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1.-RESUMEN

En la presente investigacion se evaluaron, a nivel de microscopia dptica,
los cambios morfolégicos en la estructura nucleolar durante la profase meidtica,
asi como la localizacion de organizadores nucleolares en microsporocitos
primarios de individuos de la leguminosa Prosopis laevigata (mezquite),
provenientes del Valle del Mezquital. Diversos estudios previos donde se hace
uso de las técnicas citogendticas convencionales no suministran informacion
suficiente en relacion a los aspectos anteriores, por lo cual, es necesario el
empleo de metodologias altemativas  y  complementarias  como  las
impregnaciones argénticas, Utiles para la observacién de diversos caracteres

citogencéticos en estudios de biologia comparada.

El seguimiento del grado de compactacion ¥ cuomportamiento de los
cromosomas meioticos permite  establecer una correlaciéon entre algunos
subestadios de la profase meiotica ¥ los cambios que experimenta el nucléolo
cuando sc¢ analiza el namero, dinamica ¥ dimensiones de las HHamadas vacuolas
nucleolares, asi como la localizacion de regiones cromosomicas asociadas a la

estructura nucleolar y estrechamente relacionadas con su formacion.
Asi, fue posible apreciar que durante la profase temprana se forman

pequeiias y numerosas vacuolas. y conforme progresa la meiosis, es decir al

comienzo del paquiteno, se distingue una sola vacuocla de gran dimension, v en



los subestadios tardios nuevamente sc observan vacuolas pequeiias |y
numerosas, que poslcrionﬁentc desaparecerin. Lo  anterior representa el
desarrollo de un ciclo vacuolar que experimenta el nucléolo durantc. toda ' la
profase meidtica, fendmeno no descrito con anterioridad en estudios

citogenéticos para el género Prosopis.

Alternativamente, el empleo de una técnica de impregnacion argéntica
para la profase meidtica permitid apreciar caracteristicas de la topografia del
nucléolo que quizis ¢stén relacionadas con su actividad transcripcional. ademas
de evidenciar a los cromosomas portadores de Ia banda o region NOR, que en

P. laevigata fue identiticada en 1a regidon telomérica de un sélo bivalente.
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2.-INTRODUCCION

Los mezquites son, o fuecron en algunas zonas, ¢l estrato arbdoreo o
arbustivo dominante en muchas regiones dridas y semidridas de México; sin
embargo, a pesar del importante potencial econdmico del género Prosopis, ain
no se han comprendido y explicado satisfactoriamente los patrones de
distribucién y la filogenia del grupo, esio es debido a la variabilidad
morfolagica, a su plasticidad fenologica ¥ a la posible hibridacion en zonas de
simpatria, lo que ha dificultado los trabajos taxonémicos en algunas especics
(Rzedowski, 1988: Galindo er al.. 1992).

A este respecto, numerosos autores han mostrado que los estudios
citogenéticos son una herramienta atil en el esclarecimiento de afinidades
genéricas y especificas, centros de origen, asi como los patrones evolutivos en
especies vegetales (Kenton er a/.. 1986: Grant, 1987: Poggio et al., 1989). Hoy
dia, para algunos citogenetistas. los estudios cariotipicos presentan mayor
interés que los propios cromosomas individuales, pues el complemento
cromosomico bien puede verse como un cariacter especic-especifico que ha
evolucionado por medio de la scleccion natural y por lo tanto. involucraria un
significado adaptativo para la poblacion (Azkue v Jones, 1993: Kenton v
Drakeford, 1989).



De esta manera, los estudios citogenéticos para el-andlisis del cariotipo
involucran la apariencia fenotipica de los cromosomas quc lo hacen unico,
como son: naumero basico, tamafio absoluto y relativo, posicion del centromero,
distribucion y tamaiio de segmentos hetero y eucromaticos, asi como el namero
y posicion de satélites; esta estructura se cncuentra separada del resto del
cromosoma por una constriccion secundaria (CS) que puede corresponder a la

regidn del organizador nucleolar (Funaki e¢ al., 1975).

_ En este sentido, la busqueda de marcadores genéticos y citogenéticos se
presenta como un foco de atencion relevante en estudios comparativos inter e
intraespecificos; asi, la caracterizacion cada vez mas detallada de la dinamica
nuclear, la organizacion del ADN en los cromosomas ¥ el comportamiento de
otras estructuras nucleares asociadas, suministran nuevas evidencias o
caracteres a considerar en los estudios filogenéticos, evolutivos y comparativos

(Hamal, 1986; Langer y Koul, 1983).

En efecto, existen numerosos estudios en nacleos de células animales y
vegetales que describen las caracteristicas y topografia del nucléolo. su talla v
forma, asi como la dinamica de estructuras intranucleolares vistas como
espacios claros (Chouinard, 1965; Johnson, 1969. De Barsy er af., 1974, Love
v Waish, 1968; Moreno Diaz de la Espina er al/., 1980): sin embargo. dentro del
género Prosopis no existen reportes que analicen la dinamica del nucléolo v los

estudios citogenéticos se han limitado al analisis del cariotipo en células



somsticas y otros aspectos del comportamiento cromosomico en células

germinales (Solbrig er al., 1977, Hunziker ef at.. 1986; Tapia er al., 1995).

La ausencia de estudios que analicen el comportamiento de! nucléolo y
estructuras accesorias y la posible relacion con los cambios conformacionales
dramiticos que expernimentan los cromosomas en profase meidtica en especies
del género Prosopis. se explica en parte por la escasa atencion que sc ha
prestado en el nivel citogenético de estas especies de uso potencial maltiple y
bajo recomendacion de mejora genética, ¥ por otra, a la ausencia de
metodologias adecuadas que  permitieran la  visualizacion,

los sutiles cambios que experimenta la topogratia

empleando

microscopia optica, de
nucleolar durante el progreso de la profase meidtica temprana. Tal panorama
viene en parte a ser resuelto por la utilizacion de metodologias alternativas que
facilitan un mapeo fisico de estructuras anteriomente no consideradas en los
estudios de citogenética basica. en particular en especies que presentan tallas
cromosOmicas tan pequefias como las exhibidas por las especies del geénero
Prosopis (0.6-1.23 pm) (Hunziker ez /., 1986. Tapia er al/..1992).

En efecto, es necesario profundizar en el estudio de caracteres
morfolégicos y/0 marcadores genéticos que ayuden a una mas precisa
caracterizacion en la identificacidon de poblaciones del género. Por ejemplo, un
caracter citogenético de gran utilidad en el establecimiento de un mapeo fisico
cromosomico v de la estructura basica del cariotipo. son las regiones del

organizador nucleolar (NOR, por sus siglas en inglés): por otro lado, ¢l estudio




detallado de un organclo estrechamente relacionado con estas regiones, ¢s el
nucléolo, en cuyvo interior se ha detectado la presencia de cuerpos claros
referidos como vacuolas nucleolares (Jordan y Cullis, 1982), La caracterizacién
del nucleolo en retacion a los cambios que experimenta en su interior permite
establecer algunas correlaciones con la  conducta del complemento
cromosomico meiotico incluyendo drasticos cambios en su morfologia ¥
bioquimica. con los cuales se intenta explicar la compleja dinamica del nacleo

meidtico que aun dista de ser clara (Jordan, 1987: 1991).

Por otra parte. la identificacion de los cromosomas que portan las
regiones del organizador nucleolar (cromosomas nucleolares) es relevante pues
¢€stos tienen un papel importante en ¢! complemento cromosémico, ya que tales
regiones se encuentran localizadas en regiones cspecificas de cromosomas
especificos. lo que les confiere confiabilidad como caracteres a comparar pues
su nuamero. asi como su ubicacién, ¢s variable de especie a especie ¥ en
ocasiones coincide con la constricecion sccundaria (Funakt ef af . 1975, Hamal,
1986). Sin embargo. la presencia de estas regiones no siempre se detecta
facilmente en cromosomas metafasicos: este impedimento se acentiia sobre
todo, si los cromosomas son pequeiios v ¢l genoma de la especie en cuestion ha
sido poco estudiado. Las regiones NOR han sido descritos sé6lo en pocas
especies vegetales. algunos mamiferos. insectos. anfibios v en ciertos peces, a
condicion de que las tallas cromosomicas sean grandes. pues en complementos
con tallas cromosomicas pequedias los resultados han sido en general poco

satisfactorios (Funaki er a/., 1975 Walter v Bertke, 1979).



