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MORPHOLOGY COMPARATIVE STUDY OF INTERPHASE NUCLEUS OF PLANTS !
BELONGING TO TAXONOMIC GROUPS OF DIFFERENT EVOLUTIONARY LEVELS

SUMMARY

In this work were studied the morphology of the interphase
nucleus of Ulva lactuca, Psilotum nudum, Marattia laxa,
Ceratozamia mexicana, Taraxacum officinalis, Zea mays and cells
meristematics of Allium sepa. These vegetable species belong to
taxonomic groups of different evolutionary levels.

For the study of the nucleus, the material selected was fixed
with a mixture of paraformaldehyde 3.4% and glutaraldehyde 6.4%
in part equal using 4.5 ml. of piperazine N-N bis (acid 2-ethanol
sulfonic) 0.08 M. during 24 hrs. to 4 oC, was dehydrated with
ethanol or with acetone; some embedded were effected in Epon,
others in Spurr and others more in glycol methacrilate. The
biological material embedded in the resin was f£ragmented in
courts smaller to 90 A. Some courts were stained with uranyl
acetate and lead citrate, others through the preferential
staining method for ribonucleoproteins (EDTA) and aother samples
were stained with 2% phosphotungstic acid for the localization of
chromatin. With the electronic transmission microscope, were ;
obtained photographic images of 8,000 to 157,000 increases. i
Through the analysis of the photographic images, were determined
the characteristiecs of the structures of the nucleus, as well as
the diameter and the numerical density of the perichromatins
granules. The volume of the nucleus and nucleolus

was calculated as of the measurements effected in preparations
made for microscope of light.

It was found that the interphase nucleus maintain a
ultrastructure characteristic according to the specie of the
vegetables to the fact that belong. The nucleus of the plants of
all the evolutionary levels are formed basically with the same
structures, but present differences of group to group with
respect to its dimensions and morphology. The nuclear

structure with more differences morphology observed was the
nucleolus and the structures with greater variability in its size
were the pericromatin granules, those which presented a volume
directly proportional to the volume of the nucleus.

As a rule, the ultrastructure of the plants cells is similar to
the of the animal cells, but defer of the protoctists, except for
the orders of Cryptomonadida and Kinetoplastida.
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En este trabajo se estudiaron las caracterfsticas ultraestructurales de los nidcleos intesfisicos de
cflulas parenquimatosas de Uhw loctuca, Psilotun nudum, Marattia laxa, Ceratozamia
mexicana, Taraxacum officinalis, Zea mays y cflulas meristemiticas de Allium cepa. Estas
especics vegetales pertenecen a grupos taxondmicos de distintos niveles evolutivos.

Para el estdio de los miicleos, el material scleccionado se  fij6 con una mezcla de
paraformaldehido 3.4% y glutaraldehfdo 6.4 % en partes iguales usando 4.5 m] de piperazina N-
N bis (4cido 2-ctanol sulfénico) 0.08 M durante 24 hrs a 4 “C, sc deshidraté con etanol o con
mdgumhwlm”efwunmmm,ménSmymmisengﬁml
metacrilato. El material biolégico incluido en la resina se fragmenté en cortes de un grosor
menor a 90A. Unos cortes se contrastaron con uranilo-plomo, otros mediante la técnica de
tincién preferencial de ribonucleoprotefnas.(EDTA) y otros mis con- 1a técnica de contrastacién
dé la cromatina. Con el microscopio electrénico de ual;smisién,' se obtuvieron imdgenes

fotogrificas de 8,000 a 157,000 aumentos.

Mediante el andlisis de las imdgenes fotogrificas, se determinaron las caracteristicas de las
estructuras que conforman el niicleo, asf como el didmetro y la densidad numérica de los granos
pericromatinianos. El volumen del niicleo y nucleolo se calculé a partir de las mediciones

efectuadas en preparaciones hechas para microscopia de luz.
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. Se encontré que los micleos en interfase mnﬁamummummmmfniasgﬁnh
especic  de los vegetales a que pertenecen. Los niicleos de las plantas de todos los niveles
- evolutivos estéin formados béisicamente con las mismaseunnet;nm, pero  presentan diferencias
de grupo a grupo en lo que se refiere a sus dimensiones y morfologfa. La estructura nuclear
en la que miés diferencias morfolégicas sec observaron fue el nucleolo y las estructuras con
mayor variabilidad en su tamafio fueron los granos pericromatinianos, los cuales presentaron un’
volumen directamente proporcional al volumen del nicleo.

En general, la ultracstructura de las células vegetales es similar al de 1as células animales, pero

difieren de los protoctistas, a excepcién de los 6rdenes de Cryptomonadida y Kinetoplastida.




INTRODUCCION

Charles Darwin y Alfred Rusell Wallace presentaron la teorfa sobre la evolucién de los seres
vivos, a través de la selecciéon natural, en sesién celebrada el 1 de julio de 1858 ante la Sociedad
Lineana de Londtes Esta teorfa ha sido anipliada con las aportaciones de la teorfa cromosémica
de la herencia, la genética de poblaciones, la idea biolégica de especie y otras nociones de
" biologfa y paleontologia (Mayr, 1978), conformindose asf 1a Teoria Sintética de la Evolucién
o Teorfa Neodarwinista' (Dobzhansky y col., 1988). Luego, los descubrimientos de la genética
molecular realizados en las ultimas décadas, han dado lugar a otra sfntesis que abarca la
comprensién de los procesos evolutivos a nivel molecular (Ayala, 1978; Lenski y Mittler, 1993).

Diferentes disciplinas han aportado evidencias sobre la existencia del proceso evolutivo; la
embriologfa, citogenética, biologfa molecular, inmunologfa, fisiologifa y anatomfa comparativa,
paleontologia, etcétera. Los estudios en estas disciplinas han permitido acumular numerosas
evidencias que apoyan la evolucién orgdnica (de Birbara, 1989). Las pruebas sobre la evolucién
se resumen en dos tipos: la informacién sobre la vida pasada que puede leerse en los documentos
fésiles y la informacidén que facilitan los seres vivos en la actualidad (Dickerson , 1980).

'La Teoria Sintética de la Evolucién se conforma entre los afios
veintes y cuarentas de los escritos de Theodosius Dobzhansky,
Juli&n Huxley, Bernhard Rensch, Simpson, G Ledyard Stebbins y
Ernest Mayr. La teoria se caracteriza por el rechazo de la herencia
de los caracteres adquiridos, un &énfasis en la condiciédn gradual de
la evoluciédn y el reconocimiento de la seleccidn natural junto con
las mutaciones génicas, mutaciones cromosSmicas, recombinacién
genética y el aislamiento reproductivo, como 1los procesos gue
dirigen a las poblaciones de organismos hacia dQiferentes canales

adaptativos.
3




Unmﬁimmdwﬁnaﬁﬁmuhvmmm”hm
de miitiples alelos en una poblacidn. Esa variabilidad permise a las poblaciones adaptarse a
cambios del medio ambiense. Cuando esas adaptaciones producen cambios graduales en una sola
pueden dividir a una linea de descendencia en dos 0 mis lineas nucvas damdo lugar a 1a
m.mmmmanmmamemwmmlm;
Lloyd y Gould , 1993) i

A partir de l1as tcorfas antes mencionadas, en 1o que va de nuestro siglo se han efectuado grandes
esfuerzos para encontrar el grado de parentesco entre los grupos de organismos. La mayorfa de
los métodos para inferir filogenia sc basan en una serie de variables comparadas entre taxa. Esas
ﬁeammga\msymdenncleﬁdos &hmbmw 1a
mﬁwwmmhmmmudwwagxnosywjidosthpmm
admmqwmnﬁsﬁecm_seuuhzammfmrsumdeevolm.

No obstante lo mencionado, en los ditimos 15 aflos ha sido de gran utilidad para estos fines
1a secuenciacién y compaiacién de algunas biomoléculas para determinar el grado de parentesco
ain en fésiles (Golenberg y col., 1990; Paubo 1993). Genes de glutamato dehidrogenasa
(Benachenhou-Lahfa y col., 1993), de ribulosa 1, S-bifosfato carboxilasa (rbcL) (Bousquet y col
1992); genes de cloroplastos (Raubeson y Jansen, 1992) son ejemplos importantes para el
estudio de la filogenia en vegetales.

El interés en los organismos completos o sus érganos, por una parte, o su secuencia de ADN

" nuclear, por otra, no son por si solos los métodos mis impbrtantes en la bisqueda de los
orfgenes. Los estudios de la estructura, funcién y bioquimica qe. organoides celulares reafirman
y aportan también clementos a las teorfas evolucionistas.

Mediante la secuenciacién de nuclestidos en genes ribosomales de'cianobabterias, se han
encontrado par »s entre ést.

y los cloroplastos de las plantas superiores (Schwemmler,
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1984; Mikelsaar, 1987). Lo mismo sc ha hoecho en misocondrias (Mikclsanr, 1987). Los tipos
de cloxrofila han servido pera diferenciar grupos de vegetales y al mismo fin ha contribuido el
estudio de la morfologfa del clovoplasto (Srewart y Matiox, 1975).

" Al igual que en los cloroplastos y misocondrias, ¢ estudio comparativo de estructuras
subcelulares pueden aportar clementos al conocimiento de Ias relaciones filogenéticas entre los.
vegctales. Las caracterfsticas estructurales finas del nicleo han sido dtiles en la taxonomfa de
las algas verdes sifonadas (Roth y Friedmann, 1982) y sc ha confirmado que Ia proporcidén de
cromatina condensada en angiospermas cs claramente especic-cspecffica (Nagl, 1982). Estos
hallazgos nos alientan para Ia hisqueda de caracterfsticas estructurales en el organelo principal
de las células cucaridnticas -el nicleo-, poaiblemenli: derivadas de cambios evolutivos; por este
motivo se ha scleccionado la investigacidn relacionada con la bisqueda de diferencias
ultraestructurales del nidcleo interfésico en células vegetales.

Podemos decir que sc han hecho grandes aportaciones para comprender los mecanismos de la
" evolucidan y la reconstruccién de relaciones filogenéticas. Se ha demostrado, por ejemplo, que

deuudiodehmiabﬂid-dddADNpernmedmurhshudm,dehseleqciGndelosgenes
'enlasgenenciotmantuimes(l!egunyAquzlo. 1992); No obstante, a mds de 130 aiios de la
- propuesta de Darwin y mis de 50 aflos del neodarwinismo, adn existen importantes vacfos enlas

teorfas sobre aspectos de la evolucidn orgdnica (Lenski y Mittler, 1993; Aguilera, 1993).




I. MARCO TEORICO

A. Evolucidén vegetal

1. Origen de Ia vida ,
El origen de los vegetales es, muy probablemente, comin al origen de todos los organismos que
actualmente poblamos el planeta (en Alberts y col., 1989). Al respecto, en 1921 Oparin y
Haldane pi'npnsieton, por primera vez, una teorfa cientffica que abrié las puertas a la
experimentacion para explicar los posibles mecanismos relacionados con los procesos de
transformacion de la materia inerte a la viva. En 1952, Stanley Miller someti6 a descarga
eléctrica 1os supuestos componentes de la atmésfera primitiva (CH,, NH,,H, y H,0) y obtuvo
una serie de aminoécidos, componentes esenciales de las actuales seres vivos (Miller, 1953).
- Esto fortalecié la idea de Oparin de que la materia inorgénica evolucioné hacia la materia
orgédnica y luego a la materia viva.

Aunque al parecer las condiciones del experimento de Miller no fueron realmente las que

propiciaron en la tierra el origen de 1a materia orgdnica (Schlesiger y Miller, 1983), se sabe

que cse tipo _de moléculas se forman con relativa facilidad en distintas partes del universo.

Considerando que 1la tierra. desde su origen ha recibido constantemente meteoritos, es posiblé_
que l1a fuente de materia orgénica proviniera del exterior del planeta. Asf lo sugieren los andlisis
de meteoritos en los que se ha demostrado un contenido de aminodcidos semejantes a los

obtenidos por Miller (Chyba y Sagan, 1992).

"El berfodo que va desde el origen de la tfem (hace unos 4 600 ‘millones de nﬁos), hasta las
evidencias de actividad orgédnica, es relativamente corto. De acuerdo con los signos de vida

microbiana (reacciones de fotosfntesis) encontradas en sedimento de material orgdnico fechado
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con una antigiiedad de 3 800 millones de aiios (Schidlowslci,' 1988), los primeros organismos

aparecieron, a lo sumo, 800 millones de aiios después de la formacién de nuestro planeta. Lo

sucedido en ese perfodo es en gran medida desconocido a pesar de la relativa facilidad con que
aparentemente se llevé a cabo.

Se ha supuesto que la materia orgdnica se acumulé formando una sopa primitiva. También se
ha i)lantuglo la posibilidad de la formacién de proteinoides (en Lazcano-Araujo, 1989). Se ha
sugerido una evolucién quimica 'sobre una superficie mineral mis que en una solucién acuosa
(Wachterhauser, 1988). Pero hasta hoy, las diferentes propuestas no tienen una estructura que
tome en cuenta una explicacién integral de las evidencias que han acumulado las distintas
disciplinas involucradas en este tema. Aun asf, las tendencias actuales consideran que el ARN
pudo jugar un papel central en este proceso (Gilbert, 1986).

A finales de los setentas los bi6logos descubrieron que los genes de los eucariontes se copian,
la mayorfa de las veces, en una molécula de ARN mis larga de lo aparentemente necesario. Las
porciones excedentes, llamadas intrones, sufren una escision de la hebra de ARN y los

fragmentos restantes, o exones, se unen en un proceso llamado "splicing” o© empalme.
P P!

En los fragpmentos del ARN correspondiente a los intrones, se han encontrado propiedades
autocatalfticas siendo necesaria la presencia de magnesio y guanosina para realizarse in vitro el
proceso de escision y empalme (Cech y col, 1981). Este descubrimiento abrié las posibilidades
dt? considerar que las primeras reacciones enzimiticas pudieran ser efectuadas por el ARN sin

requerir de las protefnas como catalizadores.

Las posibilidades del papel del ARN sobre el origen de la vida se han ampliado con el
descubrimiento de las propiedades autocataliticas de esta molécula y de la capacidad de los
intrones de actuar sobre otras moléculas de ARN, sin quedar a su vez modificada (Zaug, 1986).

' Otro enfoque permite identificar nuevas actividades cataliticas del ARN. Consiste en imitar el

proceso natural de evolucién, seleccionando in vitro algunos ARN entre un gran mimero de
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fragmentos fabricados al azar. De la poblacién heterogénea sélo se seleccionan las hebras que
se unen a un sustrato determinado. Para ello, se hacen pasar las hebras por una columna en la
que se ha fijado la molécula blanco. Los ARN que reconocen a la molécula blanco se retienen,
pero su mimero es extremadamente escaso. Es ahf donde interviene una técnica reciente y muy
potente de amplificacion de material genético, 1a PCR (de polymerase chain reaction). Los ARN
se convierten en ADN y se amplfan varios millones de veces bajo la accién de una enzima
termoestable, la Taq polimerasa. Luego se convierten de nuevo en ARN y se aplican a la
columna. El ciclo se va repitiendo hasta la seleccién de una poblacién homogénea de ARN;
entonces, estas moléculas pueden probarse para buscar una eventual actividad catalftica sobre

el sustrato (en Gerlach y Robaglia, 1993).

- El estudio del comportamiento de biomoléculas en condiciones de 1a tierra primitiva seguramente
dard mds luz sobre el origen de la vida; pero en la actualidad, gran parte de los conocimientos
sobre los procesos evolutivos se han obtenido del estudio de restos fé6siles.

En Isua, Groenlandia, se han encontrado las microestructuras orgdnicas m4s antiguas, las cuales
tienen una edad de 3679 + 70 millones de aiios, no son verdaderos fésiles celulares sino
organizaciones moleculares del tipo de complejos como los coacervados de Oparin y las

" microesferas de Fox (Schoft, 1978).

Los organismos con actividad fotosintética se encuentran entre los fésiles mds antiguos. Existen
estructuras formadas por la acumulacién de un fino sedimento, generalmente carbonato de
calcio, atrapadas por comunidades microbianas fotosintéticas: los estromatolitos. En sedimentos
de estromatolitos silificados? se han descubierto los fésiles con una edad entre 3100 y 2700
millones de afios. Estos son procariontes sin movimiento que corresponden a bacterias,
principalménte a pre-cianobacterias. (Schopf, 1978). Fésiles mds antiguos se han descubierto
‘recientemente (Schopf y Pake;', 1987) con una antigiiedad de 3.3 a 3.5 mil millones de afios en

?En los sedimentos de estromatolitos el carbonato de calcié,
el cual es poroso, no preserva 1los organismos, mientras gque el
silicio algunas veces lo hace.
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el noreste de Wester Australia. Estos fésiles también sugicren ser otgmnmxel-nonadnsm
- las cianobacterias.

Los fdsiles indican que los primeros organismos fucron procariontes y que los eucariontes
mmazmmamewammm iadivusidaddunn;e
ese perfodo fue escasa, puoapuﬁrdelaigendefosorpnimnncludps,eomprendidomue
1700 a 1900 milloncs de afios de antigiedad (en Jiménez-Garcfa y Segura-Valdez, 1992), la
diversidad de los seres vivos tmmmmmmqwmwa{m.
En la figura ndmero 1A se esquematizan los hechos més significativos de la evolucidn vegetal
en el Precdmbrico.

2. Origea de los encariontes
Los cucariontes son de mayor tamaiio que los procariontes (10-100 n). en su sistema genético,
el ADN se encuentra asociado con proteinas en los cromosomas y es repetitivo, el micleo estd
" delimitado por membrana; contienen organelos de distinto tipo como son las mitocondrias,
cloroplastos, lisosomas, Golgi, etcétera; en muchos organismos existen tejidos;A sus formas de
divisién ceclular estfn asociadas con la mitosis; en su sinema. sexual existe una fusién nuclear
completa de genomas gaméticos equivalentes, asociados con la meiosis; cuando estiin presentes
los cilios o flagelos, son complejos. Estas son las principales caracterfsticas que diferencian a
los eucariontes de los procariontes. Estos iiltimos son generalmente mis pequefios (1-5 u), su
sistema genético, el AbN, no se asocia con histonas, su nucleoide no estd delimitado por
membranas, tienc poco o nada de ADN repetitivo; no i)ose’e-membranas internas; no forman
’ tejido; en su sistema sexual, cuando esti presente, la transferencia de genes es unidireccional
desde el donador al receptor; cuando existen flagelos son simples (en Karp, 1987).

Como se puede apreciar, los eucariontes poseen una organizacién mucho més compleja que los
procariontes; esto explica la diferencia tan grande entre el origen de los procariontes (menos de
800 millones de afios después del origen de la tierra) y la aparicién de los eucariontes
(alrededor de 2 600 millones de aflos después del origen de la tierra). El surgimiento de los
eucariontes es un hecho muy importante en 1a evolucién de 1os seres vivos y existe el consenso
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de que est0s organismos se originaron de los procariontes mis primitivos (Schwemmlier, 1984).

En la actualidad hay dos hipdeesis con mfs aceptacidn para explicar el origen de los eucariontes.
La hipGecsis de compartimentalizacién (Bogarad, 1975; Cavalier-Smith, 1975) y la hipétesis de -
1a endogimbiosis (Margulis, 1971).

De acuerdd con Ia hipdtesis endosimbictica, las oflulas animales sc desarrollaron anses que las
plantas. Esto fue Jogrado por un procarionte anaerdbico heterotrdfico que obtenfa su encrgia a
través de una via glucolftica con capacidad de incorporar sustancias en forma de partfculas, de
csta manera integrd bacterias flageladas, después bacterias respiratorias, y finalmente algas azul-
verdes (Cianofitas), estableciendo entre ellas relaciones simbidticas. En una reconstruccién de
la evolucién celular, Schwemmler (1984) presenté un modelo hipotético (ver figura 2) del
de-rlolbdelo‘nﬂsnmmnmuposdemmaoamdehsphnm, hongos y animales
que cvolucionaron hasta originar los actuales seres vivos.

Una hipdtcsis alternativa a la endosimbiGsis es 1a hipétesis de 1a compartimentalizacion (fig. 2),
1a cual propone que los cucariontes se desarrollaron en lfnea directa de un procarionte. Esta
hip6tesis supone que una cianoficea facultativa fototréfica que perdi6 la pared celular se
compnmmlenuzd como mullado de la fagocitosis. La &pecmhzacnén de los compartimientos
proporcnoné a esas cé€lulas ventajas selectivas. v

Cabe aquf la obse}'vacién que dentro de los procariontes se ha reconocido otro gran grupo, las

archaeobacterias (Woose, 1981). Las archaeobacterias, que comprende a los grupos de las

Methanobacterias, Halobacterias 'y Sulfobacterias, se les agrupan dentro de los archoa para
- diferenciarlos del resto de procariontes denominados eubacterias.

Del anflisis de secuencias del ARNr SS de algunos organismos (Hori H. y col., 1985), se
deduce que las cubacterias se separaron de la rama metabacteria/eucariontes. En la rama
eubacterial, las cianobacterias (mds cloroplastos) emergieron primero y esto fue seguido por la
diversificacién del &rbol del grupo bacterial mayor: bacterias Gram-negativos, Gram-positivo, '
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I.De acuerdo con la hipStesis endosimbidtica, las células se
desarrolla por integraciSn de algunos procitos: 1. Procito fermentativo
como huésped con membrana asociada al cromosoma (C); 2. Incorporacién
de un simbionte flagelar (G), _cuyo AD!I fue enteramente o. en parte
integrado ro del cr d; 3.Integracién de una bacteria
asrSbica como mitocondria (M) formacién de un eucito animal por
subsecuente invaginacién de membrana para formar un nGecleoc (N);

4. Integracidn de una . alga azulverde como cloroplasto (P);
transferencia de gene (T) ontre el nGcleo ¥ la mitocondria, formacién
de un sucito vegetal.

IX. De acuerdo a la hipst is de rtamentalizacién, el eucito se
origina de un procito por diferenciacién intracelular o
compartamentalizacioén; 1. Procito fotosintético como forma inicial;
.2. Duplicacion del genoma del procito; 3. Invaginaci&dn de la membrana
celular con sus .nsm- respiratorias y fotosintéticas para formar una
.doble ana alred del nGcleo (N), 8 mitocondria (M) y el
cloroplasto (P); 4. La biosintesis de proteinas (Pi) dependiendoc de las
mitocondrias (M), pléstido y nGcleo; diferenciacién de la pared celular
Yy el flagelo, formando el eucito vegetal; 5. Desarrollo del eucito
animal por pérdida de pléstido y pared celular .




y el tipo intermedio de bacterias tales como Micrococcus y Streptomyces. Después de emerger
las bacterias, las metabacterias (Halobacterium, Thermoplasma, Sulfolobus, Metigenos,
etcétera.) y los cucariontes se separaron de su ancestro comin. Las metabacterias estin
fisiolégicamente mds cercanas a los eucariontes que a las bacterias.

En concordancia con lo anterior, recientemente se ha propuesto que las sulfobpcietias estin mis
" relacionadas con los eucariontes que con el resto de las archacobacterias y que las Halobacterias
estén mids cercanas a las eubacterias que a otras Archaeobacterias por lo que se ha propuesto que
las sulfobacterias actuales a las que llaman eocitos, comparten un ancestro comiin con los
eucariontes; por esta razén se ha propuesto un tercer grubo dentro de los procariontes: los
eocitos (Lake .1990 en Jiménez-Garcfa y Segura Valdez, 1992). No obstante, el estudio de los
mecanismos de transcripcién de las archacobacterias sugicren una mayor cercanfa con los
eucariontes (Rowlands y col., 1994).
Es ampliamente conocida la diferencia de los mecanismos de transcripcidn en eubacterias y
eucariontes (ver mis adelante pags. 45-54), pero en los Archoa los estudios en este aspecto se
han iniciado muy Tecientemente; no obstante, se ha encontrado similitud en las primeras etapas
del proceso de transcripcion del gen a ARN entre eucariontes y archoas. La similitud consiste
_en que la protefna unidora del TATA (TBP) funciona como un factor de transcripcion tanto en
eucariontes como en archacbacterias. Esto sugiere que en las TBP’s, la forma de 1a transcripcién
se establecié antes de la divergencia entre archaeobacterias y eucariontes, por lo que se ha
propuesto un gran drbol de los seres vivos en donde se establece un origen comiin entre
eubacterias y el ancestro comiin del grupo archoa y eucariontes (Bainarya M., 1994).
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Fl progreso en las técnicas de secuenciacién de macromoléculas como proteinas, ARNyADN,
ha permitido que recientemente sc pueda cvaluar la relacion entre los organismos vivos. El
cflculo computarizado de datos sobre la secuenciacion sirve para la construccién de drboles
filogenéticos o coeficientes de asociacién para protefnas. comparables o especies de 4dcidos
nucleicos de diferentes organismos. Los puntos de divergencia reflejan distancias filogenéticas
relativas entre dos organismos en comparacion.

