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1. Resumen

El nucléolo es la estructura mas prominente dentro del nicleo de células eucaridticas.
Su funcidon mas conocida es la de sintetizar y procesar el RNA ribosomal asi como
ensamblar las subunidades de los ribosomas; sin embargo, recientemente se han
descubierto muchas otras funciones nucleolares que resultan fundamentales para el

funcionamiento celular.

El nucléolo es una estructura sine qua non del dominio Eucarya. A pesar de lainmensa
importancia celular del nucléolo, a la fecha no existe un consenso sobre la cantidad
de componentes subnucleolares ni de las funciones que se realizan en cada
componente, ni siquiera en cuanto a su funcibn mas estudiada: la biogénesis de

ribosomas.

Ultraestructuralmente, se han descrito tres componentes morfologicos: centros
fibrilares (FCs), componente fibrilar denso (DFC) y componente granular (GC).
Algunos autores han propuesto que los nucléolos de plantas, protistas, hongos,
invertebrados y anamniotas son bipartitas, es decir, que solamente tienen dos de los
tres componentes y que carecen de centros fibrilares. La distribucion de los
componentes nucleolares varia en distintos tipos celulares mostrando grandes

diferencias, por ejemplo, entre nucléolos de células vegetales y animales.

Ginkgo biloba es la Unica especie viva de la division Ginkgophyta, por lo que se ha
catalogado como un “fésil viviente”. Es por esto, que el objetivo del presente trabajo
es observar, analizar y describir el nucléolo de esta planta. Con este fin, se tomaron
muestras de meristemos foliares de G. biloba y se procesaron con la técnica
convencional para microscopia electrénica de transmision (TEM), se obtuvieron cortes
semifinos y cortes ultrafinos que se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de

plomo para su observacion en el TEM.

Las imagenes obtenidas nos muestran que el procedimiento; desde la toma de la
muestra bioldgica, su procesamiento, la obtencion de los cortes, el contraste, la

observaciéon en el TEM, hasta la captura de la imagen se realiz6é correctamente.



A partir de este estudio se concluye que las células de Ginkgo biloba son
heterogéneas, de aproximadamente 20 micras de diametro. El nucleo es central,
grande y reticulado; de alrededor de 5 micras de diametro y contiene granulos de

Lacandonia.

El nucléolo es central, redondo y reticulado; con un didmetro de 1 a 2 micras; contiene
intersticios nucleolares; es tripartita, ya que contiene los tres componentes
nucleolares: componente fibrilar denso, centros fibrilares y componente granular. Los
centros fibrilares son prominentes y heterogéneos. El componente dominante es el

fibrilar denso.



2. Introduccioén

2.1. El nucléolo
El nucléolo es la estructura mas prominente dentro del nucleo de células eucaridticas

(fig. 1). Es el sitio de sintesis, procesamiento y ensamblaje de las subunidades de
rRNAs (Alberts et al., 2008).
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Figura 1. Micrografia electrénica del nucléolo de fibroblasto humano A) Micrografia del nacleo B)
Micrografia del nucléolo (Alberts et al., 2008) C) Esquema de los tres componentes nucleolares
(Carmo et al., 2000).

Formado por un gran agregado de macromoléculas como los genes que codifican al
rRNA, precursores de rRNAs, las subunidades de rRNAs maduras, enzimas
procesadoras del rRNA, snoRNPs, proteinas ribosomales y ribosomas parcialmente
ensamblados (Alberts et al., 2008).



El nucléolo es una estructura sine qua non del dominio Eucarya. El Unico organismo
con nucleo que durante mucho tiempo se considerd carente de nucléolo era Giardia
lamblia, un parasito unicelular perteneciente a linajes de eucariota tempranamente
divergentes. Recientemente, con técnicas de citoquimica molecular moderna
(inmunocitoquimica e hibridacion in situ) a nivel ultraestructural, se demostré la
presencia de nucléolo en los nucleos de Giardia, aunque la primera evidencia de la
presencia de esta subestructura ribonucleoproteica en este organismo unicelular

binucleado fue la técnica de tinciobn de plata para nuclear | @

envelope .
organizador nucleolar, visualizada tanto a nivel de 9.
nucleolus
micrsocopia de luz como a nivel de microscopia ® &, preparation
for mitosis
electronica de transmision. El nucléolo de Giardia es el ®
nucléolo mas pequefio que se conoce en la naturaleza .
con un diametro de dimensiones que se encuentran en .
el limite de resolucion de la microscopia de IUZ  nuceolar prophse
.y , dissociation a
(Jiménez-Garcia et al. 2016). §
metaphase
Durante la interfase, el nucléolo se encuentra bien ansphase
definido, pero durante la mitosis al condensarse los Gloilinee
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durante la telofase a partir del organizador nucleolar nuceolar /:is
. association °
(NOR) (fig. 2). o Siesstion
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Q

et al., 2008).

