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|. RESUMEN

El andlisis ultraestructural del nacleo de Lacandonia schismatica (Triuridales),
revel6 la presencia de los granulos de Lacandonia, los cuales son particulas de
aproximadamente 32 nanometros (nm) de didmetro que usualmente se
localizan formando cumulos. Los estudios citoquimicos, inmunocitoquimicos y
de hibridacién in situ sugieren que son particulas ribonucleoproteicas que
funcionan como almacenes de acido ribonucleico mensajero (mMRNA), ya que
contienen &cido ribonucleico poliadenilado (RNA poli(A)") y proteinas de la
familia SR. Estas ultimas son elementos de la maquinaria de splicing, que
intervienen también en el transporte del mMRNA hacia el citoplasma. Por otra
parte, los estudios de la biogénesis ultraestructural de los granulos de
Lacandonia en dos especies de plantas con semilla como Ginkgo biloba y
Taxodium mucronatum, han permitido detectar diferentes etapas en la

biogénesis ultraestructural de estas particulas.

Los granulos de Lacandonia se distribuyen ampliamente a lo largo del reino
Plantae, desde los grupos de plantas con semilla hasta precursores de las
plantas como las algas del género Choleochaete (Tesis de Jiménez-Ramirez,
J. aun no publicada). En angiospermas, los granulos de Lacandonia se han
encontrado en otras especies del orden Triuridales como T. alata y Soridium
spruceanum, asi como en otros grupos de plantas como lllicium floridanum
(llliciaceae), Pelargonium hortorum (Geraniaceae), Tulipa sp. (Liliaceae) y Alloe
vera (Asphodelaceae). En gimnospermas estas particulas se encuentran en

Ginkgo biloba (Ginkgoaceae) y Taxodium mucronatum (Taxodiaceae).



En el presente trabajo se exploré la biogénesis a través de un analisis
ultraestructural de los granulos de Lacandonia en grupos floristicos
tempranamente divergentes que prescinden de semilla, como las pteridofitas
(Adiantum-capillus-veneris) y los equisetos (Equisetum hyemale L), cuyos
origenes se remontan a 300 y 370 millones de afios respectivamente. Lo
anterior, con el proposito de detectar las etapas de formacion del fenotipo de
los granulos de Lacandonia y determinar, si el proceso de biogénesis es similar
en plantas con y sin semilla. El analisis de los granulos de Lacandonia se
realiz6 mediante la generacion de imagenes estéreopares ultraestructurales,
para demostrar la relacion fibras-granulos de Lacandonia y determinar si esta
etapa antecede a la formacion de granulos de Lacandonia maduros y bien
definidos, a partir del enrollamiento de las fibras. En este trabajo, se detectaron
al menos tres etapas de formacion de los granulos de Lacandonia siempre
vinculadas con el entrelazamiento de las fibras circundantes, tanto en las

regiones pericromatinianas como intercromatinianas.



II. ABSTRACT

The ultrastructural analysis of Lacandonia schismatica nucleus revealed the
presence of the Lacandonia granules, intranuclear particles 32 nm in diameter
that usually are present as clumps. The citochemical, immunocitochemical and
in situ hidridization studies suggest that Lacandonia granules are
ribonucleoprotein particles involved in mRNA storage, because contain
polyadenilated ribonucleic acid (RNA poli(A)*") and proteins of the SR family.
These factors are elements of the splicing machinary that take part in the
MRNA transport towards the cytoplasm too. On the other hand, the
ultrastructural biogenesis studies of Lacandonia granules in two species of
seed plants as Ginkgo biloba and Taxodium mucronatum have allowed to

detect different stages in the ultrastructural biogenesis of these particles.

The Lacandonia granules are distribuited widely in the Plantae kingdom, and
also in the algae Choleochaete (Jiménez-Ramirez, J., unpublished thesis). In
angiosperms Lacandonia granules are present in other species of Triuridales
as Triuris alata and Soridium spruceanum and also in plants as in lllicium
floridanum (llliciaceae), Pelargonium hortorum (Geraniaceae), Tulipa sp.
(Liliaceae) and Alloe vera (Asphodelaceae). In gimnosperms these particles
are located in Ginkgo biloba (Ginkgoaceae) and Taxodium mucronatum

(Taxodiaceae).

