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Resumen .

El ndcleo celular presenta dominios macromoleculares relacionados con la
expresion génica. En plantas hay dos tipos de nucleos el reticulado y el
cromoceéntrico, dependiendo del arreglo de la cromatina compacta. Ademas,
existen particulas ribonucleoproteicas (RNP) asociadas como los granulos de
Lacandonia, descritos para la planta Lacandonia schismatica. Estudios recientes
sugieren la presencia de estas particulas asociadas a la cromatina reticulada en
varios grupos de plantas. En este trabajo se estudio el tipo de cromatina y las
RNP asociadas por medio de microscopia de luz, electrénica y de fuerza atdmica
en las especies de angiospermas lllicium floridanum y Pelargonium hortorum. Los
resultados indican que en /. floridanum |a cromatina es reticualda y en P. hortorun
es cromoceéntrica. Sin embargo, los granulos de Lacandonia se presentan en las
dos especies. Estos datos sugieren que la presencia de granulos antecede al

origen de las angiospermas




Introduccion

En los eucariontes, los acidos nucleicos se encuentran delimitados por una
doble membrana, dentro del territorio nuclear. Las diversas actividades de los
acidos nucleicos como la replicacién y fa transcripciéon se realizan dentro de estos
confines. La organizacion de este material puede estar estructurado dependiendo
de su estado de actividad o inactividad (Lewin, 2001).

Los estados condensados de los acidos nucleicos se debe a su unién a
proteinas basicas. Las cargas positivas de estas proteinas neutralizan las cargas
negativas de los acidos nucleicos, por lo que se forman complejos desoxi o
ribonucleoproteicos como resultado de las interacciones de las proteinas con el
acido desoxirribonucleico (DNA) o el acido ribonucleico (RNA) (Lewin, 2001).

El DNA que ocupa areas compactas dentro del ntcleo es denominado
cromatina en el estado del ciclo celular conocido como interfase (Lewin, 2001).
Por consiguiente el DNA se mantiene en un compartimiento separado del
citoplasma, que es en donde se producen la mayoria de las reacciones
metabolicas de la célula (Alberts y col., 1994).

El nlcleo de todas las células en interfase, posee los mismos componentes
basicos. Sin embargo, no tienen igual aspecto en todas ellas ( Cormarck, 1988). El
nucleo es el organelo mas grande, por lo que se puede observar faciimente al
microscopio optico a bajos aumentos. Las células con ndcleo realizan todas las
funciones propias de los seres vivos: se nutren, respiran, crecen, se reproducen,

etc.

El nucleo puede ser dividido en dos componentes principales: la envoltura
nuclear y el interior, llamado nucleoplasma. Dentro del nucleoplasma, el nucléolo
es algunas veces considerado como una entidad independiente (Raska y col.,
1990).




La envoltura nuclear separa espacialmente al nucleoplasma del citoplasma,
debido a que es una estructura formada por una doble membrana que juega un
papel en la regulacién de los intercambios nucleo-citoplasma de moléculas y de
complejos macromoleculares. Asi mismo, es el posible sitio de anclaje para la
cromatina en la interfase. La envoltura nuclear estd formada por una membrana
externa, que se continbua con el reticulo endoplasmico rugoso y una membrana
interna, que es adyacente a la lamina nuclear y a la cromatina. Las membranas
externa e interna se fusionan en varios lugares, formando los poros nucleares.
Estos poros estan constituidos por complejos macromoleculares llamados
complejos del poro, los que controlan el paso de moléculas en el nucleo (Spector,
1993).

El término nucleoplasma se refiere a la parte interna del nucleo celular, en
donde el nucleolo esta cercano a las areas de cromatina condensada y otras dos
regiones morfologicamente diferenciables: el area pericromatiniana que consiste
en regiones que rodean a la cromatina condensada y el espacio intercromatiniano
(Raska y col., 1990). Ademas, el interior nuclear estd compuesto de una matriz,
que es un complejo de varias proteinas caracteristicas, aun no del todo definidas
(Jiménez-Garcia y Segura- Valdez, 1993).

El nucléolo es una region altamente especializada del nucleo, en donde se
realizan la transcripcion de los genes ribosdmicos, la formacion de particulas
prerribosémicas y el procesamiento del RNA pre-ribosomico. El nucléolo no esta
rodeado por una membrana, pero en este sitio se encuentran localizadas discretas
regiones funcionales (Raska y col.,, 1990; Spector, 1993; Vazquez-Nin vy
Echeverria, 1995).

Con ayuda del microscopio electronico de transmision y usando la técnica
de contraste de Bernhard para estructuras ribonucleoproteicas, han sido definidas
las siguientes particulas en el interior del nucleo: los granulos intercromatinianos

(Gl), las fibras pericromatinianas (FP), dos tipos de cuerpos nucleares: un cuerpo




nuclear simple (CNS) y los cuerpos espiralados y los granulos pericromatinianos
(GP) en diversos tipos celulares de mamiferos (Monneron y Bernhard, 1969).
Estas estructuras de naturaleza ribonucleoproteica describen un patron constante
de distribucion dentro del nicleo y son vistas con un denso contraste, en

comparacién con la cromatina que se observa con un bajo contraste (Monneron y
Bernhard, 1969) (ver Figura 1).

