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Los ttgránulos de Lacandoniatt (ttLacandonia granulestt) son 
estructu1.-as rnicroscc.iplcas presentes en los núcleos celulares 
de Lacandon.ia schismatJca :l 'l'ri11ris bre1/·istylis. Presentan 
características de distribución y tamafio intermedias entre los 
gránulos intercrornatinianos (GICs) y los gránulos 
pericromatinianos (GPCs). Con el propósito de determinar si 
estas partículas son equivalentes a los GICs presentes 
universalmente en los núcleos de animales, plantas y hongos, 
se utilizaron dos marcadores: 1) La técnica de oxinitrato de 
bismuto preferencial para GICs y 2) la técnica de 
inmunolocalización ultraestructural con un anticuerpo 
monoclonal de ratón (Yl2). Este anticuerpo reconoce un epitopo 
común a las particu.las ribonuc.leoproteicas que contienen los 
RNAs Ul, U2, U4, U5 y UG ( anti-Sm) y que marca los GICs de 
animales y plantas, asi como las fibras pericromatinianas en 
los sitios de transcripción. 

Se procesaron botones florales y flores en diferentes etapas 
de desarrollo. Para la técnica de oxini trato de bismuto P.l 
tejido se fijó en g.lutaraldehído al 6% en buffer de 
cacodilatos 0.05M a pH 7.4. La tinción con bismuto se aplicó 
en fragmentos de tejido (pre-inclusión) o en cortes ultrafinos 
(post-inclusión). Para la técnica de inmunolocalización, las 
muestras se fijaron con una mezcla de glutaraldehido al 1% y 
paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos D.16M a pH 7.2. 
Como primer anticuerpo, se utilizó un anticuerpo anti-sm 
monoclonal de ratón (Yl2) y como anticuerpo secundario una 
inmunoglobulina de ratón unida a part1culas de oro de 10 ó 15 
nm de diámetro. · 

Con la técnica de oxinitrato de bismuto se contrasta una 
fracción de las fibras pericromatinianas. También se 
contrastan ocasionalmente pequeños gránulos con un diámetro 
menor al de los ttgránulos de Lacandoniatt, así como la 
periferia de estos últimos. Sin embargo, los "gránulos de 
Lacandonia" son negativos a este procedimiento. Los resultados 
del inmunomarcaje con el anticuerpo Y-12 indican la presencia 
de snRNPs en las fibras pericromatinianas y en menor 
proporción en la periferia de los "gránulos de Lacandoniatt. 

El conjunto de estas observaciones indica que los ttgránulos de 
Lacandoniatt no son morfológica, citoquimica e 
inmunocitoquimicamente equivalentes a los GICs. 
Alternativamente, los "gránulos de Lacandonia" podrían ser 
similares a los gránulos pericromatinianos y a los gránulos de 
Balbiani, estructuras nucleares que se piensa están 
relacionadas con el almacén y/o transporte de mRNAs 
especificas. Con base en lo anterior, se sugiere aislar y 
determinar el contenido de los "gránulos de Lacandonia" 
mediante técnicas bioquímicas y moleculares para determinar su 
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papel citofisiológico en el metabolismo nuclear de L. 
schismatica. 
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l. Lacandonia schismatica E. Martinez & C.H. Ramos 

La enorme diversidad de las angiospermas comprende plantas de 

dimensiones muy diferentes, desde las minúsculas lentejas de 

agua de menos de un centímetro de longitud hasta los árboles 

de eucalipto de más de quince metros de altura y un rango casi 

infinito de flores que abarcan desde las magnolias hasta las 

orquídeas. Toda esta variedad debió surgir hace 

aproximadamente cien millones de años, en un 

relativamente corto y reciente del tiempo geológico 

1984). 

periodo 

(Dilcher 

Las flores distinguen a las angiospermas de todas las otras 

plantas con semilla ó gimnospermas. En las angiospermas los 

verticilos sexuales femeninos consisten de carpelos los cuales 

contienen los óvulos. Los verticilos sexuales masculinos son 

los estambres y producen los granos de polen. En las flores 

bisexuale.s los estambres están generalmente colocados debajo y 

alrededor de los carpelos (De Candolle 1813; Hutchinson 1959; 

Takhtajan 1969; cronquist 1981; Dilcher 1984). Tanto los 

verticilos sexuales femeninos como masculinos están rodeados 

por pétalos en el interior y sépalos en el exterior, 

variadamente modificados para proteger a la flor ó para ayudar 

en la polinizaoión. Esta organización floral básica es típica 
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de las flores bisexuales que se encuentran en el registro 

fósil, asi como de todas las angiospermas que se conocen en la 

actualidad, con la excepción de Lacandonia schismatica E. 

Martinez & C.H. Ramos (Lacandoniaceae: Triuridales). (Fig. 1). 

L. schismatica es una planta pequefta saprofita de hasta nueve 

centimetros de alto. Su caracteristica morfológica más 

interesante es la inversión espacial de los verticilos 

sexuales, con el androceo ocupando la parte central de la flor 

rodeado por el gineceo. Vive sobre substratos de materia 

orgánica muy húmedos. Sólo se ha encontrado en la localidad 

tipo en selva alta subperennifolia inundable de Calophyllum 

brasilience camb, con Terminalia amazonia (J.F. Gmel) Exell y 

Cryosophila argentea Bartlett. Forma parte del sotobosque_ de 

la Selv~ Lacandona. La localidad tipo se sitúa en el borde de 

la zona núcleo de la reserva Integral de la Biósfera Montes 

Azules en el municipio de Ocosingo, Crucero Corozal, 170 

kilómetros al sureste de Palenque, camino a Boca Lacantum, 

sobre la carretera fronteriza del sur, Chiapas, México 

(Martinez & Ramos, 1989). Hasté.l el momento, no ha sido posible 

cultivarla no obstante haberse intentado p0r medio de cultivo 

de tejidos (en el Jardin Botánico, UNAM) y a través del 

~ranslado de individuos de esta especie, con su propio 

substrato, a cámaras controladas en la Facultad de Ciencias, 

en donde se trataron de igualar las condiciones de temperatura 

y húmedad de su hábitat. 
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FIG. lA. -Lacandonia schismatica. EN LA FLOR SE OBSERVA LA 

POSICION CENTRAL DEL ANDROCEO (1) CON RESPECTO AL GINECEO (2). 

TEPALOS (3); BRACTEA (4); RAICES (5); RIZOMA (6). 

FIG. lB.-CORTE LONGITUDINAL DE DOS CARPELOS (C). TEPALO (TP); 

SACO EMBRIONARIO (S); TEGUMENTOS (TG). 

FIG. J.C.-NUCLEO INTERFASICO DE UNA CELULA DEL TEGUMENTO DEL 

OVULO. NUCLEOLO (N); COMPONENTE GRANULAR DEL NUCLEOLO (G); 

COMPONENTE FIBRILAR DENSO (CFD), CENTRO FIBRILAR (CF); 

CROMATINA ( C) ; CUERPOS FIBRILARES ( j ) ; FIBRAS 

PERICROMATINIANAS ( /); MICROPUFFG (m); CUERPOS ESPIRALADOS (• 

,.J; ESTRUCTURA ANULAR (EA); ESTRUCTURA TIPO COMPLEJO 

SINAPTONEMICO ( CS); "Gránulos de Lacandonia ( GL) '·. 
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De acuerdo con Cronquist (1981) su 11bicación taxonómica es la 

siguiente: 

División: Magnoliophyta 

Clase: Liliopsida 

Subclase: Alismatidae 

Orden: Triuridales 

Familia: Lacandoniaceae 

Género: Lacandonia 

Especie: L. schismatica 

La inversión espacial de los verticilos sexuales, aunada al 

hecho de que los individuos de está especie conforman una 

población muy pequeña, localizada dentro de un área muy 

restringida de la selva Lacandona en Chiapas, México, parece 

indicar que L. schismati~a posiblemente se originó por un 

proceso macroevolutivo, de acuerdo con ruodelos propuestos para 

otros organismos (Grant 1985). 