En reclacién a su utilidad en estudios taxonémicos, la region organizadora
nucleolar ha sido tomada como un cardcter auxiliar para ¢l estudio de genomas
en poblaciones emparentadas (Kohimann, 1993); por otra parte, en individuos
de origen hibrido se ha notado que cambia de posicion como resultado de la
remodelacion cromosOmica. fenomeno  bastante coman en la  especiacion
vegetal. También se ha observado en estos mismos individuos, fusiones de
estas regiones, aumento de tamaiio, su inhibicidon completa o parcial, asi como
la pérdida en uno de los cromosomas homologos (Pelling v Beermann, 1965
Schubert, 1984 Cuiiado er «/.. 19835). Todo lo anterior justifica que el analisis »
seguimicnto del nucléolo v de las regiones NOR scan considerados como
caracteres valiosos para ¢l estudio inter ¢ intracspecifico. en particular, ¢n
aquellas poblaciones que coexisten en zonas de simpatria (zonas hibridas)
(Kohlmann, 1993). En otra perspectiva, el andlisis de las regiones NOR es
importante en la hipotesis de evolucion del cariotipo en especies vegetales al
proponer ¢l numero cromosomico basico. partuendo de la suposicion de que las
especics diploides poseen tan solo un par de cromosomas organizadores
nucleolares, y de acuerdo al niumero de regiones nucleolares. se determina su

poliploidia ¥ se obtiene su numero basico (Walter v Bertke, 19793,

La regidn organizadora nucleolar ha llamado la atencion de citogenetistas
v bioquimicos debido a su relacidon con el nucléolo (Hofgiirtner et al., 1979:
Stahl er a/.. 1991; Jordan, 1991). En efecto una region NOR esta estrechamente

vinculada a la nucleologénesis, es decir. con los eventos involucrados en el



origen y formacion del nucléolo, asi como aquellos cambios que experimenta
en su interior (Ochs er al.. 1985). Tales fendémenos, asi como su asociacion con
cromosomas especificos en los diferentes estadios del ciclo celular, pueden ser
estudiados en células germinales, porque durante 1a profase meidtica los pares
de cromosomas homologos se elongan lo suficiente para ser bien caracterizados
v sus particularidades morfoldgicas analizadas, incluso con microscopio optico
(Stahl er al.. 1991 Tapia er al.. 1995).

Cabe recordar que en la meiosis. un ciclo de replicacion de ADN es
seguido por dos ciclos de segregacion cromosémica. Después de 1a replicacion
premeiotica de ADN, los cromosomas homodlogos sufren ¢! fenomeno de
sinapsis ¥ experimentan altos niveles de recombinacion. En la primera division
meiodtica los cromosomas homologos se muceven a polos opuestos: en la
segunda division meiotica, las cromitidas hermnanas se separan y segregan. Este
es ¢l mecanismo general por el cual se efectia Ia transicion de la fase diploide
(2n) a la fase haploide (n) del ciclo de vida de los organismos que se
reproducen sexualmente (Bhargava ef al/.. 1992 Loidl. 1991, Winking er al..
1993). Asi. la meiosis resulta en la produccion de cuatro células hijas haploides
a parur de una celula diploide. Lo anterior es esencial para la adecuada funcion
de la meiosis, pues compensa asi la duplicacion cromosdamica producto de la
fertilizacion en organismos de reproduccion sexual (Carpenter, 1988, Loidl
1991).




L.a dinamica de la mayoria dc los eventos propios de la meiosis es
aprcciable bajo el microscopio optico: para las células vegetales se han
desarrollado diversas metodologias y técnicas enfocadas particularmente a la
visualizacién y analisis de las caracteristicas morfologicas v el comportamiento
de los cromosomas meiaticos, que en general involucran el aplastado (squash)
de nticrosporocitos primarios ¥ su tincion con colorantes tales como ¢l carmin v
ia orceina (Garcin, 1990). Sin embargo. la necesidad de particularizar ciertos

aspectos Citogenaticos nagc

thles con ¢l empleo de tecnicas convencionales o
bien que no suministren evidencias suficientes, hace necesano proponer e
implementar mecetodologias  alternanvas  v/o complementarias como  la
impregnacion argéntica, cuya especificidad radica en la afinidad de las sales de
plata hacia algunos componentes del nuacleo celular como son ciertas regiones
del nucléolo y los NORs (Bloom y Goodpasture, 1976, Fletcher, 1979; Loidl ¥
Grzilhuber, 1983; Dolezel er al., 1989).

El uso de metodologias, come la utilizada en este trabajo, facilita la
visualizacion a nivel de microscopia optica del nicleo meidtico de una especic
vegetal. suministrando valiosa informacién de su dinamica. incluido el
cuomportamiento cromosomico, su organizacion y ubicacion de las regiones
NOR. caracteres citogendticos considerados para el reconocimiento v

entendimiento de especies y taxas superiores (Hamal, 1986).



3.-ANTECEDENTES

Las especies del género Prosopis. muestran una amplia variabilidad
morfoldgica por lo que su tratamiento sistematico algunas veces es dificil e
incierto (Hunziker er a/., 1986). Para la caracterizacion e identificacion de las
especies asi como de algunos hibridos. muchas investigaciones en especies del
género se¢ han  auxilinde de caracteres bioquimtcos, morfologicos v
citogenéticos. realizindose por  cjemplo:  eswudios  cromatograficos de
compuestos fenolicos (Mooney er al., 1977 Naranjo er al/., 1984), asi como la

comparacion en la variaeion de esterasas (Saidman v Naranjo, 1982).

Asimismo, en los estudios morfologicos se han utilizado caracteres tales
como sus frutos. considerando su curvatura v ¢! enrollamiento (Burkart, 1976):
otros autores como Palacios y Bravo (19735), reportan que algunas especies se
pueden identificar utilizando caracteres de las semillas o bien., considerando la
arquitectura foliar (Mooney er al.. 1877. Mantinez, 1984). Para la subdivision
del géncro en secciones se ha uulizado la presencia o ausencia de espinas o
acaleos, caracteres morfologicos que posiblemente

filogenético (Burkart, 1976)

ticnen un significado




Por otra parte, los estudios citogenéticos realizados en especies del
género se han enfocado principalmente al analisis del cariotipo en células
somaticas de meristemos radiculares, asi como el andlisis de! comportamiento
cromosomico en células germinales, utilizando las técnicas de aplastado v
tincion aceto-carmin (Naranjo ¢f a/., 1984. Hunzinker er al., 1986. Galindo er
al., 1992: Tapia ¢t al.. 1993). l.o anterior explica la necesidad de analizar otros
constituyentes nucleares tales como el nucléolo y estructuras asociadas en
relacion con el comportamiento cromosomico, ya que actualmente no existen
reportes sobre la dinamica estructural en el interior del nucléolo. ni estudios
previos sobre los cambios vacuolares (tanto en tamafio como en namero). Por
otro lado, tampoco se han realizado intentos para la localizacion de la region
organizadora nucleolar (banda NOR) en el complemento cromosomico de las

especies del género Prosopis.

Es claro entonces. la importancia de los estudios que con metodologias
alternativas aborden estos aspectos citogendticos, tanto desde el punto de vista
del conocimiento basico sobre aspectos descriptivos de una serie de complejos
procesos nucleares poco conocidos. asi como el inicio de un mapeo fisico del
genoma de P. laevigata, por 1a perspectiva de su aplicacion en la comprension
del fendmeno de hibridacion que podria ser frecuente entre las especies del
género Prosopis, pero cuya ocurrencia no se ha probado aan de modo
satisfactorio (Galindo er al.. 1992). v cuyvas consecuencias sobre la dinamica

nuclear y nucleolar requieren especial atencién.



4-PROBLEMATICA

El manejo inadecuado de los recursos fisicos y biolégicos de las zonas
aridas y scmiaridas, ha ocasionado un grave deterioro en las condiciones
generales de los mismos. Procesos tales como la deforestacion, el avance de la
desertizacion y ¢l sobrepastoreo, se suman a la sobrexplotacion de algunas
especies vegetales: 10 anterior se ha traducido no sélo en un decremento de la
productividad v al empobrecimiento de las poblaciones humanas que alli
habitan, sino también en la alteracion de la estructura de las comunidades
naturales vegetales ¢ incluso la pérdida de algunas especics o bien, la acelerada

disminucion de alguna de ellas.

En Meéxico, como sabemos, una gran parte del territorio incluye zonas
aridas ¥y semiaridas que no escapan a los procesos arriba mencionados. Como
ejemplo de lo anterior tenemos el caso de Prosopis laevigara, cuyas
poblaciones han experimentado una pérdida considerable en sus areas de
distribucion original, su caracter dominante, asi como una drastica disminucion
de los individuos élite, e¢s decir, de aquellos que presentan caracteristicas
arbdreas, mismas que son econdomicamente descables. Debido a lo anterior,
Hunziker er al. (1986). enfatizan la urgente necesidad de la conservacion

genética, de desarrollar programas de conservacion y mejora genética.



No obstante, la pucsta en marcha de tales programas requiere como
punto de partida: investigaciones a nivel citogenético de la especie o especics
de interés a fin de disponer de un conocimiento mas integral, no siendo solo de
los procesos involucrados en la organizacion y estructuras de los cromosomas,
sino de otras estructuras relevantes en los procesos de division celular mitético
v meidtico, ¥ cuva dinamica esté estrechamente relacionada con el material
hereditario. Bajo esta perspectiva la comprension del sistema genético de
cualquier especie involucrara necesariamente estudios detallados del complejo
proceso meidtico, ¢n  particular, aquellos que contribuyan a una mejor

comprension del nacleo profisico.

Finalmente, en la actualidad muchos avances acerca de la estructura del
material hereditario en especies vegetales ha sido el resultado de contar con
metodologias novedosas que  permitan una  mejor  comparacion  del
funcionamiento y organizacion estructural de! ADN (Heslop-Harrison, 1991).
El niamero cromosomico. su talla v morfologia. sus contenidos de ADN, los
patrones de bandeo entre otros. se presentan comunmente como excelentes

caracteres de mapeo fisico o citogenético.

Por otra parte, ¢l mapeo fisico de algunos genes a lo largo de los
cromosomas en particular la de los genes ADN ribosomal (ADNr)en profase
meidtica, su estrecha correlacion con las regiones NOR y su expresion en la
formacion del nucléolo asi como su dinamica en conjunto, se presenta como

marcas finas a considerar en estudios filogenéticos y/o evolutivos.