In this work we studied the ultrastructural aspects of the biogenesis of

Lacandonia granules in two species unseeded plants pteridophyta (Adiantum-



capillus-veneris) and equiseta (Equisetum hyemale L) to determine if the
biogenesis process is similar in plants with and without seed. The analysis of
Lacandonia granules was performed by generating ultrastructural stereopairs
images in order to demonstrate the relation between fibers and granules.
Results suggest that granules derive from fibrous elements and at least three

stages of formation take place.



l1l. INTRODUCCION

La planta Lacandonia schismatica es una angiosperma extrafia y endémica
encontrada en la selva Lacandona en Chiapas, México, la cual mide menos de
dos centimetros de altura y crece en la hojarasca (Marquez-Guzman, J. et al.
1989). Es considerada un verdadero cisma, pues dentro de las mas de 250 000
plantas con flores conocidas en el mundo (Judd, W. S. et al. 2002), L.
schismatica es la Unica planta cuya flor hermafrodita posee los 6érganos
sexuales espacialmente invertidos (Martinez, E. y Ramos, C. 1989; Marquez-
Guzman, J. 1989): tres estambres centrales y de 40 a 80 carpelos alrededor,
configurando una estructura radialmente simétrica con 6 tépalos. Pertenece al
grupo de monocotiledoneas de la familia Lacandoniaceae, compuesta de
hierbas micoheterétrofas inconspicuas y acloréfilas (Ambrose, B. A. et al.

2006).

Los avances tecnoldgicos en la microscopia electrénica y de fuerza atdmica,
han permitido evidenciar la ultraestructura de los nudcleos celulares de L.
schismatica (Jiménez-Garcia, L. F. et al. 1992; 1998; Jiménez-Garcia, L. F. y
Fragoso-Soriano, R. 2000). El nucleo celular exhibe la heterocromatina de tipo
reticulada asociada a particulas denominadas “granulos de Lacandonia”, los
cuales son particulas ribonucleoproteicas extranucleolares muy abundantes.
Presentan un tamafio intermedio (alrededor de 32 nm de didmetro) con relacion
a los granulos pericromatinianos (PCGs) y los cuerpos de Cajal (GBs), se
observan en el microscopio electronico formando cumulos en el espacio

intercromatiniano y pericromatiniano (Jiménez-Garcia, L. F. et al. 1992;



Jiménez-Ramirez, J. et al. 2002). Los granulos de Lacandonia y las fibras
circundantes asociadas se contrastan con la tincibn de acido
etilendiaminotetracético (EDTA) preferencial para ribonucleoproteinas (RNPS)

de Bernhard (Bernhard, W. 1969; Jiménez-Garcia, L. F. et al. 1992).

El ndmero de granulos de Lacandonia varia durante el desarrollo de la flor,
mostrando similitudes con los PCGs y los GBs presentes en células de
mamiferos e insectos respectivamente (Agredano-Moreno, L. T. y Jiménez-
Garcia, L. F., 2000). Los PCGs y los GBs son elementos nucleares que
parecen estar involucrados en el metabolismo del RNA (acido ribonucleico),
sobre todo en el transporte y/o almacenamiento del mMRNA (Vazquez-Nin, G. y

Bernhard, W. 1971; Vazquez-Nin, G. et al. 1978).

Tomando como base estudios morfologicos, de desarrollo, inmunocitoquimicos
y de hibridacion in situ, se encontré que los granulos de Lacandonia presentan
similitudes importantes con relacion a otros elementos nucleares como los GPs
y los GBs. Tal como ocurre en estas particulas nucleares, los estudios
inmunocitoquimicos de los granulos de Lacandonia permitieron la identificacion
de factores de splicing de la familia SR y RNA poli(A)*, cuya presencia sugiere
que los granulos de Lacandonia estan involucrados en eventos
postranscripcionales como el almacenamiento y/o transporte de MRNAS

(Agredano-Moreno, L. T. y Jiménez-Garcia, L. F. 2000).

Los granulos de Lacandonia se han encontrado en taxa diferentes de plantas.