Figura 2. Fusion nucleolar
(Alberts et al., 2008).




La estructura y funciones nucleorlares han sido estudiades mediante muy diversas
técnicas, como anclaje de proteinas nucleolares a proteinas fluorescentes,
aislamiento y purificacion de nucléolos, analisis protedmico mediante espectrometia
de masas, microscopia electrénica de transmision y de barrido (Fig. 3). El movimiento
secuencial del rRNA a través de los subcompartimentos FC, DFC y GC se ha
demostrado adicionando pulsos cortos de nucleétidos halogenados a las células,
mostrando al rRNA naciente en las uniones FC-DFC desplazandose hacia las
regiones de GC (Lam et al., 2005).
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Transmission electron microscopy

Nucleolus
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© Journal of Cell Science 2006 (118, pp. 1335-1337)

Figura 3. Diferentes técnicas que se han utilizado para estudiar el nucléolo (Lam et al., 2000).

El nucléolo es un organelo dinamico y multifuncional que participa en varios procesos
vitales. Ademas de la sintesis de ribosomas, tiene un papel fundamental en la
regulacion del ciclo celular, censado y reparacion de dafio al DNA, control del

envejecimiento celular, actividad de telomerasa y metabolismo telomérico, vias de
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exportacion nuclear, procesamiento de los mMRNAs y RNAs no codificantes,
modificaciones de las ribonucleoproteinas pequeiias nucleares (RNPs) y coordinacion
de la respuesta celular al estrés (Olson et al., 2002; Villegas et al., 2018). Esta
involucrado en la biogénesis de la mayoria de las particulas ribonucleoproteicas
(RNPs) (Thiry et al., 2005).

Recientemente, se ha descrito al nucléolo como el eje central organizador de muchas
funciones nucleares; con un constante intercambio de proteinas y acidos nucleicos
entre el nucléolo y el nucleoplasma. Entre estas funciones, se incluyen la organizacion
tridimensional del genoma, la respuesta al estrés, reparacién y recombinacién de
DNA, regulacién de la transcripcién, mantenimiento telomérico y otras funciones

celulares esenciales (larovaia et al., 2019).

El nucléolo es visible en el microscopio Optico con contraste de fases o contraste
diferencial de interferencia (DIC), o en microscopia de fluorescencia si se expresa una

proteina fluorescente anclada a una proteina nucleolar (Lam et al., 2005).

Gracias a su densidad y estructura robusta, es posible purificar y aislar los nucléolos,
manteniendo la morfologia y tamafio muy similares a los observados en células vivas,

incluso manteniendo cierta actividad transcripcional (Lam et al., 2005).

A partir de la purificacion de nucléolos de diferentes lineas celulares se ha realizado
una base de datos de las proteinas nucleolares humanas, donde se encuentran
alrededor de 50,000 péptidos contenidos en aproximadamente 4,500 proteinas
(Ahmad et al., 2009).

Entre las proteinas nucleolares se han encontrado algunas que no parecen tener
relacion con la biogénesis de subunidades ribosomales, por ejemplo; proteinas
relacionadas con la regulacion del ciclo celular, reparacion de dafio al DNA, vy
procesamiento del MRNA. La existencia de estas proteinas nucleolares es consistente
con la idea de que el nucléolo tiene otras funciones ademas de la generacion de las
subunidades de rRNA (Lam et al., 2005).

La forma del nucléolo varia dependiendo del tipo celular. En levaduras el nucléolo se

ve como una sola estructura con forma de medialuna junto a la envoltura nuclear y
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ocupa mas de un tercio del nucleo. En levaduras se producen en promedio 40
ribosomas por segundo, por lo que deben exportarse del nucleo 80 subunidades

ribosomales (Fonseca et al., 2000).

En las células animales y vegetales, los nucléolos son estructuras muy dindmicas
mostrando una gran variabilidad dependiendo de la actividad. Nucléolos muy activos
son grandes, con muchos FCs, DFC y GC. En cambio, células quiescentes o con
nucléolos inactivos por interrupcion transcripcional tienen nucléolos pequefios y
compactos, donde los componentes morfolégicos tienden a segregase en bloques
adyacentes (Shaw y Jordan, 1995).

