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RESUMEN

En el presente trabajo se estudid la ultraestructura del nlcleo
celular interfbsico de Lacandonia schismatica (Lacandoniaceae),
planta cuyo rasgo marfolbgico mds caracteristico es la

inversibon de los verticilos sexuales, y se compard con el de la
especie afln 7riuris alata (Triuridaceae), ambas del orden
Triuridales. Se aplicaron la técnica convencional para microscopla
electrbnica (acetato de uranilo-citrato de plome) y la tincidn
preferencial para ribonucleoprotelnas descrita por Bernhard (1969).

Se procesaran botones florales en diferentes etapas de
desarrollo. Se utilizaron dos ¢ijadores: glutaraldehido 2.5% en
buffer de fosfatos 0.2M a pH 7.2 y glutaraldehido
2%/Paraformaldehido 4% en el mismo buffer. En algunos casos se
llevo a cabo una paostfijacion con tetradxido de osmio. Loas
fragmentos de botones se deshidratarnon, se incluyeron en una
resina epdxica y se polimerizaron en una estufa a &0°C. Se
obtuvieron cortes ultrafinos de 60 a 90 nm de grosar y se
analizaron en un microscopio electrdnico Carl Zeiss EM10 operando
a 80 kv.

Los resultados obtenidos indican gue lo5 nicleos de L. schismatica
y 7. alata son muy semejantes en su organizacidn ultraestructural
general al de otras monocotiledbdneas pero difieren por presentar!
1) estructuras anulares caon un componente central praobablemente de
naturaleza ribonucleoproteica, 2) estructuras tipo complejo
sinapotonémico en células somdticas del tegumento de L. schismaiica
y en celulas somdticas del tegumento y del receptdculo de 7. alata
y 3) abundantes grlnulos EDTA positivos en los espacios inter y
pericromatiniano con un tamafo intermedio al de las g9rianulos
intercromatinianos y pericraomatinianos descritos hasta el momento
para animales y plantas.



1. Introduccidn

l.as angiospermas son un grupo de plantas muy diverso gue ocupa
una amplia gama de hdbitats. Presentan los siguientes caracteres
distintivos: vasos en el xilema, elementos cribosos y células
acompafantes en el floema, un saco embriaonario de ocho ndcleus
(un huevao, 305 sinérgidas, tres antipodas y dos polares), doble
fecundacidn y carpelos cerrados. Existen numernsas excepciones a
estas caracterlsticas. Son importantes para la centinuidad de la
existencia humana y han sido objeto de investigaciones
intensivas y extensivas. A pesar del interés gue se tiene en
ellas, nuestro conocimiento es todavia muy pequedo si lo
tomparamos con nuestra ignorancia (Scagel, 1987)., Se han
propuestoe un sinndmero de teorias acerca del origen y
subsecuente evolucibn de las angiospermas, pero ninguna ha sido

aceptada universalmente,

Desde tiempos muy primitivos, los seres humanos han intentado
clasificar a las angiospermas por las diferencias gue se
observan en ellas. Las clasiticaciones elaboradas han variado
segln el nivel de conocimiento de las plantas, lo cual es
consecuencia de la tecnolngia cientifica dispanible, y los
objetivas generales gue influyen en el proceso de la
clasificacidn, Las culturas anteriores al uso de la escritura

clasificaban a las plantas de acuerdo con su utilidad, ya fueran



comestibles, venenosas o medicinales. Conforme se ampliaron
los propbsitos de la clasificacidn, los criterios también han
cambiado, En 1a actualidad, los especialistas en taxonomla
pracuran tomar en cuenta tantos caracteres como sea posible

cuando elaboran las clasificaciones.

Las primeras clasificaciones fueron naturales, propuestas por
Bauhin, John Ray, Michel. Adanson, De Jussieu, Bentham y Hooker,
y De Candolles entre otros. Posteriormente surgieron las
clasiticaciones artificiales propuestas por De Tournefort y
Linneo. Algunos de los grupos reconacidos en las artificiales
son naturales y validos hasta nuestros dias. En la actualidad
las plantas se agrupan de acuerdo con sus relaciones naturales

y filogenéticas {Jones, 1988).

Se ha prestado mucha atencidn a los intentos por comprender las
relaciones entre los brdenes y familias de las angiospermas,
Varios investigadores han propuesto una serie de tendencias
evolutivas interrelaciornadas, y con base en ésto han construido
esquemas qgue sugieren determinadas relaciones entre los taxa
principales de las angiospermas. Para apoyar estos esguemas, los
taxonomos han incorporado datos bioquimicos, citoguimicos vy
genéticos, siendo una herramienta importante la aplicacién de la

microscopla electrdnica.

Jiménez~Garcia, et al,(198%), estudiaron las variaciones



evolutivas de la ultraestructura nuclear de organismos
representativos de los reinos Animalia, Plaﬁtae, Fungi vy
Protoctista, utilizande técnicas preferenciales para
ribonucleaproteinas (RNP) y cromatina. Encontraron una
extraordinaria similitud en los rasgos morfoldgicos generales de
las particulas ribonucleoproteicas y el arreglo de la cromatina
en Animalia, Plantae y Fungi e importantes variaciaones de estos
rasgos en Protoctista. Sus observaciones sugieren que los
mayores cambios evolutivas en la estructura nuclear anteceden a
1a adguisicidn de plistidios por los ancestros de las plantas
verdes y que una vez evolucionado, el patrdn estructural nuclear
se ha conservado en plantas y animales (Jiménez-Garcia et al.,
1989). El trabajo anterior muestra que el estudio citoguimico
ultraestructural del nlleo, es una herramienta dtil que

contribuye a la definiciln de grandes grupos de organismos.

La estructura de la flor ha sido bisica para todos los sistemas
de clasificacitn que intentan reflejar la filogenia. Actualmente
se reconoce gran diversidad de tipas florales los cuales
presentan un patrdn estructural basico comdn, es decir, la
posicidn relativa de los vertirilos sexuales con respecto a un
eje central es invariablemente la misma (De Candolle, 18133
Takhtajan, 1?2693 Hutchinson, 195%9§ Cronquist, 1981). Sin embargo,
recientemente se encontrd en la selva lacandonra, Chiapas, un

tipo floral nuevo para la ciencia, el cual rompe con el patrén

hasta ahora conocido para las angiospermas. Dicho tipo flaral



posee la @araéteriétiéa {nunca antes conocida para las
angiospermas), de tener el ginecea externo y el andracec interno
io gue lo constituyd en una familia, género y especie nuevos
para la ciencia. Dicha familia recibe el nombre de
Lacandoniaceae y comprende un sola génern y especie! lacandonia
schismatica E. Martinez & C. H. Ramos. A pesar de la
importancia evolutiva de ésta especie su existencia se ve
seriamente amenazada ya que se pretende crear potreros en el

drea que actualmente ocupa.

El hallazgao de L. schismatica por Martinez y Ramos en

1989 ha desencadenado una serie de estudios sobre su anatomia
reproductiva (Marguez-Guzmin et al, 198%), sobre su nimero
cromosbmico (Davidse & Martinez, 1990), y entre los estudios gue
actualmente se realizan estln los de cultivo de tejidos y del

nlclea celular interfdsico.

Mo se habla tenido la oportunidad de estudiar las modificaciones
del nlcleo celular interfldsico comp cansecuencia de un evidente
proceso macraevolutiva., Esta opartunidad la da el hallazgo de

L. schismatica gue posiblemente se origind por macroevalucidn.
Este praceso (Grant, 1983), puede bcurrir en poblaciones pequefas,
restringidas a areas con condiciones ambientales estables coma es
el caso de L. schrsmatica, Ademds, esta especie posee la
caracteristica de tener la posicidn invertida de los verticilos

sexuales.