En especies del orden Triuridales como T. alata (Jiménez-Garcia, L. F. 1992),



T. brevistylis (Jiménez-Ramirez, J. et al. 2002) y S. spruceanum (Zamora-Cura,
A. L. Tesis. 2006); en especies del orden Asparagales como A. vera y del
orden Liliales como Tulipa sp.; en especies del orden Austrobaileyales como
lllicium floridanum y Geraniales como Pelargonium hortorum (Guzman-Lépez,
A. G. Tesis. 2003); en gimnospermas del orden Ginkgoales como Ginkgo biloba
(Jiménez-Ramirez, J. et al. 2002) y Pinneales como Taxodium mucronatum
(Alonso-Murillo, D. Tesis. 2008); asimismo se encuentran en especies muy
antiguas sin semilla como Adiantum capillus-veneris del orden Pteridales y
ejemplares del orden Equisetales (Jiménez-Ramirez, J. Tesis aun no
publicada). Estos datos indican que los granulos de Lacandonia pueden
encontrarse en momentos de la escala evolutiva y grupos floristicos diversos,
en asociacion con una cromatina reticulada (Jiménez-Ramirez, J. Tesis aun no
publicada). Por lo anterior, es importante continuar los estudios que permitan
una comprension integral de la presencia, composicion molecular y biogénesis
ultraestructural de los granulos de Lacandonia, como un caracter sinapomaorfico

a nivel nuclear.

Con la finalidad de conocer la biogénesis ultraestructural de los granulos de
Lacandonia, se han realizado estudios recientes de estas particulas en nucleos
de las gimnospermas como G. biloba y T. mucronatum mediante el analisis de
imagenes estéreopares, generadas mediante el uso de un goniémetro
integrado al microscopio electronico de transmision. Las imagenes
estéreopares fueron visualizadas con lentes estereoscOpicos que permiten
reconstruir tridimensionalmente el espacio ocupado por los granulos de

Lacandonia y las fibras asociadas en el espacio pericromatiniano e



intercromatiniano (Gaona- Lépez, C. Tesis. 2008; Alonso-Murillo, D. Tesis.

2008).

Dichos estudios demostraron que los granulos de Lacandonia son elementos
que forman parte de una compleja red fibrogranular. En el caso de G. biloba se
detectaron tres estadios de la biogénesis ultraestructural, siendo el primer
estadio de granulos en formacion con més fibras asociadas y de tamafio menor

a los 32 nm, el de mayor duraciéon (Gaona- Lépez, C. Tesis. 2008).

[11.1 Nucleo Celular Interfasico

El nucleo celular es el organelo caracteristico de las células eucariotas. Fue
descrito por primera vez en 1804 por Franz Bauer y posteriormente,
caracterizado con mas detalle por el botanico escocés Robert Brown en 1831
durante una conferencia dictada para la Sociedad Linneana de Londres (en
Harris, H. 1999). Contiene la mayor parte del material genético celular. La
funcién del nucleo es almacenar y proteger la integridad del genoma contra el
estrés ambiental, de modo que, pueda controlar la actividad celular a través de

la expresiéon génica (en Alberts, B. et al. 2002).

Los principales elementos estructurales del ndcleo celular son: la envoltura
nuclear integrada por una doble membrana que hace la funcion de separacion
del citoplasma. La membrana externa de la envoltura nuclear es continua con
el reticulo endoplasmico rugoso que contiene ribosomas. La envoltura nuclear

se encuentra interrumpida por elementos proteicos denominados complejos



de poro los cuales tienen una subestructura definida, semejante a una
“canastilla” que se extiende hasta el nucleoplasma y permite la transferencia de
materiales entre el nucleo y el citoplasma. El nlcleo presenta una lamina
nuclear , esto es, una red de filamentos intermedios que se encuentran en el
interior de la envoltura y confieren soporte mecanico, tal y como lo hace el
citoesqueleto. La ldmina nuclear periférica esta compuesta por lamininas A/C
y B y algunos autores consideran que participa en la regulacion estructural de
la envoltura nuclear, asi como en el anclaje de la cromatina en interfase a la
periferia nuclear. Los parches internos formados por lamininas también se
encuentran presentes en el nucleoplasma (Spector, D. L. 1993; Stoffler et al.,

1999; Moir, et al. 2000, Alberts, B. et al. 2002).

El nucleo celular est4 organizado en dominios especializados, los cuales son
estructuras dinamicas con frecuentes interacciones, que consisten en

intercambios rapidos de proteinas (en Spector, D. L. 2001).

Un ejemplo de estos dominios es el nucléolo , un elemento responsable de la
sintesis y procesamiento del RNA pre-ribosomal y del ensamblado de las
unidades del ribosoma (28S, 18S, 5.8S) (en Jiménez-Garcia, L. F. y Merchant-
Larios, H. 2003). Es el dominio responsable de la biogénesis de la mayoria de
las particulas ribonucleoproteicas (RNPs) y de la regulacién del ciclo celular, lo
que lo hace central en el proceso de expresion génica (Thiry, M. y Lafontaine,
D. L. 2005). Asimismo, se han detectado RNAs pequefios nucleares (SNRNAS)

y RNAs pequeio nucleolares (snoRNA) (Shaw, J. P. y Brown WS. J. 2004).