Figura 1 Organizacion ultraestructural del nucleo celular en interfase. Se pueden
localizar los principales componentes. EN, envoltura nuclear; LN, lamina
nuclear; MN, matriz nuclear; C, cromatina; N, nucléolo; CN, cuerpos
nucleares; CE, cuerpos espiralados; GPC, granulos pericromatinianos; GIC,
granulos intercromatinianos; FPC, fibras pericromatinianas. (Jiménez-

Garcia y Segura-Valdez, 1993).




Los granulos intercromatinianos (GIC) son de 10 a 20 nm de diametro
aproximadamente. Estan presentes en grupos en la region intercromatiniana.
Parecen ser estructuras relacionadas con el almacen y/o ensamblado de proteinas
y RNAs involucrados en el procesamiento postranscripcional de pre-mRNA.
Ademas, los GIC incorporaron uridina tritiada lentamente, lo que indica que
contienen ARN més bien estable y de poco recambio (Spector, 1993; Jiménez-
Garcia y Segura-Valdez, 1993). Estas estructuras contienen factores de splicing
que aparentemente responden a la transcripcibn por algin mecanismo de
recliutamiento que los dirige a las FPC (Jiménez-Garcia y Spector, 1993).

Las fibras pericromatinianas (FPC) estan compuestas por filamentos
enrollados de 3 a 5§ nm de diametro. La descripcién de estos componentes fue
lograda por la utilizacion del contraste de Bernhard, que representa estructuras
que contienen pre-RNA preferencialmente. Las FPC pueden aparecer como una
mezcla heterogénea de estructuras tefiidas en la regién pericromatiniana del
nucleo celular. Sin embargo, acorde con la definicion morfoldgica, las FPC estan
situadas en la pericromatina y en el espacio intercromatiniano. Por medic de
estudios citoquimicos se ha establecido que las FPC son elementos estructurales
que contienen pre-RNA transcrito fuera del nucléolo (Vazquez-Niny Echeverria,
1995). Estas fibras son el sustrato morfoldgico de la transcripcion, pues incorporan
uridina tritiada rapidamente; su presencia es inducida por hormonas que activan la
transcripcion y contienen, ademas, proteinas relacionadas con la maduracion del
pre-mRNA.

Los cuerpos espiralados son cuerpos de agregados de fibrillas y granulos
con un diametro de 30 a 60 nm aproximadamente. El tamarfio mas grande es de
menos de un micrometro, se encuentran altamente contrastados después de la
utilizacion de la técnica de Bernhard, lo que demuestra que estan formados por
particulas ribonucleoproteicas (Raska y col., 1990). Los cuerpos espiralados
contienen material relacionado con el metabolismo tanto del pre-rRNA, como del




pre-mRNA (Jiménez-Garcia y Spector 1993), como el U3SnRNA (Jiménez-Garcia
y col., 1994). o

'i'_'c}s:grénulos pericromatinianos (GPC) se encuentran en las regiones
pericrqmavtini‘aihas, su tamafio puede ser entre 35 y 50 nm y estan rodeados por un
halo clard; De acuerdo a varias extracciones enzimaticas y quimicas, los GPC
estén,cbmpuestos por ribonucleoproteinas (RNP) y estan formados de filamentos
enrollados. Pueden ser encontrados como granulos solos o en grupos, en este
Gltimo caso ocurre frecuentemente después de la alteracién del metabolismo de
los acidos nucleicos. Estos granulos pueden tener un origen pericromatiniano o
nucleoplasmico. Algunos estudios citoquimicos indican que estos granulos pueden
servir como particulas de transporte y/o almacenamiento de RNA mensajero
maduro que es transcrito a partir de algunos genes especificos (Vazquez-Nin y
Echeverria, 1996).

La organizacion del nucleo en interfase en plantas se ha descrito que varia
dentro de los diferentes grupos (Lafontaine y Lord, 1974) y posee un patrdén
estructural similar al de los animales. Esto ha sugerido que las principales
variaciones en las estructuras nucleares es una caracteristica mas antigiia a la
adquisicion de los cloroplastos por los ancestros de las plantas y una vez
adquiridos los patrones nucleares, estos patrones se han conservado a través del

tiempo (Jiménez-Garcia y col., 1989).

Diversos aspectos estructurales y ultraestructurales nucleares en plantas
estan relacionados con los diferentes patrones de la organizacién de la cromatina

(Moreno Diaz de la Espina y col., 1992).

En las plantas se pueden presentar dos tipos de nucleos: el cromocéntrico
y el reticulado, dependiendo del arreglo de la cromatina. Ademas, se ha observado
que la organizaciéon ultraestructural es muy similar en ambos tipos de nucleos,

excepto por la distribucion topologica de los granulos intercromatinianos que no




forman grandes grupos en plantas como en los nucleos de células animales
(Moreno Diaz de la Espina y col., 1992).