Debido al interés despertado por esta planta, actualmente se 

lleva11 acabo estudios que abarcan su anatomía reproductiva y 

vegetativa y su embriología (Márquez-Guzmán et al. 1989; 

Márquez-Guzmán 1990; Quiroz Choperena 1990); estudios 

genéticos (Davidse y Martinez 1990); estudios bioquímicos (G. 

Delgado, no publicado), de cultivo de tejidos y estudios 

ultraestructurales del núcleo celular interfásico de está 

especie (Jiménez-Garcia et al. 1990 (a); Jiménez-Garcia et al. 
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1990 (b); Jiménez-Garcia et al. 1991; Agredano 1991; Vázquez-

Nin et al. 1992), y sobre su micorriza (Palacios y Pérez 1993, 

en prer1sa) . 

Gracias a los diversos estudios realizados, actualmente se ha 

acumulado información acerca de su biología. Por ejemplo, se 

sabe que el tapetum de la Fam i.lia Lacandoniaceae es de tipo 

secretor, y que la composición de metabolitos secundarios en 

L. schismatica es de glicéridos y sacáridos (G. Delgado com. 

pers.). Los estudios de Davidse & Martinez en 1990, revelaron 

que el número cromosómico de esta especie es de nueve. Además, 

los estudios sobre su a~atomia reproductiva han permitido 

describir un nuevo tipo de fecundación para esta familia en la 

cual, antes de la antesis, los granos de polen germinan dentro 

de la antera indehiscente, los tubos polinices crecen entre 

las células del receptáculo y después se dirigen hacia los 

óvulos, de tal modo, que un0 de ellos entra al saco 

!mbrionario por el mi~rópilo a través de una de las 

sinérgidas, presentándose la doble fecundación. Una vez 

efectuada la doble fecundación, la flor se encuentra abierta 

(Vázquez, 1992). 
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2. El Núcleo Celular Interfásico de plantas 

En la actualidad son muchos los estudios qu0 SR tienen sobre 

la organización del núcleo celular en interfase, los cuales 

han sido posibles gracias al uso de diferentes técnicas entre 

las que se encuentran las de citoquimica e inmunocitoquímica 

ultraestructural, así como las técnicas bioquimicas. Sin 

embargo, la mayoría de estos estudios emplean tejidos animales 

para conocer la naturaleza y organización de las diferentes 

regiones nucleares. En plantas, los estudios sobre la 

organización nuclear son escasos y se enfocan principalmente a 

la organización nuclear de plan~as que presentan un arreglo de 

cromatina reticulado (Lafontaine 1974; Luck & Lafontaine 

1983), el cual solo se presenta en plantas. Adem2s, se ha dado 

mayor énfasis al estudio de la cromatina compacta y al cuerpo 

nucleolar (Motte et al. 1991; Luck & Lafontaine 1980; Jordan 

et al. 1980; Luck & Lafontaine 1982). Por otro lado, muy pocos 

son los P.studios que se tienen sobre los núcleos celulares en 

interfase que presentan un arreglo de la cromatina de tipo 

cromocéntrico (Moreno Diaz de la Espina et al. 1992). 

El núcleo en interfase consta de di versos componentes que 

pueden ser agrupados molecular y ultraestructuralmente, en 

cuatro categorías: a) componentes fosfolipidicos, 

b)componentes proteicos, c) componentes desoxirribonucleicos y 

d) componentes ribonucleoproteicos (en Aguilar 1990). 
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a) COMPONENTES FOSFOLIPIDICOS 

- ENVOLTURA NUCLEAR 

Consiste de dos membranas, de 5 a 7 nm de grosor, entre las 

cuales se encuentra e. espacio perinucleolar ó cisterna de 20 

nm aproximadamente. Posee ribosomas adheridos a la parte 

citoplasmatica de su membrana externa y es continua con el 

reticulo endoplásmico. constituye una barrera entre los 

procesos de transcripción y traducción, lo que ha permitido el 

desarrollo de una serie de procesos reguladores relacionados 

con la expresión génica (en Alberts et al. 1989). 

b) COMPONENTES PROTEICOS 

- COMPLEJO DE PORO 

Las envolturas nucleares de todos los eucariontes están 

atravesadas por poros nucleares, cada uno de los cuales está 

rodeado por una estructura discoidal conocida como compleJo de 

poro nuclear. El complejo está compuesto de un lumen de forma 

circular de 70 nm de diámetro revestido por tres anillos. Cada 

uno de estos anillos está compuesto de ocho subunidades 

embebidas en una matriz. La parte central del poro es el canal 

para el transporte de productos nucleares de varios tipos. La 

localización y estructura de los complejos de poro, sugiere un 

papel muy importante en la vida de la célula eucarionte; 

parece ser que están involucrados en el intercambio de 
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materiales entre el n~cleo y el citoplasma (en Alberts et al. 

1989). 

- LAMINA DENSA 

Se encuentra adosada a la cara interna de la envoltura 

nuclear. Está comp~8sta por una red fibrosa que contiene 

proteinas especializadas que forman los poros en la envoltura 

nuclear (Franke 1987). Se cree que desempeña un papel 

importante en la organización de la envoltura nuclear y de la 

cromatina subyacente. Su composición, similar a la de los 

filamentos intermedios, sugiere que tiene relación con el 

citoesqueleto. 

- MATRIZ NUCLEAR 

Consiste de un complejo de poro-lámina l esidual externo, 

residuos del nucléolo y una malla interna que interconecta 

estos dos elementos. Se ha observado que la malla interna, 

además de las estructuras fibrilares, compn~nde a los gránulos 

intercromatinianos (Berezney 1979; Krzyzowska-Gruca et al. 

1983). Esta estructura se puede obtener después de tratar los 

núcleos aislados con detergentes, nucleasas y concentraciones 

altas de sales. e) DESOXIRRIBONUCLEOPROTEINAS 
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- CROMATINA 

La cromatina está compuesta de fibrils y éstas, a su vez, 

están compuestas de unidades estructurales repetitivas 

llamadas nucleosomas. cada nucleosoma está compuesto de un 

glóbulo de histonas alrededor del cual se enrolla el ácido 

desoxirribonucleico (ADN). 

El ADN en las células eucariontas está asociado con grandes 

cantidades de proteínas, las cuales se dividen en histonas y 

proteínas nucleares ácidas. Las histonas se pueden clasificar 

en cinco grupos con base en contenido de lisina y arginina: A) 

las histonas muy ricas en lisina Hl; 8) las histonas con poca 

lisina, H2A; C) lé<s histonas moderadamente ricas en lisina, 

H28; D) y E) las histonas ricas en arginina HJ y H4. Los cinco 

grupos se encuentran en la cromatina de las plantas (Jordan et 

al. 1980). se considera que las últimas cuatro histonas 

mencionadas se encuentran entre las proteínas más conservadas 

durante la evolución. 

La cromatina condensada en los núcleos de algunas plantas, 

está organizada en cromocentros asociados con la envoltura 

nuclear y con el nucléolo presentando regiones ocasionales de 

cromatina en el nucleoplasma, entremezcladas con regiones de 

cromatina laxa, fibras y gránulos. Estos núcleos se denominan 

cromocéntricos y son característicos de las células animales y 
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de algunas plantas e.g. Lycopersicon e~rulentum. En les 

núcleos interfdsicos de otras plantas se observan bandas de 

cromatina compacta formando un rcticulo en el nucleoplasma. El 

reticulo ue cromatina en interf áse es poco más o menos 

conspicuo dependiendo de las especies. Las diferencias se 

deben al diámetro de las bandas de cromatina, asi como a la 

presencia de cromocentros (en Jor(3n et al. 1980), el tamafio y 

número de loscuales difiere de una planta a otra. Como 

resultado de estas diferencias, algunas especies presentan 

núcleos que son intermedios en estructura entre el tipo 

reticulado y el crornocéntrico (Lafontaine 1974). En el núcleo 

interfásico se observan varios grados de condensación de la 

áreas de cromatina laxa pueden estar asociadas con altas tasas 

de sintesis de ácido ribonucleico (ARN) y contienen particulas 

ribonucleoproteicas. Las áreas de cromatina densa son 

inactivas en la síntesis de ARN. 