- La comparacién dc ARNs de transferencia isoaceptores de cloroplastos entre algunas plantas
‘ superiores ha demost.ndo que su secuencia de nucledtidos es casi idéntica. De igual manera se
ha encontrado una gran homologfa (65-85%) entre la secuencia de los ARNs de transferencia
isoaceptores de los cloroplastos de plantas superiores y la secuencia que presentan los
procariontes (eubacterias y cianobacterias) pero no asf entre las mspecﬁQas especies de los ARNt
citosélicos de las 'células vegetales y los cloroplastos de la misma célula (Wose, 1981;
Schwemmler, 1994). Esto sugiere una linea filogenética directa entre bacterias azul verdes y
cloroplastos, tal como lo propone la hip6tesis de 1a endosimbiosis.

La teorfa endosimbiética se apoya aiin mds en la comparacién de secuencias de nucleétidos de
" ARNr 58S de cloroplastos, los cuales han resultado ser muy similares al ARNr 5SS de Anacystis
nidulans (Dyer y Bowman, 1979). Los mismos resultados se han obtenido con la secuenciacién
del gén de ARNr 16S de Anacystis nidulans que es casi idéntica al gen de ARNr 16S de los

. cloroplastos (Tomioka y Sugira, 1983). Por otra parte, al menos tres genomas de pléstidos han -

sido secuenciados completamente (de arroz, tabaco y hepitica), no dejando duda de que los
ancestros de esos organelos son cianobacterias (en Margulis, 1993).

3. Andlisis de secuencias en ADN, ARN y protefnas.
Se ha mencionado el recurso de la secuenciacién de biomoléculas y su comparacién para

complementar las evidencias que apoyan las hipdtesis sobre aspectos de relaciones filogenéticas.

A continuacién se describirdn los principales métodos utilizados en los iltimos afios para este
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Existen tres clases principales de algoritmos para construir frboles filogenéticos: ¢l méodo de
matriz de distancia, método de parsimonia, y método MLE (Clegg, 1993). El primer método
usa matriz de distancia en pares (usualmente corregido para sustituciones miltiples en un sitio)
mwmmhmm Iannmzuwmxuiwdaaunrenglﬁnyuna
columna. Se calcula una nueva matriz de distancias pareadas y se lleva a cabo una segunda
ronda de agrupamiento. Este proceso se reitera hasta quexar un solo par.

El método de parsimonia’ sc basa en ¢l principio de construir las relaciones entre ADN en
forma de un drbol. Se comparan varios tipos de ADN explicando el paso de un nivel a otro por
mutaciones o "pasos” sucesivos. Se considera como relacién mds cercana aquella que necesita

El método de parsimonia intenta encontrar el o los drboles que minimizan el mimero de cambios
de estado mfnimo (sustitucién de nucledtidos) para un conjunto dado de datos. En el método de
parsimonia no intenta corregir para sustituciones miiltiples en un sitio, ello puede ser parcial
cuando taxa distantes son incluidos en un anilisis, y es bien conocido que el método de
parsimonia puede ser parcial por variaciones en taxas. En principio, todo posible drbol podria
ser evaluado 'por el mimero de cambio de estado de caracteres requerido para el conjunto de
datos. El 4rbol (o drboles) con el minimo nimero de pasos .(cambio del estado de caracteres),
es entonces seleccionado como la(s) solucién(es) parsimdnicas. Frecuentemente mis de uno
satisface los criterios de parsimonia. En realidad, el nimero de posibles drboles es usualmente
demasiado grande para permitir una exhaustiva evaluacién [por ejemplo, hay > 10® posibles
rafces para un drbol de bifurcaciones para 25 secuencias (taxa). Como consecuencia, varios
métodos heurfsticos 1o estdn usando para cada subconjunto de posibles 4rboles.

’Se considera gque las mutaciones son acontecimientos raros y
que, por tanto, la naturaleza de é&stas es parsimoniosa.
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El método MLE estf basado sobre principios estadisticos bien definidos, lo que permite que se
conozcan algunas propicdades de las propuestas hechas mediante este procedimiento. Entre las
mdés importantes de esas propiedades estd la normalidad asintStica, Ia cual permite el uso de
. pruchas de probabilidad para evaluar el modelo asumido. El método MLE estd basado sobre
un modelo probabilfstico de los procesos de mutaciones y ello permite  variacion en  tasas de
sustitucién entre diferentes ramas del frbol. En comiin con el méodo de parsimonia, €1 método
MLE requiere el cficulo de un valor de probabilidad para cada drbol. El mejor £rbol, es el drbol
con el puntaje MLLE global tomado sobre ¢l conjunto de todas las posibilidades del frbol. El
" algoritmo de probabilidad debe usar métodos heurfsticos para buscar un subconjunto de todos
“los posibles drboles y por lo tanto es iitil para presentacién local més que para soluciones -
globales. Deiluevo, es necesario buscar varios conjuntos no disjuntos de frboles para intentar
encontrar el mejor.

- Hay algunas fuentes de error asociados con la estimacion de filogenia. El primer origen surge
de la llegada al azar de la sustitucién de nucledtidos en cualquier linaje particular. Este error
estocsstico puede ser evaluado a través de modelos probabilisticos de los procesds de mutaciones
o a través de la aplicacion de muestras (Felsenstein, 1985). El método MLE proporciona una
estimacion directa de la varianza de la longitud de las ramas de los drboles filogenéticos y asf

. proporciona una significancia para pruebas entre drboles (Kishino y Hasegawa, 1989). Otra
fuente de error se origina de la incertidumbre en los métodos de andlisis del ADN del organismo
fuente

Para obtener las distancias evolutivas en términos del nimero de nucledtidos sustituidos, se
comparan los sitios homélogos, es decir, sitios ocupados por diferentes bases de nucleétidos; si
ambas son purinas o ambas son pirimidinas, la diferencia es llamada tipo I o tipo transicional.
" Cuando una es purina y la otra es pirimidina, la diferencia es llamada tipo II o transversional.

La distancia evolutiva, Knuc y el error estindar de Knuc,ox, entre dos secuencias comparadas
se calcula por la ecuacién Knuc=-(1/2)log,[(1-2P-Q)(1-2Q)"7], donde P y Q son la fraccién de
sitios de nucledtidos que exhiben diferencias de tipo transicional y transversional
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respectivamente (Kimura 1980). Esta manera de calcular distancias evolutivas se ha utilizado
para deducir filogenia de distintos grupos (Hori y col., 1985; Lim B-L, 1986). También con este
mésodo Hori y colaboradores, cn 1985, propusicron un 4rbol filogenético para las plantas. En
las figuras 3 y 4 s¢ presentan drboles filogenéticos de las plantas propuestos por Hori y col.
(198S), obtenidos a partir de esta metodologfa.

4. Primeras plantss

Si efectuamos una reconstruccién tomando como base los datos- geol6gicos, paleontoldgicos,
bioqufmicos etcétera, se puede suponer que la evolucién de los primeros vegetales se efectud de
1la manera que se describe a continuacion: ’

Durante un perfodo relativamente largo, los protistas eucariontes no fotosintéticos prevalecieron
en la tierra provocando una carencia de las sustancias orgdnicas disponibles; luego, en el
Precdmbrico Tardfo se produce una radiacién de plantas y animales (Vossbrich y col., 1987).

Las primeras plantas, muy probables ancestros de las algas, aparecicron hace 600 millones de
afos. Su origen pnmoe ser el resultado de una simbiosis entre cucariontes ancestrales y
cianobacterias; de esta manera, las cianobacterias dieron origen a los cloroplastos, transformando
a 103 cucariontes ancestrales heterdtrofos en organismos autétrofos (Margilis, 1993). Esta teorfa
sc apoya en el hecho de que los cloroplastos se desarrollan de protopldstidos o cloroplastos
preexistentes; poseen su propio ADN, ARNm y su sistema de sintesis de pl;otei'nas; las proteinas
de los pléstidos. son sintetizadas sobre pequeﬁés ribosomas sensibles a antibi6ticos que afectan
el desarrollo de procariontes; y los pigmentos de los cloroplastos (clorofila y carotenoides) son .
] similares a los encontrados en las cianobacterias. :

Mediante distintos métodos de estudio se han tratado de encontrar las relaciones filogenéticas
entre las algas. En los trabajos hechos para definir las lfneas evolutivas se han utilizado: los tipos
~de pigmentos, sustancias de reserva, composicién quimica de las paredes celulares, dotacién
' ﬂngelir, tipo de cloroplastos, estructura de las crestas mitocondriales, propiedades anl.igénicasv
de 1a tubulina flagelar, entre otros (en Scagel 1984). Los resultados coinciden con estudios de
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secuenciacion de ARNr citoplasmdtico 28S que sugieren que las rodofitas, cromofitas y clorofitas
surgieron como tres distintos grupos entre eucariontes, probablemente por eventos simbiéticos
independientes (Perarsso P. y col., 1989).

Con base en algunas caracterfsticas bioqufmicas, dotacién flagelar y :tipos de cloroplastos; se ha
propuesto la probable existencia de tres grandes lfneas evolutivas en las algas (en Scagel, 1984).
En una de las lfneas evolutivas de las algas se sitiia a las cianofitas y rodofitas las cuales poseen
pigmentos ficobilfnicos propfos, presentan conexiones protoplasmdticas entre las células de
algunos de sus representantes, los tilacoides de sus pldstidos son simples, el o caroteno estd mas
concentrado que el 8 caroteno (en Bold y col., 1989); sin embargo, es conveniente mencionar
que los estudios morfoldgicos y bioqufmicos han demostrado que las cianofitas son organismos
‘ afines a las bacterias ( Stainer y Cohen-Baziere, 1977) por lo que podriamos considerar que esta
Ifnea evolutiva quedarfa representada exclusivamente por las rodofitas.

El segundo grupo se caracteriza por poseer clorofila a y algiin tipo de clorofila c; mitocondrias

tubularesﬁ y el uso de B8-1,3 ( o -1,6) poliglucano como producto de almacenamiento (en
" 'Bhattacharya, 1992). Este grupo estd representado por las cromofitas (Bacillariophyceae,
Crysophyceae, Dictychophyceae, Eustigmatophyceae, Pedinellophyceae, Phaeophyceae,
Prymnesiophyceae, Raphidophyceae, Synurophyceae y Xanihophyceae).

En el tercer grupo estdn las algas que poseen clorofila a y b con la probable excepcién de las
xantoficeas, qhe posiblemente se derivan de la lfnea feoficea-crisoffcea ya que almacenan
crisolaminaria. Al tercer grupo .de algas pertenecen las cloromonadoficeas, euglenoficeas,

_ caroficeas y cloroficeas.

Las rodofitas, clorofitas y euglenofitas son las tinicas que poseen un sistema completo para la
produccién de caroteno y lutefna. En las rodofitas y en ia linea clorofita-metafita, los
cloroplastos estdn siempre encerrados por una doble membrana. Por otra parte, los euglénidos
exhiben el ciclo de la»diatoxantina—diadinoxantina, un ciclo presente en dianofitas y 1a mayorfa

19




de las otras algas que producen clorofila C2, pero que no se encuentra en rodofitas y clorofitas
(Jordan, 1980). Estas observaciones y otros indicios (Chang y col., 1981) sugieren que las
cuglenofitas sc encuentran en ramas de eucariontes secparadas. Las cuglenofitas, pudicron
otigimnedeampormnsfexmciadeclomphmapséudeproducirclmoﬁlaayba
protozoarios cuglenoides holozoicos mediante simbiosis (Gibbs, 1978; Kenneth 'y col., 1975) lo
que podria explicar la similitud de sus cloroplastos con los cloroplastos de las clorofitas y la
_ diferencia entre estos dos grupos en cuanto a su morfologfa celular. Podria ser también ésta 1a
explicacion de Ia presencia de una tercera membrana en los cioroplastos de las euglenofitas.

Las euglenofitas, dinofitas, criptofitas, crisofitas y algas relacionadas, podrian representar ramas
de un tronco monofilético de organismos caracterizados por el mastige (Mc Quade, 1983;
Hibbad 1979; Cavalier-Smith, 1981). Esto se explica con: a) la posibilidad de un
reemplazamiento de clorofila b por clorofila C2 (Moyne, 1975); b) La aparicién m4s de una vez,
de l1a clorofila b; ¢) La improbabilidad de que la ruta metabdlica para la sintesis de clorofila C2,
que es mufr compleja, haya evolucionado mds de una vez (Corliss, 1984).

La ocurrencia de biliprotefnas en las rodofitas y criptofitas es explicada por Scagel (1980) como

una aparicién im.iependieme; sin embargo, la llegada de clorofila secundaria permitié la

desaparicién de 1a produccién de biliprotefnas (Anderson, l9ﬁl), aunque en las criptofitas puede
- haberse conservado (Mc Quade, 1983).

En lo que se refiere a la tercera linea evolutiva se puede decir que, aunque todas ellas poseen
clorofila a y b, son divergentes. Esto se deduce a partir de sus caracterl‘st.ica# morfolégicas
y, en el caso de las Euglenofitas, se separan por su organizacién celular y por el hecho de
poseer paramilo, frente a los otros grupos que almacenan allhidén (en Bold y col., 1989).

. El andlisis de los resultados de la secuenciacién de ARNr 5SS de algunas algas y otros
organikmos (véase figuras 4 y 5) revela que en los principios de la evolucién eucariéhtica,
primero se originaron las algas rojas y fueron seguidas por los hongos (Basidiomybel.es y
Ascomycetes). Las plantas verdes, las algas cafés y los Protozoa/Oomycetes emergieron casi al
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mismo tiempo, pero probablemente haya sido uno pot uno, en el orden mencionadtlh.
Posteriormente surgieron consecutivamente los organismos del grupo Mesozoa y Metazoa. Asf,
las algas rojas parece que emergieron primero de entre los grupos de los cucariontes y
posmiormmwmdjasverdes,hscudu claramente pertenecen a la ramas de las plantas
verdes, no asf las algas rojas (Hori y col., 1985). '

S. Origen de las plantas terrestres
De acuerdo a l(:)s restos fésiles, la vida vegetal en el Cdmbrico, Ordovisico y Sihirico, parece
que fue principalmente acudtica y consistfa en algas de las formas sencillas del precdmbrico cuya
forma se asemejaba a las actuales algas verdeazuladas, verdes, rojas y pardas. Es probable que
la miyorfn de las grandes divisiones de algas hayan surgido en el mar mucho antes de que
" hubiera vegetacion en la tierra, se volvieron tan especializadas como lo son hoy, por los que no
es probable que las plantas terrestres surgieran de formas tan evolucionadas. Por otra parte, las
algas verdes eran y siguen siendo mis primitivas por su estructura y sus formas de reproduccién.
Presentan una mayor plasticidad en su adaptacién a diversos medios, lo que es. un factor
' importante en la evolucién de las plantas (en Wilson y Loomas, 1992).

Entre los principales argumentos qué apoyan la propuesta de que las algas verdes dieron origen
a las plantas terrestres, estd la similitud que hay entre algas y embriofitas en cuanto a la
‘proporcién de clorofila 2 y b, y pigmentos carotenoides, que es aproximadamente igual, el
almidén es el principal producto. de reserva; y el componente principal de la pared celular es
celulosa (en Scagel 1984, Bold y col., 1989).

En la mayorfa de las cloroficeas, la citogénesis es efectuada por un sistema de microtiibulos del -
fragmoplasto, carecen de la enzima glicolato oxidasa y las células mdviles representan un
sistema undulipodia asociado con cuatro inserciones microtubulares en forma de cruz, insertado -
en la regién anterior (Stewart y Matfox, 1975). Estas caracterfsticas ponen en duda que las
cloroficeas hayan' originado a las plantas superiores ya que la glicolato oxidasa parece ser
universal en plantas terrestres (Nash, 1975) y sélo se presenta en taxas de caroficeas. También
en algunas caroffceas la citocinesis es efectuada por un fragmoplasto que prolifera a partir de

23



un huso. interzonal persistente y las células mbviles tienen los undulipodias insertados
lateralmente y asociados con sélo una banda de microtdbulos adyac.emes.
Existen evidencias fésiles de vegetales similares morfoldgica y ecolégicamente a Coleochaerte,
(género actual de clorofita) que existieron cuando las primeras plantas terrestres aparecieron y
se diversificaron. - Estudios efeétuados mediante microscopia de'luz y electrénica de algunas
especies del género de Coleochaete sugi una ruta posible para el desarrollo evolutivo del
parénquima de plantas terrestres a partir de cloroficeas filamentosas y ramificadas del tipo de
~ C. soluta (Kivic, 1983).

Algunos autores consideran a la lfnea tetrasporina de las cloroffceas como la via a las plantas
superiores. Se cree que un organismo unicelular con dos undulipodia tipo Chlamydomonas sufrié
una radiacién evolﬁtiva en tres lineas bdsicas. La linea volvocina, integrada por células
coloniales que conservan la morfologia de sus ancestros; la Ifnea tetrasporina, que comprende
organismos con estructura filamentosa, parenquimatosa y ramificada; y la linea sifonada, en
donde-las- algas son cenocfticas. La linea volvocina, al igl'nal que la sifonada, no originaron
nuevos patrones estructurales. En cambio la tetrasporina que se inicia con una célula vegetativa
inmévil, pudo dar origen al tejido parenquimatoso y luego a tejidos mds complejos en plantas
superiores, mediante la evolucién de las formas de divisién celular en uno, dos y tres planos.
Si el tipo de célula que inici6 Ia lfnea se divide y las células procedentes de esta divisién
continian dividiéndose en el mismo plano, se origina un filamento uniseriado simple de células.
Este tipo b4sico uniseriado produce ramificaciones si algunas células se dividen ocasionalmente
en un segundo plano, pero si cada una de las células se divide una vez en un segundo plano se
origina un talo biseriado y si ademais, las divisiones segin un segundo plano se produce
repetidamente se origina un talo folidceo como el de ulva. Otras divisiones'de ciertas células
seguin un tercer plano producen un talo parcialmente parenquimatoso como en Fritschiella.

- De nueva cuenta la secuenciacién de los 4cidos nucleicos ha ﬁyudMo a definir la idea evolutiva
de las plantas. Utilizando 1a secuencia conocida del ARN S5S de 30 plantas de distintos niveles -




de organizacién, sc ha reconstrufido un frbol ﬁlogenéticodela_salgasve:des. El drbol muestra
que todas las plantas verdes incluyendo plantas vasculares (Pteridopyta y Spermatophyta), las
briofitas, y las aigas verdes pertenccen a la rama derivada del extremo superior (véase fig 4).
Sobre esta rama que emerge de las Chlamydomonas que surge a muy temprana edad, varias
almvende- msmﬂnmhsﬂmvmmvanmde
SmyrnlChlorelh-Scenedeamus antes de 1a diversificacion de éstas

dltimas. -

En general sehawepudoquelgsphnmm y las algas verdes tienen un ancestro comin.
Entre las algas verdes el precursor directo podria ser una Pteridofita semejante a Nitella.

comparacion de ARNr 5SS entre Nitella y plantas terrestres sugiere que las clorofitas surgieron
justo antes que las clamidofitas y las pteridofitas/briofitas.

6. Primera plantas terrestres

El registro f6sil indica que la vida se restringié al agua por un perfodo de 2,500 millones de .
afios . Al final de este perfodo comenzé la colonizacién de la tierra. En la conquista de la
superficie terrestre, las algas verdes debieron sufrir modificaciones que les permitiera la
sobrevivencia. Desarrollaron rafces, tejido rigido de soporte, sistema de circulacion para el agua
y los nutrientes, células reproductoras capaces de ser transportadas por agentes distintos del
agua, paredes gruesas y cutinizadas para evitar la desecacién '(Rost, 1979; en Bold y col., 1989).

Los fésiles de las primeras plantas terrestres tienen una edad aproximada de 420 millones de
afios (en Li W. y col., 1989)

Previamente a 1a adquisicién de tejido conductor, probablemente se haya dado la divergencia

. entre las briofitas y plantas vasculares. Se considera aquf dentro del grupo de las briofitas a las
hepdéticas, antoceros y musgos; las cuales son similares en su ciclo vital, siendo las plantas en
cada caso un gametofito libre sobre ¢l cual nace un esporofito que puede ser parcial o totalmente
pardsito. Pero se reconoce que las diferencias entre sf, son suficientemente significativas como
para ser clasificadas como divisiones separadas (Bold y col., 1989).



En restos fdsiles del Devdnico Bajo encontrados en Escocia y Alemania se han encontrado
plantas gametofiticas con estructura anatémica y fisioldgica afines a un gametofito briofitico.

. También se han encontrado esporofitos de plantas vasculares con algunas caracterfsticas
semejantes a las briofitas. Estos restos pueden indicar una estrecha relacién entre briofitas y
traqueofitas (Remy, 1982). Esto ha llevado a la propuesta de considerar un origen comiin para
las plantas terrestres a partir de las algas verdes y una posterior diversificaciéon a briofitas y
traqueofitas.

Algunas de las interpretaciones respecto al curso de la evolucién de 1a flora terrestre a partir de

‘sus progenitores algales, han sido incorporadas en la teorfa _telomética de Walter Zimmerman
(1976). Estx teorfa intenta interpretar las plantas existentes en términos de sus orfgenes a partir
de sus precursores extinguidos.

De acuerdo con la teorfa telomitica el esporofito de los progenitores algales con ramificaciones
dicotémicas estériles o fértiles llamadas telomas dieron origen a las estructuras de plantas
- terrestres mediante procesos de dominancia, planacién, concrescencia lateral, curvatura y
reduccién.

En los restos fésiles de Gwynnevaughhany, que datan del perfodo Devénico, se puede apreciar
epidermis y estela en plantas con un sistema horizontal de tallos y ramas que parecen penetrar
en el suelo. Asimismo, en lechos de fésiles de 395 millones de afios de antigiiedad, se han
descubierto plantas vasculares que permiten sugerir que las primeras plantas vasculares tenfan
un tallo delgado, nmiﬁcado en forma dicotdmica, con o sin apéndices de hojas vivas y con
esponhgios, ya sea en las puntas de las ramas o a lo hrgo de sus laﬁos (Rost, 1979; Banks,
1970).

Se han encontrado plantas fésiles que datan de fines del Sildrico y del Devénico, las cuales
consisten en un ¢je desnudo y ramificado, carece de hojas y de rafces y la ramificacién es
“dicotémica. Una parte de este sistema del tallo es horizontal y haces capiiares servian para
absorber agua y minerales del suelo (Satterthwart y Schogf. 1972). Las ramas aéreas se
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extienden hacia arriba y algunos de los tallos terminan en peqﬁdlos sacos de esporas o
esporangios (en Delevoryas, 1979; Wilson y Loomis 1992, Zimerman, 1976), estas plantas
pertenecen al género de Rhynia que es una de las plantas mfs simples que existieron en los

perfodos Silirico y Devénico.

El grupo de plantas actuales que se relacionan con el grupo rhinales es el orden de las psilotales;
que comprende a Psilotum y Tmesiptris. Psilotum comparte caracterfsticas con psilofitos fésiles
como la ramificacién dicotdmica, presencia de rizomas con rizoides, hojas verdaderas
rudimentarias o ausentes, esporangios en posicién terminal sobre ramas y disposicién protostélica
de los vasos en el tallo. Basdndose en estas caracteristicas comunes, se afirma que las psilotales
son primitivas y estin relacionadas con los psilofitos fésiles. Sin embargo, no se han encontrado
fésiles de Psilotum, por lo que también se ha sugerido que Psilotum y Tmesipreris corresponden
a reducciones evolutivas de otros grupos méds complejos como Licopodios (Bold, 1989; Sckagel,

‘1984; Wilson y Lowis, 1992).

