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ABREVIATURAS

AFM - microscopio de fuerza atomica

DNA - acido desoxirribonucleico

EDTA - acido etilendiaminotetra-acético
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MET - microscopio electronico de transmision
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INTRODUCCION

Nucleo

El ndcleo celular es el organelo membranoso mas prominente de las células
eucariotas, es el sitio de almacenamiento, replicacion y expresion de la
informacion genética (Koolman & Réhm, 2004; Spector, 2001). Contiene casi todo
el DNA de la célula, que junto con las histonas y proteinas del citoesqueleto forma

la cromatina (Koolman & Réhm, 2004).

El nucleo esta organizado por dominios macromoleculares dinamicos involucrados
en el metabolismo de DNA y RNA. Estos dominios estan compuestos de
cromatina, fibras y granulos pericromatinianos, cuerpos espiralados y cuerpos
nucleares; dominios que pueden ser visualizados por microscopia de luz vy

microscopia electronica (Jiménez-Garcia & Fragoso-Soriano, 2000).

A diferencia del nucleo de animales, el nucleo de plantas ha sido relativamente
menos estudiado que cualquier otro organelo celular, probablemente porque se
asume que los nucleos de plantas y animales son similares (Vaughn, 2013). Sin
embargo la organizacion macromolecular del nucleo en plantas, permite reconocer
dos tipos nucleares que se identifican por los patrones de la disposicion de la
heterocromatina; el nucleo cromocéntrico y el reticulado (Moreno Diaz de la

Espina et al., 1992).



El nucleo cromocéntrico (figura 1a) se encuentra en plantas del tipo
procromosomal (p.ej. Phaseolus vulgaris, Raphanus sativus), en el cual, durante
la telofase, los cromosomas casi pierden su contorno, lo que forma masas
irregulares de cromatina (Busch, 1974). Por otra parte, el nucleo reticulado (figura
1b) es generalmente encontrado en plantas con cromosomas largos (p. €j. Allium
cepa, Vicia faba), donde todo el DNA esta en una disposicion de hebras de

eucromatina densas (Busch, 1974).

Figura 1. (1a) Nucleo cromocéntrico de Chiranthodendron pentadactylon (Echeverria et
al., 1999) se observa la cromatina en forma de manchones oscuros. (1b) nucleo reticulado
de Ginkgo biloba (Jiménez-Ramirez et al., 2002) la cromatina se encuentra en forma de
redes.

Cromatina
La cromatina es la region del nucleo donde se localiza el DNA y proteinas
asociadas. La estructura de la cromatina es altamente compleja y dinamica (Saha

et al., 2006) donde la mayoria de las proteinas asociadas son histonas.



Las histonas son una familia de proteinas que estan asociadas con el DNA nuclear
y son estructuras de empacamiento (Kalle & Strappe, 2012). Existen cinco tipos
de histonas tipificadas por la abundancia de lisina y arginina. A las histonas con
alto contenido de lisina se les denomina H1; con poca lisina H2A y a las
moderadamente ricas en lisina H2B. Las histonas ricas en arginina se denominan

H3 y H4 (Alberts et al., 2002).

Las proteinas de tipo no histonas que conforman a la cromatina son las
encargadas de regular la transcripcion, duplicacion, reparacion y recombinacién

del DNA (Watson et al., 2006).

La cromatina se clasifica en dos grupos de acuerdo al nivel de condensacion

durante la interfase: heterocromatina y eucromatina (Spector, 1993).

Hay dos tipos de heterocromatina: constitutiva y facultativa (inducible). Aunque
ambos tipos pueden ser heredados a través de numerosas divisiones celulares,
cada tipo tiene diferente arreglo y funcion. La heterocromatina constitutiva
principalmente comprende elementos genéticos repetitivos, como los telémeros y
centromeros, que se localizan en la periferia nuclear. En contraste, la cromatina
facultativa puede formarse en cualquier lugar del nucleo y su formacién requiere
silenciamiento de genes e inactivacion de cromosomas (Obeordoerffer & Sinclair,

2007).



La eucromatina se encuentra dispersa en casi todo el nucleo, las fibras estan
empaquetadas de forma menos densa que los cromosomas mitoticos (Cassimeris
et al., 2011). La eucromatina es transcripcionalmente activa y comprende aquellos
genes que la célula necesita transcribir activamente (Jiménez-Garcia & Merchant,

2003; Spector, 1993).