El nucleo cromocéntrico como elﬁ de Lycopersicon esculentum
(dicotiledonea) presenta grumos densos de crométina o0 cromocentros que se
asocian frecuentemente a la envoltura nuclear y en algunas ocasiones a
estructuras semejantes a centromeros. El nucléolo se encuentra localizado
centralmente dentro del nlcleo y en algunas ocasiones parece estar anclado a la
envoltura nuclear por la cromatina asociada al nucléolo que es muy evidente y se
distingue como parches densos que contactan con el organizador nucleolar. Con
la técnica contraste de Bernhard para estructuras ribonucleoproteicas se observan
abundantes estructuras ribonucleoproteicas como granulos y fibras en las
regiones inter y pericromatinianas. (Moreno Diaz de |la Espina y col. 1992).

Lo granulos pericromatinianos en el nucleo cromocéntrico pueden
presentarse aislados o en pequefios grupos en la periferia de la cromatina
compacta y los granulos intercromatinianos se distribuyen a lo largo de la region
intercromatiniana asociada con fibras delgadas aparentemente formando una red

(Moreno Diaz de la Espina y col. 1992)

El nicleo reticulado se presenta en la mayoria de los grupos de plantas
(Jiménez-Garcia y col., 1989). Ultraestructuraimente muestra cuatro dominios, la
envoltura nuclear, el nucléolo, areas de cromatina condensada y la regién

intercromatiniana (Moreno Diaz de la Espina y col.1991).

Las areas de cromatina condensada en el nucleo reticulado presentan
masas de cromatina en forma de hebra que reciben el nombre de cromocentros,
estos se tifien fuertemente, se encuentran suspendidos en el nucleoplasma y se
asocian a la envoltura nuclear o con el nucléolo formando una intrincada red
(Lafontaine y Lord, 1974).




La region intercromatiniana presenta una alta concentracion de
com'pohentes granulares y fibrilares. Algunos de los componentes granulares
pueden ser granulos pericromatinianos e intercromatinianos (Diaz de la Espina,
1991).

Descripciones del nucleo celular de Lacandonia schismatica determinan
que es del tipo reticulado, presenta fibras pericromatinianas, no se aprecian
granulos pericromatinianos e intercromatinianos. Ocasionalmente se distinguen
centromeros a lo largo de la cromatina compacta. Ademas, se encontraron
estructuras anulares y complejos sinaptonémicos (Jiménez-Garcia y col., 1992).

El nucleo de L. schismatica presenta abundantes grupos de granulos de
alrededor de 32 nm de diametro en el espacio pericromatiniano e
intercromatiniano. Estos granulos son evidentes con la técnica de contraste de
Bernhard para estructuras ribonucleoproteicas, a los cuales se les denomind
granulos de Lacandonia (GL) (Jiménez-Garcia y col., 1992) Estos se pueden
encontrar aislados o en grupos, dependiendo del tejido observado (Agredano-
Moreno y col., 1994). Junto a estos granulos hay fibras pericromatinianas que se
encuentran al borde de la cromatina compacta en unién con GL formando un

medio fibrogranular (Jiménez-Garcia y col. 1992)

Diversos estudios sobre lo GL mencionan que estos se pueden localizar en
los extremos de masas de cromatina en donde se localizan en los sitios de
reensamblaje de unidades de transcripcion. Los GL al ser tratados con RNAsa
desaparecen y cuando se contrastan con la técnica de oxinitrato de bismuto no
son evidentes. Ademas, cuando se utiliza la inmunolocalizacion para sn-URNP
solo se observa marca en la periferia de estos granulos y cuando se localiza DNA
se marcan las fibras que interconectan a los GL, por lo que estas evidencias
muestran que estan relacionados con los granulos pericromatinianos y con los
granuios de Balbiani de los cromosomas politénicos (Agredano-Moreno y col.,
1994).




Estudios recientes sobre los GL en los periodos de floracion de L.
schismatica demuestran que los GL son mas abundantes en el periodo de pre-
antesis y disminuyen en el periodo pos-antesis. Utilizando la técnica de
inmunolocalizacidon para proteinas SR, estas se detectaron en ciertas regiones de
las fibras que interconectan a los GL y algunas sobre estos granulos. Con la
técnica de hibridacion in situ con poly (A)*RNA y usando DNA gendmico como
sonda para localizar RNA, se detectd marca en el area no cromatiniana incluyendo
a un gran numero de GL y en fibras asociadas. Estos datos proporcionan nueva
evidencia para relacionar a los GL con fos granulos pericromatinianos y granulos
de Balbiani (Agredano-Mareno y Jiménez-Garcia, 2000).

LAS PLANTAS CON FLORES

Las plantas con flores o angiospermas son de gran importancia ecoldgica
debido a que definen a los diferentes habitats existentes en el planeta. La
diversidad de las angiospermas es de alrededor de 300,000 especies vivientes
clasificadas en alrededor de 350 familias (Crepet, 1998). El origen y relacion de las
angiospermas se encuentra en medio de uno de los misterios evolutivos mas
persistentes (Kenrick, 1999).

Desde hace mas de 100 afios los botanicos han buscado las diferentes
relaciones entre las angiospermas y el resto de las plantas superiores, lo que ha
favorecido el estudio de los diversos grupos de plantas para lienar el vacio en el
conocimiento del reino de las plantas. Ademas, han aparecido dudas alrededor de
las angiospermas debido al descubrimiento de restos fosiles de tipos florales y de
distintos taxa que datan de hace 90 millones de afios, causando cambios en el
pensamiento sobre el origen de las angiospermas. Los cambios comprenden el
intervalo de conocimiento de la radiacion de las angiospermas o alternativamente
se sugiere un grupo muy antiguo todavia no detectado que pudo dar origen a este
grupo de plantas (Crepet, 1998).