En el nucleoplasma se encuentran particulas ribonucleoproteicas no

nucleolares , como las PCFs, los PCGs, los granulos intercromatinianos,
cuerpos de Cajal y poliparticulas. La relacién entre todos estos compartimentos
permite la regulacion de la expresion génica y el procesamiento del RNA pre-

mensajero (pre-mRNA) (Recillas-Targa, F. y Escamilla Del Arenal, M. 2004).

En la planta L. schismatica y otras monocotiledoneas se encuentran los
granulos de Lacandonia (Jiménez-Garcia et al.,, 1992). En el nucleo de L.
schismatica, se localizan elementos no ribonucleoproteicos como el complejo
tipo sinaptonémico, el cual es morfolégicamente muy parecido con los
complejos sinaptonémicos de la profase meidtica que describié por primera vez

Moses, M. J. (1956).

La variedad de elementos que conforman la organizacion nuclear, se ha
dilucidado gracias a los avances en la microscopia electrénica de transmision y
de fluorescencia. De modo que, se ha podido determinar que el ndcleo celular
es una entidad dinamica y participativa en la regulacion de la expresion génica.
Cada uno de los compartimentos que se encuentran en el nlcleo, poseen
funciones bien definidas que van desde almacenar a los factores de
transcripcion, los factores ligados al procesamiento de los pre-mRNAs, hasta
los genes ribosomales albergados en el nucléolo, entre otros (Recillas-Targa,

F. y Escamilla Del Arenal, M. 2004).
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111.1.1 La Cromatina

En células eucariontes, la cromatina es la regiéon del nicleo donde se localiza el
acido desoxirribonucleico (DNA) con sus proteinas asociadas. La mayoria de
las proteinas asociadas son proteinas basicas pequefias denominadas
histonas. Existen otras proteinas no histonicas que se asocian de igual forma
con el DNA, aunque no son tan abundantes. Las proteinas no histonicas son
las encargadas de regular la transcripcién, la duplicacion, la reparacion y la

recombinacion del DNA celular (en Watson, J. D. et al. 2006).

Existen cinco tipos de proteinas histdénicas que se diferencian con base en la
abundancia de dos aminoécidos en especifico, tales como la lisina y la
arginina. Las histonas con alto contenido de lisina son H1; las que presentan
baja cantidad de lisina son H2A; las moderadamente ricas en lisina son H2B.
Las histonas ricas en arginina son H3 y H4. Evolutivamente, las histonas son

las proteinas mas conservadas (en Alberts, B. et al. 2002).

El complejo de cromatina permite contener al genoma en el interior del ndcleo
celular. La unidad fundamental de ésta es el nucleosoma, conformado por un
octamero de histonas (dos de cada una de las proteinas H2A, H2B, H3 y H4),
alrededor del cual interaccionan 147 pares de bases (pb) de DNA. Existen
diferentes niveles de compactacion del DNA, siendo el cromosoma en
metafase el nivel mas elevado (Recillas-Targa, F. y Escamilla del Arenal, M.

2004).

11



En plantas, la heterocromatina del nucleo se distribuye de dos formas, que dan
lugar a nucleos de tipo cromocéntrico y varios de tipo reticulado (Barlow, P. W.
1977). En los nucleos cromocéntricos, la mayor parte de la cromatina se
encuentra adosada a la envoltura nuclear en forma de pequefios fragmentos. El
resto de éstos, constituyen cromocentros que se dispersan por el espacio
nucleoplasmico (Echeverria, O. et al., 1999). Los nucleos cromocéntricos se
encuentran principalmente en las plantas dicotiledéneas. En cambio, los
ndcleos reticulados presentan cromatina con una estructura de red distribuida
por toda el area nuclear. Se localizan principalmente en plantas
monocotiledéneas, gimnospermas, briofitas y clorofilas o algas verdes (en

Jiménez, G., L. F., Merchant, H., 2003).

[11.1.2 El Nucléolo

El nucléolo es la estructura mas conspicua que se ha observado en el nucleo
de la célula eucariota. Fue detectado por los primeros citélogos del siglo XIX

(1898) y registrado en alrededor de 700 referencias (en Alberts, B. et al. 2008).