S.-HIPOTESIS

Los andlisis sobre la profase meidtica temprana han sido utilizados
opcionalmente para ¢l anilisis citogenético de cspecics vegetales. En este
sentido la implantacion de una metodologia altermativa de extendido y secado al
aire para células meidticas y el empleo de la impregnacion  argéntica,
complementado con las técnicas clisicas de aplastado y tincién carmin
permitira fa visualizacion de la banda NOR v ¢l seguimiento de la dinamica del
nucléolo y los cambios que experimenta en relacion al comportamiento
cromosomico durante el progreso de Ia meiosis. permitiendo asi un
conocimiento mas de la estructura cromosdmica de una especie del género
Prosopis (P. laevigata) y una visiéon integral de los eventos propios de la
meiosis. mismos que son considerados caracteres citogenédticos valiosos en

estudios taxonomicos y evolutivos.



6.-OBJETIVOS
6.1 Objetivo General
Conocer las caracteristicas citogendéticas del nicleo profasico meidtico
en microsporocitos de la leguminosa Prosopis laevigata.
6.2 Objetivos Particulares
1.-Estudiar aspectos de la dinamica nucleolar tales como la morfologia ¥
los cambios que sufren las vacuolas nucleolares mismos que se presentan

durante el transcurso de la profase | de la meiosis.

Il.-Analizar si tales variaciones estin relacionadas con los cambios que

experimentan los cromosomas en los distintos subestadios profisicos.

I1.-Determinar ¢l namero ¥ la localizacién de la regién organizadora

nucleolar en el complemento cromosomico de Prosopis laevigata.

IV-Describir un modeclo de actividad biosintética del nucléolo en P.

laevigata.



7-MATERIAL Y METODO

7.1 Aplastado y T n Aceto-carmin

En el andilisis de nucleos ¢n microsporocitos primarios de individuos de
P. laevigata, se empled una técnica convencional de aplastado (squash) v
tincién aceto-carmin, donde se siguicron los pasos que a continuacion se
detallan: sobrc un portaobjetos limpio, previamente desengrasado y bajo un
estereoscopio (Zeiss) con objetivo 4X. se extrajeron con ayuda de una pinza v
una aguja fina las anteras provenientes de una inflorescencia  inmadura
previamente fijada e¢n soluciéon Farmer (ctanol-icido acético, 3:1 v/v) v en la

cual, se habia verificado la presencia de células en profase

Una vez sepuaradas las anteras de 1os restos del boton tloral, se afnadié
una gota de colorante aceto-carmin (19%): luego, v a fin de expulsar los
microsporocitos contenidos ¢n las anteras, éstas fuceron golpeadas suavemente
con la punta de una varilla de vidrio. Para lograr una mejor penetracion del
colorante, ¢l portaobjetos se calentd brevemente sobre la flama de un mechero
de alcohol ¥ se adiciond una gota de aclarador Hoyers, con objeto de lograr un
adecuado contraste de los cromosomas en el nucleo celular. Inmediatamente se
colocd un cubreobjeto v sobre este un pedazo de papel filtro absorbente. » con
la yema de los dedos se presiond suavemente para retirar el colorante en
exceso. Finalmente, la preparacion se hizo semipermanente al sellar los limites

del cubreobjetos con barniz para ufias (transparente). De las preparaciones



obtenidas sc analizaron en un microscopio optico (Zeiss) con contraste de fase

en objetivos 40X y 100X, nacleos con nucléolos vacuolizados, abarcando los

subestadios protisicos desde leptoteno hasta diacinesis.
El porcentaje de nucléolos vacuolizados sc evalué en 181 nicleos
provenientes de 20 individuos de P. Jaevigara, obteniendo ¢l niumero promedio

de vacuolas nucleolares y su tamaio relativo. A fin de realizar el anilisis de ia

dinimica vacuolar se¢ designaron unidades arbitrarias  para  evaluar

cualitativamente las dimensiones de las vacuolas presentes, en la perspectiva de
establecer correlaciones importantes con la compleja  dindmica de los
cromosomas meidticos. Asi, considerando el porcentaje de espacio ocupado
por cada vacuola en ¢} drea total del nucléolo v su nitidez al microscopio. se
definieron cuatro clases de vacuolas o espacios claros: difuso (D), significa que
estas estructuras no sc observaron bien delimitadas, bien definidas o no
estuvieron presentes: chica (Ch), se consideré que una vacuola ocupa un drea

menor al 10 %: mediana (M), cuando comprendia mas del 10 al 25 %: ¥ grande

(G), mayor al 25 %.
7.2 Extendido de Microsporocitos ¢ Impregnacién Argéntica.

En el procedimiento para obtener imagenes bidimensionales por

extendido en superficie v secado al aire de los microsporocitos primarios de 2.
laevigata, se siguio el protocoio propuesto por Tapia ef a/. (1995) ¥y que es una

modificaciéon a las metodologias propuestas por Schwarzacher y Schweizer




(1986) y. Geber y Schweizer (1988), mismas que incluyen la liberacion e
hinchamiento de los microsporocitos mediante un pretratamiento enzimaltico,
choque hipotonico y extendido. Esta metodologia ha mostrado ser util para la
observacion del complejo sinaptonémico y estructuras accesorias, por tanto, en
esta investigacion fue utilizada con la finalidad de identificar los cromosomas
nucleolares, las regiones NOR, asi como para describir brevemente la

topagrafia del nucléolo mediante el revelado por impregnacion argéntica.

De 20-30 botones (que provienen de intlorescencias en las que
previamente se han determinado los estadios de profase) se colocaron en un
vaso de precipitado de 25 ml que contenia 10 m! de soluciéon enzimaitica
(pectinasa 20% v/v + celulasa 2% p/v) en amortiguador de citratos pH 4.2,
con tijeras finas se procedid a dispersar mecidnicamente el material a fin de
liberar las células meidticas: a continuacion, el material permanecié en una
estufa durante 30—10 minutos a 37° C.

Posteriormente, con una pipeta Pasteur se colectd el sobrenadante v se
centrifugd por !0 minutos a 1700 r.p.m., a fin de sedimentar las células v
desechar el sobrenadante. Al botén celular se le afadieron 7 ml de solucion
fresca de KC1 0.0075 M v se incubé a 37° C durante 40 minutos: pasado este

tiempo, nuevamente se centrifugé a 1700 r.p.m. ¥ se retird el sobrenadante.

El botdon celular fue lavado resuspendiendo en solucion KCl y se

centrifugd; esta operacion se repitio dos veces. Posteriormente se realizé la




fijacion y el lavado del material con solucidén Farmer, agregando lentamente 6

ml al botdn celular y se centrifugd: esta operacion se repitio 2 veces mads.

El material se resuspendio en fijador ¥ con la ayuda de una pipeta
Pasteur se tomd una muestra, dejando caer de 1-2 gotas sobre un portaobjetos
limpio y esperando que seque al aire. Posteriormente a la laminilla se le
agregaron 2 gotas de AgNO; al 50 26 y se colocd un cubreobjetos. La laminilla
s¢ expuso durante 30 minutos a una lampara de luz de 125 V., después de lo
cual s¢ retird el cubreobjetos. sumergiendo la laminilla en agua destilada v
enjuagando abundantemente: se dejo secar nuevamente al aire.

Una segunda impregnacion de la laminilla, se realizd colocando 2 gotas
de plata amoniacal ¥ una gota de tormalina neutralizada con acetaro de sodio,
cubriéndola rapidamente con un cubreobjetos. En el momento en que la
preparacion se tornd amarilla ambar (0-60 segundos) se sumergio cn agua
destilada a fin de retirar ¢l cubreobjetos, detener la impregnacion y eliminar el
exceso de colorante: la laminilla posteriormente se dejé secar al aire (Bloom v

Goodpasture, 1976; Quack y Noel. 1977: Fletcher, 1979; Tapia er a/., 1992).

La revision de las preparaciones se realizd con un microscopio optico
({Zeiss) con objetivo 100X en campo claro ¥ contraste de fase. Se analizaron 15

células de nicleos tipicos de cada subestadio de la profase meidtica.



8.-RESULTADOS

8.1 Técnica Estiindar

Las preparaciones revelan un proceso meidtico normal en términos de la

14 bivalentes con un comportamicento tipico de una especie

formacion de
los subesiadios

diploide, lo cual permitio una rapida identificacion de
profisicos. En el nicleo celular, luego de la tincion, tanto los cromosomas
como el nucléolo se presentan heteropicnoticos positivos, presentando un buen

contraste en relacion al nucleoplasma, facilitindose Ia observacion adecuada de

sus caracteristicas.

En células profasicas de P. /aevigara, fue caracteristica la presencia de
un solo nucléolo que s¢ aprecid como una estructura de forma esférica bien
delimitada de tono rosa/violeta palido, presentando en su interior estructuras de
un tono mas claro o transiicido, vistas como espacios claros que pueden ser
identificadas facilmente, ya que se asemejan a vacuolas por la forma de globo
que presentan ¢n general y son bien diferenciadas en contraste con ¢l resto del
cuerpo nucleolar. Tales espacios claros varian en numero ¥ tamafio en tuncion
del estadio profasico en que fueron caracterizados: el material cromatinico se
distinguio en la etapa temprana de profase (leptoteno) constituyendo filamentos

la profasc fueron

largos vy delgados. mismos que conforme progresaba

condensindose hasta aleanzar una forma compacia e¢n las ctapas meidticas



medias  y tardias. Aprovechando particularidades en el comportamiento
cromosomico, se identificaron con reclativa facilidad los cinco subestadios, asi
como los cambios intranucleolares de Ja profasc meceiotica. que a continuacidén

sc describen.

