagus diazi

Volumen

X = 41985.81 rm>

S = 18196.49
sX = 2877.11

N = 40

Difretro

X = 67.93 nm
S = 10.53
SX = 1.66

N = 40

Para volumen y difmetro en Oryctolagus cuniculus.

% = 13118.88 rm°

s = B431.18

SX = 1405.19

N = 36

+ calculada para volumen
8.70 +

Grados de libertad 74

X = 45.88 mm

S = 10.37
SX = 1.27
N = 36

t calculada para difimetro
9.17 +
Grados de libertad 74

Camo se puede cbservar el valor medio tanto para volumen como para

di&ne?;roenlosdosozganisnosdjfierenotablmente,ysuerrorestma&:

es aceptable por lo que se puede decir que las poblaciones de grénulos

pericramatinianos tanto en uno como en otro son notablemente homogéneas.

En ambos casos p en menor a 0.05 por lo que se puede decir que si existe
diferencia estadfsticamente significativa entre las 2 muestras.



Cuadro I. Cantidad y distribucifn de las estructuras ribonucleoprot&i-

cas intranucleares en Romerolagus diazi.

Tejido Cr.P Nucleolo GPC GI Fibrillas (=]
Nicleos de Forma una Se presen— En gran Chmulos Poco fre-= No se
hepatoci-  franja tan en nG— proporcifn abundantes cuentes y  observaron
tos myy ancha mero varia V=41985.81

ble, gr; homogenea—-
esf('arioide D= 67.93 mente

Nicleos de Franja Rodeado de May fre- Distri- Poco fre-
cflulas e~ ancha gran canti  cuentes buidos de cuentes "
piteliales bien dad de cro manera
de intesti definida matina com homogenea
no pacta )
Nicleos de En poca Estructura Poco Formando  Distribui-
cglulas de cantidad Nucleolo— evidentes cGmlos das homoge
corazfn nemal neamente "
Nicleos de Forxma una De forma Poco Comilos Distribui-
cBlulas fo franja irregular frecuentes poco evi- das homoge
liculares” muy delga dentes neamente "
del ovario da
Nicleos de Franja Pequeno Poco POco Escasas y
cBlulas e~ ancha evidentes frecuentes distribul—
piteliales y disper— das homoge
del fitero sos neamente "
Nicleos ce Poca car—~ CGrande y Poco Gran can— Distribui-
lulares de tidad for de forma frecuentes tidad foxr das homoge
la corteza mando una esferoide mando cl— neamente
cerebral franja may milos en el nG-

delgada cleo "
NiGcleos de Franja muy Grande y Poco Dispersos Muy abundan
cflulas de delgada de forma evidentes  homogenea  tes reparti
Cajal y de esferoide mente das por to—
Purkinje do el nG-
del cerebelo cleo "
Nicleos de Franja suy Grande de Poco Forman Dispersas No se
c¢flulas de delgadas forma es— frecuentes grandes por el observa-
axfn corto feroide ctimilos nicleolo xon
del nficleo

caudado




Valor medio del difmetro ( D= nanfSmetros{(nm) ) y Volumen ( V= nm3 ) de
grédnulos pericramatinianos (GPC) de hepatocitos, cramatina perinucleaxr
{ Cr.P ),grénulos intercromatinianos ( GI ) y cuerpos espiralados ( CE ).



Quadro II.

Cantidad y distribucién de las estructuras ribonucleoproteicas intra—

nucleares en QOryctolaqus cuniculus.

Tejido cr.P Nucleolo GPC GI Fibrillas CE
Nicleos de Poca canti- Se presenta Pooo fre- Camilos Poco fre— No se
hepatoci— dad forman— en nimero cuentes abundantes  cuentes cbservaron
tos do franja variable Vv=13118.88 dispersas
muy delgada D=45,88 en el nG-
) cleo
Nicleos de Franja anm- Fodeado de  Se presen En gran Poco fre—
células e~ cha bien gran canti tan con proporcifin  cuentes "
pitaliales definida dad de cxo mucha fre formando
de intesti matina cuencia cmalos
no
Nicleos de Franja my Estructira Pooo evi- Forman Distribui-
células delgada nucleolone  dentes ctmilos das homoge "
del cora— mal neamente
z6n en el nG-
cleo
Nicleos de Poca canti—- De forma Poco fre- Chrmalos Distxibui-
células fo dad irreqular cuentes poco das horo— "
liculavres evidentes geneamente
del ovario
Niwlens de Franja an- Pequelio ¥ Poco evi- Escasos y Poco fre-
cflulas e- cha en nmero dentes dispersos cusntes v "
pitaliajes variable homogenea dispersos
del Gtexo mente hamogenea
mente
Nicleos ce Poca canti—~ Grande y En poca Farmando Abundantes
lulares dé  dad forman- de forma cantidad cfimilos "
la corteza do franja esferoide
cerebral delgada
Nicleos de Franja muy  Bsfercide Poco evi- Disperscs Muy abundan
oBliunlas en delgada rodeado dentes a tes e
cesto de de gran mente
Cajal y de cantidad
. Purkinje de cromati
de cerebelo na
Nicleos de Poca canti- Esferoide Poco fre— Formando Dispersas
cBlulas de dad rodeado de  cuentes grandes por el nt- "
axSa corto gran canti climulos cleo
del nGcleo dad de cro
caudado matina




Valor medio del difmetro (D=nanfmetros(mm)) y volumen (V-—-mn3) de grinulos
pericromatinianos (GPC) de hepatocites, cromatina perinuclear (Cr.P), grd
nulos intercromatinianos (GI) y cuerpos espiralados (CE).