A diferencia de los principales organelos de la célula, el nucléolo no esta
rodeado por una membrana, Sino que es un gran agregado macromolecular
gue incluye a los genes rRNA, los precursores de rRNAs, RNAs maduros,
enzimas de procesamiento de rRNA, snoRNPs, proteinas ribosomales y
ribosomas parcialmente ensamblados. Presumiblemente, la asociacion cercana
de todos estos componentes permite que el ensamblaje de los ribosomas

ocurra de manera rapida y fluida (en Alberts, B. et al. 2008).
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El nucléolo tiene varios tipos de moléculas de RNA, los cuales juegan un papel
central en la quimica y estructura del mismo. Esto sugiere que el nucléolo
evoluciond a partir de alguna estructura antigua presente en células dominadas
por la catalisis de RNA. Actualmente se sabe que los genes ribosomales
juegan un papel importante en la formacion del nucléolo (en Alberts, B. et al.

2008).

Ultraestructuralmente, el nucléolo muestra tres regiones diferentes: los centros
fibrilares (FCs), el componente fibrilar denso (DFC) y el componente granular
(GC). En el caso de las plantas, visto al microscopio electronico con técnicas
convencionales, el DFC no se encuentra tan fuertemente contrastado como en
las células animales, ademas que en las plantas el DFC ocupa alrededor de un
70% de volumen del nucléolo. Los FCs contienen rDNA, RNA pol | y factores
asociados a la transcripcién del rDNA. En algunas plantas el nucléolo muestra
una region prominente ubicada en el centro, llamada cavidad nucleolar y en
otras, se presenta como la cromatina nucleolar condensada asociada a la
periferia del nucléolo. Por lo general, el nucléolo de las plantas es muy regular
en su organizacion, siendo casi esférico (Spector, D. L. 1993; Dundr, M. y
Misteli T. 2001; Jiménez-Garcia y Merchant-Larios, H. 2003; Shaw, J. P. y

Brown, WS. J. 2004).

[11.1.3 Particulas Ribonucleoproteicas no Nucleolar es

Cuando se logran avances en los procedimientos de la citoquimica

ultraestructural, comienza el disefio de diferentes experimentos para conocer la
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naturaleza y funcion de las particulas ribonucleoproteicas en el nacleo (en
Jiménez-Garcia, L. F. y Merchant-Larios, H. 2003). Las estructuras
ribonucleoproteicas (RNPs) fueron caracterizadas por Monneron, A. Yy
Bernhard, W. (1969) en el nucleo de células de mamiferos, utilizando un
método de tincion diferencial para RNPs (Bernhard, W. 1969) e hidrdlisis

enzimaética.

[11.1.3.1 Fibras Pericromatinianas (PCFs)

Dentro de las primeras estructuras RNPs descritas estan las PCFs,
caracterizadas por Monneron, A. y Bernhard, W. en 1969. Estos autores las
definieron como “la expresion morfoldgica extranucleolar de la transcripcion”.
Contienen pre-mRNA (Bachellerie, J. P. et al. 1975; Fakan, S. et al. 1976) que
posteriormente se ve sometido al proceso de splicing (Fakan, S. 1994).
Estructuralmente, las PCFs miden entre 3 y 5 nm de diametro y se localizan
preferencialmente en la periferia de algunos grumos de cromatina compacta,

aungue tienen una distribucién homogénea en el nucleoplasma.

[11.1.3.2 Granulos Pericromatinianos (PCGSs)

Los PCGs son estructuras ribonucleoproteicas descritas por primera vez por
Watson, M. L. en 1962. Son estructuras esféricas que miden entre 30 y 50 nm
de diametro, son EDTA positivas y tipicamente, estan rodeadas de un halo
claro de 25 nm de grosor que permite su facil identificacién por el microscopio

electronico. Por lo regular, se ubican en el borde de los cimulos de cromatina
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compacta, sin embargo, también se han observado en la regién

intercromatiniana.

Hay evidencias que sugieren que los PCGs almacenan y transportan mRNA
hacia el citoplasma, para ser traducidos a proteinas. Comparaciones
morfolégicas, morfométricas y citoquimicas hechas por Vézquez-Nin, G. y
colaboradores en 1978 han demostrado que los PCGs son estructuras
practicamente idénticas a los GBs, por eso se sugiri6 que ambos granulos
cumplian la misma funcién (en Jiménez Garcia, L. F. y Merchant-Larios, H.

2003; Monneron, A. y Bernhard, W. 1969).