El patrón reticulado puede observarse en muchas plantas e.g. 

Allium cepa. Las plantas con un núcleo reticulado tienen 

cromosomas más grandes, 

ADN por célula (Jordan 

asi corno más ADN por cromosoma y más 

et al. 1980). Algunos cromocentros 

están incorporados comunmente en estas bandas (Lafontaine 

1974). El patrón reticulado de la cromatina existe únicamente 

en las plantas (Jirnénez-García et al. 1989). 

d) RIBONUCLEOPROTEINAS 
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- El NUCLEOLO 

Es el organelo nuclear mas conspicuo, el cual puede ser 

considerado el componente ribonucleoproteico más complejo y 

altamente ordenado en los eucar ion tes. Morfolcigicamente está. 

compuesto de los centros fibrilares, el componente fibrilar 

denso, la región fibrilar y la región granular. su función es 

realizar la síntesis y el procesamiento del pre-rRNA y el 

ensambla je de parti:culas prerr iboscimicas (en J iménez García 

1988). 

Los centras fibrilares son regiones semi.densas a los 

::ilectrones, cuando se oi:Jservan con las técnicas habituales 

para microscopia electrónica, contienen fibras de, 

aproximadamente, 5 nm de espesor, probablemente pertenecientes 

a la cromatina de los organizadores nucleolares (NORs). 

contienen los genes ribosómicos (rDNA 18s, 5.8s,28s), la RNA 

polimerasa I, las proteínas del organizador nucleolar que se 

tiñen con plata (proteinas AG-NOR), fibrilarina y las 

fosfoproteínas C23 y B23 y pueden ser el sitio donde tiene 

lugar la actividad transcripcional mas abundante y el 

procesamiento temprano del pre-rRNA (en Jiménez-García 1988). 

La región granular presenta granules de 15 a 20 nm de diametro 

y representa el sitio de procesamiento más tardío, maduración 

y almacenamiento de prerribosomas. En algunos nucleolos puede 

existir una región f ibrogranular o nucleolonema en las que se 
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mezclan las fibras de 4 a 8 nm de espesor y 20 a 40 nm de 

longitud con los gránulos de 15 a 20 nm de diámetro. En las 

células animales se encuentra una cubierta de cromatina 

perinucleolar rodeando al nucleolo la cual no se considera un 

constituyente nucleolar. 

nucleolo fibras delgadas 

Ocasionalmente 

que parten 

penetran 

de la 

en el 

cromatina 

perinucleolar y que, probablemente, tengan conexión con los 

centros fibrilares (en Jiménez-Garcia 1988). La cromatina 

perinucleolar en las plantas, está restringida a una conexión 

clara del nucleolo con una o dos bandas de cromatina densa 

(Jordan et al. 1980) y es parte de los NORs interfásicos 

(Motte et al. 1991). 

Las especies de plantas con un nucleo interf ásico 

cromocéntrico presentan 

contrario, las plantas 

un solo nucleolo conspicuo. Por el 

con un núcleo reticulado presentan, 

frecuentemente, más de un nucleolo en la interfase (Lafontaine 

1974). 

- CUERPOS FIBRILARES 

otras estructuras presentes en los nucleos de las plantas son 

los cuerpos fibrilares. Estas son estructuras compactas 

rodeadas por un halo claro, formadas por fibras de 7.5 a 10 nm 

las cuale~ a su vez, están formadas de fibras más delgadas de 

1.5 a 2 nm. su forma elipsoidal y su densidad electrónica es 

menor que la del nucleoplasma. Se encuentran preferencialmente 
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en el núcleo, aunque también pueden encontrarse en el 

citoplasma, donde presentan una estructura fibrilar más laxa. 

Pueden estar asociados al componente granular del nucleolo, a 

la heterocromatina en el espacio intercromatiniano o bien a la 

envoltura nuclear. Son negativos a la tinción con EDTA. 

Estudios citoquímicos señalan que estos cuerpos están 

compuestos principalmente de proteínas y que contienen 

pequeñas cantidades de ADN (Moreno Di.az de la Espina & Risueño 

1977). 

Los cuerpos fibrilares son muy escasos en los núcleos de 

células animales y vegetales. Sin embargo, su número puede 

aumentar cuando se bloquea la sintesis de ARN nucleolar o 

extranucleolar y la sintesis de proteínas. Los cuerpos 

fibrilares parecen corresponder a la expresión morfológica de 

un bloqueo de la transcripción constituyendo, posiblemente, un 

sistema de eli::tinación para proteínas y ADN del núcleo (Moreno 

Diaz de la Espina & Risueño 1977). 

- CUERPOS ASOCIADOS AL NUCLEOLO 

También llamados karyosomas, cuerpos laxos ( Jordan 1976) o 

es férulas (Lucke y Lafontaine 1982). Son estructuras típicas 

de los núcleos cromocéntricos y reticulados de las plantas. 

Estas estructuras nucleares se observan estrechamente 

asociadas con la superficie micleolac, adyacentes al nucleolo 
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o libres en el nucleoplasma (Jordan et al. 1980). Son cuerpos 

esféricos de 0.5-1.5 µm da diámetro. Investigaciones 

ultraestructurales recientes revelan que estos cuerpos 

nucleares presentan una estructura fibrilar y que poseen las 

siguientes propiedades citoquimicas: obtienen un fuerte 

contraste con la técnica de EDTA (Bernhard 1969), reaccionan a 

la tinción con oxinitrato cte bismuto y a la tinción de plata; 

de la misma forma que el componente fibrilar denso del 

nucleolo (Luck y Lafontaine 1982; Moreno Diaz de la Espina et 

al. 1992). Los cuerpos nucleares difieren, tanto en 

ultraestructura como en composición, de los centros fibrilares 

y de la cromatina asociada a el nucleolo. No muestran 

continuidad física con estas estructuras. Los resultados de 

los estudios citoquímicos en Ciser arietinum indican que los 

cuerpos nucleolares esféricos contienen proteínas básicas y 

ácidas (Luck & Lafontaine 1982). Son sensibles a la digestión 

con RNasa, lo que indica que estos cuerpos contienen ARN. 

Además, son sensibles a la digestión con proteinasa K, lo que 

indica que están presentes cantidades considerables de 

proteínas en estas formaciones nucleares ( Luck & Lafontaine 

1982). La similaridad de las reacciones citoquímicas de los 

cuerpos nucleolares y otros componentes nucleolares, así como 

su asociación al componente granular, sugiere que contienen 

productos nucleolares que son eventualmente exportados al 

nucleoplasma (Moreno Diaz de la Espina et al. 1982; Moreno 

Díaz de la Espina et al. 1992); sin embargo, el significado 
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funcional de estas estructuras permanece obscuro. 

- MICROPUFFS O CEN'rROMEROS 

Los micropuffs estdn formados de una red fibrilar de 

ribonucleoproteínas inmersas en una matriz proteica con 

características similares a las de los componentes nucleolares 

(Moreno Diaz de la Espina & Risuefio 1977). El examen de cortes 

seriados del núcleo en microesporocitos de Allium fistolosum, 

ha revelado que los micropuffs corresponden a centrómeros 

(Church & Moens 1976; Moens & Church 1977). Investigaciones 

similares llevadas a cabo en células meristemáticas de Allium 

porrum, también llevaron a la misma conclusión (Lafontaine y 

Luck 1980). Los centrómeros pueden estar cercanos al nucleolo 

o en el espacio intercromatiniano en contacto estrecho con 

segmentos de cromatina compacta. Su densidad de tinción es 

heterogénea, con regiones densas y claras al haz electrónico 

(Jordan et al. 1980). 