El presente trabajo es un estudio comparativo del nldcleo celular
interfdsico de 4. schismatica y 7. alata gue pretende aportar
elementos para el conocimiento de las relaciones filogenéticas de
las especies antes mencionadas, mediante la investigacibn de su
ultraestructura. Este trabajo forma parte del proyecto "dBué
alteraciones del nblcleo ha producido la discontinuidad
macroevalutiva que generd a L. schilsmatica?*, a cargo del
Laboratorio de Microscopla Electrdnica de la Facultad de
Ciencias, U.N.A.M., gque pretende, mediante el estudio del arreglo
de la cromatina y de los rasgos de las particulas
ribonucleoproteicas, aportar infarmacidn gue ayude a ubicar
$ilogenbticamente la familia Lacandoniaceaej conacer el
significadn de las variaciones encaontradas en el nlcleo celular
interfldsico de la especie, si las hay, con respecto a otras
angiospermas; plantear hipdtesis sobre el significado de la
inversibdn en el orden de los verticilos sexuales y por dltimo,
tratar de entender las implicaciones que esta planta tiene en

los mecanismos de la evolucidn en angiospermas.



-11. Antecedentes

1. La selva lacandona

Las selvas hlmedas constituyen el ecosistema mis complejo vy
diverso que existe en la tierra, pero a la vez uno de los més

fragiles y diflciles de recuperar (Gdmez-Pompa et al., 1972).

Esta formacibn vegetal tiene su mdximo desarrollo en los
cinturones que rodean al Ecuador y casi en ningln caso se
extiende mis alld de los trdpicos. Es precisamente en esta faja
intertropical donde se presentan a lo largo del aro condiciones
de elevada temperatura y humedad, las cuales permiten su

existencia (Meave, 19290).

Ankrica es el continente que cuenta econ 1a zona mas vasta e
inexplorada del mundo cubierta por selva hdmeda. Esta se
extiende en las cuencas de los rlos Orinoco y Amazonas. Ocupa
porciones importantes de Venezuela, Colombia, Perd, Ecuador,

Bolivia y las tres Guayanas (Ayenzu, 198t),

La selva colombiana se prolonga de manera mas o wmenaos continua
hacia el norte, introduciéndose por la costa atlintica de
Centrpamérica hasta entrar en México, en donde alcanza su

llmite boreal.



”;asxéefvéé hﬂmedas de Méxiéorﬁo se han est;dfado coﬁria misma
intensidad en las distintas regiones del pals. La zona lacandona
ha sido pobremente estudiada en comparacién con otras zonas
tropicales en el sureste mexicano, no sblo desde el punto de
vista ecoldgico sino también en el aspecto floristico (Meave,
1990), Este mismo autor, llevd a cabo uno de los estudios mas
recientes e impartantes para e! Area, realizando un anilisis
detallado sobre la estructura de la vegetacifin que crece en los
alrededores de la zana arqueolbgica de Bonampak, el cual fuéd

acompafado de una lista floristica.

En la actualidad se lleva a cabo el proyecto Flora Mesoamericana
{Instituto de Biologia, UNAM), en el cual se dieron a conocer
por primera vez L. schismatica y 7. alata, objetos de estudio
en el presente trabajo (Martinez & Rawmos, 1989).

]
La vegetacibn gue cubre la zona lacandona se conoce en México
como selva alta perennifolia segln la clasificacidn de Miranda y
Herndndez X. (1943), o bosque tropical perennifolin, nombre que
se utiliza con un criterio mads amplio (Rzedowski, 1978), pero
actualmente se sabe gue es un mosaico de vegetacidn muy complejo

(Garcia, 1989; E.Martinez, com. pers.).

Desde el punto de vista fitogeografico, la zona lacandona se
encuentra en la provincia florlstica de Yucatdn y las serranias

transistimas de Rzedowski (1978), Este ultimo autor considera



que la vegetaci6; de la zona lacandona estd afectada por las
modificaciones que ocurrieron hace siglos, durante el desarrollo
de la cultura maya. Sin embargo, estudios recientes (Meave, 1990}
consideran que la porcibn de la selva gue fué ocupada y alterada
por los mayas, tuvo tiempo suficiente para recuperar los rasgos
estructurales mads generales de una selva intacta y que por lo
tanto, parece que los signos de perturbacidn mis evidentes se

pueden relacionar con la historia reciente.

2. Lacandania schismatica E. Martinez y C.H. Ramos
2.1 Distribucibn geogrdfica, hdbitat y ecologia

Sblo se ha encontrado en la localidad tipo, en selva alta
subperennifolia inundable de Calophyllum brasiliense Camb, con
Terminalia amazonra (J,F.Gmel) Exell y Cryosophila argentea
Bartlett, Vive sobre substratos de materia orglnica muy hinedos,
pero no inundados, en lugares muy sombreados con poca oscilacibn
de temperatura. La localidad tipo (Fig.i) se sitda en el barde
de la zona nucleo de la Reserva Integral de la Bidstera Montes
Azules en el municipio Ocosingo, Crutero Corozal, 170 km al SE
de Palenque, camino a Boca Lacatum, sobre la carretera

tronteriza del sur, Chiapas, México (Martinez & Ramos, 1989).

L. schispatica forma parte del sotobosque de la selva, florece
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2. Triurrs alata
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todo el afo si las condiciones de humedad son adecuadas, es muy
abundante en noviembre y diciembre después de la temporada de

liluvias.

2.2 Morfologia

Son hierbas saprofiticas, afilas, blanquecinas, hasta de nueve
centimetros de alto, con un rizoma horizontal de crecimiento
indefinido y ralces fibrosas y pubescentes. Los tallos aédreos

san simples y glabros. Presentan una inflorescencia racemosa vy
bracteada, tienen flores perfectas generalmente con seis tépalos
densamente papilosos cada uno con una cauda linear-laminar en el
dpice. El gineceo y el androceo se localizan sobre un receptdculc
deprimido centralmente, con los carpelos rodeando al androceo
(Fig.zi. El gineceno puede tener de 40 a 80 carpelos papilosos con
un estilo subapical. Generalmente presentan tres estambres
centrales persistentes insertos en el borde de la depresidn del
recepticulo y anteras biloculares, introrsas, con una sola linea

de dehisencia longitudinal (Martinez & Ramos, 1989).
Su nlmero cromosémico es n=9, el complemento cromosdmice se

caracteriza por cuatro pares grandes de cromosomas Yy cinco pares

de cromosomas mas pequedfos (Davidse and Martinez, 1990).

1
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2.3 Ubicacidn taxondmica

La nueva familia Lacandoniaceae ha sido ubicada taxondmicamente
en el orden Triuridales junto a las familias Petrosaviaceae

Hutchinson ¥y Triuridaceae Gardner {(Cronquist, 1981).

Divisibén: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase! Alismatidae
Orden! Triuridales
Familia! Lacandoniaceae
Género! tacandonia

Especie:! L. schismatica

2.4 Grupos afines

Lacandoniaceae comparte con Triuridaceae los siguientes
caracteres: inflorescencia racemosa, flores actinomorfas, coan
gineceo apocdrpico, dvulos bitégmicos, solitarios, sésiles,
anitropos, con el tegumento interno formando el micrdpilo,
androceo blsicamente trimero, embridn pequefo no desarrollado
inmerso en abundante endospermo celular, habito saprofitico y
micorrizas endotrdficas. Sin embargo, difiere por: la
disposicidn espacial de los drganos reproductores, con las

estambres ocupando la parte central de la flor, la dehiscencia

ta



'ﬁntrorsa de las anteras, -extrorsa en Triuridaceae, el tapetum de
tipo secretor en Lacandoniaceas, amiboideo en Triuridaceae
(Quiroz, 1990)., La composicidn de metabolitos secundarios es de
glicéridos y sacdridos en L. schismatica y B-sitosterol,
estigmasterol y dos compuestos adicionales del tipo estructural
aromdtico que no se han identificado para 7. alata (G. Delgado,
com. pers.), se ha comenzado a describir un nuevo tipo de
fecundacidn para L. schismatica, en la cual los granos de polen
germinan en la antera en la flor abierta, se dirigen a los
micrdpilos en la misma flor y fecundan los dvulos (Marquez,

1990).