[11.1.3.3 Granulos Intercromatinianos (ICGSs)

Fueron descritos por primera vez en 1959 por Hewson Swift como agregados
polimorfos que pueden encontrarse conectados a fibrillas, ubicandose en los

espacios intercromatinianos del nucleo (Puvion, E. y Moyne, G. 1981).

Los ICGs son elementos nucleares que miden entre 20-25 nm de diametro
(Monneron, A. y Bernhard, W. 1969). Los ICGs realizan funciones muy
importantes con relaciéon al ensamblado, modificacion y almacenamiento de
proteinas involucradas en el procesamiento del pre-mRNA, tales como las
ribonucleoproteinas pequefias nucleares (snRNPs), las proteinas SR (como el
factor SC35) involucradas en el proceso de splicing y la subunidad grande de la
RNA polimerasa Il en su forma hiperfosforilada (Jiménez-Garcia, L. F. et al.

2007).

15



Los andlisis protedmicos de los ICGs han permitido la identificacion de 146
proteinas de diferentes tipos, entre ellas, las pertenecientes a la familia SR.
Estas proteinas participan en el reconocimiento del RNA y del dominio SR

(Saitoh, N. et al. 2004).

[11.1.3.4 Cuerpos de Cajal (CBs)

Los cuerpos de Cajal o coiled bodies (CBs) fueron identificados por primera vez
por el investigador espafiol Ramén y Cajal en 1903, quien los describié como
cuerpos accesorios del nucléolo. Posteriormente, se describieron
ultraestructuralmente por Monneron y Bernhard en 1969 como agregados
esféricos de 0.3-0.5 pm de diametro, contrastados por el procedimiento de
acetato de uranilo, EDTA y citrato de plomo. Los CBs estan formados por fibras
de 40-60 nm de grosor que se ubican en la zona intercromatinina. Contienen
moléculas que participan en la biogénesis del RNA nuclear. Se sugiere que
intervienen en la modificacion y ensamblaje de snRNPs. De igual manera,
contienen snoRNPs que estan involucradas en el procesamiento del pre-rRNA.
También se han localizado proteinas como fibrilarina (proteina especifica del
nucléolo), p80 coilina (especifica de esta estructura) y factores de splicing (U1,
U2, U4, U6 y U5), asi como el U3snRNA nucleolar (precursores del U14 en
plantas). Los CBs se disgregan durante la mitosis y se vuelven a formar
durante al fase G1 del ciclo celular (Lamond, A. . y Spector, D. L. 2003; Gall, J.

G. 2000).
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[11.1.3.5 Poliparticulas

Son estructuras ribonucleoproteicas que al ser observadas mediante el
microscopio electronico, presentan la forma de cuentas ensartadas en un hilo.
Tienen un tamafo de 25 nm de diametro y son EDTA positivas. Contienen RNA
mensajero como pre-mensajero de alto peso molecular (en Jiménez-Garcia y

Merchant-Larios, H. 2003).

[11.2 Procesamiento del RNA Pre-mensajero (pre-mRNA )

En los organismos eucariontes, la expresion génica es un proceso que
involucra la transcripcion y los fendmenos de procesamiento del pre-mRNA,
entre ellos se encuentran la formaciéon de un capuchdén en el extremo 5’ del
RNA, el splicing del transcrito primario de RNA y la poliadenilacion del extremo
3’ del RNA. El mas complejo es el evento de splicing, mediante el cual se
eliminan los intrones no codificadores para dar lugar a un mRNA maduro (en
Watson, J. D et al. 2006). Los eventos que conforman el procesamiento del
pre-mRNA no se dan de manera aislada, sino de forma acoplada entre si (en

Agredano-Moreno, L. T. Tesis. 2001).

La formacion del capuchon en el extremo 5, consiste en adicionar una base
guanina metilada en el extremo 5’ del RNA. Esta guanina metilada se une al
transcrito de RNA por medio de un enlace 5-5’ inusual que comprende tres

fosfatos. El capuchon se forma en tres pasos enzimaticos. En el primero, se
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elimina un grupo fosfato del extremo 5’ del transcrito. Segundo, se afiade el

GTP y por ultimo, se metila ese nucleétido (en Watson, J. D. et al. 2006).

El RNA adquiere su capuchdon cuando tiene alrededor de unos 20 a 40
nucledtidos de longitud, esto es, cuando el ciclo de la transcripcién progresé
solo hasta la transicion entre la fase de iniciacién y la de alargamiento (