- CUERPOS ESPIRALADOS 

Son componentes nucleares normales de las células animales y 

vegetales. Fueron observados por primera vez por Ramón y 

Cajal, quien los denominó cuerpos accesorios del nucleolo 

(Cajal 1903) Posteriormente, fueron observados al microscopio 

electrónico en los núcleos de células de hígado de rata por 

Monne:r.on y Bernhard en 1969, quienes lP.s dieron el nombre 
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actual. Moreno Diaz de la Espina et al. en 1982, los 

describieron más tarde en núcleos de células meristemáticas de 

Allium cepa y en células nucelares de Piswn sativum. Son 

estructuras compuestas de fibras densamente enrrolladas las 

cuales tienen un diámetro de 15 a 25 nm que forman un cuerpo 

compac~o esférico o poliedrico. Pueden estar cerca del 

nucleolo o de la envoltura nuclear pero, en la mayoría de los 

casos se encuentran en la región intercromatiniana formando 

conecciones con las estructuras ribonucleoproteicas o con la 

heterocromatina compacta. Las fibras que forman los cuerpos 

espiralados son ED'rA positivas y son digeridos parcialmente 

por la RNasa y la tripsina '(Monneron y Bernhard 1969). 

Resisten la digestión con DNasa y no se contrastan con la 

amina de osmio, lo que sugiere ausencia de ADN. La carencia de 

marcaje después de pulsos cortos de incorporación con uridinia 

tri tiada, descarta la posibilidad de que los cuerpos 

espiralados sean si ti os de transcripción (Moreno Díaz de la 

Espina et al 1982). No obstante, su continuidad con las fibras 

pericromatinianas parece indicar que se trata de estructuras 

nucleares estables posiblemente involucradas en el metabolismo 

del ARN. Recientemente, se ha observado que los cuerpos 

espiralados son más comunes en células transformadas (Spector 

et al 1992) y contienen elementos moleculares relacionados con 

el metabolismo tanto del pre-mRNA como del pre-rRNA (Brasch & 

Ochs 1992), como son snRNPs, fibr.ilarina y U3snRNA ( Jiménez

Garcia et al. coro. pers). 
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- FIBRAS PERICROMATINIANAS 

Monneron y Bernhard en 1969 describieron las fibras 

pericromatinianas como estructuras ribonucleoproteicas 

presentes en los bordes de cromatina compacta. En 1989 

Jiménez-Garcia y colaboradores demuestran su presencia 

universal en animales, plantas y hongos. Estas estructuras se 

observan principalmente en la periferia de la heterocromatina, 

en la llamada región pericromatini.ana, pero también pueden 

encontrarse en el espacio intercromatiniano, especialmente en 

las células particularmente activas en la síntesis de ARN. 

Monneron y Bernhard (1969) propusieron que las fibras 

pericromatinianas representan la expresión morfológica de la 

transcripción y que son las primeras estructuras que contienen 

el ARN extranucleolar recién sintetizado. 

La importancia de la región pericromatiniana en la 

transcripción del ARN extranucleolar se ha puesto de 

manifiesto en muchos estudios que emplean la autorradiografia 

ul traestructural como herramienta de estudio (Vázquez-Nin y 

Bernhard 1971; Fakan et al. 1976). Diversos estudios 

autorradiográficos, bioquímicos e inmunocitoquimicos sugieren 

la migración de las fibras pericromatinianas hacia el espacio 

intercromatiniano (Fakan y Bernhard 1973), así como la 

posibilidad de que, parte del procesamiento del pre-rnRNA, sea 

parcialmente llevado a cabo 

et al. 1990). Las FPC 

en forma de fibras (Vázquez-Nin 

contienen elementos proteicos 
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relacionados con la eliminación de intrones ( splicing), como 

son las snRNPs ( Fakan et al 1984) y el factor esencial de 

splicing SCJ5, que no forma snRNPs (Spector et al 1992). 

- GRANULOS PERICROMATINIANOS 

Los gránulos pericromatinianos (Watson 1962) fueron descritos 

en los núcleos de mamíferos como cuerpos esféricos de 30 a 50 

nm de diámetro en su mayor parte rodeados por un halo claro de 

25 nm. Presentan una estructura interna de tipo fibrilar, con 

fibras de 1.2 a 1.5 nm irregularmente enroll~das y embebidas 

en una matriz difusa. Se localizan en la periferia de la 

heterocromatina compacta y rara vez aislados en el área 

intercromatiniana. Están estrechamente ligados a las fibras 

per icroma tinianas, encontrándose conexiones fibrilares entre 

estos gránulos y las fibras pericromatinianas (Vázquez-Nin y 

Bernhard 1971).Los gránulos pericrornatinianos forman un grupo 

rnorfológicamente bien definido cuya presencia es universal en 

animales, plantas y hongos. El tamaño de los gránulos 

pericromatinianos en plantas es variable. Se encuentran 

frecuentemente como pares en la mayoría de las plantas y en 

algunos casos corno grupos lineares. Algunas plantas presentan 

gránulos dentro de grumos de cromatina compacta (Jiménez 

García et al. 1989). 

Son fuertemente contrastados por la técnica regresiva para 

ribonucleoproteinas de Bernhard (1969), mientras que son 
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negativos en tinciones especificas para ADN (Monneron y 

Bernhard 1969; Vázquez-Nin & Bernhard 1971; Puvion-Dutilleul & 

Puvion E 1981). Además, se ha demostrdcL) qu'' Lo:; qr·ünulos 

pericromatinianos resisten la digestión con HNasil, pero la 

extracción secuencial con proteasa decrece su 

contraste o los destruye completamente ( Monneron .r, Bernhard 

1969). 

9atos autorradiográficos y citoguimicos sugieren que se forman 

por el enrollamiento de las fibras perlcromatinianas durante 

el proceso de transcripción y que corncisponden a formas de 

almacenamiento del hnRNA recién sintetizado (Vázquez-Nin & 

Bernhard 1971). Estudios recientes indican que estos gránulos 

contienen ARN mensajero maduro, que ya ha sufrido el proceso 

de pérdida de intrones (Vázquez-Nin et al. 1990). 

- GRANULOS INTERCROMATINIANOS 

Los gránulos intercromatinianos (Swift 1959), son estructuras 

morfológicamente bien definidas. Sin embargo, sus funciones en 

el metabolismo nuclear no están bien definidas. Tienen un 

diámetro de 20 a 25 nm. En las células de mamíferos se 

encuentran formando cumulas (Monneron y Bernhard 1969). Por el 

contrario, en las células de las plantas e invertebrados, son 

escasos y dispersos, llegando a encontrarse en pequeftos grupos 

(Jiménez-Garcia et al. 1989; Medina et al. 1989). Son 

componentes de la matriz nuclear (Berezney 1979; Kryzowska-
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Gruca et al. 198J; Kryzowska-Gruca et al. 1985). Los estudios 

citoquimicos llevados a cabo en células animales y vegetales 

indican que los qránulos intercromatinianos son de naturaleza 

ribonucleoproteica (Monneron y Bernhard 1969), resisten la 

extracción secuencial con proteasa y RNasa y son resistentes a 

la digestión con RNasa y DNasa (Medina et al. 1989; Moreno 

Diaz de la Espina et al. 1992). Además, contienen grandes 

cantidades de proteínas fosforiladas (Wassef 1979). 

Spector et al. (1983) y Fakan et al. (1984) encontraron, por 

inmuno1ocalización y análisis ul traestructural, que los 

gránulos intercromatinianos contienen snRNPs, las cuales son 

partículas relacionadas con la maduración del pre-mRN!,. Por 

otro lado, los GIC también contienen el factor esencial de 

splicing SC35, el cual no forma snRNPs (Spector et al. 1992). 