3.7rfurrs alata Brade
3.1 Distribucibn gengrafica, hidbitat y ecolagia

La familia Triuridaceae se presenta a lo largo de las regiaones
tropicales y subtropicales de América, Africa, Asia e Indonesia
(Giesen, 1933; Takhtajan, 1984). £l género 7riuris tiene dos
centros de distribucidn., Su centro prinario es en las selvas
tropicales costeras al sureste de Brasil y el centro secundario
ez al Noroeste del Amazonas. Se encuentra también en Surinam,
Guayana y Guatemala (Maas, & Rubsamen, 1986). Recientemente fué
encontrada en México en la zona Lacandona, Chiapas (Gomez &

Martinez, en prensal.

15



Las Triuridaceae son generalmente raras. El hibitat de ésta
tamilia es de selvas densas y obscuras; también se encuentran en
selvas peribdicamente inundadas, preferentemente entre los

contrafuertes y las ralces de los grandes Arboles.

7. alata sdlo se conoce de Brasil, Rio de Janeira (Brade,
1943), y de Mbxico en la zona lacandona, Chiapas (Fig L y 3).
Florece en febrero y marzo en Brasil, en México de agosto a

diciembre.

3.2 Morfologia

Son hierbas dioicas no ramificadas con rizomas cortos, numerosas
ralces filiformes y esparcidamente pubescentes., Presentan un
tallo hialino, infloresencia racemosa con bracteas triangulares
en su base, y tres tépalos caudados. Las flores estaminadas
presentan tres estambres que carecen de filamentos alternando
con los tépalos y se insertan en hendiduras circulares en la
base de un andrdforo carnoso (Fig.4). Las flores pistiladas
cantienen numerosaos ovarios elipsoides u ovoides con un estila

terminal (Maas, & Rubsamen, 1984).

16
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3.3 Ubicacibn taxondmica

Cronquist (1981), incluye dentro del orden Triuridales a las
familias Petruéaviaceae y Triuridaceae. De acuerdo a la
clasificacidn del autor la ubicacidn taxondmica de 7. alata

es la siguiente!

Divisidn: Magnoliophyta
Clase! Liliopsida
Subclase: Alismatidae
Orden! Triuridales
Familia: Triuridaceae
Género: 7riuris

Especie: 7. alata

3.4 Grupns afines

Cronquist (1981) considera que "Triuridaceae es una familia
taxondmicamente aisliada y que ademds de su probable relacidn con
la pequefia familia Petrosaviaceae, difiere agudamente de todos
los demds grupos (Fig.5). Los carpelos separados, mas o menos
numerosos, sugieren gue la familia Triuridaceae estid asociada
con las de la subclase Alismatidae. El polen trinucleado es

compatible con tal asociacidn, pero el hdbito micotrdfico,

20



Lilidae

Zingiberidae

Najadales
Commelinidae

Hidrocharitales Alismatales

Triuridales
Arecidae /

/

Alismatidae

Arecidae Liliidae

Zingiberidae _____{ ___ Commelinidae

Liliopsida
{monocotiledoneas)

Fig. 5. Relaciaones filogenéticas entre las subclases de
Liliopsida (monocotiledoneas) y entre los brdenes de la
subclase Alismatidae a la cual pertenecen lacandonia
schismalica ¥y Triuris alata, (Cronquist, 1981).

21



terrestre y el endospermo de las semillas bien desarrollado no
estd en armonia con los otros drdenes de la subclase®, y
comenta que "eventualmente podrla ser necesario constituir a
Triuridales como una subclase distinta, pero con el presente

estado de conocimientos no pienso que sea util",

Petrosaviaceae comparte con Triuridaceae: el hdhito saprofitice
y micorrizas endotrbficas, dvulos bitégmicas y andtropos asi
como una extraardinaria semejanza en la estructura anatdmica del
tallo, ralz y hojas, pero difiere por presentar estomas, tépalos
en dos series, carpelos fusionados basalwmente con wuchos dvulos
y anteras con dehiscencia introrsa, extrorsa en Triuridaceae.
Las caracteristicas afines de Triuridaceae y Lacandoniaceae ya

han sido mencionadas en el apartado 2.4 de este trabajo.
El estudio comparative del nicleo celular interfdsico de las

familias gue conforman el orden triuridales aportara

conocimientos para su ubicacidn taxondmica mds precisa.

22



4. Nicleo celular interfisico vegetal

La célula eucarionte contiene numerosos compartimientos que
consisten de organelos limitados por membranas. De estos
organelos el mds caracteristico es el nlcleo, un rasgo esencial
de todas las cdlulas animales y vegetales. El de animales ha
sido ampliamente estudiado y gran parte del conocimiento que de
é1 se tiene se ha generado por estudios con aves y mamiferos.
Por el contrario, poca es la informacibn que se posee sobre la
naturaleza y organizacibn de los diferentes componentes
estructurales de este organelo en las plantas. En interfase
consta de diversos componentes gue pueden ser agrupados
malecular ¥y ultraestructuralmente en cuatro categorias: a)
companentes fosfolipidicos, b) componentes proteicos, c)
componentes desaxirribonucleicos y d) componentes ribonucleicos

(en Aguilar, 1990) (Fig &).

a) Componentes fosfolipidicos

- Envoltura nuclear

Consiste de dos membranas de 50 a 70 A de grosor entre las
cuales se encuentra el espacio perinucleolar o cisterna de 200 A
aproximadamente. La envoltura nuclear posee ribaosomas en su

membrana externa y es continua con el retlculo endopladsmico (en

Alberts y col., 1989).

23
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lLLa presencia de una envoltura nuclear es el rasgo distintivo de
la célula eucarionte., Su funcidn estd relacianada con el rasgo
fundamental de la organizacibn eucarionte gue es la separacidn
de la transcripcibn de la traduccidn {en de Robertis y de
Robertis, 1983), La posesibn de una barrera entre la
transcripeibn v la traduccidn ha permitido el desarrollio de una
serie de procesns reguladores relacionados con la expresibn de

las genes.

b} Camponentes proteicos

- Complejo de poro

La membrana externa e interna de la envoltura nuclear estd
interrumpida por poreos nucleares. Estas y sus componentes no
membranasos asociados tienen una arquitectura altamente
organizada. Su localizacibn y estructura sugieren un papel muy
importante en la vida de la cdlula eucarionte] parece ser que
estln involucrados en el intercambia de materiales entre el

nicleo y el citoplasma.

Las paredes membranosas del poro se forman por fusion de las
membranas nucleares externa e interna. El camplejo de poro estl
compuesto de un lumen de forma circular de 700 A de diametro,

revestido por tres anillas. Cada unp de estos anillos esta



compuesto de ocho subunidades embebidas en una matriz. Es
caracteristico del complejo de poro la presencia de un
granulo central. La parte central del poro es el canal para el
transporte de productos nucleares de varios tipas., Otro rasgo
del complejo de poro es la presencia de varias f$ibrillas entre

el granulo central y las estructuras periféricas.

- LAmina densa
Es una capa de material fibroso estrechamente unida a la cara
interna de la envoltura nuclear, contiene protelnas
especializadas que forman las poros en la envoltura nuclear
(Franke, 1987). Se cree gue desempena un papel importante en
la arganizacidn de la envoltura nuclear y de la cromatina

subyacente,

- Matriz nuclear
La matriz nuclear esth compuesta por la lamina densa, el
complejo de poro, residuos del nucleolo, y una red fibragranular
interna, la cual comprende los granulos intercromatinianos gue
se presentan como particulas individuales o en cdnulos (Berezney,
1979; Krzyzaowska-Gruca et al., 1983)., Esta estructura puede
obtenerse tratando nicleos aislados con detergentes, nucleasas y

altas concentraciones de sales.
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- €) Desoxirribonucleoproteinas

" ~Cromatina

La cromatina estd compuesta de fibrillas y éstas a su vez estan
compuestas de unidades estructurales repetitivas 1lamadas
nucleosomas. Cada nucleosoma estd compuesto de un gldbulo de
histonas alrededor del cual se enrolla el acido
desoxirribonucleico (ADN). En el caso de la cromatina gque no
estd en transcripcidn o replicacidn se ha propuesto gue cada
nucleosoma comprende una corta extensidn de ADN gue contiene
terca de 200 pares de bases asociados con dos moléculas de las
histonas H2A, H2B, H3 y H4 (octimero de histonas) y una

molécula de H1 (en Alberts y col., 198%).