Nucléolo

El nucléolo es el sitio de sintesis y procesamiento de rRNA (Spector, 1993). Es el
compartimento intranuclear mas evidente y con mayor numero de
ribonucleoproteinas conocidas. En células eucariontes en el nucléolo ocurre la
biogénesis y ensamble de las subunidades del ribosoma (Segura-Valdez et al.,

2013; Spector, 1993).

Granulos de Lacandonia (GL)

En la estructura de la célula vegetal, una nueva ribonucleoproteina (RNP)
denominada como granulo de Lacandonia (GL) esta presente entre las hebras de
cromatina compacta de Lacandonia schismatica y especies afines como Triuris
brevistylis, T. alata (Jiménez-Garcia et al., 1992; Agredano-Moreno et al., 1994) y

S. spruceanum (Zamora-Cura, 2006)

Los GL son ribonucleoproteinas de 32 nm de diametro, su tamafio y distribucion
intermedia es semejante a los granulos intercromatinianos y pericromatinianos
encontrados en células animales (Agredano-Moreno & Jiménez-Garcia, 2000).

Estos granulos contienen poli (A)+ RNA como los granulos pericromatinianos



(Visa, et al., 1993) lo que da soporte a que estas particulas pudieran contener
MRNA. (Vazquez-Nin & Echeverria, 1996). Asi mismo, contienen proteinas SR,
una familia de proteinas relacionadas con los procesos de splicing y post- splicing
(Manley & Tacke, 1996) y tienen una asociacion con fibras de la cromatina

(Agredano-Moreno et al., 1994).

Posteriormente, la presencia de estos granulos en Gingko biloba (Jiménez-
Ramirez et al., 2002), indica que su distribucién en los diferentes grupos de

plantas puede ser mayor.

Se ha reportado que los granulos de Lacandonia también se localizan en las
angiospermas lllicium floridanum, Pelargonium hortorum (Guzman-Lopez, 2003)
Aloe vera y Tulipa sp y en gimnospermas como Taxodium mucronatum (Alonso-
Murillo, 2008) algunas especies del género Equisetum (Jiménez-Ramirez. Tesis

sin publicar) y helechos Adiantum capillus veneris (Romero-Martinez, 2010).

Araucaria heterophylla

Araucaria heterophylla (Salisb.) Franco, conocida comunmente como Araucaria

(figura 2), es una gimnosperma nativa de la Isla de Norfolk en el Océano Pacifico

(Ntima, 1968) Su clasificacién taxondmica es la siguiente:
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Reino: Plantae
Division: Pinophyta
Clase: Pinopsida
Orden: Pinales

Familia: Araucariaceae

Género: Araucaria

: .
- LK LU A ,ﬁ
Especie: A. heterophylla Figura 2. Arbol de Araucaria heterophylla
Araucariaceae es una familia de plantas que data del periodo Triasico y se tipifica
como una familia antigua de coniferas, por tal motivo los arboles de Araucaria son
caracterizados como “fésiles vivientes” entre las coniferas (Kershaw & Wagstaff,

2001).

En la actualidad el género Araucaria incluye 19 especies, de las cuales 13 son
endémicas de Nueva Caledonia, con otros seis grupos distribuidos a través la isla
de Norfolk, al oriente de Australia, Nueva Guinea, Argentina, Chile y el Sur de

Brasil (Kershaw & Wagstaff, 2001).

A. heterophylla (Salisbury, 1807) es un arbol columnar muy popular de uso
ornamental y utilizado como arbol de navidad (Schans et al., 2004). Estos arboles
son visualmente llamativos y son importantes en plantaciones de algunos paises y

en la jardineria.
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Ultraestructura celular

La estructura detallada de un espécimen biolégico como célula, tejido u érgano
observado bajo el microscopio electronico es conocida como ultraestructura (TAH,
2000). Para la observacion detallada de la ultraestructura celular es indispensable
la utilizacion instrumentos de alta resolucion que permita obtener la informacion

necesaria para describir particulas nanoscopicas como los GL.

