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I. RESUMEN 

Se rea1iz6 una cc::inparaci.6n a nivel. de nGcl.eo cel.ular interfási= en ~ 

jidos de dos organisnos que divirgieron durante su evoluci6n (30 a 40 rnille. 

nes de años) , Ibrero1agus ~ y Q;yctolagus cuniculus, utilizando la t&:­

nica de contraste preferencial de Eernr.ai:d. 

Se observaron en todos los tejidos estudiados de arrbos organisnos, gr! 

nulos inter y pericranatini.anos, fibri1las y nucleolo, asi com::i regiones -

blanqueadas en las que el nétocb de tinci6n preferencial. de Bernhard pone 

de manifiesto a la cronat.ina catpacta. 

Ia estimaci6n cuantitativa del diánetro y voluiren de los gr:blul.os per!_ 

cronatinianos indican una diferencia significativa entre los dos organiSltOs, 

debida tal vez a algt'.in cambio en la informaci6n genática en el procesamiento 

postrans=ipcional de los man.sajeros o en la OCITp:)Sici6n protéica de dichos 

granul.os. 



II. INTRODUCCION 

l.- Antecedentes Hist6ri=s 

En 1833, hace apro><imadamante siglo y nedio, el núcleo fue descrito 

por prirnera vez p:>r Pobert Brown y su existencia fue confi.rmada nás tar­

de tanto en células aninales com::> 'liegetales p:>r SChl.eiden y SChwann en 

1839. Sin embargo fue el nucleolo la primara estructura que se des=i­

bi6 debido a la gran diferencia que existe entre el :!'.ndice de refra=i6n 

de ~ste y el nucleoplasma circundante (27). 

Miescher en 1869, logr6 aislar el ácido desoxiribonucl.éi= (AIN) , 

hecho que tuvo gran :!Jtp:>rtancia p:>rque :il!1puls6 los estudios bioqu!rni=s 

de los ácidos nucl~iex>s. .Más tarde, Mirsky y Pollister en 1964 estable­

cieron que el ácido ribonuclM= (Am) se encuentra en fonra de cc:rrple­

jos ex>nstituúlos por ARN y prote!nas; p:>steriormmte en 1960, Frenster y 

ex>l., descubrieron que el extracto de nGcleos de tim:> de ternera presen­

ta partÍculas de ribonucleoprote:l'.na activas en sfutesis protéica E!_ ~ 

!:.E!.~· 

Finalmente, M:mneron y Bernhard, ctes=i.bieron la distribuci6n de 

las estructuras ribonucleoprotéicas intranucleares durante la interfase 

en células de inarid.feros, utilizando el rrétodo de tinci6n preferencial 

de Bernhard. Ia iniciaci6n y el avance de la microsCDpia electr6nica, 

as! corro los estudios bi.oquimiex>s en =njunto han =ntribu:ído de manera 

importante al estudio de la ultraestructura y la bioqu!rnica del nGoleo 

interfásiex> entre otras =sas (27) • 

En la actualidad se ~que en eucariontes el primer ARN transcri­

to a partir de AIN p:>see regiones que codifican(exones) y regiones que 

no lo hacen (intrones) . y se le llama ARN premensajero o heterogéneo nu­

clear. Este se une dentro del núcleo a diversas protefuas confo:mando 



las ¡;>articulas ril:onucleoprotl3icas intranucleares, lugar donde se cree, 

sufre un proceso de maduraci6n (optirnizaci6n del proceso de transcripci6n) 

para luego migrar al citoplasma y acoplarse, =ro ARN mensajero, a los ri_ 

bosonas e iniciar el proceso de tradu=i6n a proteínas ( 12) • 

En eucariontes, la secuencia de eventos de rraduraci6n postrans=ip­

cional :inplica fen6rrenos caro los de rretilaci6n y poliadenilaci6n de los 

ácidos r:Lbonucleí=s, adenás de la fragrrentaci6n de los genes durante la 

eliminaci6n de los intrones (4). A nivel ultraestructural es posible di­

ferenciar ¡;>articulas intranucleares que pueden estar involucradas en es­

tos rrecanisrros. 

Actualmente se =nacen algunas de las estructuras ribonucleoproteí­

cas intranucleares, partículas que tienen relaci6n con el procesamiento 

postranscipcional del ARN dentro del núcleo, =ncretarronte de Olorclata y 

Arthropoda, además de datos obtenidos en otros invertebrados. 'll:>dos es­

tos trabajos de alguna manera han ccxnprobado que existe unidad a nivel 

nuclear estructural en los organisrros anirrales, es decir, que es un ca­

racter estable, debido tal vez a los procesos que allí se realizan. 

Por lo anterior es de gran inportancia explorar la ultraestructura nucle­

ar en los diferentes phyla y entre organisnos =nsiderados caro relictos 

para =ntribuir al =nacimiento de su ultraestructura nuclear ya que po­

dría uniformar el criterio de que ~sta se ha =nservado a través del ti~ 

po debido a la universalidad de los procesos que allí se realizan (12). 