6. Pregimnospermas .
Entre el grupo de rhiniales se dieron ciertas tendencias evolutivas. Los primeros esporangios,

en un principio solitarios y globosos, tendieron a una forma elipsoide y a formar racimos para
' fusionarse. Las plantas poco ramificadas aumentaron su ramificacién. Del modelo primitivo de
planta terrestre pudieron originarse tres tipos de estructuras: Plantas con hojas gralides con
pos:cndn alterna, cuerpo lefioso con médula y haces medulares (eustele o poliestele), esporangios
en hojas pinadas o en sus derivados, a este modelo pertenecen las pterophytas. El segundo tipo
de estructuras pertencce a plantas con hojas pequeiias y alternas, cuerpo lefioso con actinostele
Ly esporan'gios.en posicién epifilia como las lycophytas. Finalmente, plantas con hojas pequeiias

reticuladas, cuerpo lefioso con médula y haces medulares (eustela) como las equisetophytas

_ (Zimerman, 1976).
'En los niveles mds inferiores, las plantas son isospdricas y adn se encuentra ese cardcter en los
helechos primitivqs (protopteridades), pero se conocen también prehelechos heterospéricos. Se
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supone que una unidad de este tipo debe encontrarse en la lfnea evolutiva de las angiospermas
' pero la diferenciacion de las esporas y macrosporas que éstf ligada a una reduccién en la
generacién sexual, ha 3ido un proceso importante que se ha desarrollado paralelamente en los
tres grupos principales. La innovacién decisiva es la inamovilidad de las macrosporas dentro de
los microsporfngios 10 cual da origen a los helechos con semilla. Las macrosporas ya no
abandonan la envoltura del esporangio y realizan todo su desarrollo en el macrosporangio sobre
el esporofito materno. El macroesporangio se convierte en semilla.

La cvolucidn de la semilla fue la siguiente etapa, después de la colonizacién de la tierra por
plantas vasculares, que da a 1a vida en la tierra las actuales caracterfsticas de las interacciones
entre plantas y animales (Chaloner, 1989). Existc buena documentacidn de las estructuras
relacionadas con las pre-gimnospermas, las cuales dan origen a las primeras gimnospermas. Hay
un acuerdo gencral que de este antiguo grupo surgicron todas las plantas con semilla
(gimnospermas y angiospermas).

Se supone que las microesporas germinaban y formaban gametofitos masculinos que, envueltos
en la membrana de 1a espora, eran descargados del esporangio y diseminados por el viento y el
agua, y la fecundacion sc realizaba en la planta progenitora. Los gametos masculinos eran en
un principio méviles y llegaban al 6vulo sélo cuando habfa agua de lluvia o rocfo.

. Posteriormente se formé un tubo polfnico y 10s espermatozoides se volvieron inméviles. Sin
embargo, en algunas plantas actuales con semillas, los gametos que hay dentro del tubo polinico
conservan érganos de motilidad ( Wilson y Loomis, 1992).

Las plantas heterospdricas del Devénico Tardfo redujeron al mfnimo las megaesporas en cada
esporangio hasta culminar en una simple megaespora de larga sobrevivencia formando la
estructura central de las primeras semillas (en Chaloner, 1989); a fines del Devénico/principios
del Carbonffero. Por otra parte de la reproduccién sexual, que involucraba espermas méviles
capaces de nadar a través de 1a humedad del suelo para fertilizar la gameta femenina, se
transformO. La gemeta femenina se convirtié en una célula inmévil y el proceso de fertilizacién
fue internalizado. Esto dio a la planta gran independencia dela humedad en el medio ambiente



al efectuar la reproduccién. El polen levado por el viento quizd era atrapado por una gota de
exudado himedo (como en las actuales confferas) y trasladado adentro de una cimara. Esto
significa que el hucvo encerrudo podria scr fertilizado mientras estf sujeto aun en la planta
madre. Durante el desarvollo, ¢l embrion podrfa alimentarse con reservas almacenadas, antes
que el tlofito s independizara. El éxito de las plantas con semilla se debe, en cicrta medida,
a la ventaja que sc obticne de Ia reproduccitn cuando Ia espora es retenida, protegida y provista
de alimento. Lo cual contrasta con la condicidén en que la megaespora es liberada y el protalo
.se desarrolla independientemente.

microsporangios de las pteridospermas son a menudo sinangios lo que favorece 1a transformacion
mmmommmhmmmdehmvolnhﬂmﬂymﬂm
hermafroditas. Plantas con estas caracterfsticas pudieron ser las que originaron a las antofitas
(plantas con flores).

En las relaciones filogenéticas hasta aquf propuestas existen muchas dudas. También hay
inupteuci'mqwdivergmoseeonuapotmporloquel'mexisteunixbolﬁlogenétiooque
sea aceptado universalmente; no cbstante, tenemos una idea guletaldelasecuencmdewmblos
dehspomblesmmﬁlogmaehsphnmsupenom

_En las confferas modernas y en algunas otras plantas con semilla, el gametofito femenino, antes
de la fecundacién, crece mucho. Produce arquegonios y ‘Svulos y acumula alimentos en
abundancia. Después de la fecundacién el cigoto es alimentddo por esta reserva mientras se
éonviene en embrién.

En las plantas con flores predomina una condicién diferente. Estas reciben de las plantas
progenitoras la reserva alimenticia necesaria para el desarrollo y sostenimiento del embrién, y
mientras la fecundacioén no se realiza, no hay acumulacién de alimentos. Este pairén se considera
una mejora. en el proceso de reproduccién porque no se gasta ninguna energfa en acumular
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- reservas alimenticias para un embridn hasta que ¢l embrion existe. En las plantas actuales con
semilla, por 10 general, 1a semilla se separa de 1a planta madre adlo cuando el embridn estd
eom;immaueformadoybienmimdeaﬁmmmﬂilm'ylmis, 1992)

extinguido; otras, pnnapdmtehsconlfaasyhsw llepmasetnonblesmue
las plantas actuales (Wilson y Loomis, 1992).

El andlisis de secuencias del gen que codifica a 1a ribulosa 1,5, bifosfato carboxilasa (rbcL) ha
wnﬁrmadohidudeqwhseaﬁfa:s,mmmiembmdehsgimnospenms.podrhnhab«
divergido primero de las pre-gimnospermas (Bousquet y col., 1992)

' 8. Anglospermas
El origen de las angiospermas ha sido propuesto por d:ferumes autores a partir de diversos
grupos de vegetales. Descendientes de las Pteridospermas, Cayteniacs, Gnetales, Cordlatala y
Bennettitales, han sido los grupos mis aceptados como posibles ancestros de esias plantas.

Investigaciones paleontolégicas y estratogrdficas han demostrado que 1as primeras angiospermas
han dominado la tierra desde, al menos, ¢l Cretdsico Bajo (Lidgard y Crane, 1988); sin
embargo, no se tiene la certeza de contar con restos fésiles de las primeras plantas con flores.
A los fésiles mids antiguos de este grupo de vegetales, se les ha calculado una edad de 120
millones de afios (en Martfn y col., 1989), pero las caracteristicas bien definidas de las
angiospermas sugieren que estas se originaron hace 220 millones de afios, aproximadamente, en
" el Cretisico Bajo (Lodgard y Crane, 1988; Les y col., 1991) y reciememénte se ha propuesto
una edad de hasta 300 millones de afios, en el me Inferior (Martfn y col., 1993).

Se ha sugérido la posibilidad de un origen polifilético de las angiospermas (Martin y col., 1989)
pero la presencia de caracteres \nicos de este grupo, incluyendo la doble fertilizacién provee
fuertes argumentos en favor de un grupo monofilético (Clear C.J., 1989; Crane y col., 1989).



Del andlisis de secuencias del gen que codifica 1a rbcL * se sugiere que posteriormente a la
. diversificacion de las confferas como miembros de las gimnospermas, se dio la diferenciacion
de angiospermas en dos clases bdsicas, las monocotiledoneas y dicotiledoneas, las cuales forman
dos grupos monofiléticos (Bouaquet y col., 1992), por ¢l mismo método se ha corroborado la
_diversificacion de las dicotiledoneas en seis subclases de acuerdo con Cronquist A. (1988)

La divergencia de las monocotiledoneas-Dicotiledoneas, probablemente se haya dado en el
Carbontfero (hace 318 + 35 millones de afios(Martin y col., 1989) o hace 200 millones de afios
(Li W. y col., 1989) y la divergencia de las subclases de la dicotiledoneas en el Pérmico(276
% 39 millones de afios) (Clear, 1989)

Se cree que el origen de las angiospermas se dio entre plantas oon semilla del mezosoico, talés
como las bennentiales y corystospermas (en Clear 1989). Los anili;is cladfsticos indican que las
angiospermas estdn relacionadas con Bennettitales y Gnetales (en Crane yvcol., 1989)
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B. Ndcleo celular
1. Antecedentes histdricos

" El nicleo celular fue descrito por vez primera por Valentin al notar que el nucleolo, estructura
observada por Fontana en 1777, se encontraba contenida en ofra estructura menos refringente.
En 1833, R. Brown dio el nombre de nicleo a esta estructura que contenfa al nucleolo después
de haberla observado por primera vez en 1827 en la epidermis de ciertas orqufdeas (en Ford,
1993)

Las observaciones de otros investigadores (Brisscau-Mirbel en 1839, Purkije en 1836, Ekkchary
y otros) permitieron que Shleiden y Swann consideraran al niicleo como una estructura constante
en las células animales y vegetales. '

- En 1865, Fromman comprobé que los niicleos de las cé€lulas de médula de bovino estaban
rodeadas por una membrana, hoy denominada envoltura nuclear. Ademds, obscrvo_ la presencia

~de un reticulo que constituye su masa fundamental; Fleming dio el nombre de cromatina a ese
reticulo.

En 1871, Friedrich Meischer aislé una sustancia de cardicter dcido y rica en fésforo de las
células de pus y de espermatozoides de salmén. La sustancia, a la que nombré nuclefna, fue
purificada y anahzada por Robert Altman quien la llamé dcido nucleico (Stent y Calendar, '
1981).

Al finalizar et siglo pasado, se habfa demostrado la universal presencia de los dcidos nucleicos
en animales y vegetales. A. Kossel, identificé los componentes de este dcido y en los afios veinte
de nuestro siglo, P. A. Evene y W. Jones demostraron que existen dos tipos fundamentales de
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icldos nucleicos: el dcido ribonucleico (ARN) y el dcido desoxirribonucleico (ADN) (Stent y

" Calendar, 1981).

El desarrollo de los métodos de tincidn y el perfeccionamiento para aislar y analizar los

productos nucleueq fueron determinantes para el actual conocimiento del nicleo. En 1903,
Ramoén y Cajal descubrié lo que llamé cuerpos accesorios del nucleolo mediante la
impregnacion de plata en tejido nervioso, hoy son conocidos como cuerpos espiralados.

Robert Feulgen y Rosemberk, en 1924, desarrollé un método de tincion upec{ﬁco'para el ADN
mediante el cual se demostré que este dcido es el componente mds importante de la cromatina.

Brachet demostré en 1942, que el ARN intranuclear esté concentrado principalmente en el '

nucleolo. Cuaﬁo ‘afios después, Mirsky y Pollister dieron a conocer que el ARN se encuentra

.. formando complejos con protefnas y obtienen las primeras evidencias de la Aexistencia de una
matriz nuclear, mediante el tratamiento de micleos celulares con solucién salina altamente -

concentrada y digestién con ADNasa.

En la década de los cuarentas, mediante los estudios citolégicos sobre los dcidos nucleicos, se
enoontlo'una_constanci{l cuantitativa del ADN pof nicleo y las relaciones del ARN con la
sintesis protefnica. En 1959, Stern y colaboradores determinaron -que ‘el ARN del nucleolo
representa el 10% de la masa nucleolar, el 20% del ARN nuclear y el 1.6% del ARN total de

la célula.

La claboracién de técnicas para el estudio de material biolégico mediante el mlcroscop:o

electrénico, mcrementé notablemente el conocimiento de niicleo celular. En 1969, W. Bernhard
da a conocer una técnica de tincién preferencial para ribonucleoprotefnas y en 1973, H. Vizquez

- Nin pone a punto la técnica de contrastacién para cromatina, técnica de muy fdcil realizacion.

En 1969, Monneron y Bernhard determinaron‘la naturaleza ribonucleoproteica de los granos
intercromatinianos descubiertos por Smiff en 1958. De la misma manera se caracterizé a los
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.gﬁhulos ‘pericromatinianos  descubiertos por Watson en 1962. Ademds descubrieron unas
particulas fibrilares en 1la periferia de la cromatina, las cuales - denominaron fibras
pericromatinianas y determinaron la naturaleza ribonucleoproteica de los cuerpos espiralados.
El estudio de las RNP durante las iltimas dos décadas, ha permitido que se conozca mds su
papel fisiolégico en el niicleo. Los granos pericromatinianos (GPC) parecen relacionarse con el
almacenamiento y/o transporte del ARNm maduro (Echeverrfa y col. 1991) y los granos
intercromatinianos (GIC), al parecer, son estructuras relacionadas con el almacenamiento y/o
ensamblaje de protefnas y ARNSs, involucrados en el procesamiento postranscripcional del pre-
ARNm. Las fibras pericromatinianas son el sustrato morfolégico de la tnnscnpcldn ( en
Jiménez-Garcfa y col., 1989).

" 2. Ciclo celular en eucariontes

Todas las cé€lulas estin sujetas a un ciclo celular que involucra eventos nucleares y
citoplasmdticos. A diferencia de los pi’ocariontes cuyo ciclo celular basicamente consiste en la
replicacién del ADN seguido de 1a divisién celular (en Darnell y col., 1990), en los eucariontes
se dan complicados procesos que aun en la actualidad no son enteramente comprendidos.

Durante l1a vida de la célula se efectiian eventos coordinados entre el citoplasma y el micleo. El
proceso de divisién nuclear o mitosis, coincide con el proceso de citoquinesis o divisién del
conteﬁido éitoplasmitico. De igual manera, entre las fases de divisién nuclear y citoquinesis,
micleo y citoplasma se preparan para la siguiente divisién celular.

El perfodo entre dos divisiones celulares se conoce como interfase y al niicleo de las células en
esta etapa se le denomina micleo interfdsico. A partir de aquf, al hablar del micleo se hard
refererencia al nicleo interfisico de cé€lulas eucariénticas, de no ser asi se habrd de especificar.

En células eucariénticas el ciclo celular abarca dos perfodos: la mitosis y la interfase. En esta

idltima, la funcién bioquimica mds importante que realiza una célula es la sfntesis de sus dcidos
nucleicos (en Karp, 1987). '
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Al parecer existe un mccanismouniveﬁal (Nurse, 1990 ) que regula el ciclo celular por genes
conocidos colectivamente como genes cdc (de cell-division cycle), factores promotores de
maduracién (MPF) y ciclina, principaimente. Este mecanismo posee puntos de control (Hartwell
'y Weinert, 1989) que no permiten continuar con la mitosis si no se han cubierto ciertos

requisitos, uno de ellos es la replicaciéon completa del ADN, asf{ cOmo su reparacion en caso
de que éste se haya dafiado. ’

La regulacién del ciclo en eucariontes parece depender, en gran medida, de 1os cambios de una

simple molécula en la actividad de una protefna llamada protefna cdc2. La cdc2 ha sido

identificada como protefna quinasa, una enzima que transfiere fosfatos donados por ATP a

proteinas. La cdc2 permanece constante durante el ciclo celular pero su actividad es regulada

por otra sustancia cuya cantidad en el interior de 1a célula va aumentando durante la interfase,

alcanzando su concentracidn méxima a principios de la mitosis y baja al mfnimo al iniciar la
" interfase, esta sustancia se denomina ciclina.

La ciclina es sintetizada en los inicios de 1a interfase y se acumula conforme avanza esta fase. A

Al conjugarse con cdc2 forma el pre-MPF inactivo que, por accién de enzimas, sufre
modificaciones y se transforma en MPF activo, el cual dispara la mitosis por una parte y por
otra, activa las enzimas que degradan la ciclina liberando la cdc2 para un nuevo ciclo.

La degradacion de 1a ciclina es impdname para el desarrollo de la mitosis y debe sintetizarse

de nuevo cada interfase para activar MPF, inducir mitosis y dirigir el ciclo celular (Murray y
Kirschner, 1991).

En los eucariontes, la sintesis del ADN, también llamada replicacién, no se efectia durante toda
1a interfase como cominmente pasa en los procariontes (Darnell y col., 1990), sino después de
un perfodo de tiempo que transcurre finalizada la mitosis, a este periodo se le conoce como fase
G1 (Gap,). Después de efectuada la replicacién transcurre otro lapso antes de entrar en mitosis,
a este lapso se le conoce como G2 (Gap,). De esta manera podemos decir que la interfase se
divide en tres fases: G1, S, G2. La fase S corresponde al estado de replicacién o sfntesis del
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ADN.

Seh-eonsidqndoalADNcunohmnedabﬁiadehvidl.hmolecuhqueﬁgeel
funcionamiento de 1a célula. Enedannlécuhtuidehinformaciénqueoxdenahmde_

El ADN estd estructurado de unidades repetitivas de nucleétidos que contienen un azicar (2°-
desoxi-D-ribosa), un grupo fosfato, y una de las cuatro bases nitrogenadas heterociclicas. Dos
de cstas bases son pdricas y dos pirimidfnicas (en Rawn, 1989). El caricter bdsico de los
derivados puricos y pirimidinicos estf proporcionado por los 4tomos de nitrégeno insertos entre
los carbonos de los ciclos hexagonales y en su caso pentagonales, asf como los grupos amino
que se unen a dichos ciclos (en Morrison y Boyd, 1976).

La 6-aminopurina o adenina (A) y la 2-amino-6-oxipurina o guanina (G) se denominan bases
piricas por su estructura semejante a la purina. La 5-metil-2,4-dioxipirimidina o timina (T) y

la 2-oxi-4-amino-pirimidina o citosina (C) tienen la estructura bdsica de la pirimidina (P) (en
Bohinski, 1978).

Cada una de las bases que estructuran el ADN estin unidas al C-1’ de 1a 2°-desoxi-D-ribosa
mediante un enlace 8-N-glicosfdico para formar un N-glucésido o nucledsido y. a 1a vez este
nucledsido contiene en su posicién 5° un grupo fosfato estruciﬁrando, un nucledsido monofosfato
o nucel6tido®. Estas estructuras: 2’-desoxiadenosina 5’-monofosfato o desoxiadenilato (AAMP),
2’-desoxiguanosina 5’-monofosfato o desoxiguanilato (dGMP), 2’-desoxicitidina 5*-monofosfato
o dcsoxicitidilato.(dcm), y 2’-desoxitimidina 5’monofosfato o desoxitimidilato (dTMP) los
cuales se hallan unidos constituyendo diversas secuencias mediante puentes 5°-3" fosfodiester (en
Lehninger, 1991) son las unidades bdsicas que estructuran el ADN de los eucariontes.

‘Los nuclebdtidos pueden contenér m&s de un gruéo fosfato unidos -
covalentemente en secuencia lineal por enlaces fosfoanhidridos.
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A partir de los datos empfricos de E. Chargaff sobre la composicién de bases nitrogenadas del
ADN y por estudios de difraccién de rayos X en ADN cristalino, realizados por M. Wilkins y
R. Franklin, la estructura tridimensional del ADN fue propucsta por James Watson y Francis
CricK en 1952 (Watson y Crick, 1953) los cuales sugiricron que el ADN consta de dos cadenas
_ polinucleotidicas en una estructura helicoidal orientada hacia 1a derecha, cada una enrollada
M@mejewpﬁwhmﬁnmvi&ﬂoumdirewiaum.hdobb“ﬁce
ﬁmamdasm&ﬁmmanbeﬁnmmawﬁrkmmmammde
1a hélice y en forma perpendicular al eje vertical.

Segin el grado de hidratacién del ADN se puede obtener en dos formas: la A y la B; se
_comsidera esta Gltima como la forma bioldgicamente importante, la cual muestra dos
periodicidades, 1a principal es de 3.4 A y otra secundaria de 34 A. Segiin el modelo de Watson
y Crick consiste en dos cadenas de polinuclestidos dextro-helicoidales, enrolladas a un mismo
.eje_y constituyendo una doble hélice. Sus puentes fosfodiéster 3°,5° internucleotidicos se
extienden en direccién opuesta. Las bases piiricas y pirimidfnicas de cada hebra se encuentran-
en el interior de 1a doble hélice formando uniones A-T y G-C mediante ‘puentes hidrégeno, con
sus respectivos planos paralelos entre sf y perpendiculares al eje de la hélice diplex (en
Lehninger,-1991). Los grupos cargados negativamente le perriiten unirse a los nucleosomas, que
se encuentran estructurados por histonas que contiene aminodcidos cargados positivamente. La
compactacién del ADN en los nucleosomas lo fuerzan a adoptar un plegamiento necesario para
su organizacién en la cmmﬁné_(l(omberg y Klug, 1981). )

La replicacién del ADN en los eucariontes presenta gran similitud con los procariontes, pero la
' complejidad en los primeros es mayor. En las células animales, por ejemplo, existen como
minimo cuatro diferentes ADN polimerasas en su niicleo; las polimerasas «, 8, 8, £&. La ADN
polimerasa o replica el ADN extendiendo un inductor en la direccién 5°— 3’ bajo la direccién
de un molde de mc_mohebra. La ADN polimerasa &, al parecer, es la replicasa de 1la hebra
conductora constituyendo un complejo con €l ADN y unas protefnas lNamadas a.nt(geno nuclear .
de células en proliferacién (PCNA). La polimerasa g tiene un gran. parecido superficial con la -
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S, 5619 que la primera es altaméntc activa en ausencia de PCNA. Ademis la ADN polim
& muestra una actividad como exonucleasa 3+ 5° que s6lo degrada ADN monohebra a
oligonucledtido de 6 a 7 nucledtidos, y no a mononucledtidos como 10 hace a polimerasa §. La
polimerasa £ al parecer tiene funciones de reparacién del ADN (Stern y Calendar, 1981).

En general la replicacién del ADN en eucariontes podria explicarse de la siguiente manera:

‘Las dos hebras son desenrolladas localmente por una helicasa permitiendo la unién de la
proteina desestabilizadora de la hélice o SSB (también conocida como factor de replicacién A
{RF-A)). Una topoisomerasa continia desenrollando el diiplex de manera que la horquilla de
replicaci&l pucde ir avanzando. El complejo ADN polimerasa a-primasa sintetiza un pequefio
fragmento de ADN, inducido por ARN (fragmento de Okazaki), en cada hebra. Posteriormente
se forma ¢l compiejo PCNA y otra protefna llamada RF-C; este complejo se une al extremo 3°
de la hebra de ADN naciente. La ADN polimerasa 8 se une al complejo y en sustitucién de la
ADN polimerasa o inicia la sfntesis de la hebra conductora. La ADN polimerasa o
recientemente liberada, se une al lado 5° de Ia hebra conductora naciente, donde se inicia la
sfntesis discontinua de la hebra retrasada. Los ARNs inductores son finalmente eliminados por
una ARNasa H, los huecos son rellenados por una polimerasa, los cortes son sellados por una

_ADN ligasa y los dos ADNs diiplex hijos son desenredados y separados por, 1a accién de una
topoisomerasa. '

‘Al parecer los preparativos para la fase S y G2 se efectian desde la fase G1; en este perfodo
se sintetiza la ciclina y se recician las protefnas cdc, sustancias necesarias para iniciar la .
replicacién del ADN (Kelly y col., 1993) y para activar las MPF. Las MPF a su vez inician
la mitosis y activan las enzimas que degradan a la ciclina (Murray y Kirschner, 1991).

De acuerdo con el modelo de coordinacién de la fase Sy M ﬁropuesta por Joachim y col (1993),
al salir la célula de la fase G1, se inician dos rutas distintas que rigen las dos posteriores fases
de la interfase y en las que se decide 1a entrada 0 no a la mitosis. Una de ellas conduce hacia
la entrada de 1a fase S y la iniciacién de la replicacién. La otra ruta conduce hacia la elaboracién
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_de la maquinaria que Heva de 1a forma Gl a la G2 ¢ inicia 1a preparacidn para entrar en mitosis.
Las dos rwias son independicntes y usualmentc colaboran para ascgurar que Ia fase S sca
completada antes de iniciar 1a fase M. Un punto de control uae-1as dos rutas  mediante una seiial
que indica si ¢l ADN ha sido completamente replicado, haciendo que la fase M dependa de la
fase S. ( Joachim y Deshale., 1993).