Microscopio electrénico de transmisién

El microscopio electrénico de transmision es un instrumento que utiliza un haz de
electrones acelerados para irradiar una muestra delgada por una de sus caras,
dando una imagen por electrones que emergen por la cara contraria (Vazquez-Nin
& Echeverria, 2000); su resolucién es de 2 nm.

Las principales partes que lo constituyen son:

a) Columna (6ptica electronica)

b) Sistema de vacio

c) Sistemas de enfriamiento

d) Corrientes de alimentacién y sus controles
e) Dispositivos de registro de la imagen

En microscopia electrénica de transmision convencional (CTEM o TEM) la tension
de aceleracion de instrumentos de rutina es de 100-200kV. Los electrones son
emitidos en el cafdén de electrones por un termoidnico, Schottky, o emisién de

campo (Williams &Carter, 2009).
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Tres o cuatro lentes en el condensador permiten la variacion de la abertura de
iluminacién y el area de la muestra iluminada. La distribucion de intensidad de
electrones detras de la muestra forma la imagen con un sistema de lentes,
compuesto por tres a ocho lentes, en una pantalla fluorescente (Reimer & Kohl,

2008).

La imagen puede ser grabada por la exposicion directa de una emulsion
fotografica o una placa de imagen dentro del vacio, o en formato digital a través de
una pantalla fluorescente, junto con una placa de fibra éptica a una camara CCD

(Vazquez-Nin & Echeverria, 2000).

Los electrones interactuan fuertemente con los atomos de la dispersion elastica e
inelastica. Por lo tanto, la muestra debe ser de un espesor muy fino, del orden de
5-100 nm para el haz de electrones de 100kV, dependiendo de la densidad y
composicién elemental del objeto y la resolucion deseada. Se necesitan técnicas
de preparacion especial para este; electropulido y grabado por haz de iones en la
ciencia de materiales y ultramicrotomia de tejidos tefidos y embebidos en resinas

o criofijacion en las biociencias (Reimer & Kohl, 2008).
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Microscopia de Fuerza atdmica

El microscopio de fuerza atémica (AFM por sus siglas en inglés) es un instrumento
no oOptico que posee un sistema de retroalimentacién digital que puede realizar
espectroscopia de fuerza sobre una muestra con el fin de trazar la rigidez local de

la muestra, ademas de proporcionar su topografia (Elings et al., 1993).

Se compone de un escaner tridimensional piezoeléctrico, de exploracion, ya sea
la muestra o un sensor de fuerza. El sensor de fuerza es un tipo de contacto con
una punta montada sobre un voladizo y un sensor para detectar la deflexién de la
palanca en la punta. La sefal desde el sensor va a un convertidor A-D y luego es
procesada para controlar el movimiento vertical de la muestra o el sensor (Elings

et al., 1993).

En la operacion, las sefales del piezoeléctrico suben y bajan durante la
exploracion, para aumentar y disminuir la fuerza de la punta en la muestra y utilizar
la sefial del sensor para indicar el cambio en la altura de la punta para medir la
constante del resorte de la muestra (Elings et al., 1993). Esta constante puede

determinarse con una resolucion espacial nanométrica.

La formacion de imagenes se realiza mediante el registro de los efectos de la

interaccién de las fuerzas entre la punta y la superficie que el cantiléver va

escaneando sobre la muestra (figura 3) (Bragga & Ricci, 2004)
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Liser = Figura 3. Diagrama del AFM. Una punta muy

Espejo

,O) = 7 fina es desplazada sobre la superficie de la

muestra biolégica; el mecanismo de control del

Folodetector  Pi€zoeléctrico  permite que Ila punta se
mantenga con una fuerza constante sobre la
""""‘\ ——— Flcje superficie de la muestra y sobre el soporte de
la punta se refleja el haz de laser que es
registrado por un fotodetector. El ordenador

procesa la informacién formando una imagen.

Escaner
piczocléctneo

Ordenador
Imagen tomada de: Ministerio de Educacion y Ciencia, 2012.

El microscopio de fuerza atémica tiene tres modos de aplicacion:

Modo de no contacto

En este modo de accion del AFM la punta del cantiléver vibra cerca de su
frecuencia de resonancia, de modo que vibre cerca de la superficie de la muestra
planeando a una distancia alrededor de 10-150 A por encima de la superficie de la
muestra, para detectar las fuerzas atractivas de Van der Waals que actuan entre la
punta y la muestra, esta técnica se utiliza cuando no se quiere deteriorar la

superficie de la muestra (figura 4) (Poole & Owens, 2003; Bragga & Ricci, 2004).