2.- U1traestructura del núcleo interfási=. 

a) M3mbrana Nuclear. Fue descrita por callan y Toml.in en 1950 ccm:> 

un sistema de rrembranas paralelas =n grosor cada una de 7-8 nan6rretros 

(nrn) incluyendo entre ellas un espacio de unos 30-50 nm de espesor, en 

observaci6nes realizadas en el mi=scopio electr6ni= que precedieron a 

las tl§cnicas de =rtes f:i.ros. I.a porci6n externa de la nanbrana se en-



cuentra frecuentanente cubierta por ri.bosorras mientras que la interna está 

en =ntacto con la cromatina y otros elerentos nucleares (27) • 

El algunas partes los pares de rrembranas se unen para fornar poros 

octagonales de al.rededor de 65nm, a través de los cuales Stevens y SWift 

(27) observa=n el paso de particulas de ri.bonucleoprote:l'.nas (RNP) en =­
figuraciones alargadas. Durante la mitosis la rrerrt>rana nuclear se fra~ 

ta permitiendo la mazlca de elementos nucleares con el citoplasna y poste­

riormante empieza a reconstnll.rse durante la telofase, a partir de los =!!! 

ponentes del retlculo endopl..ásmico rugoso, lo que hace pensar que la envo~ 

tura nuclear puede se solanente una regi6n especializada del misrro (16). 

b) I&nina densa. Des=ita por Fawcett en 1.966 en célul.as de inverte­

brados y posteriormante en varias especies de células de vertebrados, se ~ 

caliza entre la capa interna de la membrana nuclear y la cromatina perif~r:!:_ 

ca; su espesor var:ía entre 1.50-800 angstrans. su naturaleza proteica ha s:!:_ 

do demostrada por digestiones enzimáticas tanto en invertebrados = en -

células de vertebrados. 1'b se ha precisado su funci6n (27). 

c) erara.tina. Flc:::::nir.g en 1882 la defí.ni6 cano el material nuclear 

que toma tinciones 12sicas en =ntraste con las sustancias acrorn'!ticas que 

no aceptan los misrros colorantes. Kossell en 1.884 observó que el Al:N esta­

ba asociado a prote:ínas básicas a las cuales posteriormante se di6 el oom­

bre de histonas. 

En 1904 M:>ntgorrery des=ibi6 que ciertos crorrosorras penranecen en es­

tado de condensación durante la in~ase, fen6ireno =nocido ccm:> hetero­

picnosis: a los cronoscrnas que presentaban tal =nportamiento se les llam5 

heteroc:ranosomas (27) • 

Utilizando técnicas clásicas de tinci6n se puede observar la distri­

bución de la =aratwa en dos categor:ías: cromatina condensada 6 hetera-



=omatina, localizada tanto en la periferia del núcleo, caro asociada al -

nucleolo tambi~ =nacida =no =anatina perinucleolar y la crorratina dis­

persa que se encuentra distribuida en el espacio nuclear. Amlx>s tipos de 

=ara.tina rea=ionan positivarrente oon la rea=i6n de Feulgen. Ia croma­

tina representa a la oondici6n interfásica de los crarosomas y está oonst:!:_ 

tfilda principalmente por Al:N nuclear, proteínas no hist6nicas y ARN (27). 

d) Nucleolo. Estructura observada por Fontana en 1781 en la cual fué 

determínada la presencia de ARN por Brachet en 1942. El ARN del nucleolo 

representa el l.0% de la masa nucleolar, el. 20% de ARN nuclear y el 1.6% de 

ARN total de la célula, lo cual fue detenninado por Stern y 001.. , en - -

l.959. 

El. nucleol.o está formado por tres eleirentos ultraestructurales funda­

nental.es: fibrillas de 10 angstrcms de diánetro, gránulos de 150 angstrans 

parecidos a ribosaras y una matriz difusa. Bernhard por nedio de digest:ie_ 

nes enz:im§.ticas, determin6 que los principales =rtp:)Ilentes contienen ARN 

(gránulos y fihrillas) mientras que el tercero contiene solarrente protel'.­

nas (27). 

Fibrill.as y gránulos se han relacionado con la sl'.ntesis de ribosomas, 

los .cuales resultan del esamblaje de precursores de ARN rilx>scmal. oon pro­

tej'.nas de origen citopl.ásmioo (11). Heitz en 1931. advirti6 que el. nucl.eo­

lo se fo:cma sobre una po=i6n definida de un crc:rrosara pero no a partir -

del material. de1 misno. Posterionrente M::Cl.intock (1934) denomin6 a esta 

regi6n del. "organizador nucl.eolar" y aport6 evidencias de que el nucl.eolo 

se origina por una actividad propia de esta zona craros6mica. la natura­

l.eza ribonucleoproteica de esta estructura ha sido denostrada por nétodos 

bioqu!mioos y cit:oqu!micos (27). 

e) Partículas Ribonucleoproteicas Extranucl.eolares. la publ.icaci.15n 

en 1960 de la técnica de Bernhard para el contraste preferencial. de las 



part1culas ribonucleoorotéicas (RNP) en microscopia electr6nica, elesen~ 

den6 muchas investigaciones sobre estas partículas. Es un procedimiento 

sencillo, altamente reproducible, que permite el estudio de las estructu­

ras mP intranucleares sin que la imagen de la crcrnatina se supei:panga y 

produzca incertidumbre sobre la m:>rfolog1a y estructura de las partículas 

(l.7). 