Los constituyentes guimicos de la cromatina son tres: DNA,
histonas y prateinas nucleares adcidas. Las histonas se pueden
clasificar en cinco grupos con base a su contenido de lisina y
arginina: a) las histonas muy ricas en lisina Hijb!) las
histonas con poca lisina, H2ZA} c) las histonas moderadamente
ricas en lisina, H2Bj d) y e) las histonas ricas en arginina

H3 y H4. Los cinco grupos s han detectado en la cromatina de
las plantas (Jordan y colaboradores, 1780). Se considera qgue las
cuatro dltimas histonas mencionadas se encuentran entre las mas
conservadas durante la evolucibn de todas las proteinas

conocicadas.
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En el nicleo celular interfdsico se observan varios grados de
condensacidn de la cromatina. Las areas de cromatina densa son
inactivas en la sintesis de (ARN), las areas de cromatina laxa
pueden estar asociadas con altas tasas de slntesis de Acido
ribonucleice (ARN) y cantienen particulas ribonucleoproteicas

{en Alberts y cal., 1989).

El arreglo de la cramatina puede presentar dos aspectosi el
patrdn reticulado donde se observan numerosas bandas de
cromatina densa entremezcladas con regicnes de cromatina laxa,
tibrillas y granulos (Fig &), v el patran cromocéntrico que
presenta grumos periféricos de cromatina densa 1lamados

cromacentros. Es posible que no haya grandes diferencias entre

el nidcleo reticulado y cromocéntrico, porgue se ha observado que

en diferentes estados metabdlicos el ndcleo de algunas plantas
adquiere una estructura interna diferente. Las plantas gue

presentan nlcleos reticulados tienen en general cromosomas nuy
largos asl como mds ADN por cromosoma y mids ADN por célula que

tos nlcleos cromocéntricos (Jardan ¥y colaboradores, 1980).

d) Ribonucleaprotelinas

En el interior del compartimiento formado por las membranas se

encuentra una variedad de elementos estructurales

ribonucleoproteicos que exhiben una composicidn molecular
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compleja y median funciones celulares importantes., El
nucleoplasma del ndcleo celular interfdsico contiene varias
estructuras ribonucleoproteicas las cuales pueden ser fhcilmente
evidenciadas caon la técnica de Bernhard (194%9). La maypria de
estas estructuras parecen estar involucradas en una de las dos
funcianes mds importantes del ndcleo: la sintesis y

procesamiento del Acido ribonucleico (ARN),

El arganelo nuclear mds conspicuc es el nucleolo, el cual puede
ser considerado el componente ribonucleoproteico mis complejo vy
altamente ordenado en eucariontes. Morfoldgicamente esta
compuesto de 1los centros fibrilares, el componente fibrilar
denso, la regidn +fibrilar y la regidn granular. Su funcidn es la
sintesis v procesamiento del pre-rRNA y el ensamblaje de

particulas prerribosdmicas (en Jiménez Garcia, 1988).

Los centros fibrilares son regiones claras a los electrones,
cuando se observan con las técnicas habituales para microacupia
electronica, contienen fibras de aproximadamente S0 A de
espesor, probablemente pertenecientes a la craomatina de los
aorganizadores nucleolares {(NORs). Contien2n los genes
ribosbmicos {(rDNA i8s, S.8s, 28s), la RNA polimerasa I, las
protelnas del organizador nucleolar que se tiden con plata
(protelnas AG-NOR), fibrilarina y las fosfoproteinas C23 y B23 y
pueden ser el sitio donde tiene lugar la actividad

transcripcional mds abundante v el procesamiento temprano del
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pre-rRNA (en Jiménez Garcia, 1988).

La regibdn granular presenta grdnulos de 150 a 200 A de didmetro
y representa el sitic de procesamiento mas tardio, maduracidn vy

almacenamiento de prerribosomas (en Jiménez Garecla, 1588).

En algunos rnucleolos puede existir una regibn fibrogranular o
nucleclonema en la que se mezclan las fibras de 40 a 80 A de
espesor ¥y 200 a 400 A de longitud, con las grinulos de 150 a 200
A de diimetro. Rodeando al nucleolo se encuentra una cubierta de
cromatina perinucleolar (PNC) la cual no se considera un
constituyente nucleolar. Ocasionalmente penetran en el nucleolo
fibras delgadas gue parten de la cromatina perinucleolar y
probablemente tengan conexidn con los centros fibrilares

ten Jiménez Garcia, 1988).

Las fibras pericromatinianas (FPC) fueron descritas por primera
vez por Monneron y Bernhard en 1%49. Inmediatamente despuds de
su sintesis se observan en el borde de la cromatina densa y
parecen corresponder al hnRNA unido a protelnas en forma de
estructuras ribonucleoproteicas fibrilares estrechamente
relacionadas con el borde de la cromatina densa donde existe
cromatina laxa y semicampacta. De manera progresiva estas fibras
migran al espacio intercromatiniano donde se entremezclan con

cromatina dispersa {(Puvion and Moyne, 1978).
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Trabajos autorradiograficos y citoquimicos demuestran que la
transcripcidon del hnRNA se lleva a cabo en el borde de la
cromatina densa y gue tas fibras pericromatinianas son las

: . . > ]
primeras estructuras ribonuclecproteicas marcadas en el area
extranucleolar de los nlcleos celulares intertiszicos de

mamlferos (Puvion and Moyne., 1978).

Los grénulos pericromatinianos fueron descritos por vez primera
por Watson en 1962 y su naturaleza ribanucleoproteica quedd
establecida definitivamente por Monneron y Bernhard en 1949. Son
particulas esféricas de 300-500 A de diametro, compuestas de
fibras densamente empagquetadas, se localizan en la periferia de
la heterocromatina compacta y rara vez se observan aislados en
el area intercromatiniana. Resisten la digestion con RNasa pero
la extraccibn secuencial con proteasa y RNasa decrece su
contraste o los destruye completamente (Monneron y Bernhard,
19569). Datos autoradiogrdficos y citoquimicos sugieren que se
forman por el enrollamiento de las fibras pericromatinianas
durante el proceso de transcripcidn y que corresponden a formas
de almacénamiento del hnRNA recién sintetizada (Vazquez-Nin y
Bernhard, 1971)., Estudios recientes demuestran que estos granulas
contienen RNA mensajero maduro, gue ya ha sufrido el proceso de

pérdida de los intrones (Vazguez-Nin y col., 1990).

Swift en 19463, describe los granulos intercromatinianos camo

particulas pequefas, densas, irregulares, de 200-250 A de
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didmetro que se presentan en clmulos interconectados por $inas
tibrillas formando una red en las regiones intercromatinianas
del ndcleo. Monneron y Bernhard en 1949 comprobaron su
naturaleza ribonucleoproteica. Se pueden encontrar transiciones

entre fibrillas y granulos intercromatiniancs,

Los 9rénulos intercromatinianos son estructuras morfoldgicamente

bien definidas del nicleo celular animal, sin embarga sus
funciones en el metabolismo nuclear no estdn bien definidas. El
grado de conocimiento de estas particulas es menor adn en los
nlcleos de plantas. Estudios citoquimicos demuestran gue
contienen grandes cantidades de proteinas fosforiladas (Wasset,
1979). Son componentes de la matriz nuclear (Berezney, 1979;
Krzyzowska-Gruca et al., 1983}, Spector et al, en 1983 y mas
claramente Fakan y colaboradores en 1984 encontraron por
inmunolocalizacidn y andlisis ultraestructural que contienen
anRMPs, particulas relacionadas can la maduracidn del pre-mnRNA.
Medina y colaboradores en 1989, demostraron mediante estudios
citaguimicos que 1los granulos de 20-25 nm detectados en el
espacio intercromatiniano en los nicleos de plantas son
homdlogos a los granulos intercromatinianos de las células
animales. Sin embargo, difieren de &stos por no formar grandes

chmulos.