F T R R T e S N S

Figura 4. Modo de no contacto, la punta oscila a una distancia cercana a la muestra.
Tomada de: http://www.wikiskripta.eu/images/4/44/AFM_-_kontaktni_mod.jpg
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Modo de contacto

En este modo la punta mantiene contacto fisico con la muestra (figura 5).
Conforme la punta barre la superficie, la fuerza de contacto origina la flexién del
cantiléver de modo que éste se adapta a la superficie topografica de la muestra
(Alexander et al., 1989) .En este caso, la interaccion de fuerzas entre la punta y

la muestra son principalmente retropulsivas por naturaleza.

F rFFrrrrFrrF&FEFsrsz

Figura 5. Modo de contacto en AFM, la punta mantiene contacto fisico con la muestra.
Tomada de: http://www.wikiskripta.eu/images/4/49/AFM_- bezkontaktni_mod.jpg

Modo de contacto intermitente o “tapping”

Esta técnica permite obtener imagenes de alta resoluciéon en muestras blandas,
esta aplicacion la punta esta en contacto intermitente con la superficie a la vez que
la barre, el cantiléver oscila sobre la muestra, con una variacion de amplitud
cercana a la frecuencia de resonancia natural (figura 6) (Poole & Owens, 2003,

Putman et al., 1994).

;((

T e e e e o e

Figura 6. La punta oscila y barre al mismo tiempo la muestra. Tomada de:
http://www.wikiskripta.eu/images/1/16/AFM_-_poklepovy_mod.jpg
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HIPOTESIS

Si los granulos de Lacandonia estan presentes en los nucleos de plantas con
cromatina reticulada como Taxodium mucronatum y Gingko biloba, las cuales son
gimnospermas al igual que los miembros de la familia Araucariaceae, entonces es
probable que los nucleos de Araucaria heterophylla sean de tipo reticulado y

presenten granulos de Lacandonia.
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OBJETIVOS

Objetivo general

. Determinar el patrén ultraestructural del nuacleo de células de Araucaria

heterophylla

Objetivos especificos

. Conocer el tipo de distribucién de la cromatina que presentan los nucleos

de A. heterophylla.

. Determinar si los granulos de Lacandonia estan presentes en los nucleos

de A. heterophylla
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MATERIAL Y METODOS
Colecta

Se compraron cuatro ejemplares jovenes de Araucaria heterophylla en el mercado
de plantas de Xochimilco, DF., con el propdsito de garantizar la adquisicion de

éstos arboles de ornato a lo largo del estudio (figura 7).

Figura 7. Dos arboles de Araucaria heterophylla

Obtencion y preparacion de muestra.

Se obtuvieron cortes pequefios (1mm?®) de zonas meristematicas de hojas de A.
heterophylla para garantizar zonas de tejido con un gran numero de nucleos.
Estos fragmentos fueron distribuidos en dos tubos eppendorf (1.5 ml) debidamente
etiquetados y los fragmentos fueron procesados con técnicas estandar para

microscopia electrénica, siendo el primer paso la fijacion del tejido.
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Las muestras fueron fijadas con una mezcla de glutaraldehido al 6% vy
paraformaldehido al 4%, en buffer PBS (pH 7.2) durante 24 horas. Posteriormente
se realizaron lavados con PBS y unicamente para uno de los tubos se postfijo el
tejido con tetraéxido de osmio al 1%; ambos tubos (con y sin osmio) fueron

sellados con parafilm y se dejaron reposar durante 24 horas a 4°C.

Las muestras de los tubos con y sin osmio fueron posteriormente deshidratadas
con un tren de alcohol (etanol) a diferentes concentraciones desde 30% a
100% cambiando la concentracion de etanol cada 5 minutos (de menor
concentracion a la mayor) y finalmente tres cambios con alcohol absoluto.
Después las muestras de ambos tubos fueron pre-incluidas en una mezcla 5:1
de resina EMBED/6xido de propileno y se realizaron cambios de concentracion
cada dos horas hasta llegar a 1:1 de EMBED/6xido de propileno, en esta
concentracion se dejo reposar la muestra durante 24 horas, al término de este
periodo se destaparon los tubos eppendorf para que se evaporara el 6xido de
propileno. Este proceso consta de 1 o 2 dias, posteriormente los tubos se
inclinaron para que se resbalara la resina y solamente quedaran los pedacitos de

tejido en los tubos.