En cortes ul.trafinos tratados con el nétodo preferencial de Bernhard 

se pueden des=iliir las siguientes p.:irt!culas RNP: 

Gránul.os intercranatinianos (GI). Des=itos por Swift en 1959; apa­

recen en los nG.cleos de muchas células aninales = agrupaciones ele grá­

nul.os de un diánet= proroodío de 200-250 angstrorrs y revelan una distr~ 

ci6n irregular entre cúmulos de =rratina. Están interconectados oon fi­

brillas por lo que aparecen = cadenas (11, 12). 

Observaciones en secciones ultrafinas, al mic=soopio el.ectrónico 

revelan que los GI están constituidos de finas fibras enxoscadas. Gran­

boulan y Bernhard en 1961 sugirieron su naturaleza ribonucleoproteica -

{18). 

Se ha encontrado que son estructuras sensibles a la a=i6n ele la 

pronasa pero algunos autores difieren en cuanto a su resistencia a la 

mllasa. M..lchas investigaciones concluyen que los GI pueden ser una cla­

se especial. de mP que contienen "especies" diferentes de AR-! bien prot~ 

g:l.das por prote1nas de la a=i6n de la RNAasa (27). 

En cuanto a su significacb funcional, no ha sido posible correlacio 

nar variaciones cuantitativas de GI con cambios espec1ficos en el rre~ 

lis= celular. Se ha observado que su propo=i6n varia por efectos de 

infecciones virales o por la acci6n de algunos ant:imatabolitos = la 

act:l.nanicina D(27). 

Srretana y col., (1963) y Shankar Narayan y col., (1967) sugirieron 



que los GI podrían representar ribo.sanas nucleares en el proceso de migra­

ción durante la transferencia del nucleolo hacia el citoplasma (ll,17). 

Estudios efectuados en años recientes han denostrado que los GI estt',n 

asociados a la natriz nuclear al igual que el ARN heter6geneo nuclear (hn­

RNA) • Pero se hace patente la necesidad de real.izar más investigaC'i.ones 

que aclaren el significado funcional de los GI (18). 

Gránulos pericranatinianos (GPC) • Estas estructuras fueron descritas 

por Watson en 1962 (26) C0!10 eleirentos de un diárretro que va de 400 - 500 

angstroms. se presentan en forI!'il individual, distribuidos en la perife­

ria de los ctlmulos de cranatina condensada también llamadas "!1reas peri~ 

natinianas" y ocasionalmente en áreas de croI!atina difusa 6 "áreas inter­

crcmatinianas"; los caracteriza la presencia de un halo claro de 250 angs­

troms de espesor que los separa clararrente de la crema.tina circundante. 

SU estructura interna es visible con la técnica de contraste para ri­

bonucleoprote!nas de Bernhard (acetato de uranio-IDrA-citrato de pl.aro) • 

Estos gránul.os estan formados por fibrillas erolladas cuyo diárretro es se­

gún algunos de 30 angstroms y seg1ln otros de 15 angstrans (21) • 

Se ha sugerido que estas estructuras representan una fo.aria de almaca­

namiento y/o transporte de ARN mensajero. 

Tambi~ se ha sugerido que durante la transcripción se forn'iln fibri­

llas que posteri0ntente dan origen a estos gránulos. Se ha resportado que 

su presencia cerca de los poros nucleares, su aparente desintegraci6n cex­

ca de el.los, as! ccm::> el paso de naterial fibrilar a través de ~te, ~ 

ren un papel de transporte de información ~tica hacia el citopl.asrra.(22). 

Su frecuencia en el nucleoplasma puede variar por efectos de diversas 

drogas y estimulantes de la transcripción, sobre todo el tipo horm:mal, he­

cho que apoya la hipótesis de que pueden ser estructuras que a1macenan 6 -

transportan ARN mensajero (6,22). 



Fibras peri=amatinianas (FPC) • Son o:mrponentes ribonucleoprotei=s 

nucleares que se encuentran en =ntacto =n la =otra.tina periférica¡ debido 

a su enrollamiento, su diánetro ha sido dificil de medir, por l.o que se han 

publ.icado valores entre 30-50 angstroms, sin embargo algunas veces se han 

observado indiv.idualnente y se ha encontrado un diánetro de 30 angstJ:ams. 

Se a podido visualizar la =ntinuidad estructural entre GI y fibrillas 

peri=anatinianas, e incluso se han observado =nexiones entre las fibri-

1.las y 1.os gránul.os pcricromatinianos (18, 27). 

M:>nneron y Bernhard sugirieron que estas f:ihril.1.as pueden tener rela­

ci6n con las s!ntesis de ARN extranucl.eolar. 

Una =mbinaciOn de las t&:nicas de microscop!a electJ:6nica y auto=a­

diograf!a han denostrado que el. ARN narcado se concentra rápidamente en las 

regiones que =ntienen fibril.l.as pericromatinianas. Este fen6treno apoya 1.a 

hip6tesis de que estas estructuras representan rrorfol6gicanente 1.as estruc­

turas nucl.e:>plásmicas que =ntienen ARN recientenente sintetizado (7,27). 

Partlculas 305 aisladas frecuenterrente contienen estructuras fibrila­

res vistas en el. Il'i=soopio el.ect:dSni=. Ias FPC bien pueden ser conpl.e­

jos r:ihonucleoprotéi=s de reciente fonnaci6n y representar el. estado rrorf~ 

1.6gi= del. .MN heterogéneo nucl.ear nuevamente sintet1zadotl3}. 