2.2. Los componentes nucleolares

A pesar de la inmensa importancia celular del nucléolo, y de la gran cantidad de
publicaciones sobre su estructura, composicion y funciones, a la fecha no existe un
consenso sobre la cantidad de componentes subnucleolares ni de las funciones que
se realizan en cada componente, ni siquiera en cuanto a su funcién mas estudiada: la

biogénesis de ribosomas.

La mayoria de los autores coinciden en que, ultraestructuralmente el nucléolo de la
mayoria de las células eucaribticas consta de tres componentes morfolégicos: centros
fibrilares (FCs), componente fibrilar denso (DFC) y componente granular (GC) (fig. 1
y 3) (Jiménez y Merchant, 2003). Sin embargo, otros autores como Thiry y
colaboradores (2005) plantean que muchos nucléolos eucariontes son bipartitas, es
decir; que solo contienen dos de los tres componentes nucleolares (DFC y GC), a
partir de sus observaciones proponen que el tercer componente (FC) surgi6 en la
historia evolutiva en la transicién entre amniotas y anamniotas. De esta forma, segun
esta propuesta, los nucléolos de reptiles, aves y mamiferos son tripartitas (con los tres
componentes); mientras que plantas, protistas, hongos, invertebrados y anamniotas

tienen nucléolos bipartitas.
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Los FCs estan formados por fiboras de 5 nm de grosor semitransparentes a los
electrones, el DFC se conforma por abundantes fibras electrodensas de 4 a 8 nm de

espesor, y el GC por granulos de 15 a 20 nm de didmetro (Segura, 1996).

En cuanto a las funciones de los componentes subnucleolares, se ha reportado que
los FCs se encuentran multiples copias de los genes para rRNAs, organizados en una
0 mas secuencias tdndem en los loci denominados regiones organizadoras
nucleolares (NORs). De todos los genes de rRNAs, solo algunos se encuentran
activos, estos se encuentran generalmente en la periferia de los FCs, extendiéndose
hacia el DFC. Los transcritos nacientes de rRNA se alejan del DNA templado y se
detectan primero en el DFC y después en el GC. La biogénesis de los rRNAs involucra
una serie compleja de modificaciones post-transcripcionales, los pre-rRNAs iniciales
residen en el componente fibrilar denso, mientras que los eventos de procesamiento
tardio ocurren en el GC, formado por numerosos granulos de aproximadamente 15
nm. Finalmente, los pre-rRNAs son translocados al citoplasma a través de los poros
nucleares (Fonseca et al., 2000). Sin embargo, la localizacién de los sitios de
transcripcion del rDNA es motivo de controversia, dependiendo del autor ocurre en los
FCs, en el DFC, en la interfase FC-DFC, o en una combinacion de estas tres opciones
(Raska, 2003). La actividad transcripcional de los genes de rDNA, detectada después
de la incorporacion de Br-UTP, se ha localizado solamente en la periferia de los FCs,
en el DFC y principalmente en la transicion entre estas dos regiones (Saez-Vasquez
y Medina, 2008).

2.3. El nucléolo vegetal
Los nucléolos de células vegetales también han sido estudiados, incluso hay una base
de datos de las proteinas nucleolares de  Arabidopsis thaliana
(http://bioinf.scri.sari.ac.uk/cgi-bin/atnopdb/home) donde se encuentra informacion de
las 217 proteinas nucleolares identificadas mediante andlisis prote6micos de

nucléolos aislados de cultivos celulares de Arabidopsis (Brown et al., 2005).

La distribucion de los componentes nucleolares varia en distintos tipos celulares. En
los nucléolos de células meristematicas vegetales, mas del 50% esta formado por
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DFC, solo el 1% es FC y el resto es GC e intersticio nucleolar. En cambio, en nucléolos
activos de cultivos celulares de mamiferos, el 17% es DFC, el 25% es FC y el 75% es
GC (Séez-Vazquez y Medina., 2008).

En plantas se han reportado dos tipos de FCs: los homogéneos (similares a los de
células animales), que presentan una alta actividad y fibras de cromatina
descondensada; y los heterogéneos, con una baja actividad y ademas de contener
estas fibras, contienen regiones densas formadas por cromatina condensada. El RNA
parece no estar presente en los FCs, mientras las proteinas son su principal
componente. Los centros fibrilares heterogéneos son pocos y grandes, y se asocian

con una baja tasa de transcripcion nucleolar (Risuefio et al., 1982).

