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RESUMEN

La evolucion del reino vegetal es controversial y las briofitas han sido propuestas como uno
de los grupos que divergié tempranamente dentro del proceso evolutivo. El origen y
diversificacion de las plantas terrestres marca un intervalo de innovacion sin precedentes,
un ejemplo es el descubrimiento Lacandonia schismatica por Martinez y Ramos, cuya
caracteristica principal es la inversion de sus o6rganos sexuales, la cual ha sido relacionada
con eventos evolutivos. Estudios ultraestructurales de los nucleos de Lacandonia
schismatica revelaron la presencia de una novedosa particula llamada granulo de
Lacandonia. Analisis citoquimicos, inmunocitoquimicos e hibridacion in situ sugirieron que
los granulos de Lacandonia estan involucrados con el almacén y procesamiento del ARN
mensajero. Los granulos de Lacandonia se han localizado en otras angiospermas del orden
triuridales y también dentro del grupo de las gimnospermas. Con el fin de comprender la
evolucion del procesamiento del ARN mensajero, hemos demostrado la presencia de los
granulos de Lacandonia en las plantas no vasculares (Briofitas). Se analizaron tres especies
de Briofitas por microscopia electronica de transmision y encontramos granulos en los
nucleos de los esporofitos de todas las especies estudiadas. Se observaron particulas no
abundantes de 32 nm de didmetro y fibras pericromatinianas en continuidad con dichos
granulos. Este estudio sugiere que los granulos de Lacandonia contribuyen a la
comprension de la organizacion espacio-temporal de algunos factores que intervienen en el
procesamiento del ARN mensajero y evidencia la conservacion del evento a lo largo del

proceso evolutivo en el reino vegetal.



ABSTRACT

The early evolution of the plant kingdom is controversial, and bryophytes are argued to be
the earliest divergent plants. Indeed, the origin and diversification of land plants marks an
interval of unparalleled innovation in the history of plant life. Previous ultrastructural
analysis of the nucleus revealed the presence of Lacandonia granules. Cytochemical,
immunocytochemical and in situ hybridization studies suggested that Lacandonia granules
are involved in mRNA storage. In addition, Lacandonia granules have been located in other
flowering plants of the order Triuridales (such as Triuris alata) and also in non-flowering
plants. Therefore, in order to understand the evolution of RNA processing, we
demonstrated the presence of Lacandonia granules in three species of non-vascular plants
(Bryophytes). In this study, we analyzed three species of Bryophytes using transmission
electron microscopy and found granules in sporophyte cell nuclei of all species. Moreover,
the presence of few granules in the interchromatin and perichromatin space was a constant
feature of all nuclei of Bryophytes. Thus, non-abundant particles of around 32 nm in
diameter were observed in the perichromatin and interchromatin space. Perichromatin
fibers are usually present in continuity with granules, forming a fibrogranular environment.
Finally, we demonstrated that these particles are positive after the EDTA regressive
technique preferential for ribonucleoproteins. In summary, this study suggests that
Lacandonia granules contribute to the understanding of the spatiotemporal organization of
several mRNA processing factors in the nuclear subcompartments and verifies the

conservation of the event throughout the evolutionary process in the Plant Kingdom.



INTRODUCCION

Se calcula que la vida vegetal sobre los continentes comenz6 hace aproximadamente 425-
500 millones de afios. En el registro fosil las plantas terrestres aparecen por primera vez
hace unos 450 millones de afios, en fragmentos que parecen ser de briofitas hepaticas. Las
embriofitas son un grupo monofilético formado por descendientes de algas verdes
(posiblemente Coleochaetales o Charales), que se caracterizan por poseer adaptaciones
para la vida terrestre. Las embriofitas se clasifican en dos grupos: plantas no vasculares
(briofitas) y traqueofitas o “plantas vasculares” (pteridofitas, gimnospermas y
angiospermas).

Segun Qiu (2006) las briofitas son las primeras plantas que divergieron dentro del proceso
evolutivo. Estas plantas pertenecen al subreino Embriophyta porque forman un embrion
que se desarrolla a partir del cigoto; son similares a las plantas vasculares porque contienen
clorofila, carotenos, xantéfilas, almidén verdadero, lipidos, celulosa y hemicelulosa
(Delgadillo y Cardenas, 1990).

El origen y la diversificacion temprana de las plantas terrestres marca un intervalo de
innovacion sin precedentes en la historia de vida de las plantas. A partir de un pequefio
grupo de células, las plantas terrestres desarrollaron un elaborado ciclo de vida y una
extraordinaria variedad de 6rganos complejos y sistemas de tejidos. El desarrollo evolutivo
de las plantas puede ser estudiado de diferentes modos, cada uno de los cuales proporciona
nuevos conocimientos sobre como las plantas se han modificado a lo largo del curso
evolutivo. Un ejemplo de ello es el descubrimiento de Lacandonia schismatica en la Selva
Lacandona, Chiapas, México, cuya caracteristica mas destacada es la inversion espacial de
sus organos sexuales, lo que puede estar relacionado con cambios evolutivos (Martinez y

Ramos, 1989). Jiménez-Garcia y col. (1992) observaron que la distribucion de la cromatina
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en el nucleo de L. schismatica es de tipo reticulado y que se asocia con la presencia de una
particula ribonucleoproteica (RNP), a la que llamaron “granulo de Lacandonia”. Estas
mismas particulas se encontraron en otra planta perteneciente al mismo orden (Triuridales),
Triuris brevistylis. Por analisis citoquimicos y de hibridacion in situ se mostré la presencia
de ARN en dichas particulas. Agredano-Moreno (1994) mostré que los granulos de
Lacandonia tienen relacion con otras particulas ribonucleoproteicas antes descritas, como
son los granulos de los anillos de Balbiani que contienen proteinas SR; Alzhanova-Ericsson
y col. (1996) han propuesto que las proteinas SR participan en los procesos de post-
splicing, como el transporte intranuclear y la translocacion del ARNm a través del complejo
del poro. Los granulos intercromatinianos (GIC) también contienen proteinas SR pero se ha
descartado su relacion con los granulos de Lacandonia ya que estos ultimos no poseen
ribonucleoproteinas nucleares pequenias (snRNP).

Estudios de hibridacion in situ, Agredano-Moreno y Jiménez-Garcia (2000) mostraron la
presencia de ARNm maduro en los granulos de Lacandonia. EI ARNm maduro se
caracteriza por la presencia de colas de poly (A), las que participan en el control del
recambio y la translocacion del ARNm del nacleo al citoplasma. Segin Vazquez-Nin y col.
(1999) los GPC también contienen Poly (A) lo que permite relacionar a los granulos de
Lacandonia con los GPC y nos sugiere que los granulos de Lacandonia participan en el
almacenaje y transporte de ARNm.

La presencia de granulos de Lacandonia se ha descrito en Ginkgo biloba, (Jiménez-
Ramirez, 2002), una gimnosperma; recientemente, Romero-Martinez (2010) reportd la
presencia de los granulos de Lacandonia en dos pteridofitas Adiantum-capillus-veneris y

Equisetum hyemale L.