CUei:pos espiral.ados (CE) • M:mneron y Bernhard 1.os des=ibieron por 

prinera vez cono estructuras esffu:icas que se presentan en áreas intercro­

nat::!nianas, se observan =no fibrill.as de 50 angstxoms enrol.1.adas a 1.o lar­

go de un fil.amanto axial. alcanzando diánetros de 0.3 - 0.5 micras. 

Por su afinidad a la t&::nica de contraste de Bernhard, se han c:onsi~ 

rado =rro estructuras ribonucl.eoprotéicas, ya que al ser tratadas con p~ 

sa su contraste de=ece. son estructuras dif~cil.es de encontrar, cuya fun­

ci6n no se ha determinado hasta ahora e incl.usive no se sabe si son ccnsta!!_ 

tes o temporal.es (27) • 



FIGURA. l.. 

~resentací6n esquem:ít.:ica de un nllcl.eo cel.ular en inter­
fase m:>strando al.gunos de sus caiponentes ul.traestructura 
les Nucleolo (Nu}, cromatina (Cl::"}, gránulos ínterc=matí= 
níanos (GI} ,gránul.os perícranatinianos (GPC), fihríl.l.as -
(F} y cuerpos espíral.ados (CE) • 



3.- Orden I.a.gOODrfa. 

IDs I.agCllDrfos caiprenden a todos los =nejos y liebres, as:r. =no a los 

"pikas". Este orden de los marn1feros está formado ¡:or nueve géneros con ~ 

renta y nueve especies recientes (2). 

Son miembros inp:>rtantes de canunidades terrestres y están anplianente 

distribuidos en el mundo; solamente estuvieron ausentes en Australia y en el 

extrem::> sur del =ntinente arrericano, antes de su introducci6n por el hombre 

(8, 9}. 

El origen de los Laganorfos es casi des=nocido, pues se tiene pocas 

evidencias paleontol6gicas del tiempo en que se supone aparecieron (fines 

del paleoceno), y los registros fósiles más representativos, datan de pr~ 

cipios del oligoceno. Sin errbrrgo, gracias a los fósiles de Iagorrorfa, se 

sabe que es un orden que surgió independientemente de los roedores. 

En la actualidad se =nocen tres familias de I.agCl!Drfos, una extinta, 

la EllrynJylidae, =nocida solo del paleoceno superior y dos vivientes: la 

OChotonidae, representada por los "pikas", y la Leporidae, que incluye a to 

dos .los cor~jc~ y liebres, y es considerada nás evolucionada que la anterior 

(14). Ia familia Leporidae probablemente se originO en Asia, aunque la na­

yor parte de su evolu<i:ión primitiva ocurrió durante el miooeno y el olig~ 

no en Norte J\rrérica (3, 15). lDs lep6ridos se llegaron a establecer bien en 

el Viejo Mundo durante el polioceno. 

El peculiar grupo de los "pikas" apareció prinero en el oligoceno en 

Eurasia, y posteriorrrente se diseminaron en Eurq:>a y Norteanérica. IDs ~ 

t6nidos llegaron a su más anplia diversificación y distribución durante el 

período miocéni= ocupando EUropa y Asia (2). En J\rrérica del Norte, los 

"pikas" viven en las altas nontañas del suroeste de Estados Unidos (8). 

Algunos autores,: dividieron a la familia Ie¡:oridae en dos subfamilias: 

r.a Paleolaginae y la Leporinae. 



De!\tro de la subfamilia Leporinae se incluye al ~ Oryctol.aqus, que 

junto mn Sylvilagus Y~· según el regist= f6sil, ya que se encontraban 

bien establecidos desde el pleistoceno y en el caso particular de o.cunicu­

~ <=nejo de granja) fué traído a Anérica durante los siglos XVII y XVIII 

cuandp el h:mbre europeo =loniz6 los =ntinentes descubiertos (14). 

Ronero1agus diazi es un género perteneciente a la subfamilia Paleola­

ginae, endémico del Eje Volcánico Transversal y es =nsiderado ccm:> uno de 

los mam!feros irás representativos de la fauna del pa!s; su ám:>ito de distr.!_ 

buci6n es muy restr:ingido, pues ocupa solo la parte Este y Sur del Valle de 

~= (10) • Este animal. emigr6 y evolucion6 aisladanente (desde hace ~ 

x:l.nadairente 30 a 40 millones de años), torrando mxlalidades muy parecidas a 

los "pikas", pero por sus características rrorfo16gicas, ha sido =locado 

dentro de la familia Leporidae. Su filogenia es des=nocida a ciencia ci'3!:: 

ta. 

Ia subfamilia Paleolaginae adenás de Rcrnezolaglls, incluye otros dos -

géneros actuales que presentan características primitivas. Esta subfamilia 

incluye algunas especies que se encuentran = relictos, en las islas de 

Riu Kiu al sur de Jap6n donde se localiza el género Pentalagus y el ~ 

Pronol.agus que vive en Africa del Sur (10). 

Wilson (1949), =nsidera que Farert:>lagus es as:I'. misno, un género re­

licto de la dispersi6n leporina, ocurrida durante el plioceno tardio, cu­

yas características propias pudieron haber sido seleccionadas por el medio 

ambiente del per:l'.odo cuaternario (19). 