La revisiébn de las relaciones filogenéticas en plantas con flores es una
empresa dificil, debido al tamafo, diversidad del grupo y particularmente, a su
rapida diversificacién durante e! inicio del Cretacico (hace 130-90 millones de
afios). Las angiospermas difieren considerablemente del grupo evolutivo mas
cercano, las gimnospermas, creando un problema adicional de base del arbol
familiar (Kenrick, 1999; Qiuy col., 1999). Se piensa con base en los diferentes
datos que la division entre las angiospermas y las gimnospermas ocurri6 mucho
mas tempranamente que lo corrientemente propuesto, posiblemente al final del
Carbonifero, 290 millones de afos atras (Kenrick, 1999).

Estudios morfolégicos de las angiospermas que toman en cuenta diferentes
datos las consideran como un grupo monofilético "Anthophyta" . Esto se basa en
relacion con dos grupos de plantas que presentan estructuras reproductoras
parecidas a flores, las Gnetales y las extintas Bennettitales (Crepet, 1998).

Estudios moleculares mediante el analisis de secuencias de diferentes
genes, han deducido que las Gnetales estan mas relacionadas con las
gimnospermas que con las angiospermas. En relacion con diversos analisis que
toman en cuenta las caracteristicas morfologicas, secuencia de acidos nucleicos y
datos filogenéticos, se tiene la hiptesis de un grupo ancestral que posiblemente
esté representado en la subclase Magnoliidae, que probablemente tenga flores
muy pequerias y simples (Crepet, 1998; Qui 1999).

Trabajos de sistematica molecular en angiospermas que incluyen algunos
de los mas grandes analisis filogenéticos intentados para cualquier grupo de
organismos, confirmaron la existencia de un grupo mayor (eudicotiledoneas) que
tienen la caracteristica de presentar polen de tipo triaperturado e incluye muchas
dicotiledoneas. La gran organizacion de la division entre dicotiledéneas y
monocotiledoneas se basa principalmente en la embriologia (numero de semillas y
hojas) morfologia de la hoja (tipo de venacion) y organizacion floral ( nGmero de
partes). Se ha planteado que varias de las subclases tradicionales reconocidas
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como Dilleni;idae y Hamamelidae no se deben considerar como grupos naturales
(Kenrick, 1999).

o Como los brazos principales del arbol filogenético de las angiospermas hay
una ‘_‘fuer,te) evidencia de un grupo falso llamado dicotiledonia magnoliid, un
pequ'éﬁo grupo (unicamente alrededor del 3% de la diversidad de especies
vivientes), que incluye formas familiares como liliaceas acuaticas (Nymphaeales)
pimientos verdaderos (Piperales), magnolias y otras diversas familias como las
Winteraceae, Chloranthaceae y Lauraceae. Debido a esto el patron exacto de los
brazos de las lineas basales ha permanecido obscura (Kenrick, 1999) (ver figura
2).

Bollon wath

threc apertuios Eudicots

| aurades omnnamon, bay iaureh

... E

Magnolisdes (Wagnolia)

Fuparaiess troe peppers, kava)

Wirderales (winter's bark)

— Chivranthaceae («Chioranthus, Hedyosmum)

Monocots
L Ceraloptihm

Flowering

TTA it arnne)
‘ - Bymphaeates (water liles) TF:SIS CON

plants \
e AN FA.LLA DE ORIGEN

(Gngtales
Frirg

Metmaquoa | Conlers

PeaoCanus Gyinnospenns
Py
L 0 30

Figura 2. Arbol filogenético que muestra la relacion de los principales grupos
de plantas con flores y las Gimnospermas (Kenrick, 1999).
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Los analisis de la secuencia de los genes de los fitocromos PHYA y PHYC
de 26 especies de angiospermas mostraron que Amborella se encuentra en la
base filogenética de las angiospermas y el resto son grupos hermanos. Estos
resultados sugieren que las primeras angiospermas probablemente fueron plantas
lefiosas y que en algin momento pudieron cambiar su morfologia a plantas
herbaceas o arbusto, lo que pudo ocasionar una mayor radiacién de las

angiospermas (Matheus y Donoghue, 1999).

Otros estudios sobre las relaciones entre angiospermas con base en las
secuencias de los genes rbclL, atrB y 18s rDNA de 190 especies Yy tres grupos
externos mostré un incremento en la resolucién del arbol filogenético, obteniendo
que en las primeras ramas de las angiospermas se encuentra Amborella,
Nymphaeaceae, Autrabaleya, lllicium y Schisandra. Estas se relacionan con las
monocotiledéneas al mismo nivel, ademas, se puede reconocer otro grupo, las
eudicotiledoneas (Soltis y col, 1999) (ver figura 3 y 4). Las eudicotiledoneas se
caracterizan principalmente por su tipo de polen triaperturado (Kenrick 1999).
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Fagales (9)
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HIPOTESIS