El intersticio nucleolar es caracteristico de nucléolos vegetales con una alta actividad
transcripcional y de procesamiento, caracteristico de células en proliferacién en fase
G2 (Saez-Vazquez y Medina., 2008).

2.4. Ginkgo biloba

Ginkgo biloba es una planta gimnosperma, perteneciente a la division Ginkgophyta,
considerada un “fosil viviente” ya que los organismos de este grupo se originaron en
el periodo pérmico, hace mas de 200 millones de afios, fueron muy abundantes y
diversos en la era mesozoica y actualmente esta especie es la Unica representante de
este grupo. Se ha catalogado como la segunda especie gimnosperma mas importante
de preservar, debido a su alto valor de EDGE (Evolutivamente Distintivo y en Peligro
de Extincion Global, por sus siglas en inglés), Wollemia nobilis tiene el primer lugar
(fig. 4) (Forest et al., 2018).

Ginkgo biloba es un arbol grande, de hoja caduca que alcanza hasta 30 metros de
altura, con distintivas hojas verdes bilobuladas, algo coridceas, en forma de abanico,
con venas divergentes (casi paralelas). Las hojas se vuelven de color amarillo brillante
en otofio. Son plantas dioicas (los individuos masculinos o femeninos). Por lo general,

los viveros venden solo arboles masculinos, porque los arboles femeninos producen
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semillas envueltas en cubiertas carnosas similares a frutos que al madurar caen al

suelo y se abren emitiendo un olor desagradable (www.missouribotanicalgarden.orq).

cassonrerous| peamian | trmssic | wmassic | cremaceous | pacocene | X5 |

GINKGOALES
Ginkgoaceae Cycadaceae 1 5

CYCADALES
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TR TR T e
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|

L IRY T R LR
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1
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| I I I | [ | I I
Ma 300 250 200 150 100 50 0 -10-5 0 5

Figura 4. Arbol filogenético de las gimnospermas, basado en regiones de DNA plastidico y nuclear,
comparando 923 especies. Se indica el valor de EDGE para cada una. Ginkgo biloba tiene el segundo
lugar de EDGE vy el primero de ED (Forest et al., 2018).
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El ntcleo de Ginkgo biloba se ha estudiado a nivel ultraestructural, donde ser reportd
la presencia de granulos de Lacandonia, como los reportados en Lacandonia
schismatica, sugiriendo la presencia de caracteristicas y funciones nucleares
especificas de células vegetales que aun no se han descrito. Estos granulos son
particulas de RNP que se cree estan involucradas en el metabolismo intracelular del
MRNA, en su almacenamiento y/o transporte, asi como en los ultimos pasos del

procesamiento del pre-mRNA (Jiménez et al., 2002).

En plantas, se han encontrado dos tipos de nucleo dependiendo del acomodo de la
heterocromatina: cromocéntrico y reticulado. El nucleo de G. biloba es reticulado
(Jiménez et al., 2002).

El nucléolo de G. biloba se ha logrado observar por microscopia de fuerza atomica,
permitiendo distinguir el componente fibrilar denso del componente granular (Jiménez
et al., 2020).
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3. Justificacion

Debido a la gran importancia evolutiva y funcional del nucléolo, en nuestro grupo de
trabajo, estamos interesados en identificar las diferencias y similitudes en los
nucléolos de distintos grupos taxondmicos del dominio Eucarya. Ginkgo biloba es la
Unica especie viva de la divisién Ginkgophyta, por lo que se ha catalogado como un
“fosil viviente”, todo estudio de biodiversidad vegetal, debe incluir a esta planta. Es por

esto que resulta fundamental observar, analizar y describir el nucléolo de esta planta.

4. Objetivo

e Observar, analizar y describir el nucléolo de Ginkgo biloba a nivel

ultraestructural.

4.1. Objetivos Particulares

e Observar el nucléolo de G. biloba a nivel ultraestructural mediante microscopia
electronica de transmision.

e Identificar si en el nucléolo de G. biloba estan presentes todos los componentes
nucleolares: componente fibrilar denso, componente granular y centros

fibrilares.

e Realizar un andlisis y descripcion de la ultraestructura de este nucléolo.

17



5. Metodologia

Las zonas cercanas a los meristemos foliares de Ginkgo biloba se procesaron para su
observacion en el microscopio Optico y electronico. La metodologia realizada se

resume y esquematiza en la figura 5 y se detalla a continuacién.

Obtencién del material biolégico
Zonas cercanas a meristemos foliares de G. biloba.