Los micropuffs o cent-dmeros (Risusfo et al., 19783 Church and

Moens, 1974), son estructuras farmadas pnr una red de fibras
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ribnnu:leéﬁrnteicas que se tiAen con ié éécﬁjéé'de Sébnhard,
son sensibles a la ribonucleasa y estdn inmersas en una matriz
proteica con caracteristicas citoquimicas similares a las de
los companentes nuclieolares. Pueden estar cercanos al nucleola

o en el nucleoplasma (Risuedp et al., 1978).

Los mitcronuclealas o cariagsomas y los cuerpas nucleares densos
son caracteristicos del ndcleo vegeital. Son estructuras de 0.5 a
1pm, generalmente se encuentran adyacentes al nucleclo pero se

descarnoce su funcidn {en Jordan y colaboradores, 1280).

Los cuerpos espiralados, caracterizados par Monneron ¥y Bernhar:
en 1249, san estructuras nucleares esféricas formadas por un
agregado de espirales cortas. Su densidad a los electrones varla
de poca a muy alta. Se piensa que estdn compuestos de RNA y
prateinas. En ocasiones se encuentran cercanos al nucleglo o a
l1a envoltura nuclear pero principalmente se encuentran en los
espacios intercromnatinianns. Los cuerpos espiralados se
encuentran presentes en las especies animales y en las células
somdticas de las plantas (Mareno Diaz de la Espina et al., 1982;

Schuitz, 1989}).
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ITI. Objetivos

Los objetivos partlculares del presente trabajo son:

1) Describir !a morfologla general del nlcleo celular
interfldsicao de Lacandonia schismatica y Triuris alata,
mediante la aplicacibn de técnicas de microscopia dptica

(reaccién de Feulgen y azul de toluidina).

2) Describir la ultraestructura del nlcleo celular interfasico
de ambas especies, mediante técnicas convencionales para
microscopla electrdnica {acetato de uranilo-citrato de plomo).
3) Caracterizar parcialmente las particulas ribonucleoproteicas
(RNPs), de ambas egspecies empleando la tincidn preferencial para

ribonucleoprotelnas descrita por Bernhard (1949).

4) Comparar la organizacifn nuclear de ambas especies.
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v, Hetodolbglé

En el presente trabajo se estudid material de dos colectas de
L. schismatica (E.Martinez S. no. 24519 y 24508 MEXU), y dos
de 7. alata (E. Matinez S. no. 24510 y 24522 MEXU). Se
procesaron muestras de batenes florales y flaores en diferentes
etapas de desarrollo de acuerdo a la siguiente metododologia

(Fig. 7):

Se utilizaron dos fijadores: glutaraldehido 2.5% en buffer de
fasfatos 0.2M a pH 7.2 y glutaraldehldo 2%/Parafarmaldehido 4%
en buffer de fosfatas 0.2M; pH 7.2. Algunas nuestras se
postfijaron con tetradxido de osmio al 1% {0sO4) por 24 horas.
En algunos casos las muestras fueron fijadas en el sitio mismo
de colecta para continuar su procesamiento en el laboratorio.
En otros casos la planta fue colectada y transportada viva al
laboratorio donde se iniciaron los procesos desde la fijacidn.
Las estructuras florales fueron seccionadas en pegquefias
fracciones dentro de la solucidn fijadora. Esta se sometid al
vacio por 2 minutos, laos tejidos fijadaos en ﬁampo estuvieron en
contacto con el fijador 2 & 3 dias., Las mnuestras fijadas en el

laboratario tuvieron un tiempo de fijacidn de 2 horas.
Las muestras se lavaron tres veves por cinco minutos con buffer

de fosfatos 0.2 M a pH 7.2 para eliminar el exceso de +ijador. Se

pracedid a deshidratar las muestras con alcohaoles graduales del
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FIJACION
{

2-3 dlas (tejidos fijados en campo)
2 horas (tejidos fijados en el labaratorio¥)

Glutaraldehidao 2%/Parator-
maldehido al 4 % en Buffer
de fosfatos 0.2M3 pH 7.2

Glutaraldehido 2.5% en
buffer de fosfatos 0.2Mj

pH 7.2 \\\‘

Lavado en buffer de fosfatas
(3 veces por 5 minutos)

Con postfijacidn o sin pastfijacidn en 0s041%
(24 horas)

DESHIDRATACION

Alcohol 30% ( 10 minutos!
. 50% "
. 0% .
" 80% »
* 94% .
" 100% (3 cambins de Sminutos cada
uno)

PREINCLUSION
3 cambios de !5 minutos cada uno can

Ox{do de Propileno

Oxido de propileno/resina epdxica 2:1 (12 horas)
" 111 "
" 1:2 (29 horas)

l

INCLUSION
(resina epdxica)

POLIMERIZACION
en estufa a (&0°C)

Fig 7. Diagrama de flujo

¥ 2 minutos al vaclo
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‘30, 50, 70, 80 y %4% con un tiempo de duracién de 10 minutos

cada uno y tres cambios de 5 minutos cada uno con alcohol
absoluto. Se hicieron tres cambios de 15 minutos con &xldo de
propileno cada uno (CaHea0), después de lo cual las muestras se
colocaron en una mezcla homogénea de dxido de propileno/resina
epbxica en una proporcién 2:1 por 12 haoras; posteriormente en una
mezcla bxido de propileno/resina epdxica 121 par 12 horas y por
Ultimo se colocaron las muestras en una mezcla homogénea de

bxido de propileno/resina epdxica por 24 horas. Las muestras se
incluyeron en una resina epbxica y se polimerizaron en.una estufa

a {(60=C).

MICROSCOPIA OPTICA

Se obtuvieron cortes semitinos de 150 a 240 nm de grosor del
botdn floral en un ultramicrotomo MT1 (Sorvall). En algunos
cortes se aplich la técnica especlifica para acido
desoxirribonucleico o reaccitn de Feulgen (Feulgen-Schiff) en la
cual los tejidos fijados se sometieron a una hidrblisis acida
con HC!l IN a &0=C para liberar los grupos aldehidos del azdcar
desoxirribosa del ADN y posteriormente los se lavaraon cen

agua destilada y se transfirieron a una solucién de reactivao de
Schiff, el cual reacciona con los grupos aldehidos expuestos,
produciendo una tincibn phlrpura solamente en la cromatina

nuclear,
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Por otra parte algunos cortes semifinos de tejidos fijados se
tiferon con azul de toluidina. Las preparaciones obtenidas se

observaron en un microscopio éptico Zeiss a x S00.

MICROSCOPIA ELECTRONICA

Se obtuvieron cortes ultrafinos de 40 a 90 nm de grosor de
célutas del tegumento de L. schismatica y de células del
recepticulo de 7. alata en un ultramicrotomo MTL (Sorvall) y

se montaron en rejillas de cobre.

Se utilizd la técnica canvencional para micrnscnpia electrdnica
de acetato de uranilo/citratao de plomo v la técnica regresiva vy

preferencial para ribonucleoproteinas (RNPs) de Bernhard (1949).
Técnica convencional para microscopla electrénica.

. s 2 .
LLa tincidn convencional se llevd a cabo en una cdmara huimeda de

acuerdo a la siguiente metodnlogia:

a. L. schismatica: Las rejillas se contrastaron por flotacion
sobre una solucién de acetato de uranilo por S minutos, se
enjuagaron caon agua bidestilada y se contrastaron posteriormente

con citrato de plomo por 2 wminutos.
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b7 alatat Se utilizd el mismo procedimiento pero con tiempos
mhs largos de ambos contrastantes: 20 minutos de acetato de

uranilo y 10 minutos de citrato de plamn.