Inclusion
Para este procedimiento se colocd un poco de resina en el fondo varios tubos
eppendorf de 1.5 ml (entre 5y 10 tubos, dependiendo de la cantidad de muestra)

se marcaron los tubos colocando en el interior una etiqueta con el numero de folio

20



de la muestra y posteriormente las muestras fueron embebidas en resina epoxica
(EMBED). Para ayudar a que la muestra se fuera hacia el fondo del tubo se
centrifugaron por 1 min aproximadamente. Luego de este proceso se dejaron
polimerizar en una estufa a 60-70°C durante 48 hrs; después del tiempo de

polimerizacién se retiraron los bloques de los tubos eppendorf.

Ultramicrotomia

A cada bloque se le realizé un piramidado inicial para obtener el area deseada de
corte, se utilizaron cuchillas de vidrio para explorar los bloques, una vez que se
encontré el area deseada se cambid la cuchilla por una nueva. Se realizaron
cortes semifinos de 250 a 500 nm de espesor, que fueron tefidos con azul de
toluidina y observados al microscopio Optico. Después de su observacion se
seleccionaron los bloques con zonas de tejido con mayor numero de células

nucleadas y pocas inclusiones.

Microscopia Electronica de Transmision

Obtencion de cortes
De los bloques seleccionados se obtuvieron cortes ultrafinos de 40 a 50 nm que

fueron colocados en rejillas de cobre para su contraste.

Contraste
Previamente al contraste los reactivos se centrifugaron durante 10 minutos a

14,000 rpm. Los cortes que se colocaron en rejillas fueron contrastados con
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acetato de uranilo y citrato de plomo que son sales de metales pesados que

permiten un contraste adecuado del tejido bajo el haz de electrones.

En la base de una camara humeda se colocé parafilm; encima de éste se dispuso
una gota de 40ul de acetato de uranilo en la cual se sumergio la rejilla durante 30
minutos, después de este periodo, se lavd la rejilla con agua desionizada y se
secoO con papel filtro. Posteriormente se colocd una gota citrato de plomo (40 pl)
en el parafilm, la rejilla se colocd dentro de la gota durante 12 minutos, se lavo y

seco de la forma anteriormente mencionada.

Meétodo preferencial para ribonucleoproteinas (RNPs)

Se utilizé una técnica de contraste con EDTA (acido etilendiaminotetra-acético)
como intermediario, éste método es preferencial para ribonucleoproteinas
(Bernhard, 1969). Se realizd el mismo procedimiento que en el contraste con
acetato de uranilo y citrato de plomo, colocando una gota de 40 ul de uranilo y
sumergiendo la rejilla durante 3 minutos, se lavd y secod para posteriormente
colocarla en una gota de EDTA durante 13 minutos, después de lavarla y secarla,
la rejilla se introdujo en una gota de citrato de plomo durante 3 minutos, luego se

lavd con agua desionizada y se seco con papel filtro.

Tincion exclusiva para DNA
Para esta tincion se utiliz6 amina de osmio, que contrasta DNA. Los cortes
ultrafinos se colocaron en una rejilla de oro, y ésta introdujo en una gota de 40 pl

de HCL 5N durante 1:15 hrs. Al término de este lapso de tiempo se lavo la rejilla
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con agua desionizada y se seco con papel filtro, la rejilla se colocd en una capsula
Been y a ésta capsula se le colocaron 40 pl de amina de osmio. Se selld la
capsula con parafilm y se colocé en una camara obscura y humeda, donde fue
almacenada a 4°C durante cuatro dias. Después se lavo la rejilla con agua

desionizada y se secb.

Observacion al MET

Los cortes ultrafinos contrastados fueron observados al microscopio electrénico
de transmision marca JEOL modelo JEM-1010, operando a 80KV, se observaron
los cortes a diferentes aumentos (3,000-120,000X) y se captaron las imagenes de

interés.