3.Wumw:-¢sw

lawun'nnnnlﬁiayhkngimddeondamblm.qwlimimelpoderdetuolucién
de un sistema dptico (Lehmann y Wachtel, 1993). Debido a esto, el valor del lfmite de
resolucidn de un microscopio dptico no puede scr menor de 17 000 A (en Robertis, 1991). La
posibilidad de rebasar el Ifmite tedrico del microacopio fotdnico se dio con 10s avances tedticos
de deBroglie sobre la naturnaleza corpuscular y ondulatoria de un haz de electrones acelerados
. (Camal y Milynek, 1993). El microscopio que utiliza electrones acelerados sobre una muestra
delgada del objeto de estudio, permite obtener un poder de resolucién entre 0.2 y 0.25 nm. El
aumento total puede variar eatre unas pocas a 1 000 000 veces como miximo (Vizquez y
Echeverria, 1984) lo que hace visible al ojo humano desnudo un objeto de O.1nm >,

El material orgdnico debe adecuarse para ser estudiado en el microscopio electrénico. La
fijacion, deshidratacién, inclusién, cortes de la muestra y contrastacién son pasos del
procedimiento general de cuya adecuada ejecucién dependen los buenos resultados. La fase de
contrastabién, que consiste en la combinacién de determinados compuestos qufmicos del material
orgdnico con dtomos de elevado nimero atémico, es muy importante en el estudio de la
ultraestructura del nicleo intefdsico, ya que nos permite diferenciar las estructuras en funcién
de cierta naturaleza bioqufmica. La técnica de tincién preferencial para ril_)onucleoprotefnas' de
Bernhard (1969) y la técnica de contrastacién preferencial para la cromatina (Vdzquez-Nin,
1973), han sido de gran utilidad para obtener los actuales conocimientos sobre el nicleo
interfésico. '

53 nm = 10A = 10%°%um = 107 cm



'En 1a tincién preferencial para ribonucleoproteinas se usa un método de contrastacion general
enel_quescuﬁﬁnmdemnﬂoypoﬂuiommtelaacéiéndelkidoeﬁlatdiamino-
tetracético (EDTA) para quelar, preferencialmente los iones de uranilo unidos a
‘desoxiribonucleoproteinas; por esta razén, las ribonucleoprotefnas se observan miés contrastadas
que la cromatina cuando sc utiliza esta técnica. Por el contrario, el método de contrastacién
" preferencial para la cromatina, el cual usa fcido fosfohingstico sobre los cortes de tejido
previamente incluido en glicolmetacrilato, destaca a la cromatina mientras las
ribonucleoprotefnas no aparecen contrastadas. Estas técnicas de contrastacién, complementadas
con otras técnicas como las de electroforesis en gel, secuenciacién de nucledtidos y de
autorradiografia de alta resolucién (en Busch, 1983) entre otras, han sido utilizadas en la
investigacion para conocer la ultraestructura y funcidn del micleo.

A continuacion abordaré 1a descripcion de 1a estructura de los componentes del niicleo interfédsico
y sus funciones, dividiendo convencionalmente en cuatro partes: la envoltura nuclear, matriz
nuclear, cromatina y estructuras ribonucleoproteicas.

_a. Envoltura nuclear

El término de cubierta o envoltura nuclear indica que el micleo estd rodeado por una estructura
semejante a un saco aplanado en vez de una simple membrana. La envoltdra nuclear es una
cisterna del sistema de endomembranas celulares, con una membrana externa y otra interna, las
cuales mantienen una regién entre éllas, generalmente libre de elementos estructurales referida
como espacio perinuclear, lumen o espacio intermembranoso. Las membranas tienen alrededor
de 100 A de espesor y el espacio que los separa, de 100 a 150 A; El grosor total de a envoltura
es de 300 A, pudiendo ser hasta 550 A (en Robertis, 1991).

La envoltura nuclear consiste de tres dominios morfolégica y bioquimicamente distintos: la
membrana externa con ribosomas unidos, la membrana interna unida con la ldmina, y el poro

de la membrana unida con el complejo de poro (Chaudhary y Courvalin, 1993; Hallberg y col.,
1993).
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‘El dominio de la membrana nuclear externa se contimia con el reticulo endopldsmico rugoso
(RER) y contiene protefnas caracterfsticas del mencionado reticulo. Una de las principales
funciones de este sistema de membranas es la produccidn de las protefnas que se integran a las
membranas, asf como las destinadas a la exocitocis (Hallberg y col., 1993).

D membrana nuclear interna estd unida a la ldmina nmlér y/o a los componentes -
cromatinianos. Se ha propuesto que esta membrana actia en la organizacién tridimensional de
1a cromatina (Blobel, 1985).

En los poros nucleares ]a membrana externa se conecta con la membrana nuclear interna. De
esta manera la doble membrana es fisicamente continua; sin embargo, son muy diferentes
funcional y bioqufmicamente. La membrana interna no contiene ribosomas y con frecuencia se
encuentra una gran concentracién de cromatina en su superficie (Dingwall y Laskey, 1992).
Utizando la fuerza centrifuga se demostré la unién de puntos de cromosomas a la membrana
nuclear de células vegetales (Comings, 1978). También se ha usado centrifugacién de células
para demostrar la unién de la cromatina a l1a membrana nuclear y estudios de cromosomas de
paquiteno en espermatocitos de ratén efectuados con el microscopio electrdnico, han demostrado
claramente la uni6én de extremos de los cromosomas a la membrana nuclear (Foisner y Gerace,
1993). ’

La mayorfa de los niicleos eucariénticos poseen envolturas con complejos de poros nucleares
(CPN), los cuales son estructuras proteicas que tienen la funcién de mediar el transporte
bidireccional de macromoléculas, asf como la de jugar un papel en la organizacién tridimensional
del genoma (Sukegawar y Blobel 1993; Hinshaw y 'col., 1992). El complejo de poro consta de
dos anillos con un didmetro interno de 80 nm., uno sobre la superficie externa y otro en la
interna en cuyo centro contienen un tapén desde donde se extienden 8 “"rayos™ hacia los anillos
(Akey y Radermacher, 1993).

Estudios sobre fragmentos de estructuras aisladas de niicleos de animales y vegetales, con ayuda
de la técnica de tincién negativa y el uso de rotacién é6ptica, han hecho posible observar ocho
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grinulos fibrosos-de naturaleza ribonucleoproteica arreglados en forma simétrica que da una
forma octagonal (Akey y Radermacher, 1993). En su lado nuclear bién sc tran los
grinulos mencionados, y los poros estén generalmente alineados con canales de nucleoplasma
'ﬁnndosQUemdecmnﬁmcandeaeMaumumimﬁbmdem
de 50 a 80 nm de espesor (en Robertis, 1991).

El canal del poro se encuentra ocupado por un material electrodenso y amorfo. Medidas de
resistencia eléctrica de la envoltura nuclear, sugicren la posible existencia de un canal libre de
estructura en el poro, al menos temporalmente (Pant€ y Aebi, 1993). Pequeiias moléculas (5000
daltons o menos) inyectadas dentro de la cflula difunden a través de la envoltura nuclear. El
-aumenmdépuomlectdarmcauigounanmanomdfiempodeequﬂjbﬁomladifusi6n
citoplasma-micleo, y una inyeccidn de protefna de forma esférica muy grande de 60 mil daltons
casi no penetra al niicleo. Estos experimentos hacen suponer que el complejo de poro contiene
ﬁnanalcil(ndﬁcémdeunos%mdediimeuuy 15 nm de longitud, a través de los cuales
" se pueden difundir iones y otras pequefias moléculas. Sin embargo, aquellas que sobrepasen los
. 60 Kd, la mayorfa de las proteinas, ARNs y particulas ribonucleoproteicas . son incapaces de
difundir a través de los complejos de poro y su transporte nucleocitoplasmitico estd basado en
procesos activos asociados con el complejo de poro nuclear ( Feldherr y col., 1984; Featherstone
y col., 1988).

Por el CPN es por donde predominantemente, quizd tnicamente, se transporta el ARN. La
‘sfntesis de 1a mayor parte del ARN celular ocurre en el interior del micleo y etapas subsecuentes
‘requieren transportar al ARN mensajero desde el sitio de sfntesis del niicleo a un polirribosoma,

localizado en el citoplasma. Desde 1955, Goldstein y Plaut habﬁm demostrado, mediante estudios
autorradiogréﬁcos de la sfntesis de ARN, un transporte de 4cido nuclear hacia el citoplasma. Las

evidencias morfolégicas se dieron en la década siguiente, cuando observaron particulas.
ribonucleoproteicas atravesando el poro nuclear (Panté y Aebi, 1993) . Como el didmetro de las
particulas ribonucleoproteicas que pasan a través del poro es mucho mayor que el didmetro del

canal, se supone que existe un transporte especffico por un sistema de transporte activo .

Ademis de los canales de los poros, las membranas nucleares podrfan cumplir otras formas de
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transporte, asf 10 hace suponer la existencia de ATPasa activada por Mg*? asociada con la
membrana y con los complejos de poro. Estas enzimas podrian contribuir al transporte activo
de iones y ‘moléculas a través de la membrana (en Avers, 1991).

b. Matriz nuclear : . ,

La matriz nucle.r.es un sistema esquelético del micleo residual con pxopiedadés dindmicas que
tiene su funcién en importantes procesos biolégicos como la sintesis de ADN; sintesis,
. procesamiento y transporte de ARN, y en la accién de hormonas (Barrack'y Cottey; 1982;
Cook, 1991; von Kries, 1991) ’

Las primeras evidencias de la existencia de la matriz nuclear, se obtuvieron mediante el
tratamiento de micleos celulares de timo de ternera con soluciones salinas altamente concentradas
y digestién con DNasa. El resultado fue una estructura compuesta principalmente de protefnas,
interpretadas como protefnas cromosomales residuales. Esta estructura contenfa cerca del 8%
de las protefnas no histénicas y 4% del total de los 4cidos nucleicos. La primera observacién con
el miémwopio electrénico de la estructura nuclear residual se efectué usando de nuevo el
tratamiento con soluciones salinas muy concentradas y digestién con ADNasa en nticleos de
higado de ratas. :

Actualmente, la extraccion de material nuclear se efectia con tratamientos de soluciones salinas
 concentradas, combinadas con un lavado completo en cada etapa para eliminar compuestos
solubilizados. En extracciones efectuadas en niicleos de higado de rata, permanecen en la matriz
nuclear el 10.0 + 0.57% de protefnas, 1.3 + 0.21% de ADl’;I, 29.0 + 1.68% de ARN y 2.2
+ 0.5% de fosfolfpidos (Berezney y Coffey 1977; Barrack y Coffey, 1982). En general la
matriz nuclear representa entre el 10 y el 20% de las protefnas no histénicas del nicleo.

" "El objetivo original de las extracciones habfa sido describir el minimo componente residual

' responsable para mantener la integridad esférica del nicleo. Se han realizaron intentos
" adicionales para completar la digestién de los dcidos nucleicos remanentes, usando altas
concentraciones de ADNasa 1 y ADNasa A, la estructura resultante es llamada matriz proteinica
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nuclear. Esta matriz ests estructurada por el 9.8 + 0.55% de proteinas, menos det 0.01% de
ADN, 3.0 £ 0.12% de ARN y 2.0 & 0.47% de fosfolfpidos (Barrack y Coffey, 1982). Ciertos
componentes RNP son capaces de formar estructuras intranuclcares que permanecen unidos a
ia Ifmina perinucleir dentro de condiciones definidas de extraccion con altas concentraciones
de sal (Bouvier y col., 198S).

La matriz proteica nuclear consiste de tres componentes morfolégicos distintos: una ldmina con
complejo de poros residuales, una matriz fibrogranular interna y remanentes del nucleolo.

Una seccidn tangencial a través de esta envoltura residual, revela las estructuras caracteristicas .
del compiejo de poro, las cuales forman una parte integral de 1a envoltura nuclear intacta (Akey
y Radermacher, 1993). La ldmina con los complejos de poro residuales e€s una estructura

continua que rodea 1a esfera nuclear, su grosor varfa de un tipo celular a otro.(Vetheijen y col.,
1988). '

La limina se encuentra entre la membrana interna y la cromatina periférica en forma de fibras
enuetejidés, se le Aconoce como ldmina densa, ldmina fibrosa o ldmina nuclear. En los
eucariontes superiores la ldmina estd formada principalmenic pPor uno o mas polipéptidos
Nlamados laminas‘. En vertebrados las laminas han sido clasificadas en dos subgrupos segin su
secuencia primaria y propiedades bioqufmicas (Nigg, 1989), Se piensa que esos polipéptidos se
unen a protefnas especificas de la capa lipfdica de la membrana interna, 1a asociacién de ciertas
laminas a la membrana parece ser debida a un derivado isoprenoide que estd covalentemente
unido a la terminacién carboxflica de las laminas B y laminas A recién sintetizadas ( Brahton,'
1981). Otros componentes asociados con la ldmina se enlazan a sitios especificos sobre la

_cromatina en la interfase (Paddy y col., 1990); y con esto gufan la interaccién de la cromatina
con la envoltura nuclear.

¢ La palabra esdrGjula l&mina se refiere a 1la estructura
localizada entre la membrana interna y la cromatina,

mientras que
la palabra grave Jlamina se refiere a las clases de proteinas que
. componen dAicha estructura.
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Aunque no se conoce con certeza la funcién de 1a 1fmina densa, hayevidmdudéquealm
juegan un papel importante en la disolucidn y estructuraciéa de la envoltura nuclear durante la
mitosis( en Alberts y col., 1989).

El ensamblaje de 1a envoltura nuclear y las laminas se deshacen durante Ia profase, cuando Ia

1fmina es despolimerizada y la membrana nuclear es fragmentada en cisternas y vesiculas para

luego dispersarse en el citoplasma. El reensambiaje tienc lugar durante 1a anafase y telofase,
cuando membranas asociadas con cromosomas se fusionan y las laminas se reensamblan a la
superficie del cromosoma. Se ha sugerido que tanto el desensamblaje de las laminas, como la
liberacién de la membrana nuclear de la cromatina durante la mitosis, son reguladas por
fosforilacién. La despolimerizacion de la limina nuclear durante la mitosis se debe a la
fosforilacion de las laminas, en la telofase se desfosforilan y se polimerizan alrededor de la
cromatina (Gerace y Blobe, 1980; Nigg, 1992)) ' '

Se ha demostrado que ciertos polfmeros que forman parte de la envoltura nuclear y estdn

. asociados con laminas, juegan un papel clave en el reensamblaje de la envoltura nuclear durante
la anafase tardfa, asf como la unién de las laminas a la envoltura nuclear (Foisner y Gerace,
1993)

La matriz interna fibrogranular se extiende por el interior del micleo desde el nucleolo residual
a la 14mina periférica, esta red parece derivarse principalmente de la estructura intercromatiniana
del micleo. '

" Se han encontrado diferentes constituyentes nucleares asociados con la matriz, tales como ADN
recién sintetizado (Hozak y col., 1993), ARN recién sintetizado, receptores de hormonas,
antfgenos virales, productos primarios de transcripcién de ADNr y particulas
ribonucleoproteicas nucleares de pequeiio peso molecular (Sn RNP) (en Mah y col., 1993). Se

" desconoce gran parte dg las causas de esas relaciones; sin embargo, se ha sugerido que la matriz
nuclear juega un papel en el procesamiento del ARN heterogéneo nuclear.
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" La funcién de la matriz interna granular no es completamente conocida, pero existen evidencias
que este juega un papel importante en la organizacién de muchas funciones nucleares tales como
formacion de vueltas de ADN, replicacién y transcripcién del ADN, regulacién y expresién de
los genes y ensamblado de la cromatina (Cook, 1991; von Kries, 1991). En la matriz nuclear
encontramos asociaciones con algunas enzimas importantes en la replicacién de la ARN
polimerasa y de la ADN metilasa, importantes en la transcripcién del ADN (Cook, 1991; Wood
y Collins, 1986). ’

c. Cromatina

La cromatina s un complejo de macromoléculas que constituye ¢l material cromosémico de la
célula no mitdtica (en Karp, 1987), estd constituida por ADN, protefnas asociadas y ARN. El
ADN fue ya descrito en la parte correspondiente a la fase S ;iel ciclo celular, en donde se traté
sobre la replicacién de esta macromolécula, por lo tanto pasaremos a describir la parte protcicé
y la relacién que esta tiene con.la molécula de ADN.

En el nicleo encontramos protefnas histdnicas y no histénicas, las primeras son una clase de
. protefnas bdsicas con un peso molecular de 8 000 a 26 000. A continuacién describimos
someramente a las cinco histonas que encontramos formando parte de la cromatina.

La histona H1 tiene un peso molecular de 20 000, es rica en lisina y ampliamente variable en
las especies. La histona H2A tiene un peso molecular de 13 700, es relativamente rica en lisina
y, desde el punto de vista evolutivo, es relativamente con.servada en las especies. L.a H2B posee
las mismas caracterfsticas de la H2A. La histona H3 tiene un peso. molecular de 15 700, es rica
en a.rguuna y evolutivamente muy conservada en las especies.

En general podemos decir que alrededor de un 25% de los restos totales de los aminodcidos de
las histonas pertenecen a la arginina, histidina y lisina a las cuales se debe la carga positiva que
' poseen las histonas. La lisina ocupa la mayor proporcién de todos los aminodcidos; entre 10
Yy 20% del total. Exceptuando la' Hl la evolucién de las histonas ha sido extremadamente
conservada en particular la H3 y H4. La relacién de ADN-histonas es de 1:1 (en Karp, 1987)
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En la cromatina se encuentran subunidades fundamentales repetidas denominadas nucleosomas
ocuaposnuquccsﬁneonshmudosdeADNehmonas(Komberg 1981; Inaga y col.,
1991). -

Elmicleodelotnucleosomsesﬁfotnndopotunobgdmcrodelum dos unidades de H2A,
dos unidades de H2B, dmmudadude%ydosumdadesdeﬂ4 Las técnicas de difraccion de
nmeychmmmqwmocﬁmconfmmmmnmcdﬁldnmde
aproximadamente 1000 A de difmetro y S00 A de altura (Grunstein, 1992). Se ha demostrado
-quelashistonas H2A y H2B, son capaces de intercambiarse dentro y fuera de 1a estructura del
nucleosoma.

La histona H1, al igual que 1a H2A y la H2B, es intercambiable dentro y fuera de la cromatina.
Sin embargo, no es parte del niicleo del nucleosoma y presenta algunas diferencias con aquellas.
Las histonas H2A, H2B,H3 y H4 son las protefnas mdés conservadas durante la evolucién, la H1
es la menos conservada de las histonas mencionadas (Kayne y col., 1988).

La cromatina en su nivel estructural mds interna estd ordenada de una forma simple mediante

‘_

> StY a fundamental repetitiva integrada por una agrupacién nucleoproteica globular
discreta, que contiene histonas asociadas a un fragmento de doble hebra de ADN de longitud
determinada (Grunstein, 1992). Con nucleasa micrococal se obtienen fragmentos de ADN de 140
pares de bases 10 que hace suponer que €l nucleosoma posee dos partes diferenciadas. Una de
ellas corresponderfa al niicleo de la particula constituida por el oligémero de histonas y la otra
a la hebra de ADN de 140 pares de bases (Kormberg, 1981; Getzenberg y col., 1991). Sin
embargo, las digestiones menos enérgicas producen particulas nucleoproteicas con un fragmento
de hebra de ADN . equivalente a 200 pares de bases nitrogenadas, lo que hace suponer que
ademds de ADN estrechamente relacionado con el octimero, hay una parte de la hebra de ADN
interconectado entre dichos octimeros. Cuando los fragmentos son mayores, equivalentes a dos
©o mds nucleosomas, se puede demostrar la presencia de las cinco histonas, la H1 puede estar

involucradz; uniendo a los nucleosomas (Kornberg, 1981).
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Los resultados de estudios por difraccion de rayos X han demostrado que las histonas,
exceptuando 1a Hi, csii densamente empaquetada. FPor otra paric, no s aprecian en csta
estructura orificios 1o bastante espaciosos como para que quepa cn clios una molécula de ADN,
por lo que se ha propuesto que el conjunto de histonas de Ia unidad estructural de un cromosoma
rummmemm.BmNMMmmwmm
a la parte exterior del compiejo; una nica y larga molécula de ADN, extendida a lo largo del
cromosoma, pasaria de un juego de histonas al siguiente (Komberg, 1981).

Los experimentos con difraccidn de ncutrones lievados a cabo por John F Pardon y sus colegas
(Pardon y col., 1977; en Bush Vol V1) aportaron prucbas de que €l ADN estf ‘situado en la parte
exterior del nucleosoma y la informacion procedente de los rayos X y la microscopia
electrénica, hacen suponer que la disposicién del ADN corresponde a 1a doble hélice de esta
molécula eihrollads en una hélice mayor o superhélice, dando aproximadamente dos vueltas en
tomno a la histona situada en medio de las partfculas. Las dos vueltas de la superhélice deben

hallarse muy préximas entre . sf, pues la hélice de ADN mide 20 A (Konberg, 1981; Noll, 1974
en Bush, 1983).

. Actualmente se acepta que un nucleosoma se estructura cuando las histonas forman un complejo
con el ADN. Este complejo, llamado particula central nucleosomal, incluye en su centro dos
copias de histona H3 y dos de H4. Este tetrdmero H3-H4 estd franqueado por dos dfimeros H2A-
H2B. En el extremo de cada molécula de histona se cree que hay prolongaciones semejantes a
colas que salen de la particula central nucleosomal interactuando con otras moléculas. En

muchos organismos, pero no en todos, la H1l ayuda a anclar el ADN a la particula central
nucleosomal (Grunstein, 1992).

A partir de la disposicién espacial, se ha deducido la participacién individual de las histonas en -
el plegamiento del ADN sobre el tetrdamero (H3), (H4),, este define el giro central de la
superhélice de ADN. Las H2A y H2B enlazan al ADN al inicio, centro y fin de una molécula
de H1 (Adams, 1993), lo que completa la superhélice.
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Se cree que la cromatina ticne otros niveles de compactacién como el propuesto por ¢l modelo
de solencide (Georgiev, 1978, en Bush, 1983), en estc madelo los nuclecsomas se disponen de
forma helicoidal con un difmetro extermno de 300 A y un difmetro intermo de 100 A y una
inclinacién de 110 A por vuclta. Cada vuclta contiene de 4 a 10 nucleosomas. La méxima -
mpcndﬁndemnwmpamiﬁrhqmmwmbianzjmwmwku,
por 1o que se ha propuesto que 1a parte central podrfa contener a 1a histona H1, o proteifnas no
hiswlﬁc-su;ouuelcmenmdecmuolobialADNdemudo(FinehylGug. 1976). El didmetro
de 1a fibra de cromatina "in situ® es equivalente a 250-300 A (Grosor de la fibra) cllo es estable
ydiseemiblemlgmeufue.iguﬂq[uhmmﬁmdeinmﬁmmadispemrh"
con disolventes catiénicos. Estas fibras se pucden convertir en fibras de 100 A, 1las fibras de
200-300 A son referidas como nucleémeros (Gedges en Bush, 1983) en donde los nucleosomas
se empaquetan en forma de solenoide que se caracteriza por una elevacién de 110 A (el diimetro

de un nucleosoma) y por un diimetro de cerca de 300 A (6-7 nucleososmas por giro) formando
una vuelta del solenoide. Los led

par ser entidades de 10s cromosomas metafisicos
e interfésicos. Su estructura no es clara pero se cree que podrian ser interpretadas en términos
de variaciones locales en unidades estructurales repetitivas. Microfotografias electrénicas de
cromosomas, revelan anillos de fibras de cromatina que emanan de un ¢je central, lo que hace
- suponer que hay niveles superiores de organizacién (en Alberts, 1989).

El AI?N no es la matriz directa que ordena las secuencias de aminodcidos. Los polipéptidos se
sintetizan en los ribosomas que se localizan en el citoplasma, por lo que se requiere de una“
matriz intermedia para transmitir informacién genética hacia los lugares de sintesis, por esta
razén, para que la informacién contenida en €l ADN sea interpretada deben efectuarse dos
importantes procesos: la transcripcién y la traduccién.