Material genético

La vida depende de la capacidad de las células de almacenar, reparar y traducir las
instrucciones genéticas requeridas en la formacién y el mantenimiento de un organismo
vivo. Esta informacion hereditaria depende de la duplicacion del material genético, su
posterior transferencia a una célula hija en el proceso de division celular y de una
generacion de organismos a la siguiente por medio de células reproductoras. Estas
instrucciones se almacenan en los genes dentro de cada una de las células vivas. Los genes
son los elementos que contienen informacion que determinan las caracteristicas de una
especie en conjunto y de los individuos dentro de ésta (Alberts y cols. 2008).

Segin Jiménez-Garcia y Merchant-Larios (2003) un gen es una unidad de informacion
genética y contiene la informacion para la sintesis de una molécula de ARN que es
complementaria a una de las dos hebras del ADN. Los ARN celulares mas abundantes
(95% del ARN total) son el ARN ribosomal (ARNTr), el ARN de transferencia (ARNt) y el
ARN mensajero (ARNm). Cada molécula de ARNm contiene la informacion para la
secuencia de aminoacidos de una proteina, mientras que las moléculas de ARNt y ARNr
forman parte de la maquinaria celular que traduce la informacion de los ARNm a proteina.
El nucleoide y la cromatina contienen el genoma del organismo; es decir, poseen la
informacion genética que lo define. El término cromosoma generalmente se refiere a una
molécula de ADN del genoma. Las bacterias tienen su genoma en una sola molécula o
cromosoma; en los eucariontes el genoma se encuentra distribuido en varias moléculas de
ADN o cromosomas.

Se define al genoma como la totalidad de la informacion guardada en el ADN de un
organismo (Alberts y cols. 2008). El genoma puede presentarse en forma difusa dentro del

protoplasma o condensada limitada por membrana que recibe el nombre de nucleo. El
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compartimento nuclear no existe en todas las células y la ausencia o presencia del nicleo
—entendido como compartimento- es la caracteristica principal que se toma en cuenta para
definir grandes grupos de seres vivos, los procariontes y eucariontes, respectivamente
(Jiménez-Garcia y Merchant-Larios, 2003).

En bacterias el genoma frecuentemente estd formado por una molécula circular de ADN;
sin embargo, hay bacterias con dos moléculas circulares o con una o mas moléculas
lineales. Cada molécula contiene una region a partir de la cual de inicia su replicacion. Este
ADN, tiene un tamafio (nimero de pares de bases) grande en relacion con el volumen que
ocupa en la célula; esto hace que el ADN bacteriano se encuentre en las células en una
estructura muy compacta denominada nucleoide. Ademas de una molécula de ADN
condensada aproximadamente 1,000 veces, el nucleoide contiene moléculas de ARN,
enzimas como la ARN polimerasa y las topoisomerasas y proteinas basicas (Gomez-
Eichelmann y Camacho-Carranza, 1995).

El nucleoide es el equivalente de la cromatina de las células eucariotas. Esta estructura
difiere de la cromatina en: 1) las proteinas bésicas (tipo histona) presentes en el nucleoide
no forman estructuras regulares y compactas como las histonas en los nucleosomas de la
cromatina, presentan una organizaciéon menos compleja y se disocian mas facilmente del
ADN vy 2) la tensioén helicoidal que compacta al ADN del nucleoide puede ser de tipo
plectonémico y toroidal; en la cromatina la tension se produce principalmente por la
interaccion ADN-Histonas (superenrollamiento toroidal) (Alberts y cols. 2008).

El genoma de los eucariontes se localiza en un complejo molecular de ADN, ARN vy
proteinas, conocido como cromatina; hay moléculas adicionales de ADN en organelos

como las mitocondrias y los cloroplastos.



En el ntcleo se localizan los componentes necesarios para la transcripcion de la
informacion genética en ARN, los elementos para el procesamiento del ARN y transporte
de éste al citoplasma (Spector, 1993; Misteli, 2001; Alberts y cols. 2008).

El nucleo estd limitado por una cisterna similar a las del reticulo endopldsmico,
denominada envoltura nuclear. Esta formada por dos membranas, una externa y otra
interna, constituidas como todas las membranas bioldgicas por dobles capas de fosfolipidos
y proteinas. La membrana interna tiene algunas proteinas que no existen en otras
membranas. La envoltura nuclear ha sido llamada cisterna perinuclear y es a menudo
continua con cisternas del reticulo endoplasmatico rugoso, como se puede observar en
cé¢lulas animales y vegetales; estas continuidades se realizan a través de la membrana
externa, ya que la interna nunca participa en ellas. La cisterna perinuclear esta interrumpida
por poros que permiten el flujo de moléculas entre el citosol y el nucleoplasma (Jiménez-
Garcia y Merchant-Larios, 2003).

El interior del nucleo no es una mezcla al azar de componentes de ADN, ARN y proteinas,
ya que cada cromosoma en interfase ocupa una region particular del nucleo (Fig. 1). Segun
Spector (2001) esta organizacion se alcanza, al menos en parte, mediante la adherencia de
partes de los cromosomas a puntos de la lamina nuclear. El ejemplo mas obvio de la
organizacion de los cromosomas en el nicleo en interfase es el nucléolo. Este es la
estructura mas destacada del nucleo en interfase cuando se le observa al microscopio
optico. El nucléolo es una region donde se agrupan los genes que codifican al ARNr. Aqui
se sintetizan los ARNr y se combinan con proteinas lo que da origen a los ribosomas, la

maquinaria que participa en la traduccion del ARNm y la sintesis de las proteinas.
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Fig. 1. Dominios nucleares, se observa la organizacion intranuclear de compartimentos no membranosos (Tomado de Spector, 2001).

Cromatina

Por su gran concentracion espacial la cromatina es un dominio nuclear facilmente
observable mediante microscopia Optica o electronica. En el periodo de interfase la
trascripcion del ADN es muy activa, por lo cual no se identifican los cromosomas. En esta
etapa se pueden visualizar cimulos de cromatina de diferente tamafio y disposicion. Esto
depende del estado de compactacion del material cromosémico dentro del nucleo, del tipo
celular y de su estado fisioldgico. De ello se deduce que no toda la cromatina de cada
nucleo est4 en el mismo estado de compactacion. La cromatina que se ve con facilidad en

forma de grumos o de cimulos recibe el nombre de cromatina compacta o heterocromatina,



mientras que el resto del material cromosomico estd en forma extendida y se le denomina
eucromatina. La eucromatina no se observa al microscopio Optico, pues los delgados
filamentos que la forman estdn por debajo de la resolucion de éste. Con el microscopio
electronico pueden ponerse de manifiesto los filamentos de cromatina laxa o extendida
mediante técnicas de contraste especiales que se unen Unicamente a los componentes de la
cromatina (Coglia y Gautier, 1973; Vazquez-Nin y cols. 1996).

Desde hace varias décadas se estudia la eucromatina en nucleos en interfase lo que llevo a
la idea de la organizacidén de estos componentes es estatica (Bernhard, 1969). Estudios
recientes muestran que la eucromatina estd muy organizada, que contiene regiones bien
definidas donde se localiza la infraestructura necesaria para la replicacion del ADN, el
procesamiento, empaquetado y traslado de los acidos nucleicos del nucleo al citoplasma
(Zimber y cols. 2004).

Estudios en células vivas demuestran que el nticleo interfasico estd altamente organizado en
regiones subnucleares no membranosas que se denominan dominios nucleares o
sencillamente “dominios” (Zaidi y cols. 2005).

La caracterizacion enzimatica de estos dominios permite conocer cudl es el rol que tienen
en la actividad nuclear, en la regulacion del metabolismo del ARN, el silenciamiento de la
cromatina y la expresion de los genes (Verschure, 2004).