En el presente trabajo se realiza una caiparaci6n de utraestructura 

nuclear en interfase de diferentes tejidos en dos especies, !bnero1agus 

~ y Orycto1agus cuniculus, tales organisrros seg{in el registro paleen~ 

16gico tienen un ancestro o:mún. 

Dada la itrp:>rtancia biol6gica de estas dos especies y el m::zrento ~l~ 



tivo en el que se encuentran, es muy importante realizar estudios de dife­

rentes tipos y es por eso que este trabajo está orientado precisarrente al 

aspecto de la ultraestructura del nCicleo interfási= = una =ntribuci6n 

al =nocimiento de la biología de estos organi&ros. 



III. MATERIAL Y ME:l'OOO. 

l.- Material Bio16gi=. 

Se utilizaron dos ejemplares hembras, una de la especie A:irrerolagus 

~ y otra de la especie Oryctolagus cuniculus. 

Los ejemplares seleccionados se anestesiaron =n i;ter (J.T. Baker) y 

perfundieron por vl'.a interca:cdiaca(ventrfoulo izquierdo) =rtanao aur:l:cula 

derecha, =n fijador de paraformaldehido (J.T. Baker)-glutaralhehido(IADD) 

2% y 1% respectivanente, durante 27 minutos. En seguida se p:rocedi6 a e.-o­

traer muestras de los siguientes tejidos: l:úgado, intestino, =raz6n, ova­

rio, 11tero, cerebelo, y en el cerebro, ex>rteza y n(icleo caudado. Estos se 

fragrrentaron en porciones pequeñas (1 mn x 1 rrm aprox.) utilizando navajas 

de afeitar y se introdujeron nuevairente en soluci6n fijadora durante 1 -

hora. 

2.- Procesamiento del rraterial para Micros=pl'.a Electr6nica de Transmi­

si6n. 

Las muestras se lavaron con arrortiguador de fosfato (0.16 M pH 7.2) 

para posterio:anente deshidratarlos. I..él uE:Shidrataci6n = cfcctu6 =n al~ 

boles graduales y enseguida se introdujeron en 6xido de propileno (3 cam­

bios de 15 minutos cada uno) , paso intenredio entre la deshidrataci6n y la 

preinclusi6n. Posteri=nente las muestras se rrantuvieron durante 14 roras 

en una mezcla 1: 1 de 6xido de propileno y EPCt'l (MERO<) • 

Inclusi&. 

Para incluir el material, se dej6 evaporar el 6xido de propileno. 

Utilizando ll'Oldes de plásti=, se introdujeron las muestras de tejido 

en el medio de inclusión (EPCN) orientando el rraterial para facilitar el -

=rte; la polimerizaci6n de este cx:rnpuesto se llevo a cabo en una estufa 

de 60° e durante 24 horas. 

Mi=tom:ta. 



Los =rtes de los bloques fueron obtenidos =n ayuda de un ultranU.c~ 

tom::> M T 1 de uso rrenual y cuchillas de vidrio. 

Se obtuvieron =rtes semifinos de los tejidos nencionados, de 500 run 

aproximadanente de grosor, se rrontaron en p::>rtaobjetos y fue=n teñidos con 

az(il. de toluidina( J.T. Baker ) para la localizaci6n de los nGcleos -de los 

siguientes tipos de c~lulas: Hepatocitos, células epitaliales de intestino, 

células del =raz6n, células foliculares del ovario, células epitaliales de 

a.tero, células de la corteza cerebral, células en cesto de cajal y de Pur­

kinje del cerebelo y células de a.IDn corto del núcleo caudado. Ia explora­

ci6n de los tejidos se realiz6 =n ayuda de un micros=pio de luz. 

lha vez localizado el material G.til, se obtuvieron cortes finos de -

aproximadanente 60-90 nm de espesor y se rrontaron en rej il,las de =bre so­

bre rrembrana de foi:mvar (MERC!<) para su observaci6n en el microscopio elec­

tr6ni=. 

O:>ntrastado de los =rtes. 

Se utilizo el rrétodo regresivo del ácido etildiaminotetracéti= (EDI'A) 

'fl'JIª =trastar por flotaci6n los =rtes .rrontados en las rejillas de cobre, 

utilizando: 

a) Soluci6n de acetato de uranilo (MERCK) al 5% durante 3 minutos , se lav6 

el material =n agua bidestilada y se sec6 =n papel filtro. 

b) Soluci6n de EDrA (J.T. Backer) durante 14-25 minut;os, se lavó y sec:6 el 

material. 

c) Soluci6n de citrato de pleno (MERCK) dilrante 2 minutos, se lavó y sec6 

el material. 

Para evitar la formaci6n de precipitados sobre la preparacioo se hizo 

el contraste dentro de una caja de petri que contenta pastillas de NaOH 

(J.T. Baker) y un algod6n =nagua, con el cual se proporcion6 una atm5sfe 

ra h!iireda. 



Este rrétoclo se util.iz6 para resaltar preferencialmente las r:ibonucleo­

prote!nas, y se basa en la capacidad quelante del EOl'A. 