Mediante la transcripcién se producen moléculas de ARN con una secuencia de bases
nitrogenadas complementarias al segmento de una de las hebras de ADN y por lo tanto
complementarias para los genes programados para la formacién de una protefna en particular.
Para que se efectie la transcripcién, las hebras de ADN sc separan durante uno o mi4s estadios
del ciclo celular y funciona como matriz a la que se acoplan los ribonuclestidos complementarios
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mediante el aparcamiento de bases: Adenina, Citosina, Guanina y Uracilo. Relacionados con
1a transcripcién se encuentran las ARN polimerasas, protefnas de alta movilidad y otros factores
- (en Avers 1989). .

Enlmmﬁm@hﬂwﬁmmﬁmdnwudcmidifammdepoﬁpépﬁdosﬂ', 8,
o, a, B, agrupados mediante enlaces secundarios. La molécula activa contiene un ejemplar de
cada cadena especifica, con excepcion de la o que aparece dos veces. La unién de o a las otras
cadenas no €3 muy firme, de mancra que cs relativamente fécil aislar el agregado 8°, 8, a,, w,
el que se conoce como parte principal de la enzima, puesto que cataliza la formacion de los
enlaces fosfodiester internucleotidicos tanto en presencia, como en ausencia de ¢. La funcién de
o consiste en reconocer sefiales de iniciacién a lo largo de 1a molécula de ADN.

Aparentemente la holoenzima reconoce inicialmente secuencias apareadas dentro de dobles
hélices intactas, las cuales no son transcritas al ARN. Una vez establecida la unién al lugar de
reconocimiento de la ARN polimerasa, esta iiltima difunde hacia un punto cercano al de la

" iniciacién de la transcripcién a un segundo grupo de pares ricos en AT, al que se unen
firmemente (sitio de unién de ARN polimerasa). La verdadera iniciacién de cadenas no comienza
en la region de ligamento mas estable, sino a unas 6 a 7 bases mis all4, a lo largo de la hélice
doble. La primera base transcrita es piirica.

Una vez que comienza el alargamiento de una cadena, se disocia del complejo enzima niicleo-
ADN-ARN naciente, quedando en libertad para asociarse a otra molécula nicleo. La
transcripcién se efectiia a lo largo del ADN hasta un lugar éspecifico que actiia como seifial de
paro, una sefial puede ser una serie de poli A.

La transcripcién en 1os eucariontes sigue la mismas etapas bdsicas que en los procariontes pero
es mds compleja debido al tamaiio del genoma eucariéntico y a la presencia de las proteinas de
la cromatina. A continuacién se abordan algunas particularidades de la transcripcién en
eucariontes.
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La estabilidad de las fuerzas idmicas fisioldgicas de la cromatina, dada por la estructura de los
nucleosomas, proporciona un Gbsticulo para la transcripcidn (Svaren y Chalkiey, 1990). Para
que ésta se lieve a cabo, las secuencias promotoras deben estar espacialmente accesibles a 1a
maquinaria de 1a transcripcidn (Devlin, 1992; ). Es necesario que ¢l estado de compactacién de
Ia cromatina sca al menos el de "cuentas de collar” ya que el mecanismo requicre de una
desintegracion y desplazamiento del nucleosoma (Adams, 1993). En las demss conformaciones
empaquetadas incluida la estructura de 30 nm, €1 ADN cucaridntico es inaccesible a las protefnas
que s unen al ADN y at dispositivo de transcripcion. '

E} producto intermedio de 1a transcripcién de una unidad transcripcional en €l ADN, es un ARN
precursor llamado transcrito primario, el cual es modificado subsecuentemente a una molécula
funcional madura. El transcrito primario tiene mayor secuencia de nucle6sidos que el ARN
final, 1a cual ha de someterse a un procesamiento que incluye modific '

en las b en -
el azicar, rearreglo de los anillos de la piridina, formacion de hélices y conformacién terciaria,

adicién a la terminacién 5°, adicién a la terminacién 3°, divisiones exonucleoliticas especificas,
divisiones endonucleolfticas especificas, divisiones complejas con “splicing™ de piezas y
formacién de complejos ARN-protefnas. El nimero, tipo y orden de eventos es difcrente en cada
grupo de ARN y frecuentemente varfa para cada tipo especffico dentro de los grupos.

A diferencia de los procariontes donde una sola molécula de ARN Polimeras.a es usada para la
transcripcién, los eucariontes tienen tres diferentes ARN polimerasés: la ARN polimerasa I
(RPD que transcribe los genes del ARN ribosémico en el nucleolo, ARN polimerasa Il (RPI)
localizada en el nucleoplasma, transcribe los genes de las protefnas y a la mayorfa de los
SNARNS, y la tercera es la ARN polimerasa III (RPIII) que también se localiza en el
nucleoplasma y que sintetiza varias clases de moléculas pequeiias de ARN, ARN S5S, U6
SnARN y ARNt. Estas enzimas requieren proteinas auxiliares generalmente conocidas como
factores para iniclar transcripcién, de la correspondiente clase de promotores 1, 11, III.
También requieren de polipéptidos enlazados a la caja TATA (TBP) (Aso y col., 1994; Sharp,
1992). Estas a su vez estin intimamente asociadas con otros polipéptidos conocidos como
factores asociados al TATA (las TAFs) (Pugh y Tjian, 1992) para formar un complejo
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multiproteico llamado TFIID (Dynlacht, 1991; Choy y Green 1993;)

Las ARN polimerasas de los cucariontes no sc unen especifica y directamente al ADN como lo
hace la ARN polimerasa en los procariontes. La interaccién entre las polimerasas y el ADN
requiere de p fnas accesorias con especificidad de secuencia denominada factores de
transcripcién (TF) (en Rawn, 1989). Entre los factores de transcripcién para la ARN
polimerasa I estén TFIA, TFIC, TFID, UBF-1, SLI1 y TIF-L Algunos Factores de transcripcion
representativos de las ARN polimensas 11 son: TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIG,
TFOH TFII SII, RAP38, RAP74, BTF3, SPl y CTF. Los factores de transcripcién de la ARN
polimerasa III son: TFIIA, TFIIB, TFIIC, Oct-1, SP1, ATF, PBP, TFIIIR, (Pugh y Tijian,

) 1992; Sharp, 1992; Willis, 1993). En el caso de la RPI, RPIII, SLI y TFIIIB respectivamente
son componentes del factor de iniciacién, se piensa que TBP _ hace contacto no especffico con
los oormi)ot\dienm promotores (Rigby, 1993). En el caso de la transcripcién de la RPII, TBP
interactiia con otras protefnas constituyendo el factor de iniciacién TFIID y reconocimiento del
elemento promotor TATA (Ham y col., 1994).

La ARN polimerasa I actia a nivel del nucleolo, el producto de su accién es el pre-ARN 35-47S
7, el cual ¢s precursor de tres moléculas de ARNr, que en micleos animales son el ARN 28S,
ARN 18S y ARN 8S (Palmer, 1993).

En la mayorfa de los eucariontes los genes de ARNr se encuentran en agrupamientos de 100 a
500 repeticiones separadas por ADN espaciador no transcribible, en esta regione se encuentra
la se;:ucncia promotora tanto en plantas como en animales (Doeling y-_col., 1993). Los ‘
promotores de la clase I consisten de varios sitios de unién que pueden dividirse en tres regiones
importantes. La primera se extiende a lo largo del sitio de iniciacién, generalmente de -40 hasta

7 8 representa la constante de Svedberg, un coeficiente de
sedimentacién de 10" seqg.
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+20 * y se requicre para la iniciacién de Ia ARN polimerasa 1. La scgunda yegidn sc localiza

" entre el nucledtido 40 y -15, es Ia regidn de uniéa de factores de transcripcidn TFID, esta unién
ayuda a la polimerasa a encontrar correctamente el sitio de iniciacién. La sercera regidn se
localiza entre -150 y -100, estd implicada en la unién de factores de transcripcién (en Rawn,
1989).

_ 1as transcripciones. El TFID se une a la regidn 40, -15 y Ia UBF-1 se une entre -120 y -105.
El TFIC s¢ une al compicjo TFID:gen de ARNT y el factor SLI lo hace al compicjo UBF-I:gen
del ARNr. A continuacién la ARN polimerasa 1 se une a ambos compicjos y compieta la
formacién de la maquinaria de la transcripcién. Al parecer la actividad transcripcional estd
limitada principaimente por alteracidn en la actividad de factores UBF y SLI que se asocian con
RPI (Macda y col., 1992). En cstos mismos factores residen las propiedades de 1a RPI de ser
relativamente especie-especifica (Bell y col., 1989).

Los elementos del ADN que controlsn la transcripcién de 1a -ARN polimerasa 1 en las plantas
no han sido bien definidos pero existen evidencias de que en éstas también existen secuencias
intergénicas del ARNr (Tremousaygue, 1992; Vincentz y Favell, 1989) y de secuencias
promotoras de 1a transcripcién entre los nucledtidos -91 al 22 (Doelu, 1993).

Algunas de las enzimas que llevan a cabo el procesamiento del ARN son particulas
ribonucleoproteicas. En algunos casos el ARN componente de las partfculas ribonucleoproteicas
es la subunidad activa de la enzima. Las enzimas cuya subunidad de ARN lleva a cabo
reacciones catalfticas son llamadas ribozimas. Hay cuatro clases de ribozimas. Tres de ellas
llevan a cabo mocxones de auto procesamiento, mientras la cuarta, ribonucleasa P (RNasa P),
es una verdadera catalizadora (Gerlach y Robaglia, 1993).

‘Convencionalmente los nucleétidos se enumeran respscto al

punto de inicio de una regiétn que se transcribe o unidad de
transcripcidn. A los nucledtidos a la derecha del punto de inicio
se le asignan valores positivos. Los nucledtidos situados a 1la

izquierda del punto de inicio se les asignan valores negativos.
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Un cjemplo de autoprocesamiento 1o tenemos en el ARNr de Tetrahy thermophila. Los
intrones, secuencias no codificadoras presentes en el ARNT recié€n transcrito, son removidos del
precursor de ARNr. Ummogwmwcimamhmi&l fosﬁ:dimrinm-exai .
mmammwnm.mm«mpm_mmm
secundaria. El exén donador libre ataca similarmente al enlace intrén-exén fosfodiester en cl
aceptor final del intrén. '

. La ARN polimerasa II transcribe los genes de los ARN premensajeros (ARNm-pre) y.varios
gumq@mdiﬁunamlécuhspequeﬁasde”hwluc:adomdpmnimmdeom

" moléculas de ARN. Bajo condiciones de transcripcién basal, TFIID puede unirse al ADN
directamente o formar un complejo de TFIID inducido por un arreglo de factores asociados a
TATA (TAFs). Parece que hay muchas clases de complejos oompcm:os de TFIID mis TAFs
y/o coactivadores (Greenblatt, 1992). Posteriormente a la formacién del complejo de TD-ADN,
TFHF instrumenta 1a entrada de poli II (en un estado no fosforilado) al complejo de
transcripcién. - Después de que el complejo bisico estd establecido, TFIIE ayuda a estimular la
fosforilacién del dominio C-terminal del poli II. La fosforilacién loérada por multiunidades de
quinasa, incluidas TFIIH y TFIIJ, hacen el ensamblaje operacional para iniciacién de la
transcripci6n y elongacién (Li y col., 1994).

La adicién de la estructura cap-ocurre durante la transcripcién por ARN polimerasa II. Como
el complejo de transcripcién se mueve a lo largo del ADN, el complejo de enzimas "capping”
modifican la terminacién 5° del ARNm naciente.

Después de iniciar la sintesis del “cap”, l1a ARN polimerasa continia transcribiendo al gen-hasta
un signo de secuencias poliadeniladas. Esta secuencia, la cual tiene el consenso AAUAAA,
aparece en el ARN maduro pero usualmente no forma parte de la regién codificada del
mensajero. M4s bien funciona como un signo para la regién de hendidura del ARNm precursor
naciente, alrededor de 20 o mds nucledtidos antes. La secuencia de poli(A) es ailadida por una
polimerasa soluble a la terminacién 3’ que resulta de esta escisién.
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Muchos de los genes codificados por la ARN polimerasa II, contienen una secuencia de
consenso® TATANA similar a la caja TATA de los proéariomes. Se localiza en el lugar
probable en donde comienza el desenrollamiento de la hé€lice de ADN. En mamiferos la caja
TATA interacciona con un factor general de transcripcién llamado TFHD el cual se enlaza con
la protefna TBP (&e TATA-clement-binding). Esta protefna estd involucrada en la iniciacién de
transcripcién de las tres ARN polimerasas (Sharp, 1992; Rigby, 1993) y juega también un papel

. importante en la replicacién del ADN (Kornberg, 199; Chasman y col., 1993). El ensamblaje
del complejo de iniciacién procede por encima de 1a unién del ADN con TFIID (que reconoce
la caja TATA) generalmente estabilizado por TFII y/o TFIIB (Bungert y col., 1992).

Entre 1a regién -80 y -60 existe frecuentemente otro promotor conocido como regidon CAAT que
corresponde a una secuencia GGNCAATCT. Esta regién es reconocida por el factor de
transcripcion CTF ( Factor de transcripcién de la region CAAT). Otra secuencia de consenso
en los promotores de los genes codificados por la ARN polimerasa I es GGGCGG implicada
en la unidr; del factor transcripcién SP1. :

Como el ARN estd estructurado desde el complejo ARN polimerasa, éste es ripidamente

enlazado por pequefias ribonucleoprotefnas nucleares snRNP. Cada una de esas especies de

snRNP estd compuesta de un s6lo ARN rico en uridina y algunas protefnas. La U1l snRNP lleva '
- a cabo una funcién esencial en la remocién de intrones por reconocimiento del sitio "splice” 5.

- Todos los intrones empiezan con una secuencia GU y terminan con AG. Entre estas secuencias
se encuentra un residuo de adenina situado.a unos 40 nucledtidos mds arriba del sitio de
"splicing" 3°. Estos tres sitios constituyen las secuencias consenso en el ARNm que desempeiian

un papel importante en el proceso de "splicing” (Rawn, 1989).

La discriminacién para remover la secuencia GU estd acompaiiada por la formacién de pares de

*Se le llama secuencias de consensco a agquellas gue se derivan
del consenso de varios ejemplos gue proporcionan un patrén comiin de
los promotores.
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bases entre el ARN Ul y la secuencia del ARNmM precursor precediendo y plegando este
dinucleétido. OuaspR_NPconuu\iendoARNUZMimmmessccuulchSQdexmm
3* del intrén. No cbstante otra especie de snRNP después enlaza al precursor ARN, formando
un largo complejo de pequedias ribonucieoprotefnas nucleares (SNRNPs) y factores proteicos no-
SnRNP. Este proceso se cfectila mediante transesterificacidén que requiere ATP (Kim y Cin,
1993) - y €l complejo es llamado un spliccosoma (por analogfa con el gran complejo
ribonucleoproteico involucrado en la sintesis de protefnas, el ribosoma) (Steitz y col., en King
y Lin, 1993). Este complejo, el spliccosoma, es el sitio en donde se efecthian dos reacciones de
transesterificacion usando encrgfa de ATP para llevar a cabo la remocién exacta del intrén
(Guthrie, 1991). Primero, el nuclestido enlazado es roto dejando un grupo 3°-OH libre en la

. terminacién del primer exén y un fosfato 5° sobre la guanosina donadora del intrén. Esta pG
es usadia para formar un enlace no frecuente con una adenosina en el intrén. El fosfato 5° de la
guanosina donadora estd ligada al grupo 2°-OH de esta adenosina para formar una ramificaciéon
o estructura ARN en forma de lazo. Nétese como la estructura ramificada estd compuesta
enteramente de secuencias del intrén. Después que el lazo estd formado, al final de las
reacciones el intrén, es removido por un corte que ocurre alrededor de 20 nucleétidos abajo de
la ramificacién. Posteriormente se unen las dos secuencias de exones.

En 'genu.; con un gran mimero de intrones, los intrones son removidos generalmente en
secuencia desde li terminacién 5' a 1a 3°, aunque esto no es del todo estricto. El resultado final
de todo este proceso es un ARNm completamente funcional, en donde todos los exones quedan
listos para dirigir la sfntesis de protefnas (en Rawn, 1989).

- La ARN polimerasa III al igual que la ARN polimerasa II se locaiiz_a en €l nucleoplasma y
transcribe los ARN de transferencia y el ARNr 5S. Su funcién es mejor conocida que las otras
polimerasas (Willis, 1993). ’

Los factores de transcripcién de los genes de la clase III se unen a re‘ioneﬁ internas de control .
(ICRs). En el caso del gen ARNr-5s contiene también elementos intermedios (IE) implicados
en la formacién del complejo de transcripcién. Los factores de transcripcién TFIIIB y TFIIIC
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se unen a las ICR de los genes del ARNt. El TFIIC se une en primer lugar al blogue B, para
.. posteriormente alinearse sobre el gen mediante el contacto con los nucleétidos del bloque A. Una
vez que el TFIIC se ha unido, ¢l TFIIIB se suma al complejo TFC-gen del ARNt. El TFIHIB
no estd en contacto con el ADN, pero sf con el TFCIII mediante interacciones protefna-protefna.
La presencia de este complejo sobre el gen del ARNt permite a 1a ARN polimerasa 11 iniciar
Ia transcripcion en el sitio +1. Una vez formado, el complejo de transcripcién permanece
asociado de fqrma estable al gen para iniciar ciclos miiltiples (Willis, 1993).

El fin de la transcripcién se efectia, al igual que en procariontes, mediante un mecanismo gue
depende solamente de 1a secuencia del Acido nucleico (Hippel y Yager, 1992).

El ARN de mnsf_etencia es modificado por division, adicién, y modificacién de sus bases. El
correcto reconocimiento de ARNm por el ARNt y la correcta aminoacilacién del ARNt
espec(ﬁcd, es importante (Lee, 1993) y necesita ser riguroshmente controlado. Gran parte de la
especificidad de 1a funcion del ARNt reside en modificaciones de sus nucleétidos.

Los productos de transcripcién de un gen ARNt contiene secuencias de nucleétidos extra en
ambos extremos S’y 3° con respecto a la secuencia de ARNt maduro. En algunos casos esos
transcritos primarios contienen intrones en la regién del anticodén del ARNt. La reacci6n ocurre
de manera bien definida pero no necesariamente en un orden temporal rigido. Al principio, el
transcrito primario es ajustado (o cortado) de una manera no especifica para producir una
molécula precursora. Después la ribonucleasa P remueve el extremo 5° por divisién
endonucleolftica. La terminacién 3’ se corta exonucleolfticamente, seguido por sintesis de la
terminacion C-C-A,,;. La sintesis del nucledtido modificado ocurre en cualquier orden relativo
al corte nucleolftico. El intrén removido es dictaminado por la estructura secundaria del
precursor y es llevada a cabo por un sistema enzimético de dos componentes; una enzima
remueve el intrén y la otra sella la cadena de nucleétidos.

Los nucledtidos del ARNt son los mds altamente modificados de todos los tipos de Acidos
nucleicos. Mds de 60 diferentes modificaciones que se efectiian en las bases y en la ribosa,
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" requiriendo alrededor de 100 diferentes reacciones enzimiticas, muchas son si_mplec metilacines
en una séla reaccién, pero otras involucran miltiples reaccioncs.

Una enzima o conjunto de enzimas produce una sola modificacion especffica de un sitio en més
de una especic de moléculas de ARNt. Enzimas separadas o conjuntos de enzimas producen la
misma modificacién en mis de un lugar en ARNt. En otras palabras, la mayoria de las
modificaciones enzimfticas son especificas de sitio o de secuencias de nucleétidos, no de ARNt.

Todas las modificaciones del ARNt son efectuadas postranscripcionalmente. La mayoria son
completadas después que el precursor del ARNt ha sido ajustado al tamaiio del ARNt maduro.

d. Estructuras ribonucleoproteicas

Las estructuras ribonucleopto(eieas. se pueden dividir en dos gl;upos: el nucleolo y las
' ribonucleoprotefnas extranucleolares. El nucleolo es el sitio de sfntesis y procesamiento de ARN
prerribosomal (pre-ARNTr) y del ensamblado de ribosomas, las particulas ribonucleoproteicas
extranucleolares son Jugares de almacenaje y/o transporte y/o procesamiento de dcido
ﬁbohnqleico. Las partfculas ribonucleicas extranucleolares son: las fibras pericromatinianas
(FPC), gfinulos peﬁcmmaﬁnianos (GPC), cuerpos espiralados (CE), cuerpos nucleares (CN)
y grdnulos intercromatinianos (en Jiménez Garcfa y Segura-Valdez, 1993).

Nucleolo .

El nucleolo es generalmente esférico y su didmetro varfa entre una a tres micras. Se forma en

un sitio especffico del cromosoma, el cual es llamado organizador del nucleolo o Nor (Nucleolar

Organizing Region), a partir del cual se trascribe ¢l pre-ARNr. Los genes de ARNr o ADNr,

son transcritos simultineamente a partir de una hebra continua del ADN. Las moléculas son
. procesadas en el nicleo en donde también pueden unirse con protefnas ribosomales para formar

subunidades ribosomales inactivas o precursoras (Ritossa y Spigelman, 1960; Miller, 1973).

La ultraestructura del nucleolo difiere un poco en los diferente organismos pero en general )
consta de los centros fibrilares, 1a regién fibrilar densa y 1a regién granular. '
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Los centros fibrilares son regiones con baja densidad a los electrones. Estdn constituidos por
fibras de alrededor de 50 A de cspesor las cuales se encuentran rodeadas total o parcialmente
por el componente fibrilar denso. Contiencn ARN polimerasa I, el factor de transcripcion
nucleolar y otras protefnas nucleolares. Esta zona ha sido interpretada como una estructura de
" almacenamiento de ADN interactivo mantenido en reserva y se ha demostrado que la
transcripciéon del DNAr ocurre en la periferia de los centros fibrilares (Mirre y Stahl, 1981).

‘Mediante autorradiégmﬁ'a se ha observado la biosintesis "in situ® del ARN prerribosomal en
1a parte fibrilar del nucle(;lo (Ahgelier y- col., 1979). La sintesis de ARN prerribosomal se
completa tan pronto como las fibras ribonucleoproteicas alcanzan su médxima longitud y no hay
liberacién de la correspondiente fibra, esto resulta de un almacenamiento de esas fibras por un
perfodo de tiempo. De esta manera los componente fibrilares densos repr tan la forma
transcripcionalmente activa del nucleolo.

- Las moléculas de ARN ribé)somal producidas en la zona de los componentes fibrilares densos

' se asocian con protefnas y se procesan en la forma de una red de ribonucleopr_otefhas embebidas
en una matriz fibrosa. Recientemente se han localizado los genes de ADNr en la regién fibrilar
densa del nucleolo por medio de hibridizacién in situ ultraestructural, lo que es compatible con
los resultados de autorradiégraffa (Jiménez Garcfa y col., 1993).

Los componentes granulares se constituyen por partfculas individuales de ARNpr conteniendo
" las moléculas de ARNr precursor, (Knibiehler y col.,. 1982). Los nucleolos inactivos en la
sfntesis de ARN ribosomal carecen de zona granular son predominantemente de estructura

fibrosa.

. Ademds de las regiones anteriormente descritas, el nucleolo puede contener una regién fibro-
. granular, conocida también como nucleolonema. En ocasiones se encuentran en él, espacio
ovalados o esféricos ricos en pre ARNr y muestra la presencia de fibras dispersas, a estos
espacios se les llama “"vacuolas nucleolares” (en Jiménez-Garcfa, 1985) su presencia, nimero
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y tamaiio se han correlacionado con las condiciones fisiolégicas de la célula.

Después de una extraccién salina, en ¢l nucleolo se observa un material amorfo con fibras y
granos a la que se ha nombrado matriz nucleolar (Jordan, 1984).

Fibras pericromstinianas )

La utilizacién de la técnica de Bernhard, permite visualizar estructuras que contienen ARN y
) protefnas,‘csto es ribonucleoprotefnas (RNPs). Monneron y Bernhard (1969) descubrieron las
particulas fibrilares en la periferia de ciimulos de cromatina las cuales denominaron fibras
pericromatinianas (FPC).