La mayoria de los estudios sobre la caracterizacion de dichos dominios han sido realizados
en c¢lulas de mamifero, por lo que la informacion de la morfologia y dindmica vegetal es
escasa (Lokovic y Barta, 2004). En vegetales se observa la presencia de dominios
nucleares, speckles y cuerpos de cajal, sin embargo aun no es claro el grado de
conservacion estructural y filogenética entre los diversos grupos de plantas. Por lo cual, el

conocimiento de la compleja compartamentalizacion de la maquinaria del procesamiento



del ARN en vegetales estd en sus inicios (Jiménez-Garcia, 1992; Beven y cols. 1995;
Majewska y Rodriguez-Garcia, 1996; Lorkovic y Barta, 2004).

En gran parte de los de nucleos interfasicos de hongos y animales, la cromatina compacta
se distribuye en grumos adosados a la envoltura nuclear, rodeando al nucléolo y
distribuidos en el nucleoplasma. La eucromatina forma asas en la periferia de los cumulos
las que se extienden en el nucleoplasma en longitudes variables. Esta disposicion indica que
la region que rodea a los grumos heterocromaticos es donde la transcripcion es mas activa,
lo que se muestra por la rapida incorporacién de uridina tritiada a dicha zona (Fakan y
Bernhard, 1971).

En las plantas la cromatina compacta se distribuye en dos formas: cromocéntrica y
reticulada. En la primera, se le observa como grumos adosados a la envoltura nuclear,
rodeando al nucléolo y distribuidos en el nucleoplasma (Fig. 2a); en la segunda, los grumos
de cromatina se distribuyen por el nucleoplasma formando una red (Fig. 2b) (Jiménez-
Garcia y Merchant-Larios, 2003). Jiménez-Garcia y cols. (1992) describieron en los
nucleos de Lacandonia schismatica estructuras en forma de anillo, elementos estructurales

en el nucléolo (centros fibrilares heterogéneos) y los granulos de Lacandonia.



Fig. 2. A) Distribucion de la cromatina tipo cromocéntrico con los grumos de cromatina adosados a la envoltura nuclear y B) reticulada

con los grumos de cromatina distribuidos en el nucleoplasma y formando una red.

En células vegetales y animales en la region intercromatiniana (espacio no ocupado por el
nucléolo ni grumos de cromatina) o pericromatiniana (zona que bordea a los grumos de
cromatina) se observan fibras pericromatinianas (FPC), granulos intercromatinianos (GIC)

y granulos pericromatinianos (GPC) (Fig. 3).



Fig. 3. Esquema de un nucleo en interfase, se muestra la
distribucion de ribonucleoproteinas: chr (cromatina), pg
(granulos pericromatinianos), flechas (fibras
pericromatinianas, ig (granulos intercromatinianos), un
(nucléolo) y cb (cuerpos de Cajal). Tomado de Bernhard,
1969.

Fibras pericromatinianas

Las FPC descritas por Monneron y Bernhard (1969) estdn formadas por
ribonucleoproteinas; se sitian en los margenes de los grumos de cromatina compacta
(region pericromatiniana).

Estudios de Fakan y Bernhard (1975) en hepatocitos de rata mostraron que la cantidad de
FPC refleja la tasa de sintesis de pre-mARN.

Fakan y cols. (1984) mostraron que las FPC incorporan uridina tritiada y se localizan cerca
de la cromatina laxa o transcripcionalmente activa y las relacionaron con transcritos
nacientes de hnARN (ARN heterogéneo nuclear). Las FPC se desplazan desde la region
pericromatiniana a la intercromatiniana y en este transcurso el ARN sufre un proceso de

maduracién y es transportado al citoplasma (Fig. 4) (Vazquez-Nin y cols. 1978). Las FPC
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se encuentran asociadas con los granulos pericromatinianos e intercromatinianos formados

por ARN y proteinas (Puvion y Moyne, 1981).

(a) = = Cytoplasm Cytoplasm E% Q::::? Cytoplasm
\\f}\_ ,f 2 £
WL | I|
e | J/f_';: —_§

= _Nuclear
fiber

2

Active gene Active gene Active gene

Nucleus 7 Nucleus Nucleus

Current Biology

Fig. 4. Desplazamiento de las FPC dentro del nucleoplasma y posterior transporte hacia el citoplasma. (Tomado de Dannebolt, 2000).

Los genes de las células de los eucariontes estan segmentados, es decir, la secuencia
nucleotidica de los genes contienen segmentos de ADN con informacion para la sintesis de
proteinas (codificantes) alternadas con secuencias que no contienen informacion para ello
(no codificantes), lo que lleva a la produccion de un transcrito primario de igual tamafio que
el gen, llamado ARN pre-mensajero (pre-ARNm) o ARN heterogéneo nuclear (ARNhn)
(Fig. 5). Esos transcritos son procesados o madurados en tres reacciones principales: a) La
metilacion en el extremo 5°, que consiste en la adicion del grupo trifosfatado 7-
metilguanosina, denominado cap, que es necesario para la union al ribosoma al momento
de la traduccion. b) La poliadenilacion en el extremo 3’°, que se refiere a la adicion de
adeninas en todos los ARNm excepto en los de las histonas, llamada cola de poli A, la cual
esta formada por una secuencia de aproximadamente 50 a 250 nucledtidos lo que evita la
degradacion del ARN y c¢) el splicing, proceso mediante el cual se eliminan las secuencias

no codificantes (intrones) escindiéndolos del pre-ARNm y se unen o empalman las

11



secuencias codificantes (exones) lo que da origen al ARN mensajero maduro o ARNm
(Jiménez-Garcia y Merchant-Larios, 2003). Segun Wang y cols. (2012) los intrones no son
“ADN basura” como se les ha considerado, ya que tanto exones como intrones pueden
regular el proceso de splicing, dado que el 90 por ciento de la informacion para el correcto

ensamble de los genes estd en los intrones.

Cap Exon Intron Exon Intron Exon Poly(A) tail
| - | — |
Pre-mRNA 5 [ [ AAAAAAA...3’
Leader RNA splicing: Trailer

introns removed

Protein-coding sequence
1

T

mRNA 5 Gl [AAAAAAA...3

l Translation

Polypeptide

Fig. 5. Esquema que muestra los procesos para la maduracion de ARNm: adicion de una cap en el extremo 5°, corte de intrones y

empalme de exones y la adicion de una cola de poli A.

Desde el punto de vista quimico el splicing consiste en dos reacciones sucesivas de
transesterificacion, lo que requiere un gasto energético que es aportado por la hidrolisis del
ATP. El splicing es catalizado por un complejo de ribonucleoproteinas llamado
“spliceosoma”. Este proceso da como resultado la formacion del ARNm, que sera
transportado al citoplasma y en donde sera traducido a proteina en el caso de que ocurra
splicing constitutivo (Fig. 6a) o bien, a diversas proteinas en el caso de que se lleve a cabo
splicing alternativo (Fig. 6b). Eran y Misteli (2005) sugieren que el splicing se lleva a cabo

en el nucleo y también puede ser citoplasmico.
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Fig. 6. A) splicing constitutivo en donde el transcrito tiene la informacion para sintetizar una sola proteina y b) splicing alternativo, el

pre-ARNm es capaz de formar uno o mas ARNm maduros y sintetizar una o mas proteinas.