Si en plantas muy antiguas con nlcleos reticulados se encuentran
presentes los granulos de Lacandonia, entonces, en plantas con nucleos
cromocéntricos que son mas modernas se pueden observar este tipo de
particulas.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar con microscopia de luz, electronica y de fuerza atémica la

estructura del ndcleo celular de dos especies de angiospermas (Pelargonium

hortorum e lllicium florindanum ).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Conocer el tipo de arreglo de la cromatina del nicleo celular de las especies
Pelargonium hortorum e lllicium florindanum, mediante el empleo de las técnicas

de DAPI e inmunolocalizacion para microscopia electronica

Describir el tipo de ribonucleoproteinas presentes en los nucleos de las

especies Pelargonium hortorum e lllicium florindanum
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MATERIAL Y METODOS
Material Biolégico

Se colectaron ejemplares de Pelargonium hortorum y de lllicium
florindanum. De las regiones de los meristemos apicales se tomaron las hojas mas
jovenes, las cuales se cortaron en pequefios fragmentos de alrededor de 1 mm?>.
De los fragmentos, unos se tomaron para ser fijados en paraformaldehido al 4%
disuelto en amortiguador de fosfatos a un pH de 7.2, otros fragmentos se fijaron en
glutaraldehido al 6 % disuelto en amortiguador de fosfatos a un pH de 7.2, se

fijaron durante toda la noche (ver figura 5).

Los fragmentos fijados en paraformaldehido se lavaron con amortiguador
de fosfatos, se deshidrataron en alcohol metilico en las siguientes
concentraciones, 30%, 50%, y 70% durante 5 minutos; los dos primeros alcoholes
se encontraban a una temperatura de 4°C y el tercero a -20°C. Se continud con
alcohol al 90% durante 30 minutos a una temperatura de -20°C. Se infiltraron
inicialmente con una solucion 1:1 y 1:2 de resina Lowicryl K4M y alcohol metilico al
90% durante una hora respectivamente a -20°C, se siguié infiltrando con resina
pura, un cambio de 1 hora y otro con resina pura que se dejo durante la noche,
todo esto a una temperatura de -20°C. Los fragmentos se incluyeron en capsulas
de grenetina y se polimerizaron dentro de una camara de luz ultravioleta a 4°C por
48 horas. Se obtuvieron bloques, de los cuales se realizaron cortes semifinos para
ser observados con microscopia de luz de campo claro, microscopia de
fluoresencia y para microscopia de fuerza atémica. De estos bioques también se
obtuvieron cortes finos para realizar la técnica de inmulocalizacién ultraestructural

(ver figura 5).
Los fragmentos fijados en glutaraldehido se lavaron en amortiguador de

fosfatos, unos fragmentos fueron postfijados con tetradxido de osmio al 1%
durante toda la noche. Posteriormente, se lavaron en amortiguador de fosfatos. Al
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termino de este proceso los fragmentos postfijados y sin posffijar se deshidrataron
en alcohol etilico a las siguientes concentraciones: 60%, 70%, 80%, 90% y 100%,
dos cambios de 10 minutos cada uno; después se colocaron en un agente
intermediario, el éxido de propileno, dos cambios de 10 minutos cada uno. Se
continué con la pre-inclusién en una mezcla de epon-6xido de propileno 1:1 toda la
noche. Al dia siguiente se incluyeron en moldes de plastico con epon puro
polimerizando a 60°C en una estufa. Se obtuvieron bloques los cuales fueron
tallados para realizar cortes semifinos de 1um de grosor, se montaron en porta
objetos, se tifieron con azul de Toluidina, para ser observados con el microscopio
de luz con la finalidad de seleccionar una zona que presentara la mayor cantidad
de nucleos; se realizé un tallado mas pequefic del bloque para obtener cortes
finos de un color dorado-plateado que corresponden a un grosor de 120- a 60 nm,

para ser observados en el microscopio electronico de transmision.

Microscopia de Luz y Microscopia de Fuerza Atémica

De los cortes semifinos obtenidos unos fueron colocados en portacbjetos
los cuales se adhirieron por medio de calor y se tifieron con azul de Toluidina al
1% para ser observados con el microscopio de luz y se tomaron fotografias. Otros
cortes se colocaron en portaobjetos, se tifieron con el colorante fluorescente DAPI
(4,6-Diamidino-2-fenilindol dicloruro), se observaron con un microscopio de

epifluorescencia y se fotografiaron (ver figura 6).
Se realizaron cortes semifinos se colocaron en porta objetos y se tifieron

con azul de Toluidina al 1%, se observaron con el microscopio de fuerza atomica

registrandose la imagen de forma digital.
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Microscopia Electrénica

Se realizaron cortes finos del material que fue postfijado, se montaron en
rejillas de cobre cubiertas con una membrana plastica (formvar), se contrastaron
con acetato de uranilo y citrato de plomo. Se observaron con el microscopio
electrénico de transmision, se seleccionaron las mejores zonas del material y se

fotografiaron los nucleos.