Se us6 pr:Urero una tinción general =n acetato de uranilo al 5% d1Jr1l!!. 

te 3 minutos, en seguida se utilíz6 el EOI'A durante un tienpo adecuado, ya 

que la a=i6n del EIJrA varl'.a dependierxlo de las diferencias intrínsecas de 

cada tejido, adellás de la tenperatura de la scluci6n y del grosor del =r...: 

te. El tiempo de regresión adecuado se determin6 utilizando varias mues­

tras de les cortes en observaci6n sanetidas a diferentes tienpos de flota­

ci6n en la soluci6n de EOI'A que se prepar6 con anterioridad = pH 6.6 -

7. O • Ia scluci6n de EJ:lrA se conservó en refrigeraci6n y para utilizarla 

se deb!a llevar previamente a tarperatura ambiente. 

El EClrA queda preferencialrrente los iones uranilo unidos a descxirri­

bonucleoprote!nas; posterionnente el citrato de plan:> se us6 para resaltar 

el contraste de los iones unidos a ribonucleoprotefnas. 

Mi=scop1a. 

Ia observaci6n de los =rtes uJ.trafinos se realizó en un mi=scopio 

electr6ni= EM 95 de la casa carl Zeiss con el cual se i:croaron a un aumen­

to fijo (8 800 X) micrograf1as de los nGcleos de las células de los teji­

dos ya uencionados en un orden preestablecido para evitar fotografiar un 

mismo ntlcleo dos veoes • 

.Análisis de las Micrograf1as. 

ras micrograf1as as1 obtenidas, fueron inpresas a una anpl.ificac:i.6n 

=nstante de 3. 8 X para tener un aumento final uniforrre (aprox. 33000 X). 

Bas§ndose en las rni=ografl'.as inpresas se real.izó una cxxrparaci6n cualita­

tiva de les canponentes ultraestructurales del nGcleo interf~sico entre los 

tejidos nencionadcs de Rcrrero1agus diazi y Ol:ycto1agus cuniculus. 

Se realiz6 una conparaci6n cuantitativa entre el volumen y diámetro de 

gr~ulos pericrornatinianos de hepatocitos de los organisrros nencionados. 



Para ello a partir de las micrografías obtenidas, se localizaron zonas que 

presentaron grtinul.os peric=atinianos y se procedi6 a inprirnirlos a un a~ 

mento unifo:ore (aprox. 105600X) ; una vez inpresos se midi6 el di~tro ne­

nor y mayor de estas estructuras con un vernier. se transformaron las uni 

darles de vernier a rnilimi=as y se calcul6 el volumen. 

IV. RESULTAI:OS. 

IDs resultados demuestran que la técnica de tinci6n preferencial para 

ribonucleoprote!nas es adecuada para los diferentes tejidos de los organ~ 

nos en estudio, rrostrando diferencias únicarrente en cuanto al tienpo de -

EDI'A para cada uno de ellos. Se puede decir que en todos y cada uno de los 

nllc1eos celulares de los tejidos canparados, se observan perfectarrente al­

gllilOS de los elerrentos que se muestran en el trodelo celular interfási= -

(fig 1) : la =matina compacta, representada por la zonas blanqueadas por 

1a a=i6n del mm, y 1as estructuras que =ntienen ribonucleoproteínas =­
rro el: nuc1eo1o, los gránulos inter y pericranatinianos y fibrillas =ntras­

tadas en obscuro. 

Si bien estos o:nponentes estan presentes en todos los núcleos de la5 

células de los diferentes tejidos se puede hacer notar que a1 nenes de una 

manera cualitativa, su cantidad o distrib.lci6n varía en a1gllllos noo1eos y 

en otros presenta mucha similitud en distribuci6n y cantidad. Io anterior 

se puede apreciar en los cuadros :r Y :r:r, as:í. =no la figura 2 a) y b) • 

En virtud de que los grtinuios pericranatinianos son las estructuras 

nej= y más estudiadas hasta el m:rrento se seleccionaron para cuantificar 

su dilhretro y volunen. Estas nedidas fueron realizadas en las microgra­

f!as de ntícleos de hepatocitos por ser en ellas donde nejor se apreciaron 

estas estructuras. se calcularon los valores de la nedia, desviaci6n 

estándar• error estándar y se ap1ic6 la prueba de t y de Student para de­

terminar si exist.1'.a diferencia significativa entre las dos especies. 



Esos datos estad1sti=s se presentan a a:mtinuaci6n: 

Para vol.umen y diWetro en ~lagus ~ 

Vol.unen 

x= 41985.81 nm3 

s = 18196.49 

sx = 2877.ll 

N = 40 

x = 67.93 nm 

s = 10.53 

sx = 1.66 

N = 40 

Para voluuen y a.uüretro en Ocyct:ol.agus cunicul.us. 

X= 131.18.88 nm3 

s = 8431.18 

sx = 1405.19 

N = 36 

t ca1cul.ada para vol.U!lell 

8.70 + 

Grados de libertad 74 

X= 45.88 nm 

s = 10.37 

sx = 1.27 

N = 36 

t calculada para diámetro 

9.17 + 

Grados de libertad 74 

Q::rlO se puede observar el. valor ne:lio tanto para vol.umen como para 

diJmatro en l.os dos organisnos difiere notabl.emente, y su er= estimaéb 

es aceptabl.e por l.o que se puede decir que las poblaciones de ~ul.os 

pericranatinianos tanto en uno caro en otro son notabl.e!rente harog!!neas. 

:En ambos casos p en tren0r a o. 05 por l.o que se puede decir que s1 existe 

difex:encia estad1.sticamente significativa entre las 2 muestras. 



CUadro I. Cantidad y distribuci6n de las estructuras ribonucleoprotéi-
cas intranucleares en IOrerolagus d:iazi. 