La profase empicza en la ctapa de leptoteno, en donde se abservo un alto
porcentaje de nucléolos con una tincion homogeénea. No obstunte algunos otros,
presentaban dentro de la estructura nucleolar zonas de uncion clara difusas de
formas no definidas y que quizda den inicio de que es en este estadio cuando
comienza ¢l proceso de formacion de vacuolas. El juego cromosémico sc
observa como largas » finas hebras distribuidas por todo ¢l nucleo y rodeando

al nucléolo.

Durante el zigoteno, dentro de los nucléolo se observo espacios claros
con formus mas definidas, esto es, se distinguié un contorno que delimita la
zonas claras de aquellas zonas tefildas que las rodean: donde la mayoria de
estos espacios tienen forma circular, dando el aspecto de vacuola distnbuidas
indistintamente en la estructura nucleolar (Fig. 1a). Los nucléolos observados
se caractenzaron por ¢l gran numero de vacuolas encontrandose desde una
hasta diez, predominando aquellas de tamano chico. En muchos casos, se
observo  que  estos  cucerpos  se  interponen entre si En relacion al
comportamiento Cromosomico, €stos s¢ observaron mas compactados y se
pudo visualizar con gran clandad un bivalente con constriccion secundaria v

porcion satélite ubicado exactamente en el interior de una vacuola nucleolar, en

i
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tanto que el resto de los bivalentes no han logrado la sinapsis total y sec
encuentran cercanos al nucléolo permancciendo en la periferia del mismo (fig.

1b).

>

Fig.-1a. Nicleo (N) zigoténico de P. Jaevigara presentando una vacuola mediana (fecha) de

forma circular v

por el ¢ F nucleskar (n) correspondiente a Ia zona de color

" P e

a. Se los (b) bien separados y rodeando al nuciéolo.




Fipg.-1b, Nacieo (N) profisico (rigoteno) de £ laevigars teitida con aceto-carmin exhibiendo Ia

estructura de la region NOR sobre en una pequena vacuola del nucléolo (n). Se observa al

bivalente (b) parcialmente sinaptado en la regién tclomérica. mostrando la constriccién

‘H porcidn

secundaria (Techa) visible en ambas cromatidas hermanas y su corresy

En paquiteno, los nucléolos presentaron por lo general, una vacuola de
gran dimension ubicada en el centro abarcando gran parte del drea nucleolar, en
otros casos, el numero es de una a tres vacuolas estando presente por lo menos
una de gran tamaio (Fig. 1c¢). En correlacidon con el comportamiento de los
cromosomas se distinguieron filamentos mas grucsos (sinapsis total) con una
distribucion por todo el nucleo o concentrados en un polo, pero siempre se

distinguio por o menos, un bivalente unido al nucléolo



En los estudios de la profase tardia, correspondiente a diploteno, se
aprecié una disminucion del tamaiio de los espacios claros dentro del nucléolo

¥ un incremento cn su namero (de una a cinco) predominando aquellos de talla
los bivalentes sufricron la desinapsis. esto e¢s, los
otro hasta ciernto  punto,

chica. Por su parte,

cromosomas homologos se¢  separaron uno de
permaneciendo unidos por quiasmas dando formas semejantes a anillos o de

cruz y se encucntran distribuidos en todo ¢l nucleo (Fig. 1d)

Finalmente. en la udluma subtase de la profase correspondiente a
diacinesis (ctapa de transicion a la metafase 1), los nucléolos se observaron

poco contrastantes con el nucleoplasma y ¢l aspecto de las vacuolas no esta
bien definido. mostrando un  cuerpo apenas observable (Fig. le). E!
comportamicnto del complemento cromosomico es similar al observado en la
aunque cabe senalar que el criterio del grado de nitidez

subfase antenor.
(difuso) de la morfologia del nuciéolo permitio salvar la limitante de distinguir

el estadio



Fig.-1c Niicleo (N) de microsporocito de 2. Jaevigara en paquiteno con nucléolo (n) presentando

una vacuola (v) de gran dimension.

Fig. 1d. Imagen de un niicleo (N) en profase tardia (dipl ). cuyo () i

vacuolas de diversos tamafios distribuidas indistintamente en su interior. Se observan tres

bivalentes (b) cercanos al nuciéolo.




Fig.-le. Estructura nuclear en diploteno/diacinesis mostrando los bivalentes (b) desinapeados
parcialmente y la estructura nuclcolar conteniendo una vacuola (v) reducida en tamaiio para

después desaparccer.

Del niamero total de células observadas se obtuvo el porcentaje de la
unidad arbitraria de cada subfase, por tanto, los datos se llevaron a una grafica
de distribucion, donde los cambios significativos observados en el nucléolo se¢
representan por las barras de frecuencia (grafica 1), ¥ esta actividad nucleolar

es ilustrada en el esquema uno de los cambios que sufren los espacios claros o

vacuolas en el transcurso de la profase meidtica.

26

'
i




Actopan, Hgo.

90 -
80
€ 710
w E 80
: V ] .
o v 40 - , "
E 5 30 .
s 20 i
10 (| . 5 .
o * <

LEP. Ne18 ) PAQ Ne30 AP, N=25 ﬂA Ne28

Grifica 1.-Muestra el ndmero de células (N) observadas en cada una de Ias subfases wmeidticas

con cl porcentaje obtenido de 1a unidad arbitraria (D, Cho My ) de vacuolas observadas.

MEIOSIS
lNTERFASEI PROFASE 1 l METAFASE~
[LEI’. | Z1G.  |PAQ. [DIP. DIA.

DD .@

Esduem 1.- Cambios en ¢l interior del nucléolo(ciadrads) apreciables en el transcurso de cada
una de las subfases de la profase, los cuales pudicran represcantar el desarrolle de un ciclo
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¥ des icion. Las vacuolas (fleckha) se obscrvan en el
microscopio dptico como espacios clares con la téenica del colorunte bisico e impregnacién de

placa.




8.2 Impregnacién de Plata: estructuras reveladas por microscopia de luz

En cuanto a la impregnacién argéntica, ésta reveld caracteristicas de la
topografia nucleolar, como son los sitios de actividad de sus constituyentes y Ia
interaccion con regiones particulares de los cromosomas nucleolares (banda
NOR). Asi, el nucléolo se impregnd de mancera diferencial., observandose ¢n su
interior arcas contrastadas: una de color ambar (amarillo o dorado) de tono
claro y otra de color obscuro (café o negro), lo cual facilitd la caracterizacion e
identificaciéon de los posibles sitios de transcripcion de ARN ribosomal
(ARNr), asi como la ubicacion de la region NOR en e! complemento

cromosomico de P. laevigara en profase meidtica.

El comportamicento de los componentes nucleolares se infiere siguiendo
la impregnacién de las sales de plata, donde el nucléolo profasico es visto como
un cuerpo redondo ¢n la subfase de leptoteno, teniendo un color ambar brillante
o amarillo dorado. dando la apariencia de un sol con pequefios manchones o
puntos de color café claro ubicados en la parte concéntrica, que al transcurrir la
profase, gradualmente aumentan ¢n superficie hacia la periferia. asi como en
intensidad de color. Los cromosomas meioticos. se  distinguicron como
filamentos largos » delgados presentando una coloracion ambar, v distribuidos
a través del nucleo » por 1o menos un bivalente se encuentra unido a la

estructura nucicolar.




En =zigoteno, se¢ observan dentro de la  estructura  nucleolar dos
tonalidades mas definidas de color en la misma proporcion, teniendo  una
aparicncia granulosa. ocasionada por un fondo de tono ambar conteniendo mas
extendidos ¥ con maias intensidad de color, los manchones o puntos de color
café, distinguiéndose espacios claros diminutos en la parte central del nucléolo.
siendo referidos como intersticios Por su parte. los cromosomas se observan
mads compactados v tormando una maraia. encontrandose polarizados en un
extremo del nuacleo o rodeando al nucléolo. tin este estadio es evidente Ia
presencia de la banda NOR. como una estructura circular bien definida en el
extremo de uno de los bivalentes. Dentro de la estructura nucleolar, ¢stos se
distinguicron por la presencia de dos puntos negros abultados en la pane
terminal de los brazos de los cromosomas homologos de color ambar v en
algunos casos se obscervan aparcandose ambos tilamentos de mancera intersticial
(Fig. 2a).

En paquiteno, algunos nucléolos se aprecian total o parcialmente de tono
café/negro, esto es, la tonalidad obscura se incremento dentro del nucléolo
cubriendolo totalmente, en otros. se observaron dentro de la impregnacion
intersticios de color ambar o el borde del nucléolo presenta una coloracion mas
clara, rodeando la zona obscura. La region organizadora nucleolar observable
en este subestadio, se distingue como un punto negro en el filamento det
cromosoma bivalente de color ambar, ya con sinapsis total, asociado a la

estructura nucleolar (Figs. 2b y 2¢).