Del material que no fue postfijado también se obtuvieron cortes finos los
cuales se contrastaron mediante la técnica de contraste preferencial Bernhard
para estructuras ribonucleproteicas, en donde se realiza un contraste de acetato
de uranilo seguido de un proceso quelante con EDTA y terminando con un

contraste de citrato de plomo (ver figura 7).
Inmunolocalizacién

Se obtuvieron corte finos de color gris y se montaron en rejillas de oro
cubiertas con una membrana plastica (formvar). Los cortes adheridos a las rejillas
se pusieron a flotar en una solucion de TBS dentro de una camara humeda
durante 1 hora; después se cambiaron a una solucién que contenia el anticuerpo
primario (a-DNA o a-proteinas SR) diluido en amortiguador de fosfatos en una
razon de 1:10 durante toda la noche a una temperatura de 4°C. A continuacién se
lavaron en TBS por 15 minutos; se continud colocando los cortes adheridos a las
rejillas en las solucidén que contenia el anticuerpo secundario que estaba acoplado
a particulas de oro de 18 nm diluido en amortiguador de fosfatos en una razén de
1:20 durante una hora. Al termino de este proceso se lavaron en TBS durante 15
minutos y agua bidestilada de 3 a 5 cambios de 10 minutos cada uno, se dejaron
secar y se contrastaron en acetato de uranilo durante § minutos (ver figura 8).
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FIGURA 5
PROCESAMIENTO DEL
MATERIAL BIOLOGICO
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FIGURA 6 MICROSCOPIADE LUZ Y
MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA
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FIGURA 7 MICROSCOPIA

ELECTRONICA
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FIGURAS
INMUNOLOCALIZACION
ULTRAESTRUCTURAL
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Resultados
Microscopia de Luz

Se revisaron una serie de 5 cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina
de /. florindanum, se observo que los nucleos son de forma esférica, presentan
cromatina compacta de coloracidn intensa con una disposicién reticular; ademas,
se evidenciaron de uno a dos nucléolos por nlcleo y estos se tifieron fuertemente
(ver figura 9 A). Con respecto a los cortes semifinos de /. florindanum tefidos con
el colorante fluorescente DAPI se observo una serie de 5 cortes en que la
cromatina en el nucleo presenta una disposicion reticular de color azul brillante y lo
que corresponde al espacio intercromatininano de color azul mas obscuro, el
nucléolo se nota de color amarillo y esta hacia la periferia del nucleo (ver figura 9
B).

En relacién a los cortes semifinos tedidos con azul de toluidina de P
hortorum, se revisaron una serie de 5 cortes, los nucleos celulares son de forma
esférica y el arreglo de la cromatina es en pequefos grumos que se pueden
localizar adosados a la membrana nuclear o algunos se encuentran dispersos en
el nucleopiasma, el nucléolo se tifie intensamente y es muy prominente (ver figura
9 C). De los cortes tefiidos con el colorante DAPI, se puede observar el arreglo de
la cromatina en forma de grumos de color brillante adosados a la membrana
nuclear y wunos grumos distribuidos en el nucleoplasma el espacio
intercromatiniano se observa de color mas obscuro dentro del nucleo, el nucleolo
no es muy evidente pero se presenta de forma esférica de color amarillento muy

tenue y es de gran tamafio (ver figura 9 D).
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Microscopia electronica

En el nlcleo de [ florindanum se presenta la cromatina compacta que se
nota como fibras gruesas que se distribuyen por el nicleo de forma reticular y
parte de las fibras se adosan a la membrana nuclear, en el espacio
intercromatiniano se distribuyen grupos de granulos de Lacandonia y fibras

pericromatinianas (ver figura 10 A).

En el nacleo de P. hortorum es notable la presencia de grumos de
cromatina compacta adosados a la membrana nuclear y distribuidos por el interior
del nucleo. El nucleolo se observa de manera prominente en comparacion con los
grumos de cromatina, ademas se observa un cuerpo asociado al nucleolo y esté
esta formado por cromatina. En el espacio intercromatiniano se distingue material
de forma irregular y pequefios grupos de granulos de Lacandonia (ver figura 10
B).

Con el empleo de la técnica de inmulocalizacién para DNA se observa en
los nucleos de I. florindanum que el sitio de localizacion de la marca de oro esta
presente en las zona en donde se encuentra la cromatina compacta ya sea en
forma de fibras gruesas o cumulos de diferentes tamafos. El nlcleolo también
muestra marca y en el espacio intercromatiniano no se nota marca de oro (ver
figura 11 A). En los nucleos de P. hortorum se observa la marca de oro en las
zonas en donde se presenta cromatina compacta en grumos de diferentes
dimensiones, en el nucléolo también se evidencia la marca (ver figura 11 B).

Mediante la técnica de Bernhard para estructuras ribonucleoproteicas en el
nucleo de I. florindanum la cromatina compacta se encuentra formando fibras
gruesas de color claro. En el espacio intercromatiniano se localizan gran cantidad
de cumulos de granulos de Lacandonia que son evidentes ya que son estructuras
de color oscuro (ver figura 12 A). En el nicleo de P. hortorum la cromatina
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compacta se ve de color claro y los granulos de Lacandonia estan formando
pequefios grupos distribuidos por el espacio intercromatiniano (ver figura 12 B).

Con la inmunolocalizacion para proteinas SR en los nucleos de /. hortorum
y P. hortorum la marca con oro se observa en el espacio intercromatiniano y
alrededor de los granulos de Lacandonia, no se encuentra marca sobre la
cromatina compacta (ver figura 13 Ay B).