Fig. 2 Micrografia electrfnica del nlGeleo interfisico de hepatocito,
a) Ramerolagus diazi, b) Oryctolagus cuniculus. Ur-EDTA-Pb,
aprox. 30 000 aumentos. Nucleolo(Nu), cromatina compacta{(Cr),

grdnulos intercromatiniancs (GI), granulos pericromatiniancs
(GPC), f£ibrillas(F).




a).




b).




v. Discusifn.

Dentro de la interpretacibn de los resultados, debe considerarse que
en general, la conservacifn de todos los teiidos £ug buena.
Ios tiempos de tincitn preferencial para ribonucleoproteinas se determina-

ron para cada tejido mediante ensayos alrederdor de los valores habitnales,
hasta encontrar los mis adecuados, 1a variacifn en tiempo para EDTA se de
be probablemente tanto al diferente grosor de los cortes (de 60 a 90 nm),
camo a las diferencias intrinsecas del tejido.

oo se puede observar en los cuadros I y IXI, la ultraestructura de
los ndcleos en los diversos tejidos, en ambos organismos, es muy semejante
e incluso en los nfcleos de cflulas del corazbn, ovario, Gtero, corteza ce
rebral, cerebelo y nficleo caudado, la estructura es practicamente la mis-
ma.

Considerando el tiempo en el que los organismos en estudio se separa
ron de su ancestro, entre 30 Y 40 millones de afios, y oon base en los da=-
tos que se han encotrado sobre la ultraestructura del nfcleo celular en
interfase, en mamiferos principalmente, se puede decir gue no existe dife—~
renciaalgmae.ntrelosnﬁcleosenmterfasedewdosycadamndélostg_
jidos analizados entre Romerolagus diazi y Oryctolagus cuniculus y que las
variaciones en cuanto a distribucitn de las estructuras que se observan

entre algunos nficleos, podrfa ser debida a la orientacifn que se le 4ib
al bloque de tejido al cortarlo o al estado funcional de la cSlula,

Esto sugiere ¢ue no ha habido cambio a nivel ultraestructural, lo que
implica unidad a nivel de ultraestructura nuclear en los organismos anima—
les (12). Es decir, que durante la evolucifn de los seres vivos se han
constitufdo estructuras y que si &stas "respetan" los dos principios gene-
rales de la organizacién biol6gica, el de la minima energia y el de la se-

leccifn natural (1), se conservarin y mantendrin de generacifn en genera-



cidn.

Lo anterior puede ser respalda&o por todos los estudios sobre ultra-
estructura del nficleo interfisico en diferentes phyla en los que no se han
encontrado diferencias significativas (12).

Como se menciond anteriormente, existe diferencia estadfsticamente
significativa entre el difmetro y volumen de GPC en las dos muestras, sin
embarqgo los valores encontrados cuedan inclufdos en el rango de valores
hasta la fecha encontrados para estas estructuras; los de 0. cuniculus se
pueden incluir entre los GPC mds pequefios encontrados y los de R. diazi
pueden ser considerados mis grandes que la mayorfa de los GPC de otras es
pecies, ya que si bien se han reportado GPC hasta de 60 mm (21,24), hay
que hacer notar que el valor medio de estas estructuras en R. diazi es
escepeional y que miy pocos GPC tienen tamafios semejantes a estos. & Que
significado biolSgico puede sugerir este hecho ? Se ha propuesto gque es—
tos grénulos pueden funcionar como almacén y/o transporte de ARN mensaje-
ro. De hecho se ha cobservado que su cantidad varfa en diversos estados
metabSlicos (6,23) y gque su diSmetro puede variar dependiendo de qué seg—~
mentos de cromatina se transcriben (24). Sin embargo, lo anterior no ex—
plica la diferencia en tamafio de didmetros y volumen de los GPC entre las
dos especies.

Se puede sugerir como una posible respuesta a este hecho, que la com
posicifn bioquimica de dichos grénulos es diferente ya sea en la informa—

. ~cifn génetica o bien puede existir alguna diferencia en su composicifn pro
teica. 1o anterior solo pusde ser comprobado realizando estudios biogufmi
cos, por 1lo gque en el futuro seria conveniente realizar estudios de ese ti
Po.-

En el presente trabajo se hicieron anilisis cuantitativos Gnicamente de

GPC por lo que seria conveniente realizar cuantificaciones de las demis



estructuras ribonuclecoproteicas observadas, asi como estudios bioquimicos
de las mismas.



Qonclusiones.

La ultraestructura del nficleo celular interfdsico es similar en los-
organismos en estudio.

Iog grinulos pericromatiniancs difieren en difmetro y volGmen entre
Romerolagus diazi y Oryctolagus cuniculus.

En el tiempo en el que divirgieron de su ancestro estas especies, no
se aprecian diferencias en la ultraestructura salvo en el tamafio de
los grénulos pericromatinianos.

Realjzar estudios complementarios tanto morfolégicos coms biogquimicos,
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