En los estadios tardios de la profasc meidtica (diploteno-diacinesis) los

bivalentes se¢  encuentran  condensados v desinaptados parcialmente,

manteniéndose unidos por los quiasmas: por tanto, se observan dos puntos
obscuros que corresponden a la region NOR de un bivalente, que se encuentran
asociados al nucléolo. El color de impregnacion del nucléolo en la fase terminal

de la profase, se presenta una disminucion de su tono obscuro. tanto en

extension como en su tonalidad, adquiriendo la apariencia de los subestadios
tempranos (Fig. 2e¢). En otras estructuras nucleolares la impregnacion persiste.

observandose un nucléolo totalmente negro. Es importante hacer notar que ¢n

¢l transcurso de la profase con la téenica de impregnacion de plata, las vacuolas
nucleolares no son muy notorias y» ocasionalmente pocas pudicron ser
apreciadas dentro de la estructura nucleolar. por lo cual fue dificil seguir el

comportamiento de las mismas (Fig. 2d).
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Fig.-2a Nuacleo (N) on zigoteno con la eostructura nucleolar (n) con  apanenaa anujosa
2. +

observandose areas impregnadas de plata (conas obscurasi as1 como of bivalente (b) portador de la

rewon NOR umido al nucleolo

Fig. 2b. Impregnacién argéntica de un nucleo (N) paquiténico de P. laevigara donde claramente se
aprecian los bivalentes (b) totalmente apareados vy se muestra claramente en la parte termunal de uno

de ellos (flecha) ta region NOR. Asitmuismo. sc disunguen dentro del nucldolo (n) una impregnacion

diferencial (zona obscura en la parte central ¥ mas clara haaia la periferia)
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Fig.-2c. Nucleos (N) en paquiteno obuersamidose of cromoncima. hivalente (b)) que porta la region

entorutidos debido a s asocracion con el

NOR (punto negro) que se identifica inuqguiy ocamente en b

nucleolo (n)

Fig.- 2d Nucieole (n) en paquiteno moswtiando v s ravuolares (v) reveladas con imprezmacion
de plata Pocas preparaciones pudicron e aprecindas, por lo que tuc ditiall seganr of comportamiento

de las musmas




Fig.-2e. Durante los estadios tardios de 1a profase (diploteno-dhacinesis). en la estructura nucleolar
{n) se distingue 13 union de un bavalenite th) paraialmente desinaptado portando on cada brazo la

rewion NOR correspondicnte (flechias)
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9 -ANALISIS DE RESULTADOS
9.1 Diniamica Vacuolar

Tal como sc describié en un apartado anterior, el nucléolo se observa
como un organclo que sufre cambios, pudiendo éstos ser monitoreados por la
calidad de coloracion adquirida con la técnica de tincion e impregnacion,
permitiendo ver de ésta manera algunas estructuras propias como la dinamica
nucleolar, asi como otras asociadas, que son las regiones organizadoras

nucleolares.

El nucléolo se observa como un organelo conspicuo en algunas fases del
ciclo celular, donde se presenta como un cuerpo heterogéneo por la presencia
de las dreas claras. por lo que para su estudio estructural se utilizé la
combinacion de técnicas convencionales, el extendido celular en superficie
previamente descritas ¥y la impregnacion argéntica. Esto permitio el analisis
citogenético del nucléolo en cuanto al seguimiento de la dinamica vacuolar,
determinacion del namero de la region NOR y su correspondencia con cambios
en la conducta nucleolar en células meiéticas de P. laevigata. que como se
reportd previamente presenta el inconveniente de poscer un numero
relativamente alto de cromosomas (2n=28) vy con talla demasiado pequeiia (0.6-

1.3zm). de lo cual dificulta la realizacion de estudios como el aqui propuesto.
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Aun mas, las investigaciones citogenéticas incluyen especies que por sus
caracteristicas nucleares y cromosémicas son accesibles a analisis
convencionales (nucleos grandes, complementos cromosomicos de gran tamafio

y bajo niumero) (Walter y Bertke, 1979). Aunado a lo anterior, Ja mayor parte
de las metodologias propuestas para el analisis de caracteristicas mas
especificas del nicleo v nucléolo estan dirigidas a la preparacion de material

que se observa a nivel de microscopia electronica.

Las preparaciones obtenidas en este trabajo para microscopio optico

mostraron ntcleos profasicos con una muy buena calidad de extendido ¥ con un
fondo limpio, donde los subestadios profasicos son ficil y rdapidamente
identificables, siendo relativamente scncillo identificar un solo nucléolo en las
preparaciones meidticas trabajadas con ambas técnicas, en este sentido,
Greebaun et a/. (1986) han sefialado un nimero variable de pequeiios nucléolos
profisicos en relacion directa con el progreso de la meiosis. De este modo, los
caracteres de la dindmica nucleolar, ademis de considerarse como buenos

marcadores genéticos pueden ayudar a definir estadios profisicos particulares.

Se sefiala que ecn algunas especies vegetales ¥ animales, donde se ha
observado los procesos involucrados en el origen v formacion del nucléolo,
fenomeno conocido como nucleologénesis, éste involucra la fusion de dos o
mas pequedios nucléolos hasta formar uno, siendo el que comunmente se

aprecia durante la interfase de ciclo celular (Dolezel er al., 1981: Jordan v

Cullis, 1982).
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En nacleos de células de P. /aevigata en todos los subestadios analizados
anicamente se observo la presencia de un solo nucléolo. que dentro de su
estructura contiene espacios claros: caracteristica que corresponde a lo que
Ortiz ef al. (1979) vy Maillet (1978) describen como nucié¢olos reticulados, en
donde el componente fibrilar v granular forman una red o malla (caracteristicas
no observables con las técnicas usadas), en el cual se encuentran embebidos
espacios claros para constituir en conjunto el nuclecolonema. Por otra parte. la
ultraestructura del nucléolo es mas bien constante on una gran varicdad de
plantas y animales (Lanfontain v Lord, 1965, Jordan v Cullis, 1982), pero su
organizacion. es decir, el arreglo de sus componentes fibrilar, granualar y
filamentos de ADN (Fig. 3), puede variar de célula a célula, lo que caracteriza

a diferentes tipos de nucléolos (Maillet, 1978; Jordan y Cullis, 1982).

Dentro del arreglo estructural nucleolar, se observaron espacios claros de
tamaiio variable y numerosos. que Goessens (1984) refiere como intersticios
nucleolares o wvacuolas nucleolares. Sin embargo. Jordan y Cullis (1982)
manejan el termino vacuola. como mas indicativo para aquellos espacios claros
de mayor tamafio y forma redonda. En cambio, ¢l término intersticios es mas
indicativo para aquellos espacios diminutos de formas no redondas v diferente a
las vacuolas (fig. 3) (Jordan, 1991). En los meiocitos de P. laevigata tales
caracteristicas pudieron distinguirse luego de la impregnacion de plata, los
intersticios se observan como pequerfias manchas (puntos) irregulares de color
ambar claro embebidos en las dreas de color obscuro ¥ las vacuolas se ven de

gran tamarfio, contrastantes con las areas que la rodean. Estas estructuras en los
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Gltimos afios han llamado la atencién de los citogenetistas en relaciéon a su
forma y funcién, mencionindose como ¢structuras que no son permanentes

dentro del nucléolo en células animales v vegetales (De Barsy er al., 1974;

Moreno Diaz de la Espina er al., 1980).

La presencia de vacuolas dentro del nucldéolo han sido descritas en
muchos trabajos. pero no se ha llegado a un acuerdo en su funcion. Algunos
autores correlacionan la vacuelizacion y actividad nucleolar Esper (1963)
observé que estas vacuolas aparecen al mismo tiempo que principia la sintesis
de ARN, y Chouinard (1965) menciona que en la construccion de nuclcolos
telofasicos se ha observado que se forma primero el componente fibrilar (el
cual dara origen al granular) y por ultimo se¢ formarin las vacuolas. En cambio,
en otros estudios experimentales se ha mostrado que en celulas inmaduras poco

activas, se distinguen vacuolas de gran dimension cuando se inhibe la sintesis

de ARN (Smetana er al., 1968).

Por owra parte, se ha propuesto que los espacios claros que se forman en
el nucléolo. denominados vacuolas, scan zonas de deposito de los precursores
ribosémicos y/o de transporte al citoplasma (Kuroiwa v Tanaka: 1971 .Rose er

al., 1972: Moreno Diaz de la Espina er a/., 1980): también se considera que la

de estas estructuras sea el resultado de una pérdida de material

prescncia
1974:

nucleolar que no es inmediatamente remplazado (De Barsy er al.
Goessens, 1984). Con lo anterior y luego del seguimiento de los espacios claros

en nucléolos de P /aevigata. éstos corresponderian a estructuras de almacenaje
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de productos de 1a sintesis de ARNr cuvo miximo se alcanza en el subestadio
de paquitcno (dreas vacuolares vistas de gran tamaiio)., donde posteriormente
en la fase terminal de la profase. la estructura vacuolar experimenta un
retroceso a su forma inicial, es decir. se fragmenta y se reducen en tamafio

hasta desaparecer.

En base a lo mencionado anteriormente acerca del contenido vacuolar, se
ha demostrado la existencia de diferentes productos como fibras de cromatina v
filamentos de proteinas (Smetana ef /.. 1968), asi como estructuras semejantes
al componente granular, analogos en tamafio a los ribosomas citoplasmicos
(Puvion er al., 1979: Moreno Diaz de la Espina er «/., 1980), Cuando estas
vacuolas estian presentes. se ha observado que el tamafio del nucléolo decrece
como resultado de la pérdida de material de este organelo (Rose e afl., 1972;

De Barsy et al., 1974).