Estos datos sugieren que los gránulos intercromatinianos están 

involucr;;idos, estrechamente, con el procesamiento 

postranscripcional del pre-mRNA. Específicamente, parecen ser 

sitios de almacén y/o ensamblado de factores de splicing. 
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J. El Núcleo ct~.1.ular interfás.ico de L. schismatica 

Lo:; e:;tud.io:c; ul.truestructurales del núcleo de está especie, 

utilizando t~cnicas convencionales para microscopia 

electrónica, muestran que presenta un patrón reticulado 

característico de muchas monocotiledóneas (Jiménez Garcia et 

al 1992) (Fig. 1). 

-CROMATINA 

La cromatina compacta en L. schismatica se dispone, como 

retículo o red en el nucleoplasma. De la periferia de está se 

extienden filamentos de cromatina hacia el nucleoplasma. 

Además se detectan pequeñas cantidades de cromatina en el 

cuerpo nucleolar. 

-RIBONUCLEOPROTEINAS 

L., schismatica presenta generalmente dos nucleolos esféricos 

compactos en los que se localiza el componente fibrilar denso, 

la región fibrilar y la región granular, pudiendo encontrar3e 

cuerpos fibrilares asociados al componente granular del 

nucleolo. En estrecha asociación con la superficie nucleolar, 

se encuentran los karyosomas. Los centrómeros, al igual que en 

otras plantas, se encuentran unidos a segmentos de cromatina 
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compacta en el área intercromatiniana o bien cercanos al 

nucleol.o. 

En L. schismatica es común la observación de cuerpos 

espiralados en la región intercromatiniana, entre segmentos de 

cromatina compacta, formando conecciones con los mismos. 

Además, se han encontrado estructuras anulares, de 0.5 µm, con 

un componente central de posible naturaleza ribonucleoproteica 

rodeado por un anillo denso al haz electrónico (cuando se 

aplican técnicas convencionales para microscopia electrónica) 

que posiblemente contenga ADN o proteínas. Estos anillos 

pueden encontrarse en el área intercromatiniana y más 

frecuentemente, en asociación con el nucleolo. En algunas 

ocssiones se observan en células somática~ del tegumento, 

estructuras tipo complejo sinaptonémico, de aproximadamente 40 

nm de ancho en segmentos de cromatina compacta. El espacio 

claro de esta estructura tiene un componente fibroso que, a 

diferencia de los complejos sinaptonémicos típicos, carece del 

componente lateral y central característicos de los mismos. 

3.1 Los "gránulos de Lacandonia". 

En el espacio inter y pericromatiniano de L. schismatica se 

encuentran abundantes gránulos con un tamaño (323 nm) y 

distribución intermedia al de los inter y pericromatinianos, 

ya que se encuentran indistintamente en la región inter y 

pericromatiniana del núcleo. Carecen del halo claro que 
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caracteriza a los gránulos pericromatinianos y forman cúmulos 

de abundantes gránulos lo cual no es car:-acter.í.stico de los 

GICs de las plantas. son ED'l'A positivos, lo cua.L sugiere su 

naturaleza ribonucleoproteíca. Por sus características, son 

partículas diferentes a los GICs y GPCs de animales y plantas 

por lo que reciben el nombre de "gránulos de Lacandonia" 

(Jiménez Ga.::-cía et al 1992). Los estudios comparativos del 

núcleo en interfase de L. schismatica con otras especies del 

orden Triuridales (Triuris brevistylis) y otras pl'=lntas 

saprófitas (Voy.ria aphylla y Gymnosiphon divaricatus) indican 

que las estructuras anulares mencionadas anteriormente, se 

encuentran en todas las plantas estudiadas. 

estructuras tipo complejo sinaptonémico y 

Sin embargo, las 

los "gránulos de 

Lacandonia" son características privativas de las dos especies 

primeramente mencionadas, lo cual apoya un origen monofilético 

para ambas ( Jiménez García et al 1992). Los "gránulos de 

Lacandonia" son el rasgo distintivo de L. schismatica y 

Triuris brevistylis y objeto de estudio en el presente 

trabajo. 

Esta investigación está enfocada al estudio citoquímico e 

inmunoci toquímico ul traestructural de los "gránulos de 

Lacandonia". Con este propósito, se utilizó el método de 

oxinitrato de bismuto (Locke & Huie 1977, Brown & Lucke 1978), 

preferencial para gránulos intercromatinianos que contrasta 

compuestos fosforilados, en especial fosfoproteínas, y la 
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técnica de i nmunoloca l.L zación de los snuRNPs utilizando un 

anticuerpo monoclonal de ratón (Y-12), que reconoce un epitopo 

común a las partículas ribonuclcoproteíc<:1s quQ contienen los 

RNAs Ul, U2, U4, U5 y UG (anti-Sm) y que marca los gránulos 

intercromatinianos de animales y plantas, así como las fibras 

ribonucleoproteicas en los sitios de transcripción. La 

técnicas antes mencionadas se aplicaren con el fin determinar 

si los "gránulos de Lacandonia" son estructuras equivalentes a 

los GICs descritos para animales y plantas, en cuanto a su 

comportamiento citoquimico e inmunocitoquimico. 
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Determin:ir si los "gránulos de Lacandonia" son estructuras 

equivalentes a los gránulos intercromatinianos de animales y 

plantas por su comportamiento citoquímico e inmunocitoquímico 

ultrastructural, empleando dos marcadores de los mismos: 1) el 

oxinitrato de bismuto y 2) la inmunolocalización con 

anticuerpos dirigidos contra los snRNPs. 
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Para la realizacir\n del ¡n·esente trab;:ijo se llevaron a cabo 

dos salidas i1 la Selva Lacandona (Chiapas, México) en las 

cuales se colectaron plantas de L. schismatica. Estas fueron 

transportadas vivas (en cajas de plástico con parte del suelo 

y cubiertas de hojarasca) al Laboratorio de Microscopia 

Electrónica de la Facultad de Ciencias, UNAM en donde se 

inició su procesamiento. Se seleccionaron botones florales y 

flores en diferentes etapas del desarrollo. 

• Preparación del Tejido Para la 'l'écnlca de Impregnación con 

Bismuto en bloque (Pre-inclusión). 

Se cortaron fragmentos pequeños de botones florales y flores 

dentro de una solución fijadora de glutaraldehido al 6?;; en 

buffer de cacodilatos 0.05M a pH 7.4, aplicando vacio durante 

2 a 3 minutos. La fijación se llevó a cabo a temperatura 

ambiente por espacio de una hora. Posteriormente, las muestras 

se enjuagaron con buffer de cacodilatos 0.05M conteniendo 10% 

de sacarosa, a pH 7. 4. Se realizaron varios cambios durante 

quince minutos. Los fragmentos de botones florales y flores se 

colocaron en buffer de Trietanolamina-HCl O.lM, a pH 7.0 y a 

4°c, durante media hora. Se llevaron a cabo dos cambios de 

quince minutos cada uno. 
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Técnica de Oxinitrato de Bismuto 

La solución de tinclón se prepuró de acuerdo a Locke & Hule 

(1977). Solución A. Oxinitrato de bismuto Se disolvieron 400 

rng de tartrato de sodio en 10 ml de NaOH lN. A esta solución 

se le agregaron 200 mg de oxinitrato de bismuto. Solución 

B.Buffer de trietanolamina Buffer de Trietanolamina-HCl 0.2M 

a pH 7.0 Para obtener la solución de tinción con bismuto se 

agregó la solución B a la solución A en una proporción 2:1. El 

pH se ajustó a 7.0 con HCl. 

Los fragmentos de tejidos se colocaron en un frasco 

conteniendo esta solución, agitando lentamente por espacio de 

una hora a temperatura ambiente. 