La técnica de Bernhard, que es una tincién negativa preferencial para estructuras RNP y la
autorradiograffa de alta resolucién después de encubar a células por un corto tiempo con uridina
tritiada (Fakan y Bernhard, 1973), permiticron deducir que las FPCs contienen ARN recién
transcrito sobre la periferia de la cromatina condensada, es decir €l ARN mensajero inmaduro
(pre-ARNm) y protefnas relacionadas con la maduracion del.pre-ARNm. (Fakan y col., 1984).

El didmetro de las FPCs mide alrededor de 5 nm, aunque su grosor presenta gran variabilidad
ya que pueden medir hasta 20 nm. El miimero de cstas fibras es muy variable, se incrementa
notablemente cuando en la cé€lula se estimula la transcripcién del ARN (Nash y col., 1975).

Granos pericromatinianocs. )

Estas estructuras fueron descritas por Watson en 1962 como deé tipo granular, distribuidas en la

. periferia de ciimulos de cromatina. Los grdnulos pericromatinianos (GPC) miden alrededor de

" 40 nm de didmetro y estin rodeados con un halo transparente a los electrones cuya naturaleza
se desconoce.

La naturaleza RNP de los GPCs fue descubierta mediante la técnica de Bernhard y al igual que
las FPC son sensibles al tratamiento secuencial de pronasa y ARNasa (Monneron y Bernhard,
. 1969). ’ '
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Cuando el metabolismo de 1a célula se altera, puede producirse un notable incremento en el
ndmaodeGPc.msep\ndeefea\mpotvaﬁacidndeh!eﬁpenmn infeccidn viral o la
administracidn de drogas como el cloruro de cadmio, 1as cuales disminuyen el procesamiento

ummnm(mm)ydmmemmmym;.
1980).

Investigaciones recientes efectuadas en células de la prostata ventral de rata castrada revelaron
que el nimero de los granos pericromatinianos es un 79% mis alto que el control y que una
inyeedéndemwman 15 minutos una reduccidn a niveles del 33% con respecto a
108 castrados . Por otra parte la autorradiografia de alta resolucidn demostré que €l transporte
de ARN previamente sintetizado aumenta mucho més que 1a sfntesis. Estos resultados sugieren
.que los granos pericromatinianos conticnen ARNm de pocos genes almacenado en el nidcleo por
restriccidn en el transporte hacia el citoplasma (Echeverrfa y col., 1991). Al parecer estas

estructuras estén relacionadas con el almacén y/o transporte de ARNm maduro (V(zquez—Nm
y col., 1983; Echeverrfa y col., 1991).

Cner]io- espiruiados

Los cuerpos espiralados contienen material relacionado con el matabolismo del pi'e-ARNr y de
pre-ARNm (Brasch y Ochs, 1992)

Los cuerpos espiralados (CBs) son organclos nucleares en las cuiles hay algunos factores del
splicing como son los SnRNPs. Se observan algunas veces en asociacién con la periféria del
nucleolo, no contienen ARNt 58, ni 28S. Esto se contrapone con la funcién propuesta para los
CBs en la maduracién o transporte de ARNt, como anteriormente se ha sugerido. Se han
- presentado evidencias de que CBs son estructuras cinéticas y que la formacion de CBs
conteniendo snRNP regulada en interfase y mitosis. Por otro lado, contienen también U3 snARN
(Jiménez-Garcfa com. per.). Su funcién resulta enigmiética pues contienen factores de

maduracién, tanto del pre-ARNr como del pre-ARNm; sin embargo, no contienen las moléculas
substrato.
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Durante la mitosis; los CBs se desensamblan, coincidiendo con una fosforilacién de la p8O
coilina especffica de la mitosis. La coilina muestra ser una fosfoproteina que es fosforilada al
. menos en dos sitios durante la mitosis. Los CBs se reforman en nicleos hijos después de un
perfodo durante el cual no se detectan. Los cuerpos espiralados son dindmicos organelos
nucleares y se ha propuesto que la interaccion de las snRNPs relacionadas con el splicing con

CBs puede ser ilhpotunte para su participacién en el ptomunient_o-o transporte de pre-ARNm
-en _células de mamfferos. ’ ’

Granocs intercromatinianos
Los grénulos intercromatinianos son estructuras granulares de 10 a 20 nm de didmetro que se
localizan formando cimulos entre la cromatina compacta (Swift, 1963). Al parecer son

estructuras relacionadas con el almacén y/o ensamblado de protefnas y ARNs, involucrados en
el procesamiento postranscripcional del pre-ARNm.
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.II. OBJETIVOS

A. Deﬁnirlnmim mfd@asmmddnmdemmmm
a grupos taxondmicos de distintos niveles evolutivos. .

B. Estudiar posibles cambios en la ultracstructura del nicleo celular ihwtfisico derivado de los
procesos evolutivos en los grandes grupos de vegenlu, en pnmcuhr los relacionados con el
proceso de maduracién del ple—RNAm.

C. Determinar .ai las diferencias estructurales de los nicleos estudiados pueden servir como base
para inferir aspectos evoluticos en grupos taxonémicos de los vegetales.
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III. MATERIAL Y METODO

El estudio de la ultracstructura celular se hace en imdgenes fotogréficas. En cstas imégenes ha
de efectuarse el reconocimiento y cuantificacién de las estructuras que integran al nicleo y en
gamﬂbsmdimdehcﬂm.ﬂmwﬁdbiddﬁcodebewdefmmm
soportar las condiciones internas del microscopio electrénico, para efectuar la observacidn y
mhimmmmmﬂmmmklmﬁgu&mmgm-
fijacién, deshidratacidn, preinclusidn, inclusién, corte, contraste, fotografia y anlisis de Ia

mnzen

A. Fijacién

hﬁjménuhprmdndehmdeunnqmovwomque ha dejado de
efectuar las funciones vitales. Este fenémeno implica la suspension del proceso de autolisis a la
vez que el tejido se protege contra deterioro durante las siguientes etapas a que ha de someterse;
. de esta manera, el fijador es una solucién hecha con una 0 m4s sustancias que interrumpen los
procesos bxolégleos. conservando los tejidos vivos de Ia manera m4s semejante al estado en que

se encontraban (Luﬁ 1992).

Para fijar el tejido, el material seleccionado debe dividirse en fragmentos menores a un
milfmetro cibico. Bstos fragmentos se introducen en un recipiente que contiene un volumen
adecuado de una sustanc:a fijadora. Las sustancias que mds se utilizan para este fin en
microscopia electrénica son el glutaraldehido (Sabatini y col., 1963; Hopwood,1972) y el
letraéiido de osmio (Porter y Kullman, 1953), aunque también se utiliza ¢l formaldehfdo y
permanganato de potasio entre otros (Kettering, 1971).

El glutaraldehido es un compuesto formado por una cadena de 5 carbonos en cuyos extremos
sec encuentran grupos funcionales aldehfdicos. Estos grupos aldehfdicos reaccionan:con los
" grupos amino de los aminodcidos que estructuran a las protefnas y se establecen puentes entre
ecllas. De esta mancra se fortalece la funcién estructural de'las protefnas (Haj)wood, ’ 1972;
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Richards y Knowles, 1968; Puracchia y Mittler, 1972).

El tetradxido de camio, a diferencia del glutamidehido, afecta a las’ moléculas lipidicas en sus
doble ligaduras, formando puentes oxfgeno-osmio-oxigeno entre las moléculas de lipidos. Como
¢l camio €3 un metal pesado, no s6lo fija a la ofiula, ademds forma compiejos entre los £tomos
de osmio y las macromoléculas celulares, lo cual las hace electrdnicamente densas y visibles
el tetradxido de osmio (Naito y col., 1991). Como los compucstos aldchidicos actiian sobre )
protefnas y el tetradxido de osmio sobre los lfpidos, cuando se utilizan las dos sustancias
" sucesivamente como fijadoras en un mismo tejido, por lo general se obtiene excelente resultado
" del material en estudio (Hopwood y Milne, 1992). ) ’

Bfmma“muﬂum.mmmmmnﬁs
pequefias y tiene s6lo un grupo carbonilo, la formacién de puentcs entre proteinas €s menos
eficiente. No obstante cuando se usa mezclado con glutaraldehido se obtienen buenos resultados.

Los fijadores son fluidos que estabilizan los constituyentes del tejido tan répido como es
- posible. Para que el fijador actie adecuadamente es necesario utilizarlo en concentracién, pH
y temperatum adecuada al lqldo en proceso.

La calidad de la fijacién depeilde de la invariabilidad en el pH durante el proceso de fijacién,

por lo que debe utilizarse mezclado con un amorﬁguador (Luck, 1980) que conserve el pH entre
's.s y 7.5. El uso de soluciones de fosfato y cacodilato como amortiguadores evita los cambios

drdsticos en el pH del tejido en donde se efectia la fijacién y con esto se evita la produccién de
_ artificios (Bozzola y Rusell, 1992). Por otra parte los amortiguadores adecuan la tensién
osmética del vehfculo del fijador ( Vidzquez-Nin com. per.) ’

La fijacién en este trabajo se efectué en fragmentos de la planta de un tamafio menor a un
milfmetro cibico. Para esto se usaron los siguientes procedimientos segin el caso. »
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Paraformsldehfdo-Glutaraldehfdo. La fijacién se efectué con una mezcla de
paraformaldehfdo 3.4% y glutaraldehido 6.4% en partes iguales. Por cada 10 m de esta
mezcla, se usé 4.5 m de piperazina N-N bis (dcido 2-etanol sulfénico) 0.08 M como

- amortiguador y 6.25 mg de cloruro de calcio. El tiempo de 1a fijacidn fue de 24 horas
a una temperaturade 4 °C.

B. Deshidratacién
La deshidratacién es el proceso de reemplazar el agua que contienen las células, con un fluido

que actiia como solvente entre el medio acuoso de la célula y el medio hidrofébico del material
utilizado para la inclusién.

Una vez que los fragmentos del material en proceso han estado inmersos en el fijador durante
. el tiempo necesario, se procede a la deshidratacién del material bioldgico. Para ello, se somete
a la accién del alcohol etflico o acetona aumentando gradualmente su concentracién hasta llegar
al alcohol o acetona al 100%. La deshidratacién es necesaria porque la resina epdxica que se
ha de emplear en el paso siguiente, que es la inclusién, no se mezcla con sustancias acuosas.

Ademds, si no se deshidrata, el agua causarfa problemas en la columna del microscopio
electrénico (Bazzola y Rusell, 1992).

Para la deshidratacidn se utilizé en algunos casos acetona, pero en la mayorfa se usé alcohol.

ACETONA. La deshidratacién con acetona se efeciud al 25, 50, 75, 95, y 100%. en una

mezcla acectona-agua. El tiempo en cada mezcla fue de 15 minutos. Se hicieron dos
cambios en acetona al 100%.

ALCOHOL. La deshidratacién se efectué mediante alcoholes con un aumento gradual
en su concentracién. El alcohol inicial fue de 10% y se fue aumentando de 10 en 10
grados hasta alcohol absoluto, en este iltimo se hicieron tres cambios. El tiempo en que
‘se mantuvieron los fragmentos en cada alcohol fue de 10 minutos con excepcién del
alcohol absoluto en donde estuvieron 30 minutos. ’
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C. Preinchusidn . )
.m-himluiial.dmmrhlbblﬁgbomuiaedemmmdcuﬂ.elconwnido
acuoso del tejido sea sustituido por una sustancia capaz de disolver ¢l material que ha de usarse
. para la inclusién.

D. Inclusida

La inclusidn es ¢l proceso por el cual ¢l agente deshidratante o fluido de transicién es
reempiazado por mondémeros plisticos liquidos (Hopwood y Milne, 1992). Los pldsticos mds
uuhndo-p-neueﬁnson Ep6n, Araldita, VCD(Mudodevinilhexm\o).compuedodeccnw .
porSpurryghcolmeucnlam

Para iilcluil.' con epdn, €l material deshidratado se introdujo en 6xido de propileno. El éxido de

propileno es un agente intermediario que condiciona el tejido para la pre-inclusién. La

pteinél_-usién consiste en introducir el material en una mezcla de 6xido de propileno y una
" mezcla ep6xica al 50% durante 24 hrs a temperatura ambiente. Después de la ﬁre—inclusién los
' fragmentos se colocan en moldes prismiticos o cilfndricos, con extremos estrechos y se les .
- agrega resina no polimerizada de una mezcla epéxica.

‘Los componentes de la mezcla epdxica son: una resina, un polimerizador y un acelerador.
Generalmente la mnna es epén 812. El anhfdrido dodecil succfnico (DDSA) y el metil 2,4,6-
- tridimetilamino fenol (DMP-30) son el polimerizador y acelerador respectivamente que se usan
el las mezclas epéxicas. ' '

Para la araldita se usa el mismo polimerizador y acelerador mencionados para el epdn. En el
caso l:a resina VCD, el polimerizador es el anhfdrido nonenil succfnico (NSA) y el acelerador
el dimetilaminofenol (DMAE). Ademds se agrega un plastificador que puede ser el diglicidil eter
de polipropilenoglicol (DER 736) (Hopwood y Wilne, 1992). El material de inclusién se somete
a la accién de calor para polimerizarse y adquirir ciertas condiciones de plasticidad y dureza.

" Cuando se usa el medio de inclusién de Spurr, la deshidratacién se efectiia con acetona y se
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preincluye con mezclas graduales del medio Spurr y acetona.

El uso de metacrilato es un método altemativo para la inclusién. En este caso no se efectia la
deshidratacién aquf mencionada ya que el tratamiento del material biolégico con metacrilatos
" graduales deshidrata, al tiempo que se estd preparando para la inclusién (Horabin y col., 1991)

La inclusién, segin la finalidad del trabajo en el material vegetal, se efectué en epén, Spurr o
en glicol metacrilato.

EPON. Después de la deshidratacion, €l material se traté con tres cambios de 6xido de

. propileno durante 20 minutos para luego preincluir en una mezcla de 6xido de propileno
y epon SOSA durante 24 horas a temperatura ambiente. La inclusién se efectué en una
mezcla hecha con epén (5.07 gr), DDSA (3.7 gr), NMA (2.2 gr) y DMP (0.17 gr). La
polimerizacién fue a 60 °C durante 24 horas. »

SPURR. Después de la deshidratacién, €l material biolégico se infiltr6 en medio de
inclusién Spurr y acetona en las siguicntes proporciones: 2, 4, 7, 12, 25, 40, 60, 80 y
100%. El tiempo en cada una fue de una hora. Después se dejé por 12 horas en medio
Spurr recientemente preparado para luego polimerizar a 60 °C por 16 horas.

El medio de inclusién de Spurr se preparé mezclando 2.5 gr de vinil cicloheno (VCD),
1.5 gr de diglicidil ether de polipropilenglicol (D.E.R. 736) y 6.5 grde anhfdrido noneil
succinico. Esta mezcla se agité durante un minuto y se le agregaron 8 gotas de
dimetilaminoetanol (DMAE) con una pipeta de Pasteur. Se mezclé durante dos minutos
con agitador. La cantidad final fue de 11 m, suficientes para la pre-inclusién. Para la
inclusién se preparé de nuevo el medio. La polimerizacién se efectué durante 16 horas
a 70 °C.




- GLICOL METACRILATO. Después de la fijacién se introdujeron los cortes en
- glicolmetacrilato (GMA) al 70, 80, 97%, durante 10 minutos en cada concentracion.
WmtelosmaewﬁumenmmhdeGMAy solucitén de inclusién no
polimerizada (50%-50%) durante 20 minutos y luego prepolfmero duranie un dfa. Se

incluyS usando cdpsulas de gelatina como recipiente y se sometié a luz ultravioleta para
* 1a polimerizacitn.

E. Corte .

El material biolégico incluido en 1a resina se encuentra en condiciones de ser dividido en cortes
‘1o suficientemente delgados para ser observados en el microscopio electrénico. Para esto primero
. hiy que seleccionar el tejido que es objeto de estudio mediante la elaboracién de una pirdmide

en la resina que lo contiene, desechando el material que rodea al tejido. Con el microtomo se

hacen cortes semifinos (1 o 2 micras), se contrasta con azul de toluidina y se¢ observan con el
microscopio éptico para determinar la regién en donde se encuentran las células qﬁe interesan.

Posteriormente se hace una pirdmide mds pequefia que contenga a dichas células y se procede

a hacer cortes de un grosoi' menor de 90 A con el ultramicrotomo (Vazquez-Nin y Echeverria,
1983). :

El ultra microtomo es un instrumento para cortar el material incluido en ldminas lo
suficientemente delgadas para ser observadas en el microscopio electrénico. El bloqhe en el que
se a hecho la pirdmide se sujeta a un brazo mévil del instrumento; éste, mec@nicameme lleva
el bloque hasta una cuchilla de vidrio o diamante. Junto al filo de la cuchilla hay agua en un
tﬁcipi_ente hecho para tal propésito. El brazo mévil del ultra microtomo lleva el extremo de la
- pirdmide al filo de lé cuchilla y se efectia el corte, este se desliza sobre la superficie del agua

y se mantiene flotando. El brazo mévil retira el bloque de 1a cuchilla para efectuar un nuevo
corte. Segin se haya graduado el avance del brazo se puede obtener una hilera de cortes color
dorado, plateado o gris, dependiendo de lo grueso del corte.

Los cortes semifinos se efectuaron en un utramicrotomo Sorval MT-1. Se monta.roh en uﬁ
portaobjetos y fueron teifiidos con azul de toluidina para localizar 1a regién mis adecuada. Los
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cortes ultrafinos de 60 a 90 nm se hicieron en un ultramicrotomo Sorval MT-2 y se montaron

F. Cestraste
mmmaum@awmmammm;m
tal propdsito, los corses que flotan en el recipiente de la cuchilla se recogen con una rejilla de
por una membrana de formvar. La cara que contienc 1a membrana es 1a que se pone en contacto -
conloseaup-nqueseadhmn lmmnmndosa\hrejﬂhmmcmmhstospan
:eteontnﬂadoc (Vézquez-Nin y Echeverria, 1983).

El contraste consiste en obtener en las estructuras biolSgicas diferencias de densidades de ftomos
de elevado nimero atémico. Esto se logra aplicando a los cortes montados en un soporte,
soluciones de sales de metales pesados que tengan afinidad por las moléculas . orgdnicas
- (Vézquez-Nin'y Echeverrfa, 1983). Generalmente se hacen dos tratamientos sucesivos separados
por lavados de um destilada, en el primero se utiliza acetaw de uranilo (Tandler, 1990) y
después citrato de plomo

" Para contrastar los cortcs se prepara una caja de Petri con un papel parafilm adherido en el
fondo del recipiente. Sobre ¢l parafilm se coloca una gota del contrastaste. Para mantener una
atmdsfera himeda dentro de la caja se coloca un algodén empapado"con agua. Cuando se desea
evitar el bigxido de carbono (contraste con citrato de plomo) se coloca también un vidrio de
reloj pequefio con hidréxido de sodio. En estas condiciones los cortes se ponen en contacto con’
el contrastaste, haciendo flotar la rejilla sobre una gota de éste, durante el tiempo necesario.

Después de que los cortes montados en la rejilla estuvieron en contacto con cada una de las
sustancias de contraste, se lavan con unas 40 gotas de agua bidestilada y se secan poniendo una
orilla de la rejilla en contacto con papel filtro.

Una vez efectuado el contraste se pasa a hacer la observacién en el microscopio electrénico y
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Ia cbeemcida de las fotografias si asf sc desea.

mA.Ethm-uhmdeman
ridboaucieoprotefans (EDTA). Se hicicron cassyos para obioner el tiompo adecusdo para
que el guciante cjercicra s accida, ychmhMﬁmle_m(bm
5% (pH 4), EDTA y citrato de plomo 3%.

meghmmahmmhwmmmau
setancias contrastanies, sc lavaroa con aproximadamente 60 gotas de agua bidestilada y se
secaron poniendo una orilla de la rejilla en contacto con papel filtro.

G. Fategrafia
mmwmuw se introduce al microscopio clectrénico. Este es un
instrumento que utiliza un haz de clectrones acclerados para irradiar la muestra  y obtener una
imagen de Ia misma en una pantalla fluorescente. Esta imagen puede obtenerse en negativos
fotogrificos a través de un dispositivo especial que contienc el instrumento.

H. Aadlisis de In magen -

Los microscopios electrénicos de transmision tienen un poder de resolucion entre 0.2 y 0.25 nm
y un aumento variable, dealgunasdmnas a 500 000 como mdximo. Para hacer mds cémodo
el estudio de la imagen, se amplfa ¢l negativo fotogréfico obtenido en el microscopio clectrénico
(Vézquez-Nin y Echeverrfa, 1983). .

El procedimiento general arriba descrito tiene en principio que adaptarse para obtener los
mejores resultados segiin el material biolégico utilizado, esto implica poner "a punto” la técnica,
p_rincipalmente de fijacién.

Las células vegetales poseen vacuolas y pared celular. Estos organelos influyen V
determinantemente en el procedimiento de fijacién. La pared celular funciona como una barrera
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maﬁnnhwummwmammmm
vacuolas, por. su alio contenido de agua, diluye a dichas sustancias. La variabilidad de la

mdeemmmmmqummwwmmejido sameﬁuz ’
uotm

Como s¢ pucde apreciar, ¢ méodo en sus Primeros pasos consiste de una fijacidn qufmica
m“”Wemammmmmmn
desventajas para ias plantas ya que provocan pérdida y/o dislocacidn de iones inorgénicos y otras
sustancias solubles (Lehmann y col., 1991), por lo que la adecuacidn de la t6cnica para cada
MMMW&ﬁM d:sunhsianpenmm ynaodevacfo
Mhﬁm

De acuerdo con 10s niveles ummmmmmmu(mﬁgs)sm
decacn.doa Ulva lactuca como miembro de las algas verdes, a Psilonan nudum como
wdehsmmplmmm.mbsmvdummnwdmsmmwpm
vegetales terrestres y las plantas superiores se trabajaron a Mararria laxa (helecho) y
Ceratozamia mexicana (Cicadécea) y entre las plantas superiores a Taraxacum officinalis
(dicotiledonea) y Zea mays (monocotiledonea). A manera de testigo se tomo a Allin cepa
(cebolla) pot_mhphma nmimplianmwemadi-d;encuamoamicleos se refiere.

A continuacién se presenta el proceso particulare utilizado en los trabajos experimentales de esta
'tensenadaumdelasphntas

. Procesos particulares
. Ulva lactuca

La plama e oolectd en la isla Sacrificios, localizada frente al Puerto de Veracruz. La fijacién

fue con una miezcla de formaldehfdo-glutaraldehfdo, se deshidraté con alcoholes graduales y se '
incluyd en epdn.
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acetato de uranilo S% (PH 4) durante dos minutos, #cido etilendiamino tetraacético (EDTA) 16
minutos y citrato de plomo 3% durante 3 minutos.

ManMMm&mmeMMum.m deaeados
se pusieron en citrato de plomo durante 10 minutos mwwmhmﬂm
dehunadnmvadew :

mn&mameaumaummﬁmwﬁmmmmwm

de transmisién Zeiss EM 10 C. La imagen impresa en papel fotogréfico fue de 16000 a 60000
2. Puilotssn nudums ‘ )

"La planta se colects a la orilla de un rfo a cinco kilémetros, aproximada_meﬁte,al sureste del

poblado de Zongolica, Veracruz.

La fijacién fue con una mezcla de formaldehido-glutaraldehfdo, se deshidraté con alcoholes

gxldpple.yaeimluyéenepm.

El contraste se hizo mediante la técnica de tincién preferencial para ribonucleoprotefnas. Acetato
de uranilo 5% (PH 4) durante dos minutos, dcido etilendiamino tetraacético (EDTA) 16 minutos
y- citrato de plomo 3% durante 3 minutos.

Los niiclcos se fotografiaron en un microicopio electrénico de transmision Zeiss EM 9. Las
imdgenes impmsgs en papel fotogrdfico fueron de 8800 a 65000 aumentos.

3. Marattia laxa )
Para el procesamiento del helecho se utilizaron hojas de un ejemplar cultivado en el invernado

de la UNAM.
‘La fijacion fue con una mezcla de formaldehfdo-glutaraldehfdo, se deshidraté con alcoholes
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- graduales y se incluyd en epdn. La contrastacién se hizo con EDTA. )
lasinyi;alesimplmsfue:onen 16 000 a 40 000 aumentos.