R 4

Fijacion
Paraformaldehido 4% / Glutaraldehido 6%

A 4

Postfijacion
Tetradxido de osmio 1%

4

Deshidratacion
Incremento gradual de la concentracion de etanol

\ 4

Agente Intermediario
Oxido de propileno

. 2

Inclusion
Resina epoxica
_a\ ! poxi /\\,A
= )
e X e
Cortes semifinos ~400 nm Cortes ultrafinos ~60 nm
Al omiing Contraste
Acetato de uranilo y citrato de plomo

\ 4 ¥

Observacion en el
microscopio optico

Observacion en el TEM

Figura 5. Esquema de la metodologia seguida en el presente estudio.
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5.1. Obtencién del material biolégico
Se utilizaron muestras de zonas cercanas a los meristemos foliares de Ginkgo biloba
(fig. 6), éstas se procesaron para su observacion en el microscopio optico y electronico

como se detalla a continuacion.

5.2. Procesamiento del material bioldgico
Fijacion: Las muestras biolégicas se cortaron con una navaja en fragmentos
pequefios de aproximadamente 1 mm, inmediatamente después se colocaron en
solucion fijadora. Esta solucion contenia 6% de glutaraldehido y 4% de

paraformaldehido en buffer fosfatos salino pH 7 (PBS).

Las muestras se dejaron en esta solucién en frasco tapado durante 48 horas a

temperatura ambiente.

Posteriormente se retird el exceso de solucion fijadora con 5 lavados de agua milli Q

de 5 minutos cada uno.

Postfijacion: Una vez retirada el agua del ultimo lavado se agrego tetradxido de osmio

al 1%. Se dejo tapado y a temperatura ambiente durante 24 horas.

Deshidratacion: Se retird la solucién de tetradxido de osmio y las muestras se
deshidrataron gradualmente con soluciones crecientes de etanol (30, 50, 60, 70, 80,
90, 96 y 100%). Las muestras se dejaron 10 minutos en cada solucion, al terminar se

hicieron otros dos lavados con etanol al 100%.

Agente intermediario: Se retird la solucidon de etanol y se realizaron 3 cambios de 5

minutos con 6xido de propileno.

Inclusion: El éxido de propileno se sustituy6é con una mezcla 2:1 de 6xido de propileno
y resina epoxica (EMbed 812) y las muestras se dejaron en esta solucion durante 2.5
horas. Luego se sustituy6 por una mezcla 1:1 de 6xido de propileno y resina epoxica
y se dejaron en esta solucion por 76 horas. Posteriormente se dejo6 el frasco destapado
durante 24 horas para permitir la evaporacion del 6xido de propileno y el aumento

gradual de la concentracion de resina.
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Luego las muestras fueron transferidas a moldes previamente cubiertos con resina y

se incubaron a 60 °C durante 48 horas para permitir la polimerizacion.

De esta forma, se obtuvieron bloques con material fijado que se pueden almacenar
indefinidamente a temperatura ambiente para posteriormente realizar cortes y estudiar

el material bioldgico con diferentes técnicas de microscopia.

5.3. Corte, contraste y observacion en el microscopio 6ptico
Preparaciéon del bloque: Con el fin de obtener cortes para su observaciéon al
microscopio, se formé una piramide en cada bloque con material fijado, para esto se
colocé en un soporte y se retalld manualmente con una navaja de rasurar hasta darle
forma de pirdmide dejando arriba una base en forma de trapecio de aproximadamente

1 mm de longitud justo encima del material biolégico.

Corte: Utilizando un ultramicrotomo y cuchillas de vidrio de 2.5 cm y 45 °C, en un
angulo de 4 °C entre la vertical y la cara anterior de la cuchilla se realizaron cortes
semifinos de aproximadamente 300 nm de grosor que se deslizaron sobre la superficie

del agua de la barquilla de la cuchilla.

Contraste: Los cortes fueron recogidos de la superficie del agua con un asa de cobre
para colocarlos sobre un portaobjetos donde se adhirieron al exponer la parte inferior
del portaobjetos al calor generado por un mechero de alcohol. Posteriormente se
contrastaron con el colorante paragon adicionando una gota de colorante, luego
exponiendo unos instantes al calor del mechero, dejando enfriar y enjuagando con

agua destilada para finalmente observar la preparacioén en el microscopio éptico.