Microscopia de fuerza atémica

El nuicleo de 1. hortorum presenta forma esférica, la cromatina compacta se
presenta en forma de fibras gruesas que se distribuyen a manera de red fina por
todo el nucleo; el nucléolo es evidente de tamafio pequefio y se encuentra cercano
a la membrana nuclear (ver figura 14 A). El nucleo de P. hortorum presenta
grumos de cromatina en su mayoria adosados a la membrana nuclear y algunos
distribuidos por el nucleo, el nucléolo es de gran tamafio y se localiza hacia uno

de los extremos del nucleo ( ver figura 14 b).
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Fig. 9a Corte semilina de [ forinddéanun, Uznicdo con asutl de Toloidina El nucleo celular
presenla un arreglo raticulado de la cromatina v 1 o 2 nucleclos prominentes.

Fig. 9b Corte semifino de /. flonmdanum observado con microscopia de fluorescencia.
La cromatina dcl nucleo preseonta una disposicion reticulada de color azul
brillante debido a la utilizacion del colorante DAP! que se une especificamente
al DNA.

Fig. 9c Corle semifino de £. hortorum. tenido con azul de Toloidina. El nucleo celular es
tipo cromocentrico. El nucleolo es prominente y se tine fuertemente.

Fig. 9d Corte semifino de F. hortorum observado con microscopia de fluorescencia. El
nucleo celular es de tipo cromoceéntrico. Se distingue la cromatina adosada a
la membrana nuclear de color acul brillante debido al colorante DAP!.
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Fig.11a Imagen del nlucleo de /. foarfticdandn, utllizanda la tecnica
e inmunolocalizacion paraa DNAL. Los sitios an donda se
marca tuertemente, es la zona dea cromatina compaccta que se
presanta como hebras gruesas o auamualos (Nleachias),

Fig. 11b Imagan del ndcleco da P. hortorun?, utilizando la'técnica de
inmuneolocalizacion para DMNA;: En donde:se obsérvan grumos
de cromalina compacta que be encuentran fuertemenie
marcadas (flechas). :
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Fig. 12a Imagen del nlcleo de /! florindanum se distingue la
cromalina de color claro (C), formando una fina red y en el
espacio intercromatiniano se puede distinguir grupos de
granulos de (lacandonia (flechas). Tecnica de Bernhard
para estructuras ribonucleproteicas.

Fig. 12b Imagen del ndcleo de P horlorurm se observan grumos
de cromatina compacta adosada a la membrana nuclear
de color claro (C ), el nucleolo fuertermenle contrastlado vy
en el espacio intercromatiniano pecquefos grupos de
granulos de Lacandonia (flechas). Teécnica de Bernhard
para estructuras ribonucleproteicas.
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Fig 14 Imagen de microscopia de fuerza atomica de 1 flonndanum (A) y
de P. hortorum (B). La cromatina en /. florindanum es reticulada
(flecha) y en P hortorum es cromocéntrica (flecha). nucleolo (N)

y cloroplastos (cl).
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DISCUSION

Estudio con microcopia de luz y microscopia electronica han descrito que la
organizacion de la cromatina en el nucleo celular en interfase en las plantas varia
dentro de los diferentes grupos (Lafontaine 1974), por lo que se describe que
puede ser de dos formas, el nucleo reticulado y nucleo cromocentrico o no
reticulado (Diaz de la Espina, 1992). El nucleo reticulado presenta un arreglo en
su cromatina en forma de masas compactas formando una reticula (Lafontaine,
1974; Lafontaine y col. 1979). Este tipo de arreglo no esta presente en los
animales (Jiménez-Garcia y Segura-Valdez, 1993). El nucleo cromocéntrico
presenta grumos de cromatina asociados a la membrana nuclear parecido al que
se presenta en los nucleos de las células animales (Dias de la Espina, 1992). Por
lo que las similitudes entre los animales y las plantas sugieren que la principal
variacion en la estructura nuclear es mas antigua que la adquisicion de los
cloroplastos por los ancestros de las plantas verdes y que una vez adquirido el
patrén nuclear, este se ha conservado altamente en la evolucion (Jiménez-Garcia
y col, 1989). Ademas estas observaciones sugieren que la variabilidad
morfolégica de la estructura nuclear debe estar reflejando variacion en los
procesos moleculares que ocurren en los componentes del nucleo (Jiménez-
Garcia y Segura-Valdez, 1993).

I. florindanum es una angiosperma que se encuentra en la base del arbol
filogenético de estas plantas, presenta un nucleo reticulado, en tanto que P.
hortorum, que es una angiosperma dicotiledonea presenta un nucleo
cromocéntrico, lo que sugiere que el grupo de las angiospermas pueden presentar

los dos tipos de nlcleos.

El analisis de cortes semifinos con el microscopio de fuerza atémica de /.
florindanum y de P. hortorum ha permitido distinguir el arreglo de la cromatina de
sus nlcleos y corroboran que el nucleo de /. florindanum tiene un arreglo de la
cromatina reticulado y el de P. hortorun presenta un arreglo cromocéntrico.
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Ademas se observd que en los espacios intercromatinianos del nucleo de estas
dos angiospermas presentan una estructura granular. Sin embargo, la resolucion
de la imagen no permitid distinguir la presencia real de estructuras parecidas a los
diferentes granulos ribonucleopreticos como son los granulos de Lacandonia.