Para que se lleve a cabo el splicing se requiere de varios factores presentes en el
spliceosoma los que incluyen diferentes tipos de ARN y proteinas: 1) Los ARN pequefios
nucleares cuyas longitudes oscilan entre 60 y 300 nucleo6tidos y son ricos en residuos de
uracilo (UsnARNSs). Existen cinco tipos: UlsnARN, U2snARN, U4snARN, USsnARN y
U6snARN. El U3snARN participa en eventos de maduracion del pre-ARNr (ARN
ribosomal inmaduro o precursor). Estos ARNs son transcritos por la ARN polimerasa 11,
salvo el U6snARN, que lo transcribe la ARN polimerasa III. En el nucleo, los UsnARNs se
asocian con proteinas y forman ribonucleoproteinas pequeinias nucleares (UsnRNPs), 2) las
particulas ribonucleoproteicas heterogéneas nucleares (hnRNPs) que contienen ARN
heterogéneo nuclear (ARNhn), son estabilizadoras y se asocian al pre-ARNm lo que impide
la formacion de estructuras secundarias dadas por el apareamiento de bases (Sanford y
Caceres, 2004). De esta manera el pre-mARN permanece accesible y puede interactuar con
otras moléculas y 3) las proteinas SR, representan una familia de factores de splicing
descritos en vertebrados, invertebrados y plantas. La secuencia de aminoacidos en estas

proteinas es rica en residuos de serina (S) y arginina (R) en el extremo carboxilo, formando
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el dominio SR. Estas proteinas tienen varios papeles reguladores en el splicing como la
definicion de los sitios de splicing y el acercamiento de las regiones de los dinucléotidos.
Estas proteinas nucleares de 20 a 75 kDa, tienen capacidad de fosforilarse y se subdividen
en: A) Tipo I, las cuales presentan un solo motivo de reconocimiento a ARN (RRM) en el
extremo amino-terminal y su dominio SR carboxilo terminal y B) Tipo II, las cuales
presentan dos motivos de reconocimiento a RNA (RRM) y un dominio carboxilo terminal
SR (Ramirez-Nufiez, 2007).

En la figura 7 se detallan los cambios que se suceden en el proceso del splicing. A partir de
un gen segmentado se sintetiza el pre-ARNm el cual tiene varios sitios de accion Cis o
elementos de la misma secuencia. Los sitios mas conservados son los dinucleotidos GU y
AG en los lugares de unién exdn-intron (sitio de splicing 5°) e intrén y exon (sitios de
splicing 3’), respectivamente. El punto de empalme (branchpoint) es una secuencia
consenso, al menos en levaduras, que es antecedida por adenina. Entre el sitio de empalme
y el sitio del dinucle6tido AG se encuentra una region rica en pirimidinas (uracilos,
usualmente) llamada la region Py. En el primer paso se produce la union del factor U2AF
(que tiene el dominio SR) con el sitio Py y de los factores SC35 y SF1. 2) Inmediatamente
el Ul se une al sitio de splicing 5°, que es de reconocimiento y se caracteriza por una
secuencia complementaria de Ul con el sitio de union exon-intron, lo que resulta en el
apareamiento con los primeros seis nucleotidos del intron, lo que delimita el exon 1. 3) El
U2 se acopla al sitio de empalme. 4) El trimero U4/U5/U6snRNP (pre-ensamblado) se
adhiere al sitio de empalme donde se uni6é U2. El U5 se pega al sitio de splicing 5’ y el U6
se asocia al U2. Este complejo forma un spliceosoma maduro. 5) Se libera el Ul, el U5 se
desplaza desde el exon hacia el intron y el U6 se adhiere al sitio de splicing 5°. Este paso

requiere de la incorporacion de aproximadamente 20 bases nitrogenadas entre el Ul y el
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U4. Esta incorporacion resulta en la activacion del spliceosoma lo que da como resultado el
desacoplamiento del intron con el exdn (catélisis). La funcion del U5 es interactuar con
secuencias del exon en los sitios de procesamiento 5y 3°. Se libera el U4. 6) El U5 se une
al exon en el sitio de splicing 3’. En este punto se cataliza la transesterificacion, es decir, se
rompe el sitio de splicing 5” y se forma el lariat. 7) Por ultimo se constituye el complejo
que contiene el trimero U2/U5/U6, que permite el rompimiento del sitio de splicing 3’ y se

ligan los exones.

+~ U2AF A
1 s @ 2

U2 snRNP

3

@ U4/Us-U5

tri-snANP
U4/Us l

UsH =
£\ Us
Tlntron release ~

snRNP recycling

us

U1
TmRNA release >

U1, U4
J @ snRNP
3 release

L

Exon ligation Lariat formation

Fig. 7. Formacion del espliceosoma: 1) La union del factor U2AF con el sitio Py; 2) la union del Ul con el sitio de unién exén-intrén; 3)
La union de U2 al complejo de los factores SC35, SF2/ASF, SF1/BBP. 4) Asociacion del trimero U4/U5/U6 (pre-ensamblado) a U2 y
formacion del spliceosoma maduro. 5) Liberacion de Ul y U4 del spliceosoma maduro, desplazamiento de U5 del exén al intrén, union
de U6 al sitio de splicing 5°. Este paso se lleva a cabo mediante un apareamiento de aproximadamente 20 bases entre el UlsnRNA vy el
U4snRNA. 6) Rompimiento del sitio de splicing 5’ y formacion del lariat. 7) Formacion del complejo U2/U5/U6, rompimiento del sitio

de splicing 3’ y liga de los exones.
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Las FPC tienen de 3 a 5 nm de longitud, pueden desplazarse hasta el espacio
intercromatiniano y suelen estar entremezcladas con los granulos pericromatinianos
(Monneron y Bernhard, 1969; Agredano-Moreno, 2001). En células con gran actividad de
expresion génica las FPC se distribuyen homogéneamente en el nucleoplasma ocupando la

mayor parte del espacio nuclear exceptuado al nucledlo (Vazquez-Nin y cols. 1999).

Granulos pericromatinianos

Los GPC son particulas ribonucleoproteicas, EDTA positivas, descritas por Watson en
1962. Son cuerpos esféricos de 30 a 50 nm de didmetro, procedentes del enrollamiento de
FPC y rodeados por un halo claro de 25 nm (Vazquez-Nin y Bernhard, 1971), lo cual
permite identificarlos mediante microscopia electronica de transmision; estan ubicados en
el borde de los grumos de cromatina compacta, de ahi su nombre, pero también se les
puede ver ocasionalmente en la region intercromatiniana.

Véazquez-Nin y cols. (1978) mediante comparaciones morfoldgicas, morfométricas y
citoquimicas demostraron que los GPC son estructuras idénticas a los granulos de los
anillos de Balbiani y propusieron que ambos granulos cumplian las mismas funciones.