Preparacion del colorante paragon (Arenas, R. 2008):

e Azul d toluidina 0.3569g
e Fucsina basica 0.135g
e Alcohol etilico 30% 50mL

e Alcohol isopropilico al 70% (como fijador)

Finalmente, las muestras se observaron al microscopio optico.
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5.4. Corte, contraste y observacion en el microscopio electronico
de transmision (TEM)
A partir de las observaciones de los cortes semifinos de buena calidad, se trabajo

sobre ese mismo bloque con la piramide ya formada para obtener cortes para observar
en TEM.

Corte: El procedimiento fue muy similar que el de microscopia 6ptica, la diferencia es
gue en este caso los cortes fueron ultrafinos de aproximadamente 60 nm de espesor,

lo que se determind por su color plateado.

Contraste: Los cortes fueron recogidos en rejillas de cobre de 3 mm de didmetro y se
contrastaron colocandolas sobre una gota de acetato de uranilo al 4% durante 20
minutos, después se lavaron con agua destilada y se colocaron sobre una gota de
citrato de plomo al 0.4% durante 10 minutos, se lavaron con agua nuevamente, se
elimind el exceso de agua y se almacenaron a temperatura ambiente hasta su

observacion en el TEM.

Observacién en TEM: Los cortes contrastados se observaron en un Microscopio

Electronico de Transmision 1010 de la marca Jeol a 80 kVs.
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6. Resultados y discusién

6.1. Obtencién del espécimen

A partir de cortes de meristemos foliares de Ginkgo biloba se realiz6 el procesamiento

para su observacion en el microscopio optico y electronico (fig. 6).

Figura 6. Espécimen de Ginkgo biloba de los jardines de la Facultad de Ciencias, UNAM.

5.2 Microscopia Optica

Con el fin de observar de manera panoramica la muestra de tejido vegetal, primero se
realizaron cortes semifinos de aproximadamente 300 nm de espesor, se contrastaron

con azul de toluidina y se observaron en el microscopio optico (fig. 7).

En la figura 7A podemos observar una serie de cortes semifinos captados en una gota

de agua, fijados y contrastados.

En la figura 7B observamos una regién de células meristematicas que se caracterizan
por ser células pequefias, con nucleos grandes y pared celular delgada.
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En la figura 7C se encuentra una region de células que a pesar de ser cercanas a los
meristemos foliares, tiene ya un alto grado de diferenciacion, mostrando varios tipos

celulares que varian tanto en la forma exterior como en el contenido intracelular,

evidenciando diferentes roles biolégicos.

Figura 7. Fotomicrografias de cortes semifinos de regiones cercanas a los meristemos foliares
de Ginkgo biloba tefiidos con azul de toluidina. A) Serie de cortes semifinos, B) Células
meristematicas y C) Vista panoramica de una zona con células ya diferenciadas donde se
observan diversos tipos celulares.
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5.3 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Con el fin de estudiar los nucléolos a nivel ultraestructural, se obtuvieron cortes
ultrafinos de alrededor de 60 nm de espesor que fueron contrastados con acetato de

uranilo y citrato de plomo y observados en el TEM (fig. 8 — 15).

Las imagenes a bajos aumentos nos muestran células heterogéneas, de

aproximadamente 20 micras de diametro (fig. 8).

Figura 8. Micrografias electronicas de G. biloba donde se observa la heterogeneidad celular.
Nucleo (N), nucléolo (n), vacuola (V), pared celular (P).

Al enfocar en una sola célula, identificamos claramente diversos componentes
subcelulares (nucleo, nucléolo, mitocondrias, cloroplastos, vacuolas, vesiculas, asi

como vesiculas con material electrodenso que muy probablemente contienen taninos)
(fig. 9).

En varias de las imagenes obtenidas se puede apreciar el contenido vacuolar, lo cual
es un indicativo de buena preservacion del material biologico (fig. 9 y 10).
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Figura 9. Micrografias electrénicas de células de G. biloba donde se pueden observar los
diferentes componentes subcelulares. Nucleo (N), nucléolo (n), vacuola (V), pared celular (P),
cloroplasto (cl), vesiculas con posibles taninos (t).
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Con un mayor acercamiento, podemos ver con mayor detalle el ndcleo celular,
apreciando que las células de G. biloba tienen un nucleo central, grande y reticulado,
de aproximadamente 5 micras de diametro y con abundantes granulos de Lacandonia,

lo que concuerda con lo reportado previamente (Jiménez., et al 2002) (fig. 9-15).

Encontramos varios nucleos donde no se observé el nucléolo, lo cual seguramente se

debidé a que esta region subnuclear no estaba en ese plano del corte (fig. 10). Sin

embargo, también se encontraron nucleos con varios nucléolos (fig. 13 a).