Microscopia de Fuerza Atdbmica

Obtencion de cortes

Se obtuvieron cortes semifinos de 250-500 nm de los bloques antes seleccionados
con zonas de células nucleadas y con pocas inclusiones, para la obtencion de
estos cortes se utilizaron cuchillas de vidrio nuevas y se cambiaba de filo

constantemente con el fin de evitar mellas y/o desgarre de tejido.

Los cortes se colocaron en portaobjetos de vidrio nuevos y limpios, después de
que se colocaron los cortes se paso el portaobjetos sobre flama del mechero de
alcohol con el fin de que se adhirieran los cortes al vidrio mediante el calor, y se

tineron con azul de toluidina previamente filtrado. Estas condiciones garantizaron
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que los cortes no tuvieran contacto con el polvo u otro contaminante.

Observacion al AFM

Los cortes semifinos se observaron al AFM por medio de protocolos descritos
previamente (Jiménez-Garcia & Fragoso Soriano, 2000). Utilizando el software del
AFM se obtuvieron imagenes a diferentes aumentos y se realizé un analisis de la
topografia de la zona nuclear de células de A. heterophylla y se identificaron

estructuras nucleares.

Morfometria de granulos de Lacandonia

Se utilizé el programa Imaged para medir el didmetro de los granulos de
Lacandonia, calibrando la escala de 72pixeles = 100nm, para realizar las
mediciones de los granulos de Lacandonia, se obtuvo el promedio y la desviacién

estandar.

Visualizacion de estructuras 3D

MET

Con ayuda de un gonidmetro que contiene el MET, se obtuvieron imagenes con
variaciéon de 10° entre cada una; estas imagenes fueron utilizadas para generar
estereopares o anaglifos para provocar un efecto tridimensional en los GL y las

zonas nucleares. Para este procedimiento se utilizé el programa Anaglyph maker.
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AFM

Se utilizé el software del AFM para obtener 525 imagenes de una célula de A.
heterophylla en las cuales se varié el angulo y profundidad, éstas imagenes se

utilizaron para realizar un video de corta duracion en el cual se observa el nucleo

de A. heterophylla a 360°C.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las células de A. heterophylla presentan nucleos de forma redondeada y bajo el
microscopio Optico se distinguen las hebras de cromatina formando pequefas

redes (figura 8).

Las zonas seleccionadas para la observacion al MET y AFM constan de zonas
numerosas células meristematicas cuya funcion principal es la division celular
(Espindola, 2004). Estas células son pequenas, poseen nucleo grande y poco

citoplasma.

Figura 8. Células meristematicas de A. heterophylla los nucleos estan mas tefidos que el
citoplasma, las células poseen nucleos grandes; dentro del nucleo se observan
pequefas hebras de cromatina en disposicion de red (flechas). De color verde se aprecian
inclusiones propias de este género de plantas.100X.
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Con las micrografias obtenidas se puede afirmar que el nucleo de A. heterophylla
es de tipo reticulado, al igual que A. angustifolia otro miembro de la familia
Araucariaceae cuyos nucleos reticulados pueden ser observados en las

micrografias presentadas en los trabajos de Mastroberti & Mariath (2008).

A bajo aumento se distinguen células parenquimales de A. heterophylla con
nucleos de formas irregulares y alargadas (figura 9). Se observa que el

citoplasma se distribuye en forma de hebras que rodean al nucleo y a las vacuolas

de mucilago.

Figura 9. Células parenquimales de A. heterophylla. Contraste convencional para MET
(Ur-Pb). (C) citoplasma, (N) nucleo, (n) nucléolo, (p) pared celular, (mc) mucilago. 3,000X.

Esta forma de distribucion del citoplasma (hebras delgadas) es muy comun en los
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miembros de la familia Araucariaceae, éstas plantas presentan células
compartimentalizadas denominadas células de mucilago (Mastroberti & Mariath,
2008) que divergen tempranamente en el tejido de hojas inmaduras, en las que al

llegar a la etapa de madurez el nucleo y citoplasma se desvanecen.

Por tal motivo, las células observadas en este estudio fueron células
parenquimales, que a diferencia de las células de mucilago, mantienen el nucleo,

citoplasma y contienen pocas vacuolas mucilaginosas (figuras 9y 10).