4. Cermtozamia mexicana
Las hojas de Ceratozamia mexicana se obtuvieron de un ejemplar del invernadero de la UNAM.

La hoja de esta cicadécea se fragments en pedazos menores a un milfmetro cibico en contacto
con el fijador. La fijacion se efectud con una mezcla de paraformaldehfdo 3.4 % y glutaraldehido
6.4% en partes iguales. Por cada 10 m de esta mezcla, se usé 4.5 m de piperazina N-N bis
(4cido 2-etanol sulfénico) 0.08 M y 6.25 mg de cloruro de calcio como amortiguador . Antes,
los fragmentos de hoja se someticron durante 10 minutos a una reduccién de la presién
atmosférica mediante la formacién de vacfo. Se continué con la fijacién durante 24 horas a una
temperatura de 4 °C.

El vacfo se hizo env una desecadora adaptada con una’ manguera para extraccién y otra para
admision de aire, ambas con vidlvula. A los viales (recipientes de cristal con rosca y tapadera
de aproximadamente 5 m. de capacidad) que contenfan el material bioldgico con el fijador, se
les desenroscé su tapadera, de tal manera que sin estar totalmente cerrados, permitiera la
extraccion e introduccién de los gases al interior del vial. La extraccién de l-a atmdsfera interna
del desecador se hizo activando la bomba de vacfo y cerrando muy lentamente la vidlvula de
Idmnslén La accién de la vdlvula de vacio se suspende algunos segundos después de que
aparecen Burbi:jas en el fijador, en ese momento se cierra la vélvula de admisién. El tiempo que
debe pasar desde que se inicia la abertura hasta la recuberacién de la presién atmosférica en el
interior del desecador es de aproximadamente 60 seg. El tie;npo total de operacién no debe de

exceder de 10 minutos.
La deshiduta_cién' se hizo con alcoholes graduales y la inclusién en epén.

En la contrastacién se hicieron diversas combinaciones de tiempo: para acetato de uranilo, de
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uno a cinco minutos; EDTA, de 16 minutos a dos horas y para citrato de plomo, tres minutos.
Otrof!cquuevanéfueelpﬂas(cotnolatempemundelEDTA Se probé con pHde 4a 7
y temperatura de la ambiental hasta 60°C

Las fotomicrografias del nicleo fueron tomadas en el microscopio electrénico Zeiss EM 10 C/.
El aumento en el papel fotogréfico fue de 8000 a 30000 aumentos.

Otro procedimiento usado en el estudio del niicleo de este vegetal fue el método de contrastacién
preferencial para la cromatina (Vfzquez-Nin y col., 1973). Los cortes efectuados con el
ultramicrotomo y montados en rejillas de material incluido en GMA, se contrastaron con una
solucién de &cido fosfoningstico (PTA) 0.5% durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se
obtuvieron fotografias en ¢l microscopio electrénico Zeiss EM 10 C/.

'El aumento en ¢l papel fotogrifico fue de 8 000 a 30 000 aumentos.

Esta cicaddcea fue sometida ademds al procedimiento de la reaccién nuclear de Feulgen -
Rossenbeck. Los cortes semifinos montados en un porta objetos se introdujeron en una caja de
Coplin con 4cido clorhidrico SN durante 30 minutos. Se lavé con agua destilada. y el
portacbjetos se colocé en una caja de Petri sobre un pedazo de vidrio en uno de sus extremos,
de forma tal que ¢l porta objetos forma un dngulo de algunos 6° con el fondo de la caja de Petri.

. Los cortes, que deben quedar hacia abajo, son sometidos al reactivo de Shift.agregdndose con
un gotero hasta llenar el espacio entre el portacbjetos y la caja de Petri. Posteriormente se
coloca el portaobjetos en una caja de Coplin y se le agrega una mezcla, recién preparada, de
K,SO,0, al 10% (5ml), HCL IN (5 m) Y H.0 (30 m); el bafio sulfuroso se hace tres veces.
Finalmente sc lava con agua destilada.

5. Taraxacum officinalis
Antes .de desprender las hojas de la planta, la superficie fue fijada "in vivo" con
parafo'rmalaehido y glutaraldehfdo. Se llené el espacio interior de un anillo metilico (de 12 mm
de didgmetro y 4 de grueso previamente adherido con lanolina a la superficie de 1a hoja) con los
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fijadores mediante una jeringa hipodérmica y se tapé com un cubreobjetos. Después de 45 -
minutos, se cambid el liquido fijador en el anillo y asf{ permanecié 45 minutos més. Se cortd la
zona afectada por el fijador dentro del anillo, y 1os fragmentos se pasaron a la mezcla fijadora
recientemente preparada. Se mantuvieron en clla durante 16 horas a 4 °C de temperatura.

umsmmmmm hmclundnanepﬂnyeleonmneoonunmlo
2%, EDTA y citrato de plomo durante 2, mySMummte.Ouosmn
contrastaron con acetato de uranilo durante 20 minutos y citrato de plomo 10 minutos.
mmmmmvmmmmﬁnndelm;fﬂmwmmywobmm
mediante un microscopio electrénico Zeiss EM9.

6. Allisssn copa

La zona de diferenciacion de la rafz de la cebolla se fragments en pedazos menores a un
milfmetro cibico en contacto con el fijador. La fijacion se efectué con una mezcla de
paraformadehido y glutaraldehfdo. Se deshidratd con alcoholes graduales y se incluy6 en epdn.
La contristacién se hizo con uranilo-plomo. '

- El aumento final en las imfgenes fotografiadas fue de 16000 a 70000 aumentos.

7. Zea mays
Hojas de una planta de mafz recién germinada se fijaron en una mezcla de paraformadehido-
glutaraldehfdo. La deshidratacién se efectué mediante alcoholes graduales. La inclusién se

efectué en una mezcla epdxica. El contraste se hizo con acetato de uranilo 5% (pH 4) durante
dos minutos, EDTA 20 minutos y citrato de plomo 3% durante 3 minutos.

Se utilizé el microscopio electrénico EM 10 y las imdgenes tuvieron de 19000 a 50000
aumentos.
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l.mmvo
&M—yqy—eurdeldeleoym
El digmetro mayor y menor de los cortes de ndcleos y nucleolos se determinaron de la siguiente
manera: :

Endandevi\vlamm,dvuumddnddwynmlwbnwmmm
fotogréficas obtenidas mediante el microecopio electrdnico debido a lo pequefio de este
organclo. Con esta excepcidn el procedimiento se efectud de manera similar en todas las plantas

Se obtuvieron las dimensiones de las imfgenes fotogrificas en centimetros y sc les multiplicé
" por 10°para transformar los centfmetros a micras. El resultado sc dividié entre el aumento total
de 1a imagen para obtener las dimensiones reales.

1*10*

D=
A

D= Difmetro, en micras, del micleo o nucleolo

I= Difdmetro, en centimetros , de la imagen
fotogridfica del micleo o nucleolo.

A= Aumento total de la imagen.

b.. Area nuclear y nucleolar , ,
El drea nuclear y nucleolar se determinaron en la imagen fotogrifica mediante un planfmetro.
Los valores obtenidos en centfmetros cuadrados se multiplicarbn por 10° para transformar los
centimetros cuadrados en micras cuadradas. El valor obtenido se dividi6 entre el cuadrado del
aumento total, segiin la formula:
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: ESTA TESIS NO DEBE
I SAR DE LA BIBLIGTECA

A= Area nuclear o nucleolar
I= Area en micras cuadradas
L= Aumento total e

c. Volumen nuclear y nucleolar - :
" Los volimenes de micleos y nucleolos se calcularon con los datos obtenidos, al hacer las
mediciones en preparaciones hechas para microscopia de luz. Cortes semifinos tefiidos con azul
de toluina fueron utilizado para medir la longitud mayor y menor mediante un micrémetro ocular
- (Casartelli 1974). Para calibrar el sistema 6ptico se dispone el microscopio de tal manera que
se sobreponen dos escalas, la del ocular y un portaobjetos con marcas cada 10 micras y se
cuenta el mimero de lineas que estin grabadas sobre un portaobjetos que coincide con las del
ocular.

El volumen se calculé con las medidas del diémetro’mayor y el didmetro menor en micrémetros,
mediante la férmula:

V= 4/3 Pi (D/2)(d/2)
Pi= 3.1416

D= Difdmetro mayor en micrémetros
d= Diimetro menor en micrémetros

od) Didmetro de los granos pericromatinianos e intercromatinianos

Los granos pericromatinianos e intercromatinianos se miden con un Vernier en las lmégenes
fotogrdficas. Los valores obtenidos en milimetros son transformados a Angstroms mediante la
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D= Dimetro en A de los GPC y GIC

d=Difmetro en mm de la imagen
fotogréfica de los GPC y GIC

A= Aumento total de la imagen



IV. RESULTADOS

A. Ulva lactincs
mwmummdw”mmuc&mm La pared

celular de cstas, ummymcauhmmmvaanﬂaqueocupam
pamdmcduht

mw&mma Ulva lactuca, incluyendo al nicleo, se encuentran en el extremo
mis proximo a la superficie del cuerpo de la planta.

En esta alga, ¢l promedio obtenido para el difmetro mayor y_nmordelosnﬁélebsesmdiados
esde 2.4 u y 1.42 u respectivamente. El volumen calculado es de 2.95 u’>. Como se puede
apreciar en la figura 14, este nicleo es el mds pequefio de 1as plantas estudiadas.-

La distribucién de la cromatina no es rctlcular ni tfpicamente cromocéntrica pero tiende a esta
dltima (ﬁg. Ta).

En los hﬁcleos de Ulva lactuca no se observé miés de un nucleolo por célula, aigunos cortes no
lo mostraban. El nucleolo se sitia generalmente en el centro del niicleo o hacia el extremo del
difmeétro mayor. Su aspecto es generalmente granuloso pero en alguhos se puedeén distinguir sus
regiones caracterfsticas: centros fibrilares, regidn fibrilar densa y la regién granular (figura 7a).

El promedio del didmetro mayor del nucleolo es de 0.873 u y su didmetro menor de 0.71 u. Su
volumen promedio es de 0.242 u* (figura 15).

" De las estructuras ribonucleoproteicas, ademds del nucleolo, se observaron fibras, escasds granos
pericromatinianos y granos intercromatinianos (figura 7a y 7b). Los granos pencromaumanos
miden en promedno 350 A con halo, y sin €l 175.9 A (figura 16).

81




Mﬁhrmﬁeudelosmideanmmd-memhﬁncﬁn
mibpbun.m%mom.hwﬂnmnwlurquﬂm
probablemente, a retracciones de la propia membrana nuclear
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Fig. 7a. Micrografia electréaica que mucstra Ia estructera de un nécleo de Ulws kacrucs -
ssfiido con ecetaio de wamilo-citrato de plomo. Se cbecrva la envoitura nuciear (EN);
sbundants material fibrogranular; cvomatina (C); y el sucieolo. El sucleolo es esfiercidal |
M.QMdmm(eo.mmm(dd)wa
granuler (g).

Aumento 102,000 X.

mn.munmumhmﬂm“mdemmde
plomondmdenmdmmm.nnuhxquemumod
nicleo.. hmmhammmﬁm Semmmcomplm((:)
ymp-mdehmnm(nﬂ)

" Aumento 157.(_!]) x. :
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B. Psilotum nudum

Los nicleos de Psilorum nudum son generalmente ovalados con un promedio de su didmetro

mayor de 15.66 i y 10.84 u de difmetro menor. El volumen es de 762.2 u’ en promedio

(figural4). En algunos casos los nucleos son casi circulares, mientras que en otros se¢ aprecian
' notablemente alargados. Las imfigenes circulares podrfan ser de cortes transversales de nicleos

oval:dos, sin embargo, las caracterfsticas que presentan indican la posibilidad de que sean dos

upos diferentes de niicleos.

En los nicleos esféricos tratados con EDTA, la cromatina en la periferia del micleo se ve clara,
de tal manera que es posible discriminar las partfculas ribonucleoproteicas sin dificultad; en
cambio, los grumos de cromatina miés alejados de la membrana nuclear no se descoloran (figura
8a). Entre 10s grumos m4s internos de cromatina, parece haber comunicacién mediante material
de aspecto fibroso. En la figura 8b se muestra dicho material entre los grumos de
heterocromatina. »

Los nicleos alérgados también tienen aspecto reticular con material ﬁbrdgranular
intercromatiniano, el cual es més notable que en los micleos redondos. La heterocromatina se
. blanquea con EDTA uniformemente en los nicleos alargados, y los grumos son mis
voluminosos que en los nicleos esféricos. -

Los nucleolos se ven con poca frecuencia en las fotografias debido, probabl » 4 Su tamaiio
relativamente | 1

flo con r

peq ién a la totalidad del miicleo (figura 8a). Tienen un volumen
promedio de 2.69 p* (figura 15) y se localizan generalmente en la periferia del nicleo. En su
mayorfa son compactos y con cromatina asociada. Un halo claro alrededor del nucleolo se
observa, tanto en los cortes semifinos contrastados con azul de toluidina, como en las
electromicrograffas obtenidas con la técnica del EDTA.

Entre las estructuras ribonucleoproteicas conocidas se encontraron fibras pericromatinianas,
granos pericromatinianos y granos intercromatinianos (figura 8a y 8b) . Los granos .
pericromatinianos tienen un didmetro de 432 A sin halo, con €l alcanzan 976.6 A en promedio
(figura 16). Su densidad numérica, en las fotografias estudiadas es de 0.75 gpc/micra cuadrada. -



l"b.h. Mwnmmmmmm Se distingue Ja .
cromsting perinucissr (cp) que se deacolors mediante Ia t6cnica de EDTA micatras que
1a cromaties interns 2o cats del t0do blanqueada (). El nucicolo mucstra a Ia crometina
ssociada (ca). Se cbetrvan granos pericromatiniancs ( —~»- ),. fibeas pericromatinianas
{ —» ) y granos intercromatiaiancs (gi). )

Aumsento 14,900 X.

Fig- 8b. Nucleo de Psilonsn nudsim contrastado con EDTA. Cerca de los gnimos de
se encuentra un masterial fibrogranular (fg). anlum
pericromatinianos ( ~3—). :

Aumento 29.920 x.
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C. Marattia laxa )
Los niicleos seleccionados para este estudio fueron los de las células parenquimatosas que
eonniﬁnyen el mesdfilo de la hoja de este helecho. El citoplasma se observa rodeando a una
gran vacuola cemnl Las mitocondrias, cloroplastos y el nicleo se diitribﬁyen formando una
fila a lo largo de la membrana nuclear, entre esta y el tonoplasto de 1a vacuola.

Marartia laxa presenta un micleo con un promedio en su didmetro mayor de 8.27 &« y un
difmetro menor de 5.05 4. El volumen calculado es de 120.0 u* (figura 14).

En los niicleos de uta planta, la cromatina generalmente se encuentra distribuida reticularmente
y en algunos casos los grumos de cromatina son grandes y abundantes (figura 9a). En otros, los

g£rumos son laxos y menos voluminosos.

El nucleolo tiene un volumen de 2.46‘;;’ (figura 15). Se localiza mas 6 menos en la parte central
del nicleo, son en algunos casos laxos y en otros mds compactos, estos iltimos muchas veces
acompaiiados de una zona clara que los rodea.

Entre las estructuras ribonucleoproteicas conocidas se encuentran fibras pericromatinianas,
granos pericromatinianos y granos intercromatinianos aislados (figuras 9a y 9b).

Las fibras iienenuna localizacién peri e intercromatiniana. La cantidad de ellas es variable, en
algunas imdgenes son escasas. En los nicleos con grumos abundantes, las fibras son
pericromatinianas; en los otros; las fibras intercromatinianas son ibundames y se distribuyen’
por toda la regién intercromatiniana.

- Los granos pericromatinianos con halo miden 730 A y sin €1 349 A (figura 16). Su densidad
numérica se calculé en 2.11 granos pericromatinianos por micra cuadrada (figura 16).

Se observaron granos semejantes a los pericromatinianos en pares y formando cadenas. Las
m de granos semejantes a los pericromatinianos son de niimero y longitud variable.



Fig. Sa. Micrografia electrdaicas de us nicleo reticulado de AMarstria laxa contrastado .
con EDTA. Se.cobsorva la dnvoltura nuclear (EN), un nucleolo compacto (N), cromatina
W(C).M-mﬁms(—»)ymmnmns( ).
Aumento 18,480 X.

~

Fk.”.NﬂdeomﬂndodeMamtﬁalaxaeonmmdocalEDTA Se observan grumos
deaomﬁnlcomp.cu (C),Mnmmmmm dispersos (gi), fibras

pericromatinianas (——»)y mmnm <t->-—).
Aumento 26,400-X.






y el sejido conductor bien definido. : '

En el wjido parenquimatoso de la planta no se cbtuvo el perfil de EDTA; no vbstante haber
utilizado diferentcs tiempos para ol quelante (16,18,20,25,30,35,60,y 120 minutos), asf como
diferentes semperaturas y pHs. lammnhlnmdemmlmmya
qQue 3¢ colorean de rojo magenta con el reactivo de Schift. La distribucion de estos grumos es
mss o menos regular y se conectan entre sf mediante fibras (figuras 10a y 10b).

Los nicleos observados de Ceratazamia mexicana son ovalados y en algunos Casos con extremos
muy delgados. Su difmetro mayor es de 13.78 u y el diimetro menor de 6.49 u . El volumen

de.324.3 »® (figura 14).

El nucleolo se encuentra asociado por un extremo a la cromatina, asi lo demuestran las

foﬁognﬁlldetqndopxweudo mediante Ia técnica de PTA. La regidn del nucleolo que no estf

asociada a c'mmatina, aparece rodeada por un halo claro (figura 10a). Los nucleolos en su

mayorfa aparecen compactos, Otros presentan una estructura laxa o nucleolonemal (figura 10b)
d der a cuerpos espiralados. Los cuerpos

' Se observaron cuerpos I que p correp
" nucleares se presentan como estructuras redondas, densas y con una regién clara que los rodea

(figura lOa)

Los granos pericrofmatinianos con halo miden en promedio 915 A, y sin €l 438 A (figura 16).
Su densidad se calculé en 0.51 granos por micrémetro cuadrado (figura 16). Se observaron
granos pericromatinianos sélos y en pares.

Se observaron fibras, probablemente ribonucleoproteicas, su distribucién es gencralmente
intercromatiniana, aunque también hay fibras pericromatinianas.
. o



' Fig. 10a. Nicleo reticulado de Ceratozamia mexicana ¢on un nucleolo (N), cromatins .
compacta (C), fibras pericromatinianas (), granos pericromatiniano (—») y cuerpos
nucleduquepodrhnconuponduac‘melpinhdos(n) coninnmpeﬁnnclbohr
transparenic a los electrones (z).

Aumento 11,900 X.

!'lg lﬂb. Ndclcode Ceratozamia mexicana en donde se abserva un nucleolo laxo (N),
ﬁbmmcmmatmmnas(——»),gnnospencmmtinums( ——— )ygranos
intercromatinianos (gi). .

Aumento 26,840 X.
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E. Taraxacum officinalis

lunﬂcmdehscauhsmuimdemhojudermmklmﬁs‘m
gencralmente ovalados. Bdﬁmeuomayorseealculéuut.‘lpyel menoren 229 u. Su
volumen promedio es de  11.22 u’ (figura 14). .

hmﬁm;eptumh_engnndagmnm.porlogeneﬁl se distribuye perinuclearmente. Los
grumos localizados mds internamente en el niicleo son poco abundantes y de menor tamaiio
(figura 11). ’

Elnucleoloudeapnﬁaachmnulouymunod_eellosseohm una region fibrosa. No se
observé en todos. los cortes debido probablemente a su tamafio relati nte pequeiio. El
volumen nucleolar s de 0.5 u° (fig 15). V

"Entre las estructuras ribonucleoproteicas se localizaron granos pericromatinianos fibras
pericromatinianas y fibras intercromatiniana. Los granos pericromatinianos con halo miden en
promedio 616 A y sin_halo 247 A (figura 16). Su densidad numérica fue de 4.8 granos por
micrémetro cuadrado (figura 16). ’

Se observaron granos semejantes. a los pericromatinianos formando cadena o en pares que
" comparten su halo. '
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Fig. 11. Nicleo de Taraxacum officinalis. En la micrograffa se muestra la

envoltura nuclear (EN), cromatina descolorada con la técnica del EDTA (C) y un
nucleolo compacto (N). También se observan granos pericromatinianos =),
granos intercromatinianos (gi) y fibras pericromatinianas ( —).

Aumento 360,000



F. vZea mays

'En las células parenquimatosas de hojas jévenes del mafz se observaron dos tipos de nucleos;
unos reticulados con grumos de cromatina relativamente escasos, nucleolos pequefios y
compactos. El otro tipo de nicleos se observé con grumos de cromatina generalmente grandes ’
dispuestos perinuclear e internuclearmente. El primer tipo de niicleos no blanquearon su
cromatina al tratarlos en la técnica de Bernhard, utilizando los tiempos de 2 minutos para el
acetato de uranilo, 20 minutos 'pan el EDTA y tres minutos para el citrato de plomo. En el
segundo tipo la cromatina si fue blanqueada con la técnica de Bernhard en los tiempos
mencionados, razén por la cual en estos se efectud el estudio de las estructuras nucleares.

En este vegetal los micleos estudiados son alargados. Su didmetro mayor es de 14.39 x4 y su
didgmetro menor de 6.73 u. Su volumen es de 394.7 u* (figura 14).

El promedio del vc 1 del leolo es de 1.89 u? (figura 15). Por lo general los nucleolos se
encuentran asociados a un grumo de cromatina y en algunas de las microfotografias se observa
una estructura fibrilar mds o menos continua, que va desde el nucleolo hasta !a matriz nuclear
por el interior de un grumo de cromatina (figura 12b).

De las partfculas ribonucleoproteicas ademds de los nucieolos se observaron granos
pericromatinianos', fibras pericromatinianas, fibras intercromatinianas |y granos

intercromatinianos. Los granos pericromatinianos con halo miden en promedio 930 A y 462 A

_sin €1. La densidad numérica es de 7.12 granos por micra cuadrada. También se observaron

granos semejantes a los pericromatinianos en pares, que aparentemente comparten su halo.
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lh.lh.“bu—p ocontastaddip con BDTA. &hﬁ“nd—nh

cromatins veticular, hm(—v).mm(ﬁ)y_w

grancs pwricsomatisisncs ( ).
Aumento 33,000 X.

' Fig. 12b. Nidcleo de mafz contrastado con EDTA en ¢l que sc observan estructuras
fibrosas de naturaleza ribonucleoproteica (—3) que, a través de un grumo de cromatina,
Vldelnuclaolo(N)aml'epdn granulosa (rg). Allldodetechodelnucleoloae
dininguunmponucledar(cn)

~Aumento 49,600 X.
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G. Al -cepa

Los ndcicos de Allissw crpa (cebolla) estudiados persenccen a ia zona de diferonciacidn de su
rafz, Ia pared celular apenas se distingue en el microscopio 6ptico, sus vacuolas son pequeidias
y un ndcleo, localizado centralmente, es reistivamente grande.

-Mlo.lpyddiim-_rl.ﬂp.Hvd_nnhrucb“l.lp’(ﬁ;m 14).
Se encontraron nicicos con uno y dos nuclcolos. Su apariencia varfa, hay nucleolos granulosos
©on una regin mis o menos central electrén-transparcate, nucleolos en donde se distingue una
regidn fibrosa y otra granulosa, y nucleolos predominantemente fibrosos. El didmetro mayor del
nucleolo es de 4.14p y su difimetro menor de 2.68 u en promedio. El volimen es de 14.57
(figura 15).

intercromatinianos, fibras pericromatinianas, ﬁbmmmuomnnunuymnoclemqmte-alos
pencmmanmamaquecompumsuhalo.

. Los gra pericromatini miden en promedio 788 A con halo y sin €1 321 A. Su densidad
numérica es de 7.12 granos por micra cuadrada (figura 16).

En algunas mxcrofotograﬂas se observan cuerpos nucleares que podrian corresponder a cuerpos
espunlados (figura 13b). Los cuerpos nucleares tienen un didmetro promedio de 0.68 .



Fig. lh.ﬁﬁcbodeeéluhmimﬁudehn(zdem.nhnﬁcrogmﬁase
muestra un Aucleolo (N) con centros fibrilares (f), componente fibrilar denso (d) y .
componente granular (g). Se observan fibras pericromatinianas (—), ¥y g
pericromatiniands (~3).