Figura 10. Micrografias electronicas de un nucleo celular de G. biloba observado a diferentes
aumentos. Nucleo (N), vacuola (V), pared celular (P).
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En el ndcleo se observan claramente los granulos de Lacandonia cuyo diametro se ha
reportado de 32 nm (Jiménez., et al 2002), esto resulta muy notorio al compararlo con
el tamafo de las particulas ribosomales que se encuentran en el citoplasma (fig. 11).

Con una mayor magnificacién podemos apreciar con detalle el nucléolo, que es el

objeto de estudio de este trabajo, y es la estructura mas prominente dentro del nucleo.

Los nucléolos observados son redondos, centrales y reticulados, con un diametro de

1 a 2 micras, en los que predomina el componente fibrilar denso (fig. 11-15).

Figura 11. Micrografias electrénicas del nucléolo de G. biloba. Nucleo (N), nucléolo (n), cuerpo
de Cajal (CB), cromatina compacta (Cr), componente fibrilar denso (DFC), componente
granular (G), — ribosoma, ----— granulo de Lacandonia. Esta imagen es un acercamiento al
nucléolo de la figura 9B.

Son nucléolos tripartitas ya que se aprecian los tres componentes nucleolares
(componente granular, componente fibrilar denso y centro fibrilar), en los que domina
el componente fibrilar denso. Los centros fibrilares son prominentes y heterogéneos,

es decir, rodeados por cimulos de cromatina compacta (fig. 12, 13, 14 y 15).
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Figura 12. Micrografias electronicas del nucléolo de G. biloba. Nucleo (N), nucléolo (n), cuerpo
de Cajal (CB), cromatina compacta (Cr), componente fibrilar denso (DFC), centro fibrilar (FC),
componente granular (G).
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En la figura 12 podemos distinguir un cuerpo de Cajal, que podemos identificar debido

a su forma, tamano, densidad, estructura fibrilar interna.

Figura 13. Micrografias electrénicas de un nucleo de G. biloba con dos nucléolos, mostrando
diferentes acercamientos de un nucléolo. Nucleo (N), nucléolo (n), cromatina compacta (Cr),
componente fibrilar denso (DFC), centro fibrilar (FC), componente aranular (G).
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Figura 14. Micrografias electronicas de una célula de G. biloba donde se observa el nucleo (N),
el nucléolo (n), el componente fibrilar denso (DFC). el componente aranular (G) v el centro fibrilar
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Figura 15. Micrografias electronicas de un nucléolo de G. biloba. Nucleo (N), nucléolo (n),
componente fibrilar denso (DFC), componente granular (G) y centro fibrilar (FC).
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En las figuras 16, 17 y 18 podemos observar con mayor detalle el componente

granular, estos nucléolos con gran cantidad de este componente nos indican una alta

sintesis ribosomal.

Figura 16. Micrografia electronica de un nucléolo de G. biloba. Nudcleo (N), nucléolo
componente granular (G).

(n),
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Figura 17. Micrografia electronica de un nucléolo de G. biloba. Nucleo (N), nucléolo (n),
componente fibrilar denso (DFC), componente granular (G), ----— granulo de Lacandonia.

Figura 18. Micrografia electrénica de un nucléolo de G. biloba. Nuacleo (N), nucléolo (n),
componente fibrilar denso (DFC), componente granular (G).
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Como se muestra en la figura 19, también pudimos observar en algunos nucléolos un

intersticio nucleolar.

A

Figura 19. Micrografia electrénica de un nucléolo de G. biloba. Nuacleo (N), nucléolo (n),
componente fibrilar denso (DFC) e intersticio nucleolar (1).
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Finalmente, en la micrografia de la figura 20 podemos apreciar la region del

organizador nucleolar aledafio al nucléolo, asi como un gran cumulo de cromatina

compacta en el centro del nucléolo, ademas se aprecia con mucha claridad el

componente granular.

Figura 20. Micrografia electrénica de un nucléolo de G. biloba. Nacleo (N), nucléolo (n),
componente fibrilar denso (DFC), componente granular (G), centro fibrilar (F), cromatina
compacta (Cr), region del organizador nucleolar (NOR).
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Las imagenes obtenidas mostraron que los nucleos observados de Ginkgo biloba son

reticulados, esto concuerda con lo reportado previamente (Jimenez et al., 2002).