Figura 10. Células de A. heterophylla bajo AFM. (C) citoplasma, (N) nucleo, (p) pared
celular, (CM) célula de mucilago.
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El nucleo de A. heterophylla contiene cromosomas largos (figura 11) y presenta
un patron de distribucion de la cromatina reticulado (figuras 12 y 13). Lo anterior
concuerda con la descripcion de nucleo reticulado de Busch (1974) y mas
recientemente con la tipificacion del nucleo de G. biloba y otras plantas. (Jiménez-

Ramirez et al., 2002).

N
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Figura 11. Células parenquimales de A. heterophylla contrastadas con la tincién
convencional para MET (Ur-Pb). (C) citoplasma, (N) nucleo, (p) pared celular, (cr)
cromosomas, (v) vacuolas. 3,000 X.
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Las micrografias obtenidas con el contraste de amina de osmio para tenir DNA
(figura 12), permiten observar con claridad la disposicion de las hebras de
cromatina en los nucleos, que estan dispuestas formando redes electrodensas en

el nucleoplasma vy se puede distinguir al nucléolo con un contraste menor al de la

cromatina compacta.

Figura 12. Nucleo de A. heterophylla. Contraste con amina de osmio. (A) (cc) cromatina
compacta, (n) nucléolo. 25,000X. (B) Las hebras de cromatina tienen una disposicién en

forma de red.10,000X.
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Asi mismo, con micrografias obtenidas bajo el microscopio de fuerza atémica, se

evidencia el patron reticulado de la cromatina en nucleos de A. heterophylla

(figura 13).

0,0 rm

Figura 13. Nucleo de A. heterophylla bajo el AFM: Se observan las hebras de cromatina
en el nucleo y los limites de la pared celular con respecto a las demas células. (C)
citoplasma, (N) nucleo, (cc) cromatina compacta.

El nucleo reticulado es un rasgo que comparte A. heterophylla con otras

gimnospermas como G. biloba (Jiménez-Ramirez, 2002) y T. mucronatum (Alonso-
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Murillo, 2008).

Existe una diferencia topografica entre el resto del nucleoplasma con respecto a
las hebras de cromatina (figuras 14 y 15). La cromatina tiene un relieve alto, que

bajo AFM permite apreciar el volumen del contenido celular.

1.05 pm

Figura 14. Imagen tridimensional del nucleo de A. heterophylla vista bajo AFM. Se
observan las diferencias topograficas entre los componentes de la célula. (C) citoplasma,
(N) nucleo, (cc) cromatina compacta.
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Figura 15. Topografia de una célula de A. heterophylla bajo AFM. Las hebras de cromatina
demuestran una tipificacion reticulada. (C) citoplasma, (N) ndcleo, (cc) cromatina
compacta.
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Los perfiles topograficos (figuras 16 y 17) de los nucleos de A. heterophylla
muestran que la cromatina tiene diferentes dimensiones de grosor y altura en todo
el nucleo. Los nucleos en interfase de A. heterophylla miden “10 ym de diametro,

fase de la mitosis en la que alcanzan su maxima talla (Webster et al., 2009).

Section Analysis

Figura 16. Perfil de un nucleo de A. heterophylla (ancho). Las flechas rojas sefalan el
relieve de las hebras de cromatina.
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Section Analysis

Figura 17. Perfil (largo) de un nucleo de A. heterophylla, las flechas rojas sefalan el
relieve de las hebras de cromatina.
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En la figura 18 se observa un nucleo reticulado de A. heterophylla, el nucléolo de
estas células es poco prominente y de forma irregular, presenta una alta densidad
electrénica con respecto al nucleoplasma, sitio que contiene la cromatina
compacta (regiones mas electrodensas) y zonas fibrogranulares, donde se

localizan los granulos de Lacandonia (GL).

Figura 17. Nucleo de una célula parenquimal de A. heterophylla. Contraste convencional
para MET (Ur-Pb). (C) citoplasma, (N) nucleo, (n) nucléolo, (cc) cromatina compacta, (mc)
mucilago. El recuadro negro sefiala zonas fibrogranulares. 8,000X.
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En la zona fibrogranular del nucleoplasma se pueden distinguir granulos de
Lacandonia entremezclados con fibras (figura 19 y 20), que a mayor aumento
pueden ser observados como particulas redondeadas individuales y/o en

cumulos.