Aumento 17,000 X.

Ng. 13b. N&bodenfzdecgboﬂiendaﬂeaedbmcmnudﬂmqﬁepodﬁm

cofrespondier a cuerpos espiralados (m), granos petictomuinhm.( —P— ), granos
intercromatinianos (gi), y fibras (—» ). )
Aumento. 89,300 X.
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" VOLUMEN DEL NUCLEO
=N LAS PLANTAS ESTUDIADAS

(EN MICRAS CUBICAS)
) PLANTA v N ) : n
"1 ULVA LACTUCA 2,95 1,76 18
2 PSILOTUM NUDUM - 762,2 4127 31
3 MARATTIA LAXA 120 82,1 30
4 CERATOZAMIA MEXICANA; 3243 191.5 36
S TARAXACUM OFFICINALIS! 1,22 10,86 49
6 ZEA MAYS ot 394.7 2717 49
7 ALLLIUM CEPA ' 44143 27285 40
']
' V= Volumen
o= Desviacion eaténdar
n= Numero de nicleos
medidos

LEbEEEB a8 Y

1 2
VOLUMEN EN MICRAS CUBICAS



EN LAS PLANTAS ESTUDIADAS
(EN MICRAS CUBICAS)
PLANTA v s n
1 ULVA LACTUCA 0,242 0,088 16
2 ' 2,69 1.92 28
3 MARATTIA LAXA 2,48 1,59 31
4 CERATOZAMIA MEXIC. 0,948 0,081 30
S TARAXACUM OFFICINALIS! 0.5 0,072 28
G ZEA MAYS H 1,89 1.32. 28
7 ALLLIUM CEPA : 14,67 11,23 28
) ']
' V= Volumen '
3= desviaciin esténdar
n= Nomero de nucleolos

Y




MICRA CUADRADA)
PLANTA SIN HALO CON HALO D.N
1 ULVA LACTUCA 175.9 350 ! muy eacasos
2 PSILOTUM NUDUM 432 976,68 0,76
3 MARATTIA LAXA 349 730 2,11
4 CERATOZAMIA MEXICANAS 438 218 0,51
5 TARAXACUM OPFPFICINALIS! 247 616 4.8
6 ZEA MAYS 482 930 7,12
7 ALLLIUM CEPA 321 788 7,12
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V. DISCUSION

(Blizundia-Alvarez, J. M., 1985; Echeverrfa y col., l%)ym‘maimm LF.,
198S5). Entre los diferentes grupos de protozoarios se ha encontrado una gran diversidad en la
ultracstructura de sus nicleos interfésicos. Por el contrario, entre los grupos del Reino Animal
sc ha encontrado que presentan un patrdén estructural comin  para el procesamiento
postranscripcional del pre-ARNm y del pre-ARNr, sugiriendo un origen comin a partir de un
ancestro procarionte relacionado con los érdenes de Cryptomonadida y Kinetoplastida.

De acuerdo con la hipStesis sobre el origen de 103 eucariontes (ver péginas 7-13 de esta tesis),
las células vegetales y animales tienen un origen muy relacionado y se derivan de organismos
mhqwnemmummm.mmddnklwinmw
con enfoque evolutivo de protozoarios y animales concuerdan con estas hipStesis. Asimismo los
resultados aquf expuestos de los estudios sobre la estructura del nicleo interfisico en plantas

’ pertenecientes a grupos de diferentes niveles evolutivos, complementan las investigaciones

efectuadas en protozoarios y en animales. Esto permite ampliar el conocimiento sobre las
caracterfsticas morfoldgicas del nicleo interffsico y sus relaciones evolutivas en  tres de los
reinos que conforman a los eucariontes.

La técnica regresiva de contraste preferencial para ribonucleoproteinas (Bermhard, 1969) ha
mostrado ser iitil para discriminar los componentes ribonucleoproteicos de la cromatina en la
mayoria de las plantas utilizadas. Las diferencias del tiempo requerido para lograr el contraste
podrfan atribuirse al grosor de los cortes, pero los resultados negativos en cicad4 yla a
de cémo se contrasta la cromatina adosada a la membrana nuclear, mas no ¢l resto de la
cromatina en Psilotwn nudum (ver figura 8a), hacen pensar que la decoloracién est4
fundamentalmente dada por diferencias en la composicién qufmica de la cromatina.

Las c€lulas utilizadas para este trabajo, excluyendo a las de Allium cepa, fueron de tejidos
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parenquimatosos. Estas células poscen una gran vacuola central que ocupa casi la totalidad de

1a cflula, de tal forma que ¢l contenido protoplasmstico se observa desplazado hacia la periferia
Es probable que 1a presién de 1a membrana de 1a vacuola contra la pared celular sea un factor

importante que determine la forma alargada que en general tienen los miicleos del tejido

parenquimatoso de las plantas; no obstante, los micleos de cebolla estudiados, que por ser de
naturaleza meristemdtica no poseen la gran vacuola central, son también alargados (fig. 13

A).

Los volimenes de los nicleos presentan una gran variabilidad, -el nucleo con un menor volumen
corresponde a Ulva lactuca, con s6lo 2.95 micras ciibicas en promedio y el mids grande
corresponde a Psilotum nudum con 762.2 micras cibicas en promedio. Esto podrfa indicar que

, ya que

el nivel evolutivo de las plantas no es un factor que influya en el volumen nuclear,
dn en los extremos-de los valores del volumen

siendo vcgelaleu evoluti muy cer 1]
nuclear. Esto se refuerza al observar ¢l volumen de Taravacum officinalis que, siendo un
g,

miembro de las plantas superiores, tiene un volumen casi tan pequefio como Ulva lactuca (fig.

14). Bl volumen nuclear podrfa cotresponder mds a la idea de que en organismos superiores el
aumento en Ia nlh celular estd relacionado con un aumento en la talla nuclear (Nichohs N.L.,

1970), para hacer esta afirmacion en vegetales habrfa que hacer un estudio que rclaclone el

volumen celuhr y el volumen nuclear.

fio de Ulva lactuca. Su volumen es casi igual al volumen

Liama la atencion el jfio tan peq
del nucleolo de Psilotum nudum (compérese en las gréficas de las figuras 14 y 15); en tanto que

Ia estructura conserva la morfologfa bdsica de los nicleos en interfase.

En relacién con la Mm, 1as células vegetales en interfase presentan una envoltura nuclear

de doble membrana con complejos de poro, una matriz nuclear, cromatina compacta y laxa,
ribonucleoproteicas peri e intercromatinianas (ver pdginas 36-38 de esta

leolo y estr
en todo niicleo interfiisico de las

tesis). ‘Estas estructuras P
células animales (Monnecron y Bernhard, 1968; Jiménez-Garcfa y col., 1979), y de acuerdo con

d id se como b
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los resultados de este trabajo de teiis, podemos decir que son estructuras bdsicas encontradas
hubiﬁ:qnhcnﬁclposdehscﬁuhvegmh,chﬂoqweﬂnmmmm&shsm
de diferentes niveles evolutivos elegidos para este estudio.

En la literatura revisada no se encontraron estudios dirigidos a las particularidades de la:
mvdmnﬁwhrdelmvm,mddemmmm ionadas; adems
se han encontrado caracteristicas que no han sido descritas en nicleos animales como son los
micropufs, cariosomas, cuerpos intranucleares argirdfilos, cuerpos sueltos (en Moreno Difaz de
1a Espina y col., i982)y los gnnosdel..iandonia (Jiménez Garcfa y col., 1992).

. La organizacién de la matriz nuclear estudiada en vegetales presenta una organizacion similar
a la encontrada en losaninnlesm(xlosencoﬁdicimsiliﬁm (Moreno DfazdelaEsﬁnay
col., 1991). En ellas encontramos los tres componentes bidsicos descritos anteriormente: el
complejo de poro-l§mina residual, 1a matriz interna y el nucleolo residual (ver pdginas 42-48 de

esta tesis).

En lo que se refiere a la cromatina, ésta adopta en los vegetales ciertos grados de condensacién
y distribucién espacial de acuerdo a su contenido de ADN, volumen nuclear, longitud de los
cromosomas y la proporcién del genoma compuesto de secuencias repetitivas de ADN (Barlow,
1977; Mfnguez y col., 1992). De acuerdo con el grado de 'condensa.cidn y distribucién espacial
encontramos micleos eurreticulados, reticulados, semirreticulados y arreticulados en
angiospermas. En el caso de las especies aquf estudiadas la mayorfa . posee nucleos
eurreticulados, a excepcion de Ulva lactuca que podrfa considerarse como un niicleo arreticulado
'y Psilqtum nudum que es semirreticulado.

En las plantas terrestres que se incluyeron en este estudio ‘existe una gran similitud en la
disposicién de su cromatina, a diferencia de los grupos del Reino Protista estudiados por
Elizundia-Alvarez, J.E., (1985), en donde existen diferencias notables entre ellos, por ejemplo
en ios 6rdenes Dinoflagellida y Euglenoide la cromatina se encuentra condensada en los
cromosomas interfésicos (Echeverrfa y col., 1993), en el orden Amoebida no existe cromatina
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condeﬁsada', cromatina perinucleolar, ni cromatina adyacente a la membrana nuclear. Sobre
estas dos iltimas caracteristicas se¢ exceptia al orden Cryptomonadida y Kinetoplastida. En
cuanto a la cromatina en los animales, ésta forma grumos irregulares de heterocromatina en
contacto con la envol 1 y rod do al nucleolo.

Comparando los resultados de este trabajo con los estudios efectuados en protistas y animales,

encontramos similitudes con algunos protozoarios y en general, con los animales. No obstante,

podemos decir que mientras los niicleos de las células animales son principaimente

~ cromocéntricos (cromatina’ adherida a la membrana nuclear), en las células vegetales son
mayoritariamente reticulados (cromatina formando una red tridimensional en el interior del

micleo).

ido 2 C ADN de 5

Se sabe que los niicleos arreticulados y semirreticulados ti un
picogramos, mientras que los reticulados y eurreticulados tienen un contenido 2C ADN de mds
de S picogramos. La cantidad de ADN por unidad de volumen nuclear es mis baja en nicleos
arreticulados y semirreticulados. El espesor de las cromidtidas en metafase, junto con el
correspondiente volumen nuclear en interfase, pueden contribuir a un grado desproporcionado
de dispersion en la cromatina de nicleos ¢con bajo contenido de ADN nuclear. La proporcién
"del genoma de secuencias repetidas de ADN puede jugar un rol en la determinacién de la
eﬁtructura de la cromatina en el niicleo interfisico (Barlow 1977). Dado que los grupos del nivel
evolutivo mids bajo como Ulva y Psilorum no poseen una clara reticulacién, a diferencia de las
plantas superiores en donde sus nicleos son evidentemente reticulados, es posible que a mayor

nivel evolutivo el contenido de cromatina sea mayor.

En cuanto a las estructuras ribonucleicas estudiadas ampliamente en micleos animales, como
lo son el nucleolo, fibras pericromatinianas, granos Ppericromatinianos y los granos
intercromatinianos (ver pdgina 58-62 de esta tesis), han sido identificadas en las especies
vegetales aquf estudiada. A continuacién se hacen algunas precisiones de estas estructuras.

En los nucleolos de las células estudiadas se observaron los 'éentros fibrilares, componente
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fibrilar denso (figs." 7a y 13a), componente granular y regién fibrogr lar, pero también se
observaron formas del nucleolo que no corresponden a la estructura tipica descrita para este
organelo en animales, en particular en Psilotum nudum y Zea mays (figs. 8a y 12b).

del leolo en todos los taxa de protistas, al igual que en los

Se ha encontrado la pr
animales (a excepcidn del Pelomyxapalustris,) y ahora en los vegetales, confirmdndose lo
indispensable que es csta estructura para la sfntesis y procesamiento del ARN-r. No obstante,
este detalle no ha sido considerado en las teorfas acerca del origen del niicleo (ver pédginas 7-13
de esta tesis), pues al parecer las ventajas selectivas de la compartamentalizacion del material
la manera de mantener algunas relaciones fisioldgicas y/o

' genético tuvo que involucrar
> del pre-ARNTr.

estructurales del material genético y el centro de

£

sis y pre

Al parecer, tanto los protistas como los animales invertebrados carecen de las zonas o centros
fibrilares y granulares, en el nucleolo, ademds de la forma nucleolonemale, caracterfsticas de
d Sin bargo, en las plantas observamos

)S.

los niveles evolutivos inferiores y los ver
estructuras del nucleolo tipicas de animales superiores, en Ulva lactuca (fig. 7a) y en cebolla
(fig- 13a), 1o que indica que la fisiologia, relacionada con la mrfologfa del nucleolo, tiene un
mecanismo similar en todos lo niveles evolutivos de los vegetales y que las estructuras atipicas
encontradas en este estudio puedan deberse a condiciones fisioldgicas muy propias de las plantas
estudiadas. Relacionado con esto veremos el caso de la cicaddceas.

En lo general, los nucleolos observados en cicaddcea se observan compactos (fig. 10a), pero
también se observan algunos nucleolos laxos o nucleolonemales (fig. 10b). En los vertebrados
este tipo de estructuras nucleolares se dan en funcién de Ia actividad metabélica de las células.

Un nucleolo laxo indica gran actividad en la elaboracién de partfculas pre-ribosomales que
1 is de protefnas, lo que es contrario de un nucleolo

habrin de integrar la quinaria de la
compacto. La frecuencia de los nucleolos compactos en cicaddceas podria ser por el metabolismo

"lento” de este tipo de plantas, al menos en lo que se refiere a la produccién de materia orgdnica
utilizada en la estructuracién de la materia que ayuda a su crecimiento, y tal vez a esto mismo
responda l1a abundancia de estructuras semejantes a los cuerpos nucleares que se observan en la
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figura 10a.

En Jo que respecta a las fibras ribonucleoproteicas, pddunosdecirqu’esebbservamenwdu
las especies aquf estudiadas. Se localizan en la periferia de la cromatina y en la region
intesrcromatiniana, en algunas ocasiones formando cimulos sdlo de fibras y en otros casos
asociadas con granos. A juzgar por la abundancia de las fibras, la transcripcion y el
procesamiento del ARNhn son muy activos en la regién peri e intercromat ini €310 c« d:
con los resultados de Testillano y col. (1993), quienes han eneontrndo la presencia de SnRNP
del splicesoma, ADN y proteinas fosforiladas en la region intercromatiniana.

La abundancia dc las fibras podria deberse a que las células son de tejido parenquimatoso,

células con metabolismo activo debido a su actividad fotosintética. No obstante, llama la
fio del nucleolo, el cual, como ya se mencioné, produce

. atencion el tamaiio relati peq
los elementos ribosomales necesarios para la produccién de protefnas.

Los granos pericromatinianos (GPC), al igual que las fibras, se observan en todas las plantas
aquf estudiadas. El hecho de que estas estructuras se hayan observado también en la mayorfa de
los protistas y en los animales apoya la sugerencia de que estas estructuras representan en los
cucariontes el substrato morfolSgico en donde se almacena, transporta y procesa el ARNm

(Vézquez-Nin y col., 1983; Echeverrfa y col., 1991).

Los GPC presentan, en estas plantas, un rango de 17.5 nm a 46.2 nm de didmetro. Los granos
de menor tamafio corresponden a Ulva lactuca y €l mayor a Psilonon nudum. Si se considera

el tamailo del grano junto con su halo, Ulwz laciuca alcanza un valor de 35 nm y Psilotum
1, las di iones del grano son del 40%

nudum 97.6 mn de didmetro en promedio. En g
al 50% con respecto a la estructura que incluye el halo.

si tomamos en cuenta la relacidn existente entre las dimensiones de los niicleos de estas plantas

y las comparamos con las dimensiones de los granos pericromatinianos (figs. 14 y 16), podeniqs
se cor de al tamaiio del niicleo con el didmetro de los GPC;

) 2

observar que de cierta
110



s

es decir, los micleos de mayor tamaiio poseen granos pericromatinianos mds grandes que los que
tienen nicleo ms pequedio.

Por otra parte, cn los granos pericromatinianos de los miﬁdei, por lo general,. no hay
diferencia significativa entre sus difmetros (Jiménez-Garcfa y col., 1989), en cambio, entre las
plantas estudiadas se han encontrado diferencias significativas, (ver cuadro 16). De acuerdo con
estos resultados, la variabilidad del tamaifio de los GPC es mayor en -los vegetales que en los
- animales. Esto mismo sucede ‘con los protozoarios en donde la variabilidad y el didmetro
promedio de lo GPC es similar al de las plantas (Jiménez-Garcfa y col., 1989). Se ha sugerido
que las diferencias significativas entre protozoarios y animales pudieran deberse a diferencias
* cualitativas y/o cuantitativas en el procesamiento del ARN pre-m, sugerencia que puede ser
vdlida también para las plantas, pero que habrfa que buscar alguna relacién con el volumen
nuclear dada la correspondencia que existe entre éste y el volumen del grano pericromatiniano.

Los granos intercromatinianos en las células animales aparecen en ciimulos entre los grumos de
cromatina compacta y tienen un didmetro promedio de 20 a 25nm (Monneron y Bernhard, 1968).
En los vegetales, ademds de granos con estas dimensiones, se han descrito otros mds grandes
que van de 30 a 40 nm (Medina y col., 1989) y los granos de‘lacandonia (Jiménez Garcfa y col.,

1992).

Al ijgual que en-los animales, ‘los granos intercromatinianos de vegetales son las tnicas
estructuras (excepto para ]la cromatina) resistentes a la doble digestién prolongada con proteasa
y RNasa (Puvion y Moyne, 1981). Los gridnulos de 30-40 nm son resistentes tanto a la proteasa
' y digestién de RNasa-, pero no a la combinacién de ambas. Se ha reportado que, aunque los
grénulos de 20-25 nm de los vegetales no forman grandes grupos, tienen una organizacién
similar a los GIC, ya que se interconectan por delgada§ fibras de 2-3 nm formando una red en

el espacio intercromatiniano.

Principalmente los grénulos de 20-25 nm tienen una serie de caracterfsticas en comiin: tamaiio
y organizacion ultraestructural, presencia de una red, reaccién positiva al EDTA y oxinitrato de
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bismuto y contenido de protefnas altamente fosfbﬁladas. Por estas razones se podrfan considerar

‘ semejantes a los GI de animales. Sin embargo, los GI de vegetales presentan importantes

diferencias en su organizacion topoldgica en el nicleo comparado con los GI animales, a saber,
ellos nunca forman grandes grupos, pero aparecen distribuido& en pequefios grupos a través de
1a regidn intercromatiniana y también se localizan solitarios. Los grupos de grdnulos de 40 nm
podrﬁn corresponder a grupos de grénulos pericromatinianos similares a los d itos en mick

de plantas y animales (Medina y col., 1989).

Los gr: intercr »s aquf observados son de los considerados como grandes e, incluso,
en el caso de Zea mays el promedio de su didmetro es de 62.8 nm, que es mayor al encontrado

en estudios previos.

Los resultados de este trabajo muestran que la ultraestructura de los niicleos celulares en
interfase de los vegetales, es similar en todos los niveles evolutivos. También_ se ha encontrado
gran similitud con los niicleos de las células animales, de acuerdo con los estudios de Jiménez-
Garcfa (1985), no asf con los protozoarios (Elizundia-Alvarez, J. M., 1985 Echeverrfa y col.

1993).

En» los ptoums existe una gran heterogencidad en la ultraestructura del nicleo interféisico entre
sus diferentes grupos, situacion que se correlaciona con la propuesta de un origen polifilético
de estos organismos. Dentro de esa heterogeneidad existen organismos cuya estructura nuclear
es similar a los eucariontes pluricelulares, como en el caso de la ultraestructura del niicleo que
P los érd de Cryptomonadida y Kinetoplastida, lo que ha permitido sugerir que estos
drdenes tengan una cercanfa filogenética estrdctuml con el (o los) ancestro(s) de las plantas y

. animales. Por otra parte, la similitud del micleo vegetal y animal nos indica un origen comin

entre estos dos grandes grupos de seres vivos.
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VI. CONCLUSIONES

Los micleos interfdsicos de las plantas pertenecientes a los distintos niveles evolutivos estdn
constituidos por una envoltura, matriz nuclear, cromatina y estructuras. ribonucleoproteicas.
Estos elementos adoptan caracterfsticas cuantitativas y probablemente cualitativas, segiin el tipo

de célula a ]la que pertenecen.

El volumen de los niicleos vegetales es muy variable, en las plantas estudiadas va de 2.95 a
441.43 i*. Las dimensiones de estos niicleos no se corresponden con el grado de evolucién de

la planta a que pertenecen.

La cromatina en las c€lulas vegetales es gencralmente reticulada, el grado de reticulacidn es
menor en las plantas que pertenecen a niveles evolutivos inferiores como lo son Ulva lactuca
y Psilotun nudum, y mayor en los nicleos de plantas con un nivel evolutivos superior.

En el volumen de los nucleolos se presentan diferencias significativas entre algunos grupos
taxonémicos de las plantas a que pertenccen. Las diferencias en las dimensiones de estas

estructuras no se corresponden con el grado evolutivo de la planta, pero sf con las diferencias
1 mayor vol nucleolar,

" del volumen que presenta el nicleo celular; a mayor volumen
aunque las variaciones del tamaiio del nucleolo no son tan grandes como entre los voltimenes

de los micleos.

Existen diferencias significativas entre los granos pericromatinianos de las plantas estudiadas.
Las diferencias en las dimensiones de estas estructuras no se corresponden con el grado
evolutivo de la planta, pero sf con las diferencias del volumen-que presenta el micleo celular.
Al igual que en el caso del nucleolo, los nucleos con mayor volumen poseen granos

pericromatini mds grand

Los miicleos interfdsicos de las especies vegetales poseen caracterfsticas particulares en lo que
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- se refiere a las dimensiones y mor_fologta de las estructuras que lo integran, lo que permite

diferenciarlos segiun el grupo taxondmico a que pertenecen, pero en lo general presentan un
patrén ultraestructural comin que consiste en una envoltura nuclear de doble membrana con
complejo de m, matriz nuclear, cromatina compacta generalmente reticulada, nucleolo
relativamente poquefio, granos pericromatinianos, granos intercromatinianos dispersos y fibras
peri e intercromatinianos.

El patrén ultraestructural de los nucleos de las células vegetales difiere de los patrones
ultnesﬁuctun de los niicleos de la mayorfa de los protozoarios pero es muy semejante al patrén
ultraestructural de los nicleos de las células animales. Estas caracteristicas sugicren la
posisbilidad que los organismos del reino vegetal y animal tengan un origen comin entre los
protozoarios scmejantes a los de las drdenes de Cryptomonadida y Kinetoplastida ya que éstos
también tienen un patrén ultraestructural semejante a los animales y vegetales.



Estudiar la untraestr

" VIL. PERSPECTIVAS

Este estudio del nucleo interfasico en células vegetales con un enfoque evolutivo da una visidn
muy general de las caracterfsticas propias del nicleo de las células vegetales y sus diferencias

con los nicleos de protozoarios y cé€lulas animales. Este estudio deja claro que existe una

diversidad morfoldgica de los nicleos
vegetales dentro de la unidad que estos presentan como organismos de un mismo reino. Hasta

donde este trabajo ha llegado, no se tiene una explicacién de las causas que determinan las
diferencias cuantitativas y probablemente cualitativas de las estructuras que constituyen al nicleo

vegetal.

Para ptoffmdiur sobre lo que aquf se ha tratado y precisar sobre aspectos que permaneéen
indefinidos podrfan realizarse las siguientes investigaciones.

Estudiar niicleos .vegetales de diferentes tejidos de la misma planta para encontrar posibles
patrones estructurales derivados de 1a funcién que la cé€lula.

del micleo de pl de la mi especie para ver si existen patrones

ultraestructurales caracterfsticos de géneros de plantas o grupos muy relacionados.

Estudiar la ultrestructura de nicleos vegetales de algas que han sido relacionadas con los

" ancestros de las plantas terrestres a fin, de ver cuales presentan una estructura m#s semejante

con estas plantas.

-Un estudio que contemple un mayor nimero de especies dentro de cada nivel evolutivo, darfa
un mayor apoyo a las conclusiones aquf presentadas. La visién mds completa sobre este tema

se obtendrd cuando se efectde en hongos
un estudio con enfoque evolutivo, como el realizado en protozoarios, animales y plantas. A
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