Tejido Cr.P Nucleolo GPC GI Fibrillas CE 

N{ícleos de Fonra una Se presen- En gran CGnulos Poco f:re-- No se 
hepatoci- franja tan en nCi- proporci6n abundantes Ctlentes y observaron 
tos muy ancha mero varia V=41985.8l repartidas 

ble,gran&' 
D= 67 .93 harogenea-

esferioide mm te 

Nacleos de Franja lbdeado de Muy f:re-- Distri- Poco fre-
ciUulas e- ancha gran canti cuentes buidos de cuentes 
piteliales bien dad de ero manera 
de in~ definida matina =!'!! h::Jnogenea 
no pacta 

Nllcleos de En poca Estructura Poco Forirando Distril:lli-
células de cantidad Nucleolo- evidentes ctimil.os das ~ 
corazón nemal neanente 

Nlkleos de Forma una lle fo:cma Poco almulos Distribui-
células fo franja irregular frecuentes poco evi- das~ 
l.icul.ares- muy delga dentes neamente 
del ovario da -

Nllcleos de Franja Pequeño Poco l?OCO Escasas y 
células e- ancha evidentes frecuentes distribuí-
pitel..iales y disper- das~ 
del litero sos nearmnte 

Nacleos ce Poca can- Grande y Poco Gran can- Distribuí-
lulares dE tidad for de fonna frecuentes tidad fer das ~ 
la corteza mando m2 esferoide mando ct:F ll&1lll1Cil te 
cerebral franja muy nulos en el nCi-

delgada e leo 

Ntlcleos de Franja muy Grande y Poco Dispersos Muy abundan 
células de delgada de fonna evidentes h::uog~ tes repartl" 
cajal y de esferoide rrente das por t:J::F 
Purkinje do el nCi-
del cerebelo e leo 

Nacleos de Franja muy Grande de Poco Forman Dispersas Nose 
céltllas de delgada o; forma es- frecuentes grandes por el observa-
rua5n corto feroide c1lmt11os nGcleolo ron 
del nGcl.eo 
caudado 



Valor neiio del d:i&retro ( D= nan6rretros (rnn) ) y Volurren ( V= run 3 ) de 

gránulos pericranat:inianos (GPC) de hepatocitos, crcmatina perinuclear 

( Cr.P ) ,~ulos intercrcmatinianos ( GI ) y cuerpos espiralados CE ) • 



cuadro II. Cantidad y distribuci6n de las estructuras ribonucleoproteicas intra-

nucleares en Oryctolagus cuniculus. 

Tejido Cr.P Nucleolo GPC GI Fibrillas CE: 

Ntk:leos de Poca canti- se presenta l?oc:o fre- CGmul.os Po= fre- No se 
hepatoci- dad fozman- en nGme.= cuentes ab\mdantes cuentes observaron 
tos do franja variable V=l.3118.88 dispersas 

muy delgada 0=45.88 en el n(i-
e leo 

Nú::leos de Franja an- Podeado de Se~ En gran Poo:> freo-
células e- cha bien gran canti tan con propo=i6n cuentes 
pit:alial.es def.inida dad de ci:E mucha fre fo:cmando 
de intesti matina cuencia - cGmul.os 
no 

Nllcl.eos de Franja muy Estructura Po= evi- Fornan Distribuí-
células delgada nucleo~ dentes cGim.tl.os das ~ 
del =ra- mal. neamente 
z6n en el n(i-

e leo 

Nú::l.eos de Poca canti- De forma Po= fre- CGmulos Distribuí-
células fo dad irregular cuentes pe= das l:x:rro-
l.icul.areS evidentes geneanente 
del ovario 

~leos de Franja an- Pequeño y Poo:> evi- Escasos y Poco fre-
dlul.as e- cha en nGmel:o dentes dispersos cu.;mtas y 
pitalia.les variable hcm::>g"""!!_ dispersos 
del tit:ero mente ~ 

mente 

Ntlcleos ce Poca canti- Grande y En poca Fortiando Abundantes 
lulaxes de dad fonnan- de forma cantidad cGmulos 
la =rt:eza do franja esfe=ide 
oei:ebral delgada 

Ntlcleos de Franja rm.iy Esfe=ide Poco evi- Dispersos ~~ 
~lul.as en delgada rodeado dentes ~ tes 
cesto de de gran mente 
cajai y de cantidad 
Purkinje de cromat! 
de cerebelo na 

NGc1eos de Poca canti- Esfe=ide Pocx:> freo- Formando Dispersas 
~lulas de dad rodeado de cuentes grandes por el n!í-
alG!5n =rto gran canti cGmulos e leo 
del. n(jcl.eo dad de~ 
caudado matina 



Valor m=dio del. di1imetro (D=nan6netros (nm) ) y vol.urren (V=rmh de gránulos 

pericronatinianos (GPC) de hepatocitos, cranatina perinucl.ear (Cr.P), gr~ 

nul.os intercratatinianos (GI) y cuerpos espiralados (CE) • 



Fig. 2 Micrograf!a elecb:6nica de1 nGcleo :!.nterfási= de hepat:ocito, 

a) Romerol.aqus diazi, b) Oryct:olagus cnnicu1us. th:-mrA-Pb, 

aprox. 30 000 aumentos. Nucleolo(Nu), C?:Omatina oonpacta(Cr), 

gr.'!nulos intercromatínianos (GI) , grlSnulos pericrorratinianos 

(GPC) , fibrillas (F) • 
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v. Discusi6n. 