Por estudios de inmunolocalizacion ultraestructural in situ mostraron que los GPC
contienen ARN Poly (A), caracteristica del ARN mensajero maduro (Visa y cols. 1993).
Véazquez-Nin y cols. (1999) sugirieron que los GPC almacenan y transportan ARNm,
transcritos de genes muy activos, y que la regulacion postranscripcional de la expresion

génica esta asociada con la velocidad de exportacion de los ARNm hacia el citoplasma.
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Granulos intercromatinianos

Los GIC fueron observados por Swift (1959) como ctimulos de granulos agrupados en la
region intercromatiniana. Monneron y Bernhard (1969) los describieron como granulos de
20 a 25 nm de didmetro, polimorfos, a veces continuos con fibrillas, compuestos de ARN y
proteinas. Dado que los GIC incorporan poca uridina tritiada en tiempos cortos y medios, el
ARN de estos granulos es de vida media larga (Fakan y Bernhard, 1971). Segin Fakan y
cols. (1984) los ARNs de bajo peso molecular ricos en uridina (ARNbpmU) son los de vida
media mas larga. Como estos ARNs estan relacionados con el procesamiento
postranscripcional de los pre-ARNm y los GIC no contienen ARN de marcado rapido, ni
proteinas que se asocien a los ARN pre-mensajeros, se concluyo que los cimulos de GIC
son almacenes de la maquinaria del splicing que carecen del sustrato de dicho proceso, los
ARN pre-mensajeros.

Los GIC poseen la mayoria de las proteinas y tipos de ARN que participan en el splicing.
Entre ellos estan cinco particulas ribonucleoproteicas nucleares pequefias (snRNP) (U1, U2,
U4, U5 y U6). Las snRNP son complejos nucleopldsmicos de ARN y proteinas que
funcionan como unidades del spliceosoma. Las proteinas de la familia SR, con regiones
ricas en Serina y Arginina, que tienen unidos segmentos de ARN, también participan en el
splicing y el splicing alternativo. Los cumulos de GIC (“speckles”) se dispersan cuando la
célula entra en mitosis, pero durante la telofase las snRNPs y los factores proteicos del
splicing se reagrupan en estructuras muy parecidas a las “speckles”, y son exportadas al
nucleo de la célula hija (Lamond y cols. 1998; Mintz y cols. 1999).

Los GIC existen en células vegetales, animales y hongos y son muy abundantes en las
células de vertebrados, en las que se agrupan en grandes cumulos. En cefalocordados,

invertebrados, plantas y hongos son menos abundantes (Jiménez y cols. 1989).
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Medina y cols. (1989) realizaron estudios en células de cebolla y corroboraron que los GIC
tienen el mismo tamafio, forma y propiedades citoquimicas que las descritas por Monneron

y Bernhard (1969) en células animales.

Granulos de Lacandonia

Los granulos de Lacandonia son particulas RNP abundantes, no nucleolares; encontradas y
descritas en el nucleo celular de la planta Lacandonia schismatica, son EDTA positivas; al
microscopio electronico se observan, formando cumulos, cada granulo tiene un didmetro
aproximado de 32 nm (Jiménez-Garcia y cols. 1992).

Agredano-Moreno y Jiménez-Garcia (2000), mediante estudios de inmunolocalizacion
ultraestructural (anticuerpo 3C5), demostraron que los GL poseen proteinas SR (familia de
proteinas relacionadas con el splicing y post-splicing), caracteristica compartida con los
granulos de los anillos de Balbiani (Alzhanova-Ericson y cols. 1996).

Estudios de hibridacion ultraestructural in situ mostraron la presencia de ARN poly(A) en
los GL, demostrando que son particulas enriquecidas en ARN mensajero maduro, tal como
sucede en los granulos pericromatinianos (Visa y cols. 1993; Agredano-Moreno y cols.
2001); los GL estan relacionados con el metabolismo intranuclear del ARNm, su nimero
varia durante el desarrollo de la flor, aumentan en la pre-antesis (estado de alta actividad
trasncripcional) y disminuyen en post-antesis (estado avanzado de maduracion celular)
(Agredano-Moreno y Jiménez-Gércia, 2000; Agredano-Moreno y cols. 2001), como ocurre
en los GP durante la diferenciacion celular en mamiferos y aves (Vazquez-Nin y cols.
1980; Zavala y cols. 1992; Zavala y Vazquez-Nin, 1997).

Estudios de reconstruccidon tridimensional generados mediante el andlisis de imagenes
estereopares ha permitido conocer la biogénesis ultraestructural de los granulos de
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lacandonia y sugerir que dichas particulas son elementos de una compleja estructura
fibrogranular y que se originan del plegamiento de una o mas fibras pericromatinianas
(Gaona-Lopez, 2008; Alonso-Murillo, 2008).

Los granulos de Lacandonia se han identificado en diferentes taxa. Dentro de las
angiospermas o plantas con flor en especies como T. alata (Jiménez-Garcia, 1992), T.
brevistylis (Jiménez-Ramirez, 2002), Illicium floridanum y Pelargonium hortorum
(Guzman-Loépez, 2003) y Soridium spruceanum (Zamora-Acuia, 2006). Jiménez-Ramirez
(2002) y Ramirez-Nufiez (2007) mostraron la presencia de estas particulas en dos especies
de gimnospermas G. biloba y Taxodium mucronatum. Romero-Martinez (2010) mostré la
presencia de los granulos de Lacandonia en Equisetum hyemale L y Adiantum capillus-
veneris, especies incluidas dentro de las pteridofitas cuyos origenes se remontan a 300 y
370 millones de afios respectivamente.

Briofitas

Las briofitas son el segundo grupo mas importante de plantas, con cerca de 20,000
especies, en el medio terrestre. Generalmente son pequeiias y habitan en ambientes muy
variados, desde cerca del nivel del mar hasta las elevaciones mas altas, en las selvas o en
los desiertos, pero su vida siempre estd intimamente ligada al agua en estado liquido. Su
ciclo de vida incluye dos fases: el gametofito y el esporofito. Cada una de ellas tiene
atributos morfologicos y bioldgicos que sefialan a las briofitas como un grupo excepcional
y muy importante en la evolucion del reino vegetal. Tradicionalmente se les divide en tres
categorias: 1) antocerotes, se conocen unas 100 especies en el mundo, su gametofito es un
talo multiestratificado en el que cada célula contiene de 1 a 12 cloroplastos usualmente
lenticulares. En el centro del cloroplasto hay un pirenoide. La superficie inferior del talo
tiene numerosos rizoides unicelulares y cuenta con poros que se comunican con camaras de
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mucilago en las que se encuentran, con frecuencia, colonias de un alga del género Nostoc.
Los anteridios y arquegonios se forman a partir de células superficiales dorsales; los
anteridios estan en cdmaras mientras que la pared de los arquegonios es parte del tejido
poco diferenciado del gametofito; 2) hepaticas, existen entre 6 500 a 7 000 especies, su
gametofito puede ser taloide o folioso. El primero generalmente es postrado, como un
liston, ramificado dicotomicamente, con una linea media y numerosos rizoides unicelulares
en la superficie de contacto con el substrato. La complejidad anatomica de las formas
taloides es variable, desde unas cuantas capas de células hasta las que muestran camaras
adreas, poros, tejido fotosintético especial y tejidos de almacén. Los oOrganos sexuales
generalmente se forman en la superficie superior del talo, con frecuencia sobre ramas
especializadas. Los esporofitos, por tanto se desarrollan en las partes elevadas que
favorecen la diseminacion de las esporas por el viento. Los gametdfitos pueden producir
estructuras asexuales de reproduccion como las yemas o propagulos que se constituyen en
estructuras en forma de copa o media luna con caracteristicas aerodinamicas peculiares. Las
gotas de lluvia se encargan de liberarlas y dispersarlas a sitios cercanos y 3) musgos, con
cerca de 12,800 especies a nivel mundial, son el grupo mas numeroso y diverso de las
briofitas. El tallo puede ser erecto o postrado, de unos milimetros o centimetros de tamafio;
su estructura interna, aunque simple, puede incluir un eje o cordon central y/o un sistema de
conduccidn primitivo en algunos grupos. Ademas de los rizoides, los tallos de los musgos
pueden tener estructuras fotosintéticas o de proteccion como pelos axilares, parafilios y
pseudoparafilios. Las hojas estdn arregladas en forma espiral sobre el tallo, pero con
frecuencia tienen otros arreglos; son uni o pluriestratificadas y sus células varian en
tamafo, forma y ornamentacion. Las hojas de muchos musgos tienen una costa, un nervio
de longitud variable que puede prolongarse mas alld de la ldmina foliar en un mucrén o
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pelo foliar hialino. La costa puede ser doble en algunos musgos tropicales y en algunos
musgos, estd cubierta por filamentos o lamelas. La anatomia de la costa también es
compleja; consiste de varios tipos de células, incluyendo algunas de pared gruesa y otras de
pared delgada que participan en la conduccion de agua. Estudios indican que a pesar de
estar relacionados, los grupos de briofitas son muy diferentes entre si y no tienen un origen
comun, por lo que, deben ser clasificados en divisiones independientes (Delgadillo y