Después de la tinción con bismuto el tejido se lavó con buffer 

de Trietanolamina-HCl O. lM a pH 7. o haciendo varios cambios 

durante treinta minutos. Posteriormente, los tejidos se 

postf i jaron con Tetraóxido de Osmio 1% en buffer . de 

cacodilatos 0.05M,conteniendo sacarosa al 4% a pH 7.2 por una 

hora. Posteriormente, se enjuagaron en buffer de cacodilatos 

haciendo tres cambios durante 15 minutos. La deshidratación se 

llevó a cabo con alcoholes graduales del 30%, 50%, 70%, 80%, 

96% durante diez minutos en cada uno) y con el de 100% ( 

durante quince minutos, con cambios de 5 minutos cada uno). Se 
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hicieron tres cambios de cinco minutos cada uno con óxido de 

propi leno. Posteriormente, l;::s muestras se colocaron en una 

mezcla homogénea de óxido de propileno-resina epóxica en una 

proporción de 1:1 durante toda la noche. Las muestras se 

incluyeron en resina epóxica y se polimerizaron en una estufa 

a 6o 0 c 24 hs (Diagrama de flujo No 1). 

Se obtuvieron cortes semi finos, de O. 5 µm de grosor, para 

localizar los teg11mentC's del óvulo y posteriormente, se 

obtuvieron cortes ultrafinos de 60 a 90 nm de grosor en un 

ultramicrotomo Sorval Porter Blum MT2, los cuales se montaron 

sobre rejillas de cobre que se observaron sin tinción 

adicional a la del oxini trato de bismuto, en un Microscopio 

Electrónico Carl Zeiss EMlO operando a 60 Kv. 

Técnica de oxinitrato de Bismuto en corte (Post-Inclusión). 

Se cortaron pequeños fragmentos de botones florales y flores 

en unas gotas de la solución fijadora preparada a partir de 

glutaraldehido al 6% y buffer cte cacodilatos O. 05m, pH 7. 4. 

Posteriormente, se colocaron en un frasco conteniendo está 

solución. se aplicó vacío durante dos a tres minutos, después 

de lo cual se fijaron las muestras durante una hora. 

Transcurrido el tiempo, se hicieron varios cambios con buffer 

de cacodilatos 0.05M a pH 7 .4. El procesamiento de 
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deshidratación e inclusión se muestra en el diagrama de flujo 

No.2 al final de esta sección. 

Se obtuvieron cortes ultrafinos, de 60 a 90 nm de grosor, del 

tegumento del óvulo. El montaje se realizó sobre rejillas de 

cobre y se contrastaron, por flotación, so~re una gota de la 

solución de contraste, durante una hora, en una cámara húmeda 

que contenía lentejas de hidróxido de sodio. Posteriormente, 

las rejillas se enjuagai::on con agua bidestilada y se 

observaron en un microscopio eletrónico Carl Zeiss EMlO 

operando a 60 Kv. Para preparar la solución de contraste se 

procedió como ya se mencionó anteriormente. 

En los experimentos de tinción con bismuto, pre-inclusión y 

post-inclusión, se incluyó un control positivo de hepatocitos 

de r.ata. Las muestras de hígado de rata se procesaron en forma 

simultánea y de la misma forma que las muestras de L. 

schismatica. 

Preparación de las Muestras Para la Técnica de 

Inmunolocalización en corte (Post-Inclusión). 

Los botones florales y flores de L. schismatica se cortaron en 

fragmentos pequeños, dentro de unas gotas de la solución 

fijadora de paraformaldehido al 4%-glutaraldehj do al 1% en 

buffer de fosfatos 0.16M a pH 7.2. Las muestras se colocaron, 
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inmediatamente después, en un frasco con la solución fijadora 

y se aplicó vacío de dos a tres minutos. Posteriormente, se 

llevaron a cabo varios cambios con buffer de fosfatos durante 

quince minutos. La deshidratación se llevó a cabo en alcoholes 

graduales del 30%, 50%, 70%, 90% (una hora en cada alcohol) y 

en el de 100% (tres cambios de una hora cada uno). Las 

muestras se colocaron en una mezcla homogénea de dos partes de 

alcohol absoluto y una parte de la resina acrílica 

hidrosoluble LR Whi te, por espacio de tres horas, después de 

lo cual se colocaron en una solución de alcohol absoluto-LRW 

en una proporción 1:2 por tres horas y posteriormente, en LRW 

durante 24 horas. Se hicieron varios cambios de una hora cada 

uno con LRW y por último las muestras se colocaron en cápsulas 

de gelatim1 con resina LHW en una esi:ufa a 60°c durante 20 

horas. El procedimiento ele deshidratación e infiltración se 

llevó a cabo a 4ºc. 

Se obtuvieron cortes de 60 a 90 nm de grosor del tegumento del 

óvulo en un ultramicrotomo Sorval Porter Blum MT2 y se 

montaron sobre rejillas de níquel. 

Técnica de inmunolocalización Post-inclusión 

Como primer anticuerpo se utilizó un anticuerpo anti-Sm 

monoclonal de ratón (Y12). El anticuerpo secundario utilizado 

33 



fué una inmunoglubulina de ratón-anti cabra unida a partículas 

de oro coloidal de 10 ó 15 nm. 

Para la técnica de inmunolocalización se emplearon cortes con 

un pretratamiento con H2o 2 , en el cual, los cortes montados en 

rejillas de níq~el se flotaron 10 minutos en H2o 2 al 10%, se 

lavaron tres veces en agua bidestilada por flotación. 

Posteriormente, se lavaron por got~o y después se flotaron 5 

minutos en agua bidestilaáa. Además, se emplearon cortes 

montados en rejillas de níquel sin un tratamiento previo al 

inmunomarcaje. 

En ambos casos, las rejillas se flotaron 3 minutos en Suero 

Normal de Cabra (Normal Goat Serum, NGS) diluido 1:50 en PBS 

{buffer de fosfatos salino) a pH 7.3. Posteriormente, se 

eliminó el exceso de NGS con papel filtro. Los cortes montados 

en las rejillas se incubaron, 17 horas a 4°c, en gotas de 10 

µl del primer anticuerpo diluido 1:10 en PBS-Albúmina de suero 

Bovino ( BSA) 1 mg/ml-'rween 20 o. 05?ó ( 5 µl/10 ml). Al día 

siguiente las rejillas se lavaron con PBS por goteo, se 

flotaron 15 minutos en PBS y se flotaron 3 minutos en NGS 

diluido en PBS 1:50. Posteriormente, se incubaron 30 minutos a 

temperatura ambiente en gotas del segundo anticuerpo diluido 

1:20 en PBS, después de lo cual, se lavaron por goteo con PBS, 

se flotaron 15 minutos con PBS y se gotearon nuevamente con 
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PBS. Por último, se lavaron con agua bidestilada con piseta y 

se flotaron 15 minutos en agua bidestilada (Ver diagrama de 

flujo No.J al final de esta sección). 

Como un control de la especificidad del marcaje, en algunas 

rejillas se omitió la incubación en el primer anticuerpo. En 

este caso, las rejillas se incubaron en PBS-Tween por 17 

horas, después de lo cual se procedió de la misma forma que 

para las rejillas incubadas en el primer anticuerpo. 

Después de la técnica de inmunolocalización, las rejillas se 

contrastaron co~ acetato de uranilo y citrato de plomo con un 

tiempo de contraste de 20 y 10 minutos, respectivamente, y por 

último, se observaron en un microscopio electrónico carl Zeiss 

EMlO operando a 60 Kv. 
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TINCION CON BISMUTG EN BLOQUE 

Fragmentos pequeños de botones florales y flores 

Fijación en glutaraldehído al 6% en buffer 1 hora a 
de cacodilatos 0.05 M a pH 7.4 ternp. amb. 

Lavados en buffer de cacodilatos 0.05 M 
con 10% de sacarosa a pH 7.4 

Lavados en buffer de Trietanolamina-HCJ 
0.1 M a pH 7.0 (en fria) 

-Tinción de Bismuto-

Lavar con Trietanolarnina-HCl 0.1 M a pH 7.0 

Post-fijación en oso~ al 1% en buffer de 
cacodilatos 0.05 M con 4% sacarosa a pH 7.2 

Enjuagar con cacodilatos 0.05 M con 4% 
sacarosa a pH 7.2 

Deshidratación 

Oxido de propileno 

Preinclusión en óxido de propileno-resina 
epóxica en una proporción 1:1 

Inclusión en resina epóxica 

Polimerización a Go 0c 

D I A G R A M A D E F L U J O N O • 1 

15-30 min 
varios 
cambios 

1/2 hora 
2 cambios 

1 hora a 
temp. amb. 