Técnica regresiva al EDTA de Bernhard, preferencial para RNPs.

a. L. schismatica: las rejillas se contrastaron por flotacidn
sobre una solucidn de acetato de uranilo por S5 minutos; se

. enjuagaron con agua bidestilada, posteriormente se colacaron
sobre una gota de solucidn de EDTA 0.2M pH 4.8 de 45 a S50 minutoss
se enjuagaron y por Ultimo se contrastaron con citrato de plomo

por 2 minutos,

b. 7. alata: se utilizd el mismo procedimiento pero con tiempos
mhs largos de tratamiento con EDTA y citrato de plomo: 5 minutos
de acetato de uwraniloj 2 horas con EDTA 0.2M; se enjuagaran con
agua bidestilada y se contrastaron con citrato de plomo por 4

minutos.

Las rejillas se observaron en un microscopio electrdnico Carl

Zeiss EM!O operando a 80Kv,
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Mortometria

Las mediciones del dildmetro de los grénulos se realizaron en
micrograflas electrdnicas de nicleos de células del tegumento de
L. schismatica y nlcleos de células del receptidculo de 7. alata,
contrastados con la téenica preferencial para RNPs. El aumento
total de las micrograflias electrdnicas analizadas fué igual o
mayor a X 25,000. Se seleccionaron para su medicidn, grénulus
bien de&inidos; La medicibn se llevd a cabo con una lupa
graduada en décimas de milimetros. Posteriormente se convirtieron
estas unidadades a nandmetros. Se midieron un total de 1000
grhnulos de 50 ndcleos provenientes de diferentes organismos. Los
datos se analizaron estadlsticamente con un programa desarrollado
por el Dr. VAzquez-Nin del Laboratorio de Microscopla Electrdnica

de la Facultad de Ciencias, U.M.A.M.
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V. Resultados
Microscapla Optica

La tinciér con azul de toluidina reveld la estructura general
de los nicleos intertdsicos de L. schismatica y de

7. alata. Ambas especies presentan nicleos reticulados,
caracteristicos de muchas monocotileddneas. Las estructuras mas
conspicuas a este nivel son los nucleolos y los grumos de
cromatina condensada, éstos Ultimos son los responsables de la
apariencia reticulada del nicleo. Sin embargo, no es posible
visualizar con detalle estas estructuras ni observar las que se

encuentran presentes en las regiones intercromatinianas.

La tincibn especifica para acido desoxiribonucleico {reaceidn
de Feulgen-Schif¢) es positiva en L. schismatica y 7. alata
para la red observada en el nucleoplasma produciéndose una
tincidn plrpura solamente en el reticulo de ecromatina. El

nucleolo no se contrasta con esta técnica.
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Microscopla Electrénica

Técnica Convencional

Con la fijacidn de glutaraldehldo 2%/Paraformaldehido 4% se
obtuvo una buena preservacidn del ndcleo celular de ambas
especies (Fig 8a y 8b), as! como del citoplasma celular, del cual
es posible observari: el complejo de Golagi, reticule endoplasnico,
vacuolas y la pared celular que delimita las células vegetales,
en los nlcleos de las células del tegumento de L. schismatica y
en los nicleos de eélulas del receptidculo de 7. alata

postfijadas con tetradxido de osmio,

Despuds de la daoble fijacidn y de la tincidn subsecuente con
acetato de uranilo y citrato de ploma, los nlclens de

L. schismatica y T. alata mostraron un patrdn reticulado con
cuatro regiones claramente definidast! la envoltura nuclear, el
nucleolo, los grumos de cromatina compacta ¥y las regiones

intercromatiniana y pericromatiniana (Fig 9a y 9b).

Los componentes nucleoplasmaticos estan delimitados por una
doble membrana interrumpida ocasionalmente por la presencia de
poros nucleares (Fig 10a). La lamina densa estd adosada a la
cara interna de la envoltura nuclear. La membrana externa estd

rodeada por ribosamas (fig 13) con un diametro similar al
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Microscopla Electrdnica
Técnica Convencional

Con la fijacibn de glutaraldehlido 2%/Paratormaldehido 4% se
obtuvo una buena preservacidn del ndcleo celular de ambas
especies (Fig 8a y 8b), as! como del citeoplasma celular, del cual
es posible observar: el complejo de Golgi, retlcule endopldsmico,
vacunlas y la pared celular gue delimita las células vegetales,
en los nicleos de las células del tegumento de L. schismatica y
en los nlcleos de células del receptdculo de 7. alata

postfijadas can tetrabxido de osmio.

Después de la doble fijacidn y de la tincidn subsecuente con
acetato de uranilo y citrato de plomo, los nlcleos de

L., schismatica y 7. alata wostraron un patrdn reticulado con
cuatro regiones claramente definidas: la envoltura rnuclear, el
nucleolo, los grumos de cromatina compacta y las regiaones

intercromatiniana y pericromatiniana (Fig Ya y 9b).

Los componentes nucleoplasmdticos estdn delimitados por una
doble membrana interrumpida ocasionalmente por la presencia de
pores nucleares (Fig 10a). La la&mina densa esti adosada a la
cara interna de la envaltura huclear. La wmembrana externa esti

rodeada por ribosomas (fig 13) taon un diametro similar al
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Fig. B8a. Micrografla eiectrdnica de dos células del tegumento de
tacandonia schismatica, fijadas can glutaraldeido 2%/
paraformaldehido 4% y postfijadas en oswio. En el citoplasma se
observan a bajos aumentos el complejo de Golgi {(g)j vacubolas
(v); reticulo endopldsmico (re) y la pared celular {(pc). El
nlcleo presenta un reticulo de cromatina (c), nucleolos
compactos (n)} vy abundantes partlculas en el nucleoplasma

(flechas). Aumento X 7,200.

Fig. 8b. Micrografia electrdnica de dos cdlulas del receptdculo
de 7riuris alata, +ijadas con glultaraldehida 2%/
Paraformaldehido 4%, sin posttijacidn en osmio. A la izquierda
una célula en interfase y a la derecha una célula en mitosis,
Se observan abundantes particulas en el nucleoplasma (flechas
gruesas)., Crnmatiﬁa (clj nucleolo (n)j cromosomas {(cr).

Aumento X 5,500,
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Fig. 9. Nicleos de células del tegumento de Lacandonia
schrsmatica (a) y nlcleos de células del receptdculo de
Triuris alata (b) a bajos aumentos, tefidos con acetato de
uranilo-citrato de plowmo, con (a) o sin (b) postfijacidbn en
osmio. Presentan un retlculo de cromatina (c}j uno o dos
nucleolos esferpidales compactas (n) y abundantes aclmulos de

grbinulas entre la cromatina reticulada. Aumento (a} X 10,000.

R
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Fig.10a. Micrografia electrdnica gue muestra la

estructura general de un nlicleo de célula de raiz de
Lacandania schismpatica tefido con acetato de uranilo-

citrato de plomo. Se observa la envoltura nuclear y los
poros. Gimulos de abundantes granulos en el espacio
interecromatiniano (flechas). En el nucleolo esferoidal
compactado se observa: el centro fibrilar (FC)5 el componente
fibrilar denso (DFC)§ y el componente granular (G).

Aumento X 44,500. E! recuadro muestra la lamina densa unida a

la cara interna de la envoltura nuclear. Aumento X 73,500.