Figura 19. Nucleo celular de A. heterophylla. (n) nucléolo, (cc) cromatina compacta, el
cuadro marca una zona con granulos de Lacandonia. 25,000X.
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Figura 20. Nucleoplasma de células de A. heterophylla. Las flechas sefialan los granulos
de Lacandonia. 60,000X.

Para tipificar a los granulos de Lacandonia se utilizaron los siguientes criterios:
tamaro, forma, asociacion con fibras y distribuciéon. Estos criterios permiten

distinguirlos de otras ribonucleoproteinas y/o granulos peri e intercromatinianos.
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Los granulos de Lacandonia poseen dimensiones mayores que los ribosomas
(figura 21). Con el programa Imaged se midi6é el didametro de los granulos de
Lacandonia maduros (mas grandes y redondos) y se obtuvo un valor de 31.8 +1.5

nm de diametro.

Figura 21. Nucleoplasma de A. heterophylla. Contraste convencional para MET. Las
flechas senalan los granulos de Lacandonia, (r) ribosomas, (cc) cromatina compacta.
60,000 X.
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Los granulos de Lacandonia son identificados por su forma redondeada (figuras
22 y 23) y su didmetro puede ser heterogéneo. Este es un rasgo similar a lo que
ocurre en otras plantas como Ginkgo biloba en la cual dicha heterogeneidad de
tamanos estd asociada con los distintos estadios de maduracién de la planta
(Gaona-Lopez, 2008).

Figura 22. Nucleoplasma de A. heterophylla. Contraste convencional para MET. (A) Las
flechas sefialan los granulos de Lacandonia, (cc) cromatina compacta. 80,000X. (B)
Granulos de Lacandonia asociados a fibras. 100,000X.
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Figura 23. Zona granulofibrilar de A. heterophylla. Contraste convencional para MET. Las
flechas sefialan los granulos de Lacandonia. (cc) cromatina compacta. 120,000X.
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Con la tincion de EDTA para ribonulceoproteinas se tifieron unicamente granulos
de RNA, los cuales se observaban como particulas redondas en el nucleoplasma
(figura 24), que por su tamano y forma corresponden a los granulos de Lacandonia
(Jiménez-Garcia, 1992). Es importante destacar que los granulos de Lacandonia

se encuentran distribuidos en todo el nucleoplasma, en el espacio inter y

pericromatiniano del nucleo de A. heterophyilla.

Figura 24. Zona granulofibrilar de A. heterophylla. Contraste con EDTA (Ur-EDTA-Pb) para
ribonucleoproteinas. Las flechas senalan los granulos de Lacandonia. 100 000 X.
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Mediante el analisis de imagenes estereopares se observa una continuidad una
relacion entre fibras de DNA asociadas con granulos de Lacandonia (figuras 25y

26), también se observa que los GL se distribuyen también cumulos.

Figura 25. Estereopares de granulos de Lacandonia en A. heterophylla. Contraste con
EDTA (Ur-EDTA-Pb) para ribonucleoproteinas. Las flechas senalan los granulos de
Lacandonia. 100,000X.
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Figura 26. Estereopares de granulos de Lacandonia en A. heterophylla. Contraste con
EDTA (Ur-EDTA-Pb) para ribonucleoproteinas. Las flechas sefialan los granulos de
Lacandonia.100,000X.

La distribucion de los GL en el Reino Plantae parece ser amplio, ya que es posible
encontrarlos en angiospermas de la familia Triuridiaceae y en las gimnospermas
de las divisiones Cycadophyta, Ginkgophyta, Coniferophyta, también en grupos de
plantas tempranamente divergentes como Pteridophyta y Equisetophyta (Romero-
Martinez, 2010). En este trabajo se determind la presencia de GL en A.
heterophylla una gimnosperma de la division Pinophyta. Esto puede ser un

indicador que los GL sean un caracter sinapomorfico entre las plantas.
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CONCLUSIONES

El nucleo de Araucaria heterophylla tiene un tipo de distribucion de la

cromatina reticulado y contiene granulos de Lacandonia.

Las técnicas de microscopia electrénica de transmisién y de microscopia de
fuerza atomica son utiles como herramientas complementarias en el analisis
de la estructura del nucleo celular y particulas nucleares, pues ofrecen

informacion nanométrica en dos y tres dimensiones, respectivamente.
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