Asi, dadas las funciones v caracteristicas topogrificas de este organcio
intranuclear se ha podido establecer que las vacuolas nucleolares no son
estructuras estdaticas, ya que como se menciond anteriormente ¥ como s¢ pudo
apreciar claramente en los nuclcos profasicos de P. laevigata, experimentan
cambios drasticos que reflejan una dinamica estructural compleja. En relacion a
lo anterior. la cantidad de vacuolas presentes en la etapa temprana de la
profase, fue numerosa con la caracteristica de tener un tamafio pequeidio.
Moreno Diaz de la Espina er a/. (1980) suponen que las pequeiias vacuolas se

fusionan ¥ dan origen a una de mayor tamafio. A partir de las observaciones




aqui reportadas se puede decir que conforme transcurria la profase temprana
(leptoteno/zigoteno) se aprecia un mayor namero de vacuolas, en tanto que
durante el paquiteno se aprecio una sola y de gran tamailo. A este respecto, ya
fue mencionada la posibilidad de fusion vacuolar, luego de la cual se realiza
una fragmentacion de las mismas. Lo anterior podria presentarse en P,
laevigata va que en la profase tardia (diploteno/diacinesis) s¢ apreciaron
nuevamente varias vacuolas pequefias como al inicio de la etapa meiotica,
haciendo suponer la existencia de un proceso de caracter ciclico, en estrecha

relacion con cambios conformacionales v bioquimicos del material hereditario.

Algunos autores especulan, que ceventos tales como ¢l patrén especial de
plegamicnto cromosdmico presinaptico. el alineamiento cromosomico y el
entrecruzamiento (crossing-over) son estructuras sintetizadas de novo, donde se
involucra la sintesis sostenida de proteinas especiales durante el desarrollo de
la profase(Stermn v Hotta, 1973; Loid!l, 1990).

Es asi como los cambios cuantitativos » cualitativos de las vacuolas
_durante el transcurso de la profase meidtica podrian considerarse como
indicadores de la maduracion de ciertos estadios. pues en otras investigaciones
se han reportado casos similares: en huevos inmaduros (ovocitos) se presentan
pequeiias ¥ numerosas vacuolas, comparado con un huevo terminal y maduro,
que presenta una vacuola central de gran tamano (Esper. 1965): por otra parte,

en nucléolos de Alium cepa, las vacuolas pequefias sc pierden en la profase
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temprana v las vacuolas de gran dimension en la profase tardin (Chouinard,

1965).

En P. leavigata, el seguimiento de los cambios intranucleolares
apreciados durante el transcurso de la profase meidtica pueden representar el
desarrollo de un ciclo vacuolar no descrito anteriormente en especies del
género Prosopis. Asimismo, con ¢l uso de la téenica de tincion carmin se
observo lo que otras investigaciones han reportado acerca de Ia existencia de
un par cromosomico asociado al nucléolo (Tapia er @/, 1993).yv otro par que
presenta microsatélites (Hunziker et al.. 1986) Cabe sefalar que ademas de las
anteriores caracteristicas, en ¢sta investigacion se confirma la presencia de un
bivalente con constriccion secundaria y porcion satdlite que se encuentra
constantemente untdo al nuci¢olo 3 se presentan evidencias contundentes (ue
soportan {a afirmacion de que dicha region porta los genes ADN ribosomal
(ADNr) (fig. 3). Este hallazgo exhibe a P. leavigata como una especie en la
cual se cumple la generalidad acerea de la relacion CS/NOR (Funaki er al,

1975: Cufiado ¢r al/.. 1985)
9.2 Modelo de Impregnacion y Bandas NOR

En relacion a la region organizadora nucleolar v estructura del nucléolo,
Stahl er a/. (1991) sefialan que las células germinales en la profase meiotica son

particularmente apropiadas para investigar la actividad de transcripcion en la

formacion del nucléolo. La relacion entre NORs cromosomicos vy nucléolo es
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particularmente obvia en estas células, pues la transcripcion de ADNr es
intensa durante la mciosis particularmente cn la profase temprana. En este
contexto, la variaciéon numérica y ubicacion estructural de NORs c¢n
cromosomas nucleolares explica su utilidad en investigacién citotaxondmica ¥

filogenética (Langer ¥ Koul, 1983; Hamal, 1986)

En cosecuencia es imporntante el seguimiento o mapeo fisico en
complementds cromosomicos tanto en células animales como vegetales de la
region NOR, como ya se menciono, presenta una estrecha correlacion con el
nucléolo ¥y con cromosomas especificos. estos ultimos conocidos como
cromosomas NOR (o cromosomas nucleolares). Uno de los métodos que se
emplean para estudiar estas relaciones es la impregnacion con sales de plata,
técnica selectiva conocida como banda NOR. utilizada para definir o ubicar a
los genes que codifican para la formacion del nucléolo (Bloom y Goodpasture,
1976: Fletcher, 1979: Howel v Black, 1980; Hizume er al., 1980): esta técnica
puede ser usada en combinacién con otras (bandeado G), por ejemplo en
células humanas (Tuck-Muller er al/., 1983) v en células vegetales (Schubert.

1984).

El modelo de impregnacion con sales de plata en la estructura nucleolar
observado en esta investigacion es similar al reportado por otros autores( Loidl
v Grzilhuber, 1983: Medina er a/.,1986. Stahl er al.. 1991). Luego de la
impregnacion, ¢l nucleo toma una coloracion amarillo ambar claro en cuyo

interior el nucléolo se identifica como un cuerpo ambar brillante con manchas
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obscuras, esto ultimo debido a la especificidad de la plata con afinidad hacia
algunas proteinas presentes en la estructura nucleolar (Ochs e¢r @/., 1985). Estas
proteinas juegan un papel en la descondensaciéon y transcripeion del NOR
cromosomico (Hofgirtner er al., 1979, Medina er al., 1986). Para algunos
autores, las dreas impregnadas, asi como la intensidad de la misma representa
una medida de la actividad nucleolar (Hofgawner er al., 1979). En cambio para
otros, la impregnacion representa solo un marcador de los sitios donde se lleva

a cabo la transcripcidn, es decir, los centros fibrilares (Stahl ez al/., 1991).

Para los fines de este trabajo. la impregnacion de plata es utilizada para
visualizar con mayor detalle la topografia nucleolar sin intentar definir la
composicion estructural del nucléolo. Stahl e¢r af. (1991), Busch v Smetana
(1970). mencionan que en el wranscurso de la profase, se tiene una gran
actividad transcripcional durante los estadios de leptoteno a zigoteno y ésta
empieza a disminuir en paquiteno: cn relacion y concordante a lo anterior, los
nucléolos en células de P. laevigata experimentan un aumento de impregnacion
de sales de plata en los primeros subestadios de la profase, hasta alcanzar un
maiximo en paquiteno, manteniéndose en algunas estructuras nucleolares hasia
diploteno-diacinesis. En otros nucléolos de la profase tardia, sc distingue una
disminucién de las dreas de impregnacion por el aumento de las arcas de color
ambar. Estas diferencias se observan en la estructura nucleolar en la profase
tardia, en relacidon con la condensacion del complemento cromosomico,
afectando la velocidad de sintesis de ARNr, pero mientras el nucléolo persista

se ticne produccion de ribonucleoproteinas (Busch y Smetana, 1970)



Asimismo, en la estructura nucleolar impregnada con plata, se notaron
intersticios de tamaifio ¥ forma pequefia con color dmbar, dreas auscntes de
sales dec plata que corresponden a cromatina condensada (Lanfontain y
Chouinard., 1963. Haaf ¢t al/. 1984; Medina er al/. 1986), o sitios con i
caracteristicas de contenido similar a la matriz nucleolar (zonas proteicas no
bien definidas) (Jordan v Cullis, 1982) v 2zonas claras vistas como vacuolas que
corresponden a zonas diferenciadas a la actividad transcripcional, por lo que
estas estructuras vacuolares no ticnen participacion en la sintesis de ARNr vy i

por lo comun se encuentran en ¢l componente granular (Stahl er a/., 1991)

En cuanto al cariotipo meidtico de P. laevigata., Tapia er al. (1993) |
describicron la asociacion de un par cromosomico cercano a la estructura
nucieolar. en tanto que en el cariotipo somatico no precisan de manera
definitiva el numero de cromosomas con porcion satélite. Aunque se conoce la
estrecha correlacion entre cromosomas con constriccion secundaria v la porcion
satélite con zonas del organizador nucleolar, la evaluacion de estas ultimas es
mas confiable mediante el revelado de las bandas NOR (Cufiado er al.. 1985).
Ei empleco de sales de plata, posibilita de manera confiable, la identificacion v
cuantificacion de los NOR (Howell and Black. 1980. Schubert., 1984), con
ventajas importantes sobre las técnicas de tincidn convencionales, aun en

cromosomas de escasa talla (Funaki er a/.. 1975).
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En efecto, la observacion al microscopio reveld claramente la presencia
de una sola regidon NOR asociada con una constriccion sccundaria y que se
localiza en la porcion terminal (telomérica) en uno de los bivalentes. Los
subestadios de zigoteno ¥ paquiteno se¢ presentaron como las mas tavorables
pucs en ¢éstos la region NOR se aprecia como un pequeiio abultamiento y en
ocasiones un bivalente en la parte final del filamento presenta una pequeiia
esfera embebida en el nucléolo (figs. 2b v 2¢). L.os resultados obtenidos en la
localizacion de los NORSs, vienen a corroborar la propucsta de Cufiado et al.
(1985) » Medina er al. (1986) donde los procedimientos con la técnica de plata
para localizar la region organizadora nucleolar, ésta pucde ser impregnada en
todos los estadios meidticos, proporcionando nucevos marcadores citologicos,
principalmente cn aquellas especies en la cual algunas técnicas no son capaces

de identificar cromosomas del complemento.