A partir de las imagenes obtenidas, se calculo el area de cada nucléolo y su proporcion
en el area total del ndcleo en cada imagen, mostrando que los nucléolos ocupan en
promedio el 6.6% + 5.2 del area ocupada por el nucleo, si extrapolamos estos
resultados a volumen, obtenemos que aproximadamente el 2.2% del volumen del
ndcleo corresponde al nucléolo, esta baja proporcion explica por qué se encontraron

varios nucleos en los que no logramos identificar al nucléolo (fig. 10).

Los resultados muestran que se realizé un adecuado manejo y procesamiento del
material biol6gico desde la fijacion hasta la observacion en el TEM, como se detalla a

continuacion:

La buena fijacién con glutaraldehido y paraformaldehido se puede apreciar ya que se
pueden distinguir claramente los diferentes compartimentos celulares, sin espacios
translucidos, y las mitocondrias se observan completas, sin porciones vacias ni

fragmentadas.

El tetradxido de osmio no logré contrastar el material, aunque no precipitd; las

imagenes obtenidas por TEM no mostraron contrastadas a las membranas biolégicas.

El material fijado tuvo una total deshidratacion, por lo que no se encontré encogimiento

del tejido en las observaciones al TEM.

La inclusién en resina también fue adecuada, lo que permitié obtener bloques con la

consistencia necesaria para obtener buenos cortes ultrafinos.

El correcto manejo del ultramicrotomo se refleja en que las imagenes obtenidas no

presentaron mellas ni vibraciones.

Por dltimo, las imagenes obtenidas en el TEM no presentaron precipitados de uranilo
ni de plomo, lo que nos muestra que el procedimiento de contraste también se realizé

correctamente.
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7. Conclusiones

Se logr6 procesar adecuadamente las muestras foliares de G. biloba para su
observacion en TEM, a partir de estas se obtuvieron cortes ultrafinos de
aproximadamente 60 nm, se contrastaron y se analizaron en el microscopio

electrénico de transmision.

Los resultados muestran una buena preservacion y observaciéon de las células,
organelos, ndcleos y en particular nucléolos. Ademas, las imagenes no presentan
mellas, ni grandes vibraciones, ni precipitados de los contrastantes. Esto nos indica

gue el material fue procesado y manipulado correctamente.

En los cortes analizados observamos células heterogéneas, de aproximadamente 20
micras de diametro, donde pudimos identificar diversos componentes subcelulares
tales como el nucleo, el nucléolo, mitocondrias, cloroplastos, vacuolas y vesiculas con

taninos.

Cada célula tiene un ndcleo central, grande y reticulado, de un tamafio aproximado de

5 micras de diametro y con abundantes granulos de Lacandonia.

Se confirm6 que el nucleo de Ginkgo biloba es reticulado como se ha reportado para

esta y otras plantas (Jimenez et al., 2002).

El nucléolo es central, redondo y reticulado, con un diametro de 1 a 2 micras, y ocupa
aproximadamente 2.2% del volumen del ndcleo. Ademas, en varios nucléolos se
encontraron intersticios nucleolares. En la mayoria de los nlcleos se observaron uno

o dos nucléolos.

En la composicion del nucléolo se logré identificar el componente fibrilar denso, los
centros fibrilares y el componente granular. Es decir, son nucléolos tripartitas ya que

contienen los tres componentes.

En la mayoria de los nucléolos observados, el componente dominante fue el fibrilar

denso.

Los centros fibrilares son prominentes y heterogéneos, es decir con cumulos

electrodensos de cromatina compacta.
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8. Perspectivas

Las imagenes obtenidas en este estudio se pueden analizar mediante técnicas
informéticas para determinar de manera cuantitativa la fraccién de cada componente

nucleolar.

Las conclusiones obtenidas en este estudio pueden complementarse y corroborarse
mediante otras pruebas especializadas como: la técnica de amina de osmio para
evidenciar las zonas con DNA, una tincion regresiva con EDTA para corroborar las
zonas con ribonudcleoproteinas, una inmunolocalizacién de la RNA polimerasa | para
confirmar su ubicacion nucleolar y elucidar el o los componentes donde se localiza,
también se podria realizar una autorradiografia con bromouridina para demostrar
doénde se estan transcribiendo los genes ribosomales, y hacia donde migran en

diferentes tiempos, para determinar la funcion de las diferentes regiones nucleolares.

Finalmente, seria muy interesante obtener cortes ultrafinos seriados que nos permitan

elaborar una reconstruccion tridimensional de un nucléolo de G. biloba.
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