Dentro de la interpretaci6n de los resultados, debe =nsiderarse que 

en general, la conservaci6n de todos los tejidos fOO buena. 

Los tiempos de tinci6n preferencial para ribonucl.eoprotefuas se determina­

ron para cada tejido trediante ensayos alrederdor de los valores habitua1es, 

hasta encontrar los más adecuados. La variaci6n en tienpo para ElJl'A se <3=. 

be probab1emente tanto al diferente grosor de los =rtes (de 60 a 90 nm) , 

= a las diferencias intrinsecas del tejido. 

o:xro se puede observar en los cuadros I y II, la ultraestructura de 

l.os nllcleos en l.os diversos tejidos, en ambos organisnos, es mey se:rejante 

e incl.uso en los nlk:leos de células del. =raz6n, ovario, ti.tero, =rteza '=. 

rebral., cerebelo y nti.cleo caudado, la estructura es practi.canente la mis-

ma. 

Cl:msiderando el. t:l.erapo en el. que los organisrros en estudio se ~ 

ron de su ancestro, entre 30 Y 40 míl.l.ones de años, y =n base en los da­

tos que se han en=trado sobre la ul.traestructura del nticleo cel.ular en 

interfase, en r..:mi!f'e=s principalrrente, se puede decir que no existe dife­

rencia alguna entre los nti.cleos en interfase de todos y cada uno de l.os ~ 

jidos analizados entre Ianero1agus ~ y OJ:yctolagus cuniculus y que las 

variaciones en cuanto a distribuci6n de las estructuras que se observan 

entre algunos nti.cl.eos, podría ser debida a la orientaci6n que se le di6 

al. bl.oque de tejido al =rtarlo o al. estado ft.mcional. de la cél.ul.a. 

Esto sugiere que no ha habido cambio a nivel ul.traestructural., lo que 

inplica unidad a nivel de ul.traestructura nucl.ear en los orqanisncs anina­

l.es (12). Es decir, que durante la evoluci6n de los seres vivos se han 

=nstitu!do estructuras y que si 1'stas "respetan" los dos principios gene­

ral.es de la orqanizaci6n biol6gica, el. de la m1'.nina energ:!'.a y el de la ae­

l.ecci6n natural (1), se =nservarán y mantendrán de generaci6n en genera-



ci6n. 

ID anterior puede ser respaldado por todos los estudios sobre ultra­

estructura del nricleo interfási= en diferentes phyla en los que no se han 

enoontraclo diferencias significativas (12). 

O:::m:> se mencion6 anterim:rrente, existe diferencia estaMsticamente 

significativa entre el d.iánetro y volunen de GPC en las dos muestras, sin 

enOOl:qo los valores en=ntrados quedan incltildos en el rango de valores 

hasta la fecha en=ntrados para estas estructuras¡ los de o. cuniculus se 

pueden incluir entre los GPC rrás pequeños encontrados y los de R. diazi 

pueden ser =nsiderados mfu; grandes que la nayod.a de los GPC de otras e~ 

pecies, ya que si bien se han reportado GPC hasta de 60 nm (21,24), hay 

que hacer notar que el valor medio de estas estructuras en R. diazi es 

esoepcional y que muy pocos GPC tienen tamaños serrejantes a estos. ¿ Que 

significado biol6gi= puede sugerir este hecho ? Se ha propuesto que es­

tos gránulos pueden funcionar corro almacén y /o transporte de ARN rrensa.je­

ro. Ce hecho se ha observado que su cantidad varía en diversos estados 

metab61icos (6,23) y que su diámetro puede variar dependiendo de qué seg­

mentos de CJ:anatina se trans=iben (24). Sin embargo, lo anterior no ex­

plica la diferencia en tanaño de di&netros y volurren de los GPC entre las 

dos especies. 

Se puede sugerir corro una posible respuesta a este hecho, que la cx:m­

posici6n bioqu!mica de dichos gránulos es diferente ya sea en la info:i:ma-

' ci6n génetica o bien puede existir alguna diferencia en su carposici6n PI:2 

teica. ID anterior solo puede ser comprobado realizando estudios biCJC!ll!m! 

oos, por lo que en el futuro sería =nveniente realizar estudios de ese ti 

po. 

En el presente trabajo se hicieron anli.lisis cuantitativos rinicamente de 

GPC por lo que sería =nveniente realizar cuantificaciones de las dem4s 



estructuras ribonucl.eoprote!cas observadas, as! =no estudios bioqulini=s 

de 1as misiras. 



VI. Cbncl.usiones. 

1.- Ia ul.traestructura del. n6::l.eo cel.ul.ar interfási= es similar en l.os· 

organisrros en estudio. 

2.- IDs gránulos peri=anatinianos difieren en diánetro y volGnen entre 

!b!rero1agus diazi y 0rycto1agus cunicul.us. 

3.- En el. tierrpo en el. que divirgieron de su ancestro estas especies, no 

se aprecian diferencias en l.a ul.traestructura salvo en el tamaño de 

los gránul.os peri=crratinianos. 

4.- Real.izar estudios =npl.enentarios tanto rcorfol6gicos = bioqu!m:i.cos. 
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