Por otra parte. la técnica argéntica permitiéd apreciar un patron de
imprcgﬁacién que correlaciona, segun lo reportado en la bibliografia (Loidl and
Grzilhuber, 1983: Medina er al/.. 1986, Stahl er al/., 1991), con un evento
caracteristico del nicleo meidtico: la  transcripecidon  intensa del ARN,
relacionada con la sintesis de estructuras relevantes para el adecuado desarrollo
de la profase meiotica en general y del entrecruzamiento genético o crossing-

over en particular (Loidl, 1990: Offenberg er a/.. 1991).



Finalmente, cabe mencionar que los resultados obtenidos con la
combinaciéon de las  metodologias empleadas, ponen de manifiesto
caracteristicas no reportadas en la citogendética de P. laevigara y que ahora
deberin considerarse como marcadores fidedignos para realizar estudios

comparativos que arrojen luz sobre la evolucion v filogenia del géncro

Prosopis.

Lo anterior toma mayor relevancia, ya que hasta el momento no habian
sido obtenidas imdgenes semejantes en niclcos meidticos para especies de este
género. ¥ ademas pone de manifiesto las ventajas que presentan ia combinacion
de mctodologias utilizadas aqui, lo que contribuye a resolver una de las
problematicas relacionadas al estudio citogenético de especies pertenecientes al
género Prosopis.
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Fig.-3. Esquema de un nucleo (N) con nucleolo (n) raticulado tipico, que muestra los diferentes

componentes de 1a estructura nucleolar {(tomado de Jordan, 1987 y 1091)
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10.-CONCLUSIONES

Las técnicas empleadas en este trabajo prueban ser utiles para el estudio
de caracteristicas citogenéticas tales como el ciclo vacuolar, la topografia del
nucléolo y la identificacién de la banda NOR, que anteriormente no podian ser

observadas con metodologias convencionales.

Del trabajo realizado se concluye que los cambios observables de los
espacios claros en el transcurso de la profase meidtica, representan el
desarrollo de un ciclo vacuolar no descrito anteriormente para especies del
género Prosopis v escasamente estudiado en otras especies vegetales, mismo
que efectivamente correlaciona con los cambios en la morfologia de los
cromosomas y por tanto pueden considerarse como marcadores asociados a un

determinado estadio de la profase para esta especic.

Con la impregnacién argéntica, el comportamiento nucleolar en células
de P. laevigata, presenta un patron de actividad de transcripcion ciclico de
ARN, pues al inicio de la profase la actividad nucleolar va en aumento hasta
alcanzar un miximo en paquiteno, para posteriormente disminuir dicha
actividad transcripcional conforme se aproxima a los subestadios de la profase

tardia.
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En el complemento cromosomico de P. laevigata se observd Gnicamente
uno de los bivalentes meidticos que es un portador de una banda NOR, en este

caso asociado a una constriceidn secundaria y a una porcién satélite.

En los microsporocitos de P. laevigara fue dificil establecer una
diferencia clara entre los subestadios de diploteno y diacinesis, pues a
diferencia de otras especies vegetales (como en ¢l caso de maiz o tomate) ¥
quiza debido a su pegueiia talla en los bivalentes, no se aprecian marcadas
diferencias en el grado de condensacién de la cromatina: sin embargo, el

criterio de la morfologia del nucléolo permitio salvar dicha limitante.

La descripeion de estos caracteres citogenéticos pueden ser comparados
intra e interespecificamente para el género, constituyvendo una herramienta Gtil
en el esclarecimiento de problemas taxondmicos del mismo, incluso en la
evolucion de su cariotipo. La informacion bdsica obtenida en la presente
investigacion sefiala un punto de partida para la realizaciéon de otras
investigaciones con especies vegetales en las que se dificulta su estudio

citogendético
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2.-ANEXO
I.-GENERALIDADES DEL GENERO Prosopis

I.1 Distribucién del Complejo Prosopis

La distribucion geografica actual del género Prosopis en América abarca
grandes areas en ambos extremos del eje ecuatorial, presentandose dos focos
de importancia: el centro México-Texano y el centro Argentino-Paraguayo-
Chileno. El hecho es de que en ambos extremos existen especies endémicas, lo
que indica sus antigiiedades y cuyo probable origen se remonta a una flora
desénica ancestral comun para ambas Amdéricas. A este respecto, se ha
sugerido que tales ancestros pudicran ser de origen africano, ya que en Africa

habita P. africana, la especie menos especializada y mas mesofila (Rzedowski.

1988).

La presencia del género Prosopis en Ameérica puede explicarse de
acuerdo a la teoria de la Deriva Continental. Algunos hechos indican que el
principal centro de diversificacion y dispersion ¢s Argentina, porque contiene a
la mayoria de las especies (29 de las 42 conocidas) con 14 endemismos, siendo
la zona Meéxico-Texana un centro de diversificacion secundario. aunque
Norteameérica. donde existen 10 especies con <4 endemismos, no se descarta
como posible centro de origen paralelo al argentino. pues probablemente los

ancestros del género llegaron a fines del Cretacico por la ruta Laurasia
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meridional y posteriormente migraron hacia el sur experimentando mayor
diversificacion debido quizi, a que en la region norte se pudo presentar una
fuerte competencia con la flora boreal., lo que 1limité el proceso de especiacion
(Burkart, 1976; Rzcdowski, 1988).

Burkart agrupa a las especies de Norteamérica en tres lineas evolutivas:
la seccion Srrombocarpa, que taxonomicamente es la menos complicada y
comprende tres especies: la seccion Prosopisdastrum incluye una sola especie
v finalmente la seccion Algarobia que comprende 6 especies v ¢s la menos
comprendida, pues algunos autores no reconocen para ¢ conjunto Mas que una
sola especie variable, en cambio otros ven hasta 13 (Burkart, 1976. Rzedowski.
1988). Cabe sefialar que las especies de 1a seccion fgarobia muestran una
gran diversidad morfologica, donde se¢ presentan ligeras discontinuidades v
frecucntes formas transicionales o que ha dificultado v/o algunas veces

oscurecido la delimitacion de las mismas (Hunziker er /.. 1986)

En México., las especies del género Prosopts sc agrupan bajo la
denominacion coman de “mezquites.” constituyendo comunidades de amplia
distribucion geografica v ecologica (0-2500 m.s.n.m.): Prosopis laevigara es el
mezquite tipico del centro v sur de Meéxica (Altiplanicie. depresion del Balsas v
planicie costera nororiental): en relacién a su mortologia v afinidades
ecologicas. no sc trata de una enudad uniforme. debido a la plasticidad
fenotipica manifestada de un sitio a otro (Rzedowski. 1988 Galindo er a/.,
1992).
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1.2 Descripcion Botinica

Los mezquites son plantas caracteristicas de zonas dridas y semidridas,
por lo que son esencialmente termo-xerdfilas, siendo en muchos casos cl tnico
representante  arboreo de la  vegetacion (Rzedowski, 1988). Un  estudio
realizado en nuestro pais se¢ ha sefialado que condiciones topogriaficas,
climaticas y edificas pueden influir en Ia forma de vida de las especies del
género: en los sitios con suclo profundo. correspondiente a los wvalles, el
mezquite alcanza frecuentemente un porte arborco: tal situacion indica casi
siempre la presencia de agua freatica disponible para las raices, favoreciendo el
desarrollo de arboles que llegan a medir hasta 12 metros. En cambio en las
ladecras es arbustivo ramificado desde su base. caracteristica de suelos que son
aluviales, observandose una proporcion de la vegetacion arborea v arbustiva de

1:100 en el Valle del Mezquital. (Signoret, 1970)

A pesar de no ser una entidad uniforme. el mezquite presenta algunas
caracteristicas comunes: presenta un tronco recto, con corteza gruesa de color
café-negruzco, algo fisurada, alcanzado un diametro de hasta un metro, aunque
por lo general es de 30 a 60 cm. Es comun encontrar drboles torcidos. con
ramificacion abundante v espinosa lo que le da una aspecto mas ancho que alto
(Rezedowski, 1979).

Como caracieres foliares presenta hojas bipinnadas de 3.3 a 9.5 cm de

largo, con un niamero de foliolos por pina de 16-33 pares. caducifolio. sus hojas




presentan baja proporciéon de transpiracion. Presenta inflorescencias en espiga
de 4 a 10 ecm de largo conteniendo de 25 a 300 flores perfectas, de color blanco
amarillentas, con caracteristicas hermafroditas que exhiben protoginia, es decir,
el estigina es receptivo antes de que ¢l polen sea liberado, por lo que puede
considerarse como flores unisexuales, favoreciéndose de este modo la
alogamia. El {ruto es una legumbre drupicea de 7 a 20 cm de largo de color
café-amarillento, a veces rojizo, tiene forma lineal o curva y presenta un ancho
de 8 a 15 mm: sus semillas son de color café claro. m:as o menos numerosas,
con endocarpo segmentado duro. formando una hilera longitudinal (Signoret.