Céardenas, 1990).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los granulos de Lacandonia son particulas ribonucleoproteicas que fueron encontradas y
descritas por primera vez en el nucleo celular de la planta Lacandonia schismatica, una
angiosperma tardiamente divergente dentro del proceso evolutivo. Anélisis citoquimicos e
inmunocitoquimicos posteriores permitieron concluir que los granulos de Lacandonia
contienen proteinas SR y ARN PoliA, por lo que se les ha relacionado directamente con el
procesamiento del ARNm. Estudios ultraestructurales recientes revelaron que los granulos
de Lacandonia estan presentes en Ginkgo biloba, una gimnosperma. En general se acepta
que las briofitas son organismos a partir de los cuales evolucionaron las plantas vasculares -
incluidas angiospermas y gimnospermas-. Dado que las briofitas son los antecesores de las
traqueofitas en las cuales se ha descrito la presencia de los granulos de Lacandonia,
entonces es posible que este tipo de particulas nucleares se presenten en especies que
divergieron tempranamente. Por ello, en el presente estudio se explord la presencia de los
granulos de Lacandonia en tres especies de briofitas (una de cada taxon), para continuar en
la busqueda de la ubicuidad de estas particulas, asi como inferir la funcion de los granulos

de Lacandonia en el procesamiento del mRNA dentro del reino vegetal.
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HIPOTESIS

Dado que las fibras pericromatinianas presentes en plantas y animales han sido relacionadas
con sitios muy activos en la sintesis de ARN extranucleolar y que el enrollamiento de una o
mas de éstas forman un granulo, entonces la biogénesis de los granulos de Lacandonia
ocurrira a partir del enrollamiento de fibras pericromatinianas, lo que mostrara que este
evento se conserva de manera igual o similar en los diferentes grupos de plantas a lo largo

del proceso evolutivo.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Identificar la presencia de los granulos de Lacandonia en tres especies del grupo briofita
(una especie de cada taxén) Marchantia polymorpha, Polytrichum juniperinum vy

Anthoceros punctatus.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Analizar si las particulas nucleares estan formadas por ribonucleoproteinas.

- Describir la forma, el tamafio y la distribucion de los granulos de Lacandonia en las
briofitas.

- Analizar si los granulos de Lacandonia son parte de una estructura fibro-granular,
mediante un analisis tridimensional, generado a partir de imagenes estereopares.
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MATERIAL Y METODOS

En el Parque Nacional de los Dinamos, Magdalena Contreras, México, D.F; se obtuvieron
especimenes jovenes de cada una de las especies del grupo briofita. Las especies estudiadas
fueron Marchantia polymorpha (hepaticas), Polytrichum juniperinum (musgos) Yy

Anthoceros punctatus (antoceros). (Figs. A, By C).

A) M. polymorpha B) P. juniperinum C) A. punctatus

Secciones de esporofito de 1-3 mm3, de cada una de los especimenes, fueron fijados a
temperatura ambiente durante 24 horas en una mezcla de glutaraldehido al 6% vy
paraformaldehido al 4% en amortiguador de fosfatos (pH 7). Ejemplares de cada especie
fueron postfijadas en tetradxido de osmio al 1% por 24 horas, se lavaron 3 veces con PBS
durante 10 minutos cada una; se deshidrataron en una serie de etanoles (50, 70, 80, 90 y
96%), de 10 minutos en cada concentracion y tres lavados de 10 minutos en la solucion de
etanol al 100%; la muestra se lavo 3 veces con 6xido de propileno (Sigma-Aldrich) por 10
minutos; luego se pasé a una mezcla (1:1) de 6xido de propileno-resina Epon (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EE.UU.) durante toda la noche; las muestras se dejaron

destapadas a temperatura ambiente para la evaporacion del 6xido de propileno; se
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incluyeron en resina Epon de dureza media y se colocaron en una estufa a 60 °C para su
polimerizacion (de 24 a 48 horas) siguiendo la metodologia de Vazquez-Nin y Echeverria,
(2000). Los especimenes fueron cortados con un ultramicrotomo (Ultracut-R, Leica

Microsystems), utilizando cuchillas de vidrio (LKB Instruments, Londres).

De todos los ejemplares se obtuvieron cortes semifinos (200-300 nm de grosor) y se tifieron
con azul de toluidina, el objetivo fue realizar una exploracion preliminar y elegir la zona de

interés para observar al microscopio electronico de transmision.

Los cortes ultrafinos que fueron post-fijados con tetradxido de osmio fueron contrastados

con uranilo-plomo (Hayat, 1975).

Algunas muestras de cada especie no recibieron post-fijacién para determinar la presencia
de ribonucleoproteinas y se utilizd la metodologia de Bernhard (1969). En breve, los
cortes se colocaron en una gota de una solucion de acetato de uranilo al 5% (E. Merck,
Darmstadt, Alemania) dentro de una cdmara hiumeda con hidroxido de sodio (Técnica
quimica, México), durante 3 minutos; las rejillas fueron lavadas con goteo de agua
destilada. Para remover preferencialmente el metal unido a la cromatina, los cortes se
colocaron en una gota de una solucion de 4cido etilendiamino tetraacético (EDTA) 0.2 M
en agua destilada pH 7, durante 18 min, fueron enjuagados por goteo de agua destilada y se
dejaron secar en una caja de Petri a temperatura ambiente. Los cortes se contrastaron con
citrato de plomo al 0.3 % (E. Merck) durante 3 minutos, fueron lavados por goteo y se les

dejo secar en una caja de Petri.