Fig.10b. Estructura general del ndcleo de una célula del
receptdculo de 7riuris alata. Estd especie comparte con
Lacandonia schArsmatica la presencia de abundantes granulos

en el espacio inter y pericromatiniano (flechas) los cuales
son &1 rasgo dist&ntivu de ambas especies. Se ohserva la
cramatina retlculada (c). El nucleolo esferoidal compacto con
unh companente granular (G), un componente fibrilar denso (DFC)
¥ el centro fibrilar (FGC). Microputf (mp). Tincidn con acetato

de uranilo-citrate de plomo. Aumento X 35,000.
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descrito por de Robertis y de Robertis (1983), as! como por el

complejo de Golgi,

Los nucleolos son esteroidales en ambas especies, muy
caompactados, can un componente débilmente contrastado que
carresponde a los centros fibrilares, un companente

granular predominante y un componente fibrilar denso menos
abundante, El nucleole puede presentar zonas de grinulos
entremezeclados con fibras. La cromatina compacta forma una red
en farma de malla que es la responsable del patrdn reticulade
observado y corrobora las observaciones realizadas al

microscopio dptico (Fig 10a y 10b},

Tincidn preferencial para ribonucleoproteinas (RNPs)

Después de la tincion regresiva (Fig 1ia y 11b), los nucleolas
de L. schrismatica y T. alata aparecieron fuertemente
contrastados excepto en los centros fibrilares (Fig 11lb),
mientras que los grumas de cromatina densa fueron blangueados.
Las estructuras ribonucleoproteicas extranucleolares se

pusieran de manifiesto con la técnica de EDTA. En el borde de la
cromatina compacta es comln la observacidn de fibras
pericromatinianas EDTA positivas entremezcladas con grAnules
(Fig 14e), El espacio intercromatiniano y pericromatiniano de

ambas especies se caracteriza por presentar cilmulos de abundantes
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Fig. 1i. Nicleos del tegunento de Lacandania schismatica (a) y
Triuris alata (b) tefidos can acetato de uranilo-EDTA-

-citrato de plomo. El rasgo distintivo de ambas especies son los
acumulos de abundantes grdnulos EDTA positivas en el espacio
intercromatiniano (flechas)., La cromatina compacta blangueada ()}
el nucleonlo (n) bien cantrastado excepto en los centros fibrilares
(FC)., Es notable la presencia de cimulos de abundantes granulos
invadiendo la regibin inter y pericromatiniana (flechas).

Cuerpo nucleolar (cn). Aumento en (a) X 48,000. Aumento en

(b) X 41,500,
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gr&nulos EDTA positivos (Fig L2b y 12d), interconectados por
finas fibras (Fig 13). €1 tamafo de los granulos es maver al de
laos ribosomas adosados a la cara externa de la envoitura nuclear

tFig 13).

El didmetro de los grdnulos es de 32 = 3 nm en promedio en

L, schispatica y de 31 = 2 nm en promedio en 7. 2{ata. No hay
diferencia significativa (p > 0.03). Su tamafo no corresponde al
de los granulos intercromatinianos descritos para plantas por
Medina y colaboradores en 198% pero no alcanza el tamafo de los
granulos pericromatinianos, siendo intermedios al de ambos vy
mayor al de los ribosomas adosados a la cara externa de la

membrana nuclear (Fig {4a-144d).

Los grénulos presentes en acdmuios en las regiones inter vy
pericromatiniana son el rasgo distintivo del nicleo celular
interfasico de L. schrsmatrca y 7. alata por su abundancia
inusitada y por su tamafo intermedio al de los grdnulas inter y

pericromatinianos.

Otras estructuras ribonucleoproteicas.

Los cuerpos espiralados son de comirn observacidn en los nidcleos

del tegumento de L. schrismatica ¥y en los ndcleos del
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Fig. 12, Micraografla electrdnica a mayores aumentos de los
grupas de abundantes gr&nulos en los nicleos de células del
tegumento de Lacandonia schismatica (a,b) y Triuris

alata (c, d) contrastadas con la técnica convencional

para microscopla electrdnica de acetato de uranilo-citrato
de plomo (a, c) y la técnica de acetato de uranilo-EDTA-
citrato de plomo (b, d). Los granulos son EDTA positivaos

lo gque sugiere su naturaleza ribonucleoproteica. Cromatina
(c). Granulos en el espacio intercromatiniano (flechas).

Aumento en (a, b) X 48,000, Aumento en c y d 47,000.






Fig.13. Micrografia electrdnica a grandes aumentos de un
nicleo del tegumento de Lacandonia schismatica contrastado

con la técnica preferencial para RNP en la cual se observa gue
el tamafo de los grinulos de la region intercromatiniana
(flechas gruesas) gque forman aclmulos en el nucleoplasma es
mucho mayor al de los ribosomas (r) en el citoplasma. Los
poros nucleares delinitan el compartimiento nuclear y el
compartimineto citoplasmitico. Se observan las fibras gue
interconectan los grlnulos presentes en el espacio

intercromatiniano (flechas delgadas). Aumento X 116,400.
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Fig.14. Serie de microgratias electrdnicas (a-d) gue

ilustran que el tamafio de las grdnulos gque forman abundantes
grupas en los nlclens de Zacandania schismatica, es mayar

al de los ribosomas e intermedio al de los grinulos
intercromatinianos y los grinulos pericromatinianos. Ribosomas
de Lacandonia schismatica ta) y grdnulos que forman aclmulos

en el espacio inter y pericromatiniano de &sta misma especie (b)),
contrastados can la técnica de EDTA. Granulos

intercromatinianos, (c) y pericromatinianos (d) de nlcleps de
higado de rata contrastados con la técnica de bismuto.

Aumento X 172,500.

Fig. l4e. Fibras pericromatinianas (flechas) en el ndcleo de una
célula del tegumento de /lacandonia schismatica en el

borde de la cromatina compacta entremezcladas con grénulos
formande un arreglo fibrogranular. Gromatina (c). Tincién con

acetato de uranilo-EDTA-citrato de pldmo. Aumento X 115,000.






receptdculo de 7. alata. Se localizan entre grumos de cromatina
campacta y presentan delgadas fibrillas que se prolongan de los

mismas harcia el espacio intercromatiniano (Fig 15a y 15b).

Se encontraron tambidén estructuras anulares con un didwnetro de
0.5um. Con la té&cnica convencional de acetato de uranilo-citrato
de plomo muestran un anillo externo muy denso a los electranes
rodeando a una zona de menor densidad. Al aplicar la técnica
preferencial para ribonucleoprotelnas, estd Gltima zona obtiene
un alto contraste blangueirdose el arnillo externo lo que sugiere
que las estructuras anulares tienen un componente central
ribonucleoproteico rodeado por un anillo carente de ARN. Las
estructuras anulares pueden encontrarse en asociacibn con el
nucleolo o bien en la llamada regibn intercromatiniana

(Fig 15c y 15d),

Las microgratias electrdnicas de los nicleos de células
sombticas del teguwento de L. schismatica y de células

sanAdticas del receptdculo de 7. alata presentan estructuras

tipo complejo sinapton®mico entre grumos de cromatina compacta.
El ancho del espacio claro en las regiones donde hay paralelismo
entre grumos de cromatina compacta es de 380 A en L. schismatica
y de 540 A en 7. alata. A diferencia de los complejos
sinaptonénices tipicos de células meidticas no presentan los

componentes centrales (Fig (Gel.
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Fig.15.a y 15.b, Cuerpos espiralados de nlcleos del

tegumento de Lacandonria schismatica (flechas

gruesas). Tienen forma esferoidal, se lacalizan entre grumos

de cromatina compacta. Tincidn con la técnica convencional (a),
y con acetato de uranilo-EDTA-citrato de plome (b). Del borde de
los mismos se proyectan delgadas fibrillas hacia el espacio
intercromatiniano (flechas delgadas). Aumento en (a) X 22,000.

Aumento en (b) X 22,500,

Fig.15.c y 15.4. Micrografias electrdnicas de estructuras
anulares (flechas) de nicleos del tegumento de Lacandonia
schismatica tefiidas con acetato de uranilo- citrato de plomo

{c) y la técnica preferencial para RNP (d). Con la técnica
convencional se observa un componente central poco denso a los
electrones ¥y un anillo externo fusrtemente contrastado. El
componente central es EDTA positivo lo gue sugiere su naturaleza
ribonucleoproteica, pero el anillo externo se blanguea. Las
estructuras anulares pueden estar en aanciacfbn can €] nucleolo
{c) o entre grumos de crematina compacta.