Observaciones de cortes semifinos con el microscopio de fuerza atémica de
L. schismatica han permitido la visualizacién del nucleo celular con el arreglo
caracteristico de la cromatina en forma reticulada (Jiménez-Garcia y Fregoso-
Soriano. 2000). La cromatina aparece como una estructura masiva que confiere
una textura grumosa a la seccion a grandes aumentos, los espacios
intercromatinianos aparecen como areas negras. Ademas se pueden identificar
algunas estructuras que contribuyen a proporcionar rugosidad a la seccion.
Algunas de estas estructuras fueron observadas en el ndcleoplasma, estas
particulas pueden ser componentes de la cromatina o0 mas cominmente particulas

ribonucleoproteicas (Jiménez-Garcia y Fregoso-Soriano, 2000).

En el espacio intercromatiniano y pericromatiniano del ndcleo celular en
plantas se ha descrito fa presencia de estructuras ribonucleoproteicas como son
granulos pericromatinianos e intercromatinianos que no forman grandes grupos en
comparacion con los encontrados en ceélulas animales (Jiménez-Garcia y col.,
1989, Diaz de la Espina, 1992). Realizando observaciones del nucleo de L.
schismatica y de Triuris alata (Triuridales), se describi6 la presencia de un nuevo
tipo de estructura ribonucleoproteica en el espacio intercromatiniano a la cual se
les denomino granulos de Lacandonia que presentaban la caracteristica de que
son contrastados con la técnica de EDTA para ribonucleoproteinas, tienen un
didmetro de 32 nm y estan inmersos en un medio fibroso (Jiménez-Garcia y col.,
1992).

En las observaciones con el microscopio electrénico con la técnica de

contraste de uranilo-plomo y la técnica de EDTA para ribonucleoproteina de los
nucleos de 1. florindanum y P. hortorum se pudieron detectar grupos de granulos
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de Lacandonia, lo que sugiere que sean estructuras que estén presentes en los
nucleos celulares de diferentes grupos de plantas.

Los granulos de Lacandonia son estructuras que se consideran
relacionadas con los granulos de Balbiani y con los granulos pericromatinianos por
las caracteristicas histoquimicas e inmunocitoquimicas. Los criterios de evaluacién
para verificar si estas estructuras estan relacionadas, son: su contrastate con la
técnica de EDTA para ribonucleoproteinas; deteccion de la presencia de proteinas
SR mediante inmunolocalizacién en donde se marcan intensamente las fibras que
interconectan a los granulos de Lacandonia. Otras pruebas que relacionan a los
granulos de Lacandonia con los granulos de Balbiani es su marcaje por hibridacién
in situ con un oligonucleotido poli-(A)'RNA. Ademas se observd una variacion de
los granulos de Lacandonia, en los procesos de pre-antesis y post-antesis, por lo
que tienen un comportamiento similar a los granulos pericromatinianos en las
células endometriales causadas por la variacion de la concentracion de la
hormona f-estradiol (Agredano-Moreno, 1994). Si se toman en cuenta las
variaciones ultraestructurales de las particulas ribonucleiopreicas que se
presentan en algunos grupos de plantas, esto puede servir como un sistema para
reforzar y establecer diferentes relaciones filogenéticas de ciertos grupos
(Jiménez-Garcia y Segura-Valdez, 1993).

De las diferentes pruebas de evaluacion que se realizaron para corroborar
que los granulos observados en /. florindanum y P. hortorum, son granulos de
Lacandonia, fue que se observaron fuertemente contrastados con la técnica de
EDTA para ribonucleoproteinas, estos se encontraban formando pequefios grupos
en el espacio intercromatiniano y cuando se realizdé la técnica de
inmunolocalizacion para proteinas SR, se marcaron la fibras que interconectan a
los granulos y alrededor de los granulos. Resultados que indican que estas

estructuras corresponden a granulos de Lacandonia.
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Se debe de mencionar que posiblemente la aparicion del ntcleo celular fue
concomitante con el aumento de la diversidad bioldgica y con el desarrollo de
nuevos mecanismos de control de la expresion genética, como la maduracion
postranscripcional del ARN premensajero (pre-mRNA), que ocurre en estructuras
ribonucleoproteicas intranucleares bien definidas cuando se observan con el
microscopio electrénico. Estudios recientes muestran que gran parte de los
eucariontes actuales presentan RNPs similares, lo que sugiere que hay unidad en
los procesos iniciales de contro! postranscripcional (Jiménez-Garcia y Segura-

Valdez, 1993).
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CONCLUSIONES

1.

El nacleo celular interfasico de /llicium florindanum es reticulado y el espacio
intercromatiniano contiene granulos de Lacandonia.

El nucleo celular de Pelargonium hortorum es cromoceéntrico y contiene

granulos.de Lacandonia.

El ntcleo celular de lilicium florindanum y Pelargonium hortorum cuando son
observados con el Microscopio de Fuerza atébmica presentan una estructura
granular, que es similar a lo observado con el microscopio de luz y el

microscopio electrénico

Los nucleos que se pueden observar en las angiospermas pueden ser del tipo

reticulado o cromocéntrico.
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