Se realizd la técnica especifica para ADN (NaMaUr) para las tres especies estudiadas

(Testillano y cols. 1991). Fragmentos de esporofito se fijaron en glutaraldehido al 3% en
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amortiguador de cacodilatos de sodio 0.025 M, a temperatura ambiente durante 6 horas.
Los fragmentos fueron lavados tres veces durante 10 minutos, en el mismo amortiguador.
Se realizd una segunda fijacion en una mezcla que contenia paraformaldehido al 4% e
hidroxido de sodio 0.5 N, durante 24 horas. Los fragmentos fueron lavados nuevamente tres
veces, durante 10 minutos, ahora con agua destilada. Los fragmentos fueron colocados en
una solucion de acido acético 3 veces, durante 10 minutos cada una. Se deshidrataron en
una serie de metanol diluido en agua destilada (50, 70, 80, 90 y 96%), durante 10 minutos
en cada concentracion. Los fragmentos fueron incubados a temperatura ambiente en una
mezcla de metanol absoluto/anhidrido acético (5:1), durante 48 horas. Al término de la
incubacion se realiz6 un lavado de 10 minutos en metanol absoluto. Los fragmentos fueron
contrastados con una solucion de acetato de uranilo 8% (disuelto en metanol) a 60 °C,
durante 2 horas; se lavaron dos veces en metanol absoluto, por 10 minutos cada una. Las
muestras fueron nuevamente lavadas dos veces, durante 10 minutos cada una, ahora en
oxido de propileno. Se colocaron los fragmentos en una mezcla de resina Epon/6xido de
propileno (1:1), durante 24 horas. Las muestras se colocaron a temperatura ambiente para la
evaporacion del 6xido de propileno durante una noche y se incluyeron en resina Epon.

Fueron colocados en una estufa a 60 °C para su polimerizacion.

Los cortes se observaron en un microscopio electronico de transmision JEOL modelo 1010

a80kV.
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RESULTADOS

La figura 8 muestra un corte transversal del esporofito de Marchantia polymorpha, en la
que se observa gran cantidad de tejido parénquimatoso. Algunas zonas tienen mayor
cantidad de nucleos, las cuales fueron elegidas para su observacion al microscopio

electronico.

Fig. 8. Corte transversal de M. polymorpha, el recuadro indica una zona con mayor
cantidad de niicleos y las flechas sefialan algunos de ellos.

Las micrografias de microscopia electronica de transmision de células nucleadas de M.

polymorpha, contrastadas con uranilo-plomo, muestran que sus nucleos presentan escasos

grumos de cromatina dispersos en el nucleoplasma (Fig. 9A), lo que fue corroborado con la

técnica especifica para ADN (Fig. 9B).
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Fig. 9. Micrografia electronica de transmision de un nucleo de M. polymorpha. A) Contraste convencional (acetato de uranilo y citrato de
plomo) y B) Micrografia electrénica de transmision de M. polymorpha, contraste especifico para ADN (NaMaUr). Las flechas indican
grumos de cromatina.

A mayor aumento, los nicleos de M. polymorpha mostraron material fibro-granular escaso

en el nucleoplasma y algunos grumos de cromatina compacta asociados a granulos (Figs.

10A-10B).

Fig. 10. A) y B) Micrografias electronicas de transmision de dos nucleos de M. polymorpha. Contraste convencional (acetato de uranilo y
citrato de plomo). Las flechas indican grumos de cromatina y las cabezas de flecha sefialan particulas “posiblemente granulos de
Lacandonia”.

Con el uso de la técnica preferencial para RNPs en M. polymorpha se observa la presencia

de particulas de 32 nm asociadas a fibras pericromatinianas (Figs. 11A y 11B).
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Fig. 11. A) y B) Micrografias electronicas de transmision de dos niicleos de M. polymorpha contrastado con la técnica preferencial de

Bernhard para RNP. La cabeza de flecha muestra los granulos y la flecha indica continuidad que se observa con fibras pericromatinianas.

La figura 12 muestra la seccion transversal del esporofito de Polytrichum juniperinum. En
la region central se observa la columela formada por tejido parenquimatoso la que tiene
funcién de soporte. En el exterior se observan células grandes (formadoras de esporas) y

por ultimo zonas vacias llamadas espacios aeriferos.

Fig. 12. Corte transversal de esporofito de P. juniperinum. El circulo
muestra la columela, las flechas indican las células formadoras de esporas
y las cabezas de flecha sefialan los espacios aeriferos.
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Las micrografias electronicas de transmision de nucleos de P. juniperinum, contrastados
con uranilo-plomo, muestran que la cromatina es poco evidente (Fig. 13A). En los cortes

contrastados con la técnica especifica para ADN se observan los grumos de cromatina los

que presentan un patron de distribucion reticulado (Fig. 13B).

Fig. 13. A) Micrografia electronica de transmision de un nicleo de P. juniperinum. Contraste convencional (acetato de uranilo y citrato
de plomo) y B) Micrografia electrénica de transmision de P. juniperinum. Contraste especifico para ADN, las zonas electrodensas
indican grumos de cromatina.

A mayor aumento en los ntcleos de P. juniperinum se observa poca cantidad de material
fibro-granular y algunos granulos aislados en la region peri e intercromatiniana, cuyo

tamatfio es el doble del de un ribosoma (32-34 vs. 15-20 nm) (Figs. 14A y 14B).

Fig. 14. A) y B) Micrografias electronica de transmision de dos nucleos de P. juniperinum. Contraste convencional (acetato de uranilo y
citrato de plomo). Cabezas de flecha indican granulos y las flechas sefialan ribosomas.
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El contraste de nticleos de P. juniperinum con la técnica preferencial para RNPs muestra la
presencia de particulas solitarias de 32 nm, ubicadas dentro de la regidon peri e

intercromatiniana, asociadas a fibras pericromatinianas (Figs. 15A y 15B).

Fig. 15. A) y B) Micrografias electronicas de transmision de dos nucleos de P. juniperinum contrastados con la técnica preferencial de
Bernhard para RNP. La cabeza de flecha muestra un granulo, la flecha negra indica continuidad con fibras pericromatinianas y la flecha
roja sefiala ribosomas los cuales son aproximadamente de la mitad del tamafio que un granulo.

La figura 16 muestra un corte transversal de Anthoceros punctatus. En la parte central
(columela) se observa un grupo de seis células. Las células de mayor tamafo fuertemente

tefiidas corresponden a esporas en diferentes estadios de maduracion.

Fig. 16. Seccion transversal de esporofito de A. punctatus, el
circulo encierra las células de la columela, el rectangulo las
células nucleadas y las flechas indican las esporas en diferentes
estados de maduracion.
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En los ntcleos de A. punctatus contrastados con uranilo-plomo no se pudo distinguir la
cromatina compacta (Fig. 17A). En cambio, en las células contrastadas con la técnica

especifica para ADN se observan grumos de cromatina distribuidos en el nucleoplasma

(Fig. 17B).

Fig. 17. A) Micrografia electronica de transmision de A. punctatus contrastada con uranilo-plomo y B) Célula contrastada
especificamente para ADN (NaMaUr). Las flechas indican grumos de cromatina.

A mayor aumento las micrografias electronicas de transmision con contraste uranilo-plomo,
de nucleos de células de A. punctatus, muestran escaso material fibro-granular (Fig. 18A) y

pequeiios grumos de cromatina (Fig. 18B).

100 nm

Fig. 18. A) Micrografia del nucleo de una célula de A. punctatus contrastada con acetato de uranilo - citrato de plomo, donde se
muestran granulos (cabeza de flecha) y ribosomas (flecha) y B) Las flechas sefialan pequefios grumos de cromatina.
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En células nucleadas de A. punctatus contrastadas con la técnica preferencial para RNPs se

observan granulos solitarios de 32 nm asociados a fibras (Figs. 19A y 19B).