Aumento en (c) X 50,000. Aumento en (d}, X 44,000.
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Fig.15.e. Estructura tipo complejo sinaptonémico (flechas) de
un nicieo de células del tegumento de Lacandonia schismatica
postfijada con tetradxido de osmioc. Se encuentra entre grumos de
cromatina compacta. Tincibn con la técnica convencianal para

microscapla electrdnica. Aumento X 40, 000.

Fig.15.f. Micropuff (mp), en el nicleo de una célula del
recepticulo de 7riurrs alata teRido con acetato de uranilo-
citfato de plomo. Se observan zonas de mayor y menor
densidad electrdnica. Nuclenlo (n)}; cromatina (c).

Aumento X 80,000.

Fig.15.9. Cuerpo nucleolar (flecha) compacto de un nidcleo de
una célula del tegumento de Larcandonra schismatica, terido con
la técnica preferencial para RNP. Nucloolo (n); cromatina (c).

Aumenta X 41,600,
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Otras estructuras cominmente observadas en L. schrsmatica y
7. &lata son lps llamados micropuffs. Estos se encuentran
unidos al retliculo de cromatina y presentan una densidad de

tincidn heterogénea (Fig 15¢).

En las micrograflas electrdnicas es comin la observacidn en
ambas especies de cuerpos nuclealares o cariosomas que aparecen
como estructuras compactas adyacentes al nucleolo, su densidad
de tincidn es muy semejante a la del nucleolo y predomina en
ellos un componente granular. Los cuerpos nucleolares aparecen
bien contrastados con la técnica preferencial para

ribonuclenproteinas (Fig 159).

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla Mo. &
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Tabla 1.

Tipo de nlcleo
de acuerdo al

arreglo de la

cromatina.

Cromatina
compacta

Nucleolo

Particulas
Fibras pericroma-
tinianas
Grhnulos pericro-

cromatinianos

Grdnulos intercro-
matinianos

Grénulos en el

espacio inter vy
poricromatiniano

Otras estructuras:

Semejanzas en la ultraestructura nuclear de
L.schisnatica v 7.

-t - n o o o o e o e - e P o A At A = = _ - - -

alata:

Reticulado

Formando un reticulo en el rnucleoplasna.

Generalmente uno o dos. Esferoidales y
compactos. El componente grahnular es el
mds abundante.

ribonucleoproteicas extranucleolares:

Presentes en la periferia de la
cromatina compacta, entremezcladas con
grénulos formando un arregle fibrogranular.

Son de rara observacifn en los nlcleos de
ambas especies.

No se observaron grdnulos intercromatinianos
tipicos

Formando cumulos. Su tamafio es intermedio

al de los llamados granulos inter vy
pericromatinianns., Estdn interconectados por
finas fibras. San muy abundantes en ambas
egpecies ¥y son el rasgo distintivo de

L, schispaticay T. alata

Cuerpos nucleolares compactos EDTA positivos.
Cuerpos espiralados de cuyos bordes se
proyectan fina fibras hacia el espacio
intercromatiniano.

Micropuffs, con una densidad de tincidn
heterogenea.

Estructuras anulares con un componente cen-
tral EDTA positive que sugiere su naturaleza
ribonucleoproteica y un anillo externo gue se
blanquea con ésta técnica. Pueden estar en
asociacitn con el nucleolo o en el espacio
intercromatiniano.

Estructuras tipo complejo sinaptonémico en
nicleos de cdlulas somdticas.
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VI, Discusidn

.El nlicleo celular intertdsico de L. schrsmatica y 7. alata

es muy semejante en su organizacidn ultraestructural general al
de otras monocotiledbneas por presentar una doble membrana
nuclear interrumpida por poros, cromatina compacta formando un
reticulo en el nucleoplasma, un nucleplo con sus regiones
caracteristicas, micropuftfs y cuerpas espiralados) sin embargo,
discrepa de las estudiadas hasta ahora por presentar estructuras
anulares, estructuras tipo complejo sinaptonémico en células
sombdticas, y por poseer en la regidn inter y pericromatiniana
abundantes granulos con un tamafo intermedio entre los llamados

intercromatinianos descritos para las plantas por Medina y

colaboradores en 1989 y los granulos pericromatinianos.

La similitud en la estructura de los nlclecs de estas especies
sugiere gue conforman un grupo hatural dado el caracter
utilizado., Sin embargo, no se puede afirmar lo anterior porque
se desconoce si los grdnulos son una caracteristica privativa de
ambas especies o si la comparten con grupos afines, es decir,
con otros miembros de la subclase Alismatidae. Por 1o anterior,
se pone de manifiesto la necesidad de llevar a cabo estudios
ultraestructurales comparativos del nilcleo celular interfadsico
de ambas especies con grupos afines del orden Alismatales e
incluso con el orden Najadales e Hidrocharitales de la subciase

Alismatidae.
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Los resultados que de estos estudios y otros similares se
deriven podrian ayudar a trabajos taxondmicos y filogenéticos

mids finos.

Los grdnulos presentes en las regiones inter y pericromatiniana
de L. schismatica ¥ 7. alata son de la misma naturaleza

ya que: son ED7A positivos, lo que sugiere su naturaleza
ribonucleoproteicaj su tamafo es intermedio entre los grinulos
intercromatinianos de las plantas (20 a 25 nm) ¥y los llamados
grdnulos pericromatinianos (30 a 50 nm) ¥y en ambas especies son

muy abundantes.

Dado que el rasgo caracteristico y distintivo del ndcleo celular
interfdsico de L.s5chrsmatica y 7. alata con respecto al resto

de 1as monocotiledbneas hasta ahora estudiadas, lo constituyen
los granulos localizados indistintamente en el ambiente peri e
intercromatiniano del nucleaplasma, es de suma impartancia
caracterizarlos por medio de citoquimica ultraestructural vy
microscopla electrdnica nediante la aplicacidn de la técnica de
impregnacidn con bismuto, para determinar si son homdlogos a los
granulos intercromatinianos} emplear la técnica de
autorradiografia ultraestructural para conocer el sitio de
sintesis del ARN y su mecanismo de transporte y determinar si
tienen una alterno de almacén, llevar a cabo digestiones

enzimdticas con RNasa, DNasa ¥y proteasas para contirmar su
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naturaleza, realizar estudios de inmunolocalizacitn con antiDNA
¥ anti snRMPs para conbcer su naturaleza guimica y su asociacion
con los genes, as! como aislarlos biogquimicamente y compararlos

con otras RMPs.

Los estudios citoguimicos ultraestructurales que se propanen
anteriarmente, ayudarin a establecer si los granulos estan
asociados a los mecanismos gue dieron origen macroevolutivamente
a una familia constitulda hasta ahora, por un género y especie:

L., schisnatica.

El conjunto de los resultados, gue de estos estudios se deriven,
arrojardn luz sobre la naturaleza quimica de los grinulos y
par lo tanto sobre las posibles modificaciones del ndcleo

celular en un proceso macroevolutivo,
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VII. Conclusiones

1) El rasgo distintivo de los nlcleos celulares de L. schismatica

y 7. alata lo constituyen los grdnulos presentes en el espacio
intercromatiniano. Sin embargo, las dembs regiones del nicleo
celular interflsico de ambas especies son muy similares al de otras

monocotiledbneas.

2) Los grinulos observados en el espacio intercromatiniano de

L. schismatica y T. alata no corresponden por

su abundancia y tamafo a los llamados ardnulos intercromatinianos
descritos en plantas por Medina M.A., y colaboradores en 1?89, El
tamaRo de los grdnulos es intermedia al de los grinulos

intercromatinianas y pericramatinianos.

3) Los grdnulos de L. schismatica y 7. alata parecen ser RNPs
de la misma naturaleza ya gue! son EDTA positivos, su tamafo es
intermedio entre el de los grinulos intercromatinianos (20-25nm)

y los granulos pericromatinianos (30-50nm), y son muy abundantes.

4) Se pone de manifiesto la necesidad de realizar estudios
ultraestructurales comparativos del ndcleo celular interfidsico

de L. schismatica y 7. alata can grupns afines para determinar

si 1os grinulos son wna caracteristica privativa de estas especies

0 si la comparten con otras.
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