30 min 
varios 
cambios 

1 hnr.., 

J.5 min 

15 min 

noche 

24 horas 
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TINCION CON BISMUTO EN CORTE 

Fragmentos pequefios de botones florales y flores 

FIJACION.- en glutaraldehído al 6% en buffer 

de cacodilatos 0.05 M a pH 7.4 

Lavados en buffer de cacodilatos 0.05 M 
con 10% de sacarosa a pH 7.4 

DESHIDRATACION.- a 4°c 
Gtanol 30 % 
etanol 50 ~ 
etanol 70 % 
etanol 90 % 
etanol lílO % (tres cambios) 

1 hora a 

temp. amb. 

15-30 min 
varios 
cambios 

.l hora 
1 hora 
1 hora 
1 hora 
3 horas 

INFILTRACION a 4ºC en Etanol 100%-LRWhite 2:1 3 horas 
Etanol 100%-LRWhite 1:2 3 horas 

LRWhite 24 horas 
(Tres cambios) LRWhite 3 horas 

INCLUSION en LRWhite en cápsulas de gelatina 

POLIMERIZACION a 6o 0 c durante 20 horas 

D I A G R A M A D E F L U J O N O • 2 
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PREPARACION DEL TEJIDO PARA 
INMUNOLOCALIZACION 

FIJACION 
Paraformaldehido 4%-Glutaraldehido 1% 

en Buffer de Fosfatos 0.6M pH 7. 

Enjuages en Buffer de Fosfatos 

DESHIDRATACION 

Etanol 30% 1 hora a 4°c 

11 5Q?p " 
11 70% 11 

11 90% 11 

11 lOO?r, 11 (tres veces) 

INFILTRACION 

Etanol 1 OO?.;-resina LR White 2:1 3 horas a 4°c 
Etanol 100%-resina LR White 1:1 3 horas 
Etanol 100%-resina LR White 1:2 24 horas 

resina LR White 24 horas 
Tres cambios de 1 hora cada uno con LR White 

INCLUSION 

POLIMERIZACION 
a 6o 0 c por 20 horas en estufa 

D J. A G R A M A D E F L U J O N O • 3 
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"Gránulos de Lacandonia" 

La figura 2 muestra la ubicación de un nucleo celular 

interfásico de Lacandonia schismatica, dentro de un botón 

floral, por medio de microscopia de luz. En la figura 2b se 

ilustra, a bajo aumento, un panorama de un botón floral en 

corte longitudinal. La llave indica la parte del mismo botón 

que se muestra aumentada en 2a. La figura 2a muestra, con 

objetivo de inmersión, el mismo corte, en el que se aprecia el 

tipo de nucleo y los diferentes elementos histológicos del 

botón floral. La flecha indica el nucleo que se observa 

aumentado en la figura 2c. En la figura 2c se observa el tipo 

de cromatina reticulado, los nucléolos y la flecha señala el 

espacio intercromatiniano en donde se localizan los "gránulos 

de Lacandonia". 

En la figura J se ilustra con micrograf fas electrónicas, la 

localización y ultraestructura de los "gránulos de 

Lacandon.ia". En el recuadro se observan los "gránulos de 

Lacandonia", entre hebras de cromatina reticulada, con 

técnicas de microscopia electrónica convencional de fijación 

con glutaraldehido, postfijación con oso4 , inclusión en epón y 

contraste con acetato de ~ranilo y citrato de 
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FIG. 28. CORTE LONGITUDINAL DE DN BOTON FLORAL EN EL QUE SE 

OBSERVAN DOS CARPELOS, PARTE DEL TEPALO Y EL RECEPTACULO. 

TINCION CON AZUL DE TOLUIDINA. 160 X 

FIG. 2A. EL OVULO ENMARCADO EN UNA LLAVE EN LA FIGURA 

ANTERIOR A MAYOR AUMENTO. SE APRECIAN DOS CAPAS CELULARES 

EXTERNAS QUE CORRESPONDEN A LA PARED DEL OVARIO (P); DOS CAPAS 

CELULARES DEL TEGDMENTO EXTERNO (TE); DOS CAPAS DEL TEGUMENTO 

INTF.RNO (TI) Y EL SACO EMBRIONARIO (SE). 1071 X 

FIG. 2C. EL NUCLEO DEL TEGUMENTO EXTERNO SEÑALADO CON LA 

FLECHA GRUESA, A MAYOR AUMENTO. SE APRECIA EL RETICULO DE 

CROMATINA Y DOS NUCLEOLOS ESFERICOS COMPACTOS. LA FLECHA 

DELGADA SEflALA LA REGION ENTRE LA CROMATINA COMPACTA, LUGAR 

DONDE SE LOCALIZAN LOS "Gránulos de Lacandonia 11 • 2850 X 

40 



,. .... -- /,, 

r 
r;¡~:~,, 
0" 

1 
! 

Ji 

····"".' 

TI SE 

2a 
41 



FIG. JA. Li'\ REGION INTERCROMATINIANA SENALADl; CON LA FLECHA 

DELGADA EN LA FIGUl<A lC A GRAN AUMEN'l'O. S'' O!lSET<VAN LOS 

"Gránulos de Lacandonia" (FLCCHAS) EN El. ESl,ACIO INTER Y 

PERICROMATINIANO CON'l'fü\S'l'ADOS CON LA 'J'ECNJCA PRJ::FEHENCTAL PARA 

RIBONUCLEOPROTEINAS DE BERNHARD. LA CROMATINA (C) SE BLANQUEA 

CON ESTA TECNICA. 91 000 X 

FIG. 3B. LOS "Gránulos de Lacandonia" CONTl<ASTADOS CON LA 

TECNICA CONVENCIONAL PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE ACETATO 

DE URANILO-CITRATO DE PLOMO. 38 000 X 
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plomo. En 

Lacandonia 

contraste. 

mayor aurnento, se observan los "gránulos de 

preferencial para RNPs. La cromatina aparece sin 

Método de Oxinitrato de Bismuto preferencial para G!Cs 

Las observaciones realizadas al microscopio electrónico de los 

núcleos contrastados con el método de oxini trato de bismuto 

pre-incluo:iC:.n y post-inclusión indican que las únicas 

estructuras nucleares teñidas, al aplicar esta técnica, son 

las fibras pericromatinianas y pequeños gránulos con un 

diámetro menor al de los "gránulos de Lacandonia" que se 

encuentran dispersos en el espacio intercromatiniano (Figs 4a; 

4b y 5a). Los gránulos de Lacandonia no se tiñen con está 

técnica y se observan con un contraste bajo entremezclados con 

fibras y algunos gránulos positivos al oxinitrato de bismuto. 

Su contraste es similar al de la cromatina, es decir, 

negativos. Sin embargo, se realizaron algunas observaciones en 

las cuales se tiñe la periferia de los "gránulos de 

Lacandonia" con este procedimiento. Esta zona periférica rodea 

a los gránulos los cuales permanecen con bajo contraste 

similar al de la cromatina. 