1970: Rzedowski, 1979),
1.3 Datos Fenolégicos

En el wrabajo realizado por Signoret (1970) sobre algunas caracteristicas
fenolégicas del mezquite en el Valle del Mezquital, describe la secuencia de
floracion y maduracion del fruto, donde menciona que en la parte sur ésia se
realiza a fines de diciembre v principios de enero, » ¢n la parte norte. empiczan

a florecer en febrero-marzo v termina en abril-mayo.

La precipitacion pluvial » las aguas l6ticas propician condiciones
hidrologicas tfavorables ampliando el intervalo o periodo de floracion. aunque
esto podia ser relativo. Se ha mencionado que otros factores como la humedad
relativa. la temperatura vy ¢l fotoperiodo influyen en la floracion, aunque el

mezquite tenga contacto con los mantos freaticos. su periodo de floracion esta



limitado a ciertas épocas. En particular sec ha observado que el mezquite

arbustivo presenta un periodo mas definido en su floracidn, cosa que no sucede
con cl arboreo (Signoret, 1970).

Por otra parte., durante los meses de encro-febrero se registran el mayor
niamero de heladas, condicion que afecta no s6to a la floracion sino también 1a

produccion del fruto, provocando la caida de 1a vaina. Ei desarrollo de 1a vaina
se lleva a cabo inmediatamente que las flores han sido fecundadas,
observandose que la maduracion de ¢sta pancipia en los meses de junio-julio,
de tal suerte que va para fos meses de julio-agosto ha adquirido una forma
abultada. En la maduracion del fnuo se aprecio una secuencia de sur a norte

semejante a la mencionada para el desarrollo de las inflorescencias.

1.4 Importancia Econémica

En nuestro pais, Prosopis es un clemento importante en 1a flora nacional
por ser un recurso biotico con amplia distribucion geografica y ecoldgica en las
zonas aridas mexicanas, las cuales cubren mas del 30 2% del territorio nacional
(Morales de Ledn y Ruiz. 1994 Gomez, 1970). Por otra parte, Rzedowski
(1988) menciona que algunos mezquites sc caracterizan por su comportamiento
agresivo y tienden a ocupar agostaderos, en ocasiones también ocupan tierras
de cultivo, reduciendo su valor, por lo que en algunas regiones se aplica mucho

estuerzo y dinero para controlar tales invasiones (Burkart, 1976).
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De acuerdo a los datos obtenidos en el estudio de Gémez (1970) sobre la
explotacién agropecuaria de las zonas dridas mexicanas, se considera a los
mézquiles como plantas mas benéficas que perjudiciales siendo deseable el
mejoramiento de las diversas especies de mezquite con fines forrajeros antes
que forestales, pues el mezquite mejorado y bien aprovechado podria alcanzar

un valor econémico superior que al que actuaimente ticne.

Por las potencialidades economicas antes mencionadas. su cultivo ¥
mejoramiento se han recomendado en regiones aridas de América, Africa v Ia
India (FAO, 1982 Burkart,1976. Felker, 1979 Morales de Leon v Ruiz, 1994).
En nuestro pais por cjemplo, Gomez (1970) reporta que los Estados que se
distinguen por produccion forestal de P. laevigara son Sonora. San Luis Potosi,

Guanajuato, Tamaulipas, Zacatecas, Durango, Coahuila, Nuevo Ledn y Puebla.

Con respecto al Estado de Hidalgo, el indice de importancia econémica
del mezquite en el Valle del Mezquital es bajo ¥ mas bien de consumo
domeéstico. lo cual va en relacion con su actual escascz por el uso excesivo de
que fue objeto en épocas pasadas y porque la mayoria de los mezquites que
existen en la actualidad carecen de la suficiente altura para poderse aprovechar

industrialmente (Signoret, 1970).

A pesar de lo anterior, no existen en nuestro pais programas de
reforestacion para el mezquite, tampoco se conocen programas para explotar

racionalmente este recurso, a excepcion de la iniciativa de un grupo de




productores del Estado de Guanajuato (Sociedad de Solidaridad Social: Tierra,
Vegetacion y Miel, misma que es apoyada por un grupo de ¢colégistas) y de un
trabajo experimental en campo que evalta el aprovechamiento integral de este

recurso vegetal basico (Frias ef al., 1992).

L.5 Usos del Mezquite

En épocas prehispinicas ¢l mezquite constituyo una fuente de obtencion
de diversos productos para los pobladores de las zonas dridas mismos que
actualmente se siguen aprovechando. ya que constituyen una fuente importante
de hidratos de carbono y proteinas para grupos humanos del suroeste de
Estados Unidos de Norteamérica, norte de México ¥ en la parte sur de América
del Sur, donde la harina del fruto se consume bajo diversas formas (Felker,
1979). Por ejemplo, ¢l truto ya maduro es comestible en estado fresco de sabor
agradable o bien se utilizan como golosina v en la preparacion de aguas de
tiempo. Asimismo. la semilla seca v molida se utiliza como complemento o
sustituto del café v de la fermentacion de las mismas se obtienen bebidas

alcohdlicas parecidas al mezceal (Morales de Leon y Ruiz, 1994).

En general, se reconoce la importancia de las leguminosas lefiosas como
especies multifuncionales. por lo que las distintas especies del género Prosopis
son consideradas plantas de gran utilidad. ya que sus hojas y frutos constituven
un forraje de buena calidad para el ganado bovino, ovino y caprino (Matteucci

eral., 1991). De su madera se obtienen diversos productos, tales como carbon,
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postes para cercas, tablas, hormas para zapato, muebles, etc.: la corteza ha sido
utilizada en la curtiduria; la raiz para teilir fibras como algodén, lana y seda,

con colores negros y cafés en sus diferentes tonalidades (Signoret, 1970).

En el aspecto medicinal, los retofios, corteza y hojas se utilizan para la
preparacion de infusiones para afecciones de los ojos. males estomacales y
diarrea. La goma en infusiones calientes, se usa para aliviar dolores de garganta
¥ como remedio para problemas respiratorios. La raiz se usa en el tratamiento

de hernias umbilicales (Simpson, 1977; Morales de Ledn v Ruiz, 1994).

Las gomas del mezquite, tanto la de semilla como la secrctada por el
tronco encuentran amplia aplicacion y utilidad como sustitutos de la goma
arabiga ¥ materia prima en la elaboracion de productos farmacéuticos v
alimenticios: microencapsulantes, espesantes y edulcorantes (Morales de Leén
¥ Ruiz, 1994).

1.6 Importancia Ecolégica

Los mezquites son una parte integral de los ecosistemas dridos y
semidridos, ya que juegan un papel importante en la estructura de las
comunidades naturales. asi como en los ciclos hidrolégicos: como anico
representante arboreo, brinda a otras especies vegetales mejores condiciones
para su crecimiento. esto es, tiene la caracteristica de una planta nodriza debido

a su capacidad para generar islas de fertilidad. v participa en la formaciéon v
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retencion  del suelo (previniendo el proceso de desertificacion). Ademas,
incrementa la fertilidad de los suelos por su capacidad de asociacién con
bacterias fijadoras de nitrogeno. Asimismo, ofrece alimento ¥y refugio a una
amplia gama de animales silvestres ( Signoret, 1970; Simpson, 1977. Frias er

al., 1992)

67




IL.-DESCRIPCION DE LA ZONA DE MUESTREOQ
1.1 Ubicacién

El Valle del Mezquital es una region que se encuentra en el centro y
suroeste del Estado de Hidalgo v estd limitada por la Sierra Madre Oriental al
noreste, los Valles del Bagjio al oeste y ¢l Valle de México al sur. El Valle del
Mezquital comprende algunas divisiones o pequefios valles, uno de ellos es el
Valle de Actopan, donde se ubica la comunidad vegetal muestreada y préxima
al poblado Santiago de Anaya, localizada a 20° 16" de latitud norte y 98° 54°

longitud oeste, a una altitud de 2019 m.s.n.m.
11.2 Composiciéon de la Vegetacion

La vegetacion es de tipo xerofitico propio de las zonas dridas, formando
una comunidad de matorral espinoso con presencia de mezquite (Prosopis
laevigara). cacticeas (Opuntia spp.), huizache (Acacia spp.), maguey (Agave
spp.) ¥y otras (Signoret, 1970).

1L.3 Datos Climiiticos

El clima dominante de la zona es templado seco. se caracteriza porque la

evaporacion excede a la precipitacion que es de 400 mm y la temperatura
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media anual de 17°C. (Fuente: Dir. Gral. de Scrv. Meteorologicos Nacional:
periodo 1985-1991).

En el Valle de Actopan sc tiene un maximo de temperatura en mayo (38°
C) y un minimo en encro (6° C); en cuanto a la precipitacion, hay un maximo ¢cn
septiembre ¥ un minimo en encro, coincidiendo la minima temperatura con la
minima precipitacion, lo que no sucede con tanta precision en cuanto a la
maxima temperatura ¥y maxima precipitacion por lo que las plantas quedan
sometidas en ese

intervalo, a periodos de sequia, cuyo efecto sobre Ia

vegetacion se acentia debido a las elevadas temperaturas (Signoret, 1970).
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