100 nm

Fig. 19. A) Micrografia electronica de transmision de un niicleo de A. punctatus contrastado con la técnica preferencial de Bernhard para
RNPs. La cabeza de flecha muestra un granulo y se hace el comparativo con un ribosoma (flecha) y B) La cabeza de flecha sefala
granulos solitarios en asociacion con fibras pericromatinianas (flecha).

DISCUSION

Los analisis citoquimicos de las particulas intranucleares en los nucleos de las tres especies
de briofitas estudiadas muestran que los granulos estan formados por ribonucleoproteinas
ya que son positivos con la técnica regresiva EDTA (Bernhard, 19 69), caracteristica de los

granulos de Lacandonia.

Las briofitas son plantas no vasculares que incluyen cerca de 24000 especies agrupadas en
mas de 1000 géneros; pertenecen al subreino Embriophyta —que también incluye a las
plantas vasculares- porque forma un embridon que se desarrolla a partir del cigoto, producto
de la fusion de dos células sexuales. Son plantas pequefias que se clasifican en tres grupos:
hepaticas, antoceros y musgos. Las briofitas tienen un ciclo de vida en el que alternan dos
generaciones, el gametofito y el esporofito. Segiin Delgadillo (1990) las dos generaciones

son fases claramente diferentes en forma, funcién y dotacion cromosomica: 1) gametofito
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fotosintético, 2) esporofito dependiente de gametofito y 3) gametofito haploide y esporofito
diploide; estas caracteristicas junto con el registro fosil son evidencia que permite ubicar a

las briofitas como ancestro directo de las traqueofitas.

Segun Renzaglia y cols. (2000) el desarrollo ontogénico del esporofito en briofitas provoca
que la disposicion de las células sea irregular y sin organizacion espacial evidente. Sin
embargo presentan estructuras y tipos celulares caracteristicos como plastidios, células
formadoras de esporas, segmentacion incompleta de las cémaras anteridiales, saco
esporifero, tétrada de esporas, cdmara en la base de la cépsula, columela y parénquima.
Estas caracteristicas se observan en la seccion transversal del esporofito de A. punctatus y
P. junniperum. En las tres especies de briofitas estudiadas se notd escasa cantidad de
nucleos en comparacion con las plantas vasculares, el tamafio de ellos varia entre 3 y 5 um.
En M. polymorpha y A. punctatus la cantidad de cromatina es escasa y no tiene un patron
de distribucion especifico; mientras que en P. junniperum la cromatina es evidente y tiene

un patrén de distribucion reticulado.

Los granulos de Lacandonia fueron considerados como una caracteristica exclusiva de la
especie L. schismatica una angiosperma que divergid tardiamente (100-110 m. a.)
(Jiménez-Garcia y cols. 1992). Jiménez-Ramirez (2002) y Ramirez-Nufiez (2007)
mostraron la presencia de éstas particulas en dos especies de gimnospermas, plantas que
aparecieron hace aproximadamente 250-300 m.a. Posteriormente, Romero-Martinez (2010)
identifico la presencia de los granulos de Lacandonia en dos especies incluidas dentro de
las pteridofitas cuyos origenes se remontan a 300-370 millones de afios. En nuestro estudio

mostramos la presencia de los granulos de Lacandonia en tres especies de briofitas,
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organismos considerados antecesores de las traqueofitas que aparecieron aproximadamente

hace 420 m.a.

En los nucleos de las tres especies de briofitas estudiadas observamos particulas
ribonucleoproteicas de tipo granular de 32 nm de didmetro que se asocian con grumos de
cromatina compacta y que tienen el doble de tamafio de un ribosoma. Los granulos se
hallan solitarios, se distribuyen en la region peri e intercromatiniana y estan asociadas a

FPC.

Segun Puvion y Moyne (1981) en células de mamiferos los GPC y GIC presentan una
continuidad estructural con las FPC, por lo que se acepta que los GPC, GIC y los granulos
de Lacandonia se forman a partir del plegamiento de las FPC. Lo anterior explica la
variacion en el tamafio entre los diferentes granulos de Lacandonia, en donde la forma
madura que no estd asociada a una FPC, es una particula aislada de 32 nm de diametro

(Jiménez-Ramirez y cols. 2002).

En los nticleos de las briofitas M. polymorpha, P. Juniperinum y A. punctatus identificamos
granulos Lacandonia que se distribuyen en el espacio peri e intercromatiniano, semejante a
lo descrito por Jiménez-Garcia y cols. (1992) en L. Schismatica. La distribucion de los
granulos de Lacandonia seria consecuencia de la funcién que cumplen al almacenar ARN
mensajero maduro y ser reservorio de proteinas SR, ya que los granulos maduros deben
migrar de la region pericromatiniana hacia la region intercromatiniana en espera de ser
exportados al citoplasma, como ocurre en otras particulas ribonucleoproteicas
intranucleares como son los GPC y los granulos de los anillos de Balbiani (Agredano-

Moreno y Jiménez Garcia, 2000).

34



Jiménez-Garcia y cols. (1992) y Jiménez-Ramirez y cols. (2002) identificaron la presencia
de grandes cumulos de granulos de Lacandonia en L. schismatica y G. biloba,
respectivamente. En los nucleos de las tres especies de briofitas estudiadas por nosotros,
observamos que los granulos de Lacandonia son solitarios y no forman cumulos, lo cual se
explicaria porque el nimero de granulos de Lacandonia tiene relacion directa con el nivel
de transcripcion celular (Agredano-Moreno, 2001). Asimismo, durante la mitosis se reduce
la transcripcion como consecuencia de que se disgregan las maquinarias del procesamiento
del ARN, lo que se refleja en la disminucion del numero de los granulos presentes

(Ramirez-Nuiez, 2007).

Tomados en conjunto, los estudios de Jiménez-Ramirez (2002), Ramirez-Nunez (2007),
Romero-Martinez (2010) y el presente estudio muestran que la presencia de los granulos de
Lacandonia constituye un cardcter conservado a lo largo de la evolucion de las plantas y
que no son una caracteristica exclusiva dentro de una especie que mostrd una innovacion

morfologica dentro las angiospermas, como lo es Lacandonia schismatica.

Dado que los granulos de Lacandonia almacenan ARN mensajero maduro y contienen
elementos de la maquinaria del splicing inferimos que el procesamiento del ARN

mensajero se ha conservado, por lo menos, hace 420 m.a. a través de estas particulas.
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CONCLUSIONES

Las particulas intranucleares observadas en las tres especies de briofitas estan formadas por
ribonucleoproteinas, por lo que, podemos afirmar que los granulos de Lacandonia estan

presentes en los nucleos de las briofitas.

Los granulos se forman a partir del plegamiento de una o mas FPC y se distribuyen en el

espacio peri e intercromatiniano.

Los resultados sugieren que los granulos de Lacandonia contribuyen a la organizacion
espaciotemporal de los factores que participan en el procesamiento de ARN mensajero en

los subcompartimentos nucleares.

Los factores que participan en el procesamiento del ARN mensajero estd presente en el

reino vegetal desde al menos hace 420 m.a.

PERSPECTIVAS

Buscar si los factores que participan en el procesamiento del ARN mensajero estan
presentes en grupos de algas verdes (caroficeas), que representan linajes de los cuales

descienden las plantas terrestres.

Buscar caracteristicas citoquimicas de los granulos de Lacandonia.

Analizar si el nimero de granulo de Lacandonia depende del tipo de célula y del estado

funcional.
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