Como controles positivos se utlilizaron núcleos de hígado de 

rata. La tinción se llevó a cabo de manera simultánea al de 

los núcleos de L. schismatica. En núcleos de hepatocitos se 
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FIGS. 4A; 43 Y 5A. -CONTRAS'rE CON OXINITRATO DE BISMUTO EN 

NUCLEOS DE L. schisma ti.ca. ESTA TECNICA CONTRASTA COMPUESTOS 

FOSFORILADOS, EN ESPECIAL FOSFOP!WTEINAS. A) SECCION DE 

NUCLEOS DE L. schismatica. LOS "Gránulos de Lacandonia" 

(FLECHAS) APARECEN DE LA MISMA INTENSIDAD DE GRIS QUE LA 

CROMATINA ( C) , ES DECIR, SON NEGATIVOS. SIN EMBARGO / ALGUNOS 

DE ELLOS PRESENTAN UNA ZONA PERIFERICA QUE RODEA A LOS 

GRANULOS QUE ES POSITIVA A LA TECNICA ( ./ ) . 4A.- 41 600 X 

4B.- 49 600 X 5A.- 65 000 X. FIG 5B.-CONTROL POSITIVO DE UN 

NUCLEO DE HIGADO DE RATA. SE OBSERVAN CONTRASTADOS LOS 

GRANULOS INTERCROMATINIANOS (GI) Y PERICROMATINIANOS (CABEZAS 

DE FLECHA). LA CROMATINA (C) SE OBSERVA ACLARADA Y EL NUCLEOLO 

(n) CON MUY BAJO CONTRASTE. 71 000 X 
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contrastaron los gránulos intercromatinianos, aunque también 

mostraron posi ti vi dad los gránuJ os peri cromatinianos. Estos 

últimos obtuvieron la misma intensidad de contraste que los 

cúmulos de gránulos intercromatinianos. Por el contrario, la 

cromatina compacta se observó sin contraste y el nucleolo con 

muy bajo contraste (Fig 5b). Los controles positivos al 

oxinitrato de bismuto en los cuales se tiñeron los GICs, 

corroboran las observaciones que indican que los "gránulos de 

Lacandonia" son negativos al método de oxinitrato de bismuto y 

que, ocasionalmente, estos pueden estar rodeados de una zona 

periférica que es positiva a la técnica. 

Método de inmunolocalización de los snRNPs 

Al incubar los cortes ultrafinos con el anticuerpo anti-Sm 

monoclonal de ratón ( Yl2) e incubar posteriormente con una 

inmunoglobulina de catón-anti cabra unido a partículas de oro 

de 10 ó 15 nm de diámetro, se marcaron las fibras 

pericromatin.ianas así como pequeños gránulos en el espacio 

intercromatiniano. Los "gránulos de Lacandonia" ( Fig 6) sin 

embargo, fueron negativos. Estas observaciones son acordes con 

los resultados obtenidos con el método de oxinitrato de 

bismuto. 
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FIG. 6.-INMUNOLOCALIZACION DE snRNPs EN NUCLEOS DE L. 

schismatica. LOS GRANOS DE ORO MARCAN FIBRAS 

PERICROMATINIANAS MIENTRAS QUE LOS "Gránulos de Lacandonia" NO 

ESTAN MARCADOS (FLECHAS). SE PUEDEN OBSERVAR ALGUNAS 

PARTICULAS DE ORO EN LA PERIFERIA DE ALGUNOS GRANULOS DE ESTA 

ESPECIE (CABEZAS DE FLECHA) 100 000 X. 
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En el presente trabajo se muestra que los "gránulos de 

Lacandonia" no son estructuras equivalentes a los gránulos 

intercromatinianos, ya que no se contrastan con la técnica de 

oxini trato de bismuto, que es un marcador que tiñe 

preferencialmente los GICs de animales (Wassef 1979; Gass et 

al. 1984) y plantas (Medina et al. 1989; Moreno Díaz de la 

Espina et al. 1992). Además, el inmunomarcaje con el 

anticuerpo Y-12 indica que los snuRNPs en los núcleos 

interfásicos de L. schismatica están asociados a las fibras 

pericromatinianas las que, a su vez, mantienen una relación 

espacial muy estrecha con los "gránulos de Lacandonia". Esta 

asociación fué observada por Fakan y colaboradores en 1984 en 

núcleos de higado de rata y por Vázquez-Nin y colaboradores en 

1990 en núcleos politénicos de las glándulas salivales de 

Chironomus thummi. Sin embargo, J.as snRNPs no parecen ser 

constituyentes de los "gránulos de Lacandonia". 

En trabajos anteriores, en los que se utilizaron como 

herramienta de estudio las técnicas convencionales para 

microscopia electrónica (acetato de uranilo-citrato de plomo), 

se pusieron de manifiesto diferencias marcadas de los 

"gránulos de Lacandonia" con respecto a los gránulos 

intercromatinianos y pericromatinianos en cuanto a tamaño, 

distribución y abundancia. Se observó que forman cúmulos, a 
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diferencia de los G!Cs descritos para plantas (Jiménez-Garcia 

et al. 1989; Medina et al. 1989). su tamafio es mayor al de los 

GIC y además, los resultados obtenidos en el presente trabajo 

indican que carecen de algunos factores de splicing, como los 

snRNPs, que caracterizan a los GICs típicos (Fakan et al 

1984). En la tabla No. 1 se resumen las caracteristicas 

ul traestructurales, ci toquimicas e inmunoci toquímicas de los 

"gránulos de Lacandonia" y los GICs. 

Para el estudio de los "gránulos de Lacandonia" es necesario 

emplear herramientas de estudio que abarquen el uso de la 

microscopía electrónica con técnicas de al ta especificidad, 

como la autorradiografia ultraestructural, utilizando como 

marcador la uridina tritiada lo cual ayudará a conocer la ruta 

de producción del ARN y los sitios de donde ocurre la síntesis 

primaria del ARN. Además, es necesario aislar y determinar el 

contenido de los "gránulos de Lacandonia" mediante técnicas 

bioquimicas para determinar su función citofisiológica en el 

metabolismo nuclear de L. schismatica. 

Por la estrecha relación de las fibras pericromatinianas con 

los "gránulos de Lacandonia", y su comportamiento citoquimico 

e inmunocitoquimico ultraestructural, sugerimos que ambas 

estructuras, en L. schismatica, semejan las relaciones 

observadas entre las fibras pericromatinianas y los gránulos 

de Balbiani en Chironomus thummi. En particular, proponemos 
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que l~s "gránulos de iacandonia" pueden estar implicados en el 

metabolismo de ARN mensajero ya maduro. 
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GICs "Gránulos de ! 
Lacandonia" 1 

Partículas Partículas 
TAMANO Polimórficas esféricas de 

de 20-25 nm 32±3 nm 

espacio in ter- espacio inter y 
ULTRAESTRUCTURA DISTRIBUCION croma ti ni ano pericromatiniano 

Núcleos vegeta- Forman cúmulos 
les: no forman de abundantes 

ABUNDANCIA cúmulos gránulos 
Núcleos anima-
les: Forman 
cúmulos 

TECNICA DE 
BERNHARD Positivos Positivos 

COMPORTAMIENTO 
CITOQUIMICO E 
INMUNOCITOQUI-
MICO OXINITP.ATO Posi t.-1:,os Negativos 

DE BISMUTO 

No se marcan 
INMUNOMARCA,JE Se marcan los los gránulos. 
con anti-Sm GICs y las FPCs Se marcan las 

FPCs. 

Tabla I. Comparación de los GICs y los "gránulos de Lacandonia" 
en cuanto a su ultraestructura y su comportamiento citoquímico e 
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Los "gránulos de Lacandonia'' no son estructuras equivalentes a 

los granulas intercromatinianos universalmente presentes en 

animales, ~Jlantas y hongos, 

citoquímico e inmunoci toquímico 

partículas ribonucleoproteicas. 

ya 

no 

que su comportamiento 

corresponde al de estas 

Las snuRNPs no parecen ser elementos constitutivos de los 

"gránulos de Lacandonia", sino que están asociadas a las 

fibras pericromatinianas, es decir, a los sitios de alta 

transcripción ae pre-mRNA. 

Es necesario aislar 

técnicas bioquímicas 

citofisiológico en el 

los "gránulos 

para tratar 

metabolismo 

de Lacandonia 11 mediante 

de entender su papel 

nuclear y llevar a cabo 

estudios autorradiográficos que permitan conocer la ruta de 

producción del ARN en los núcleos de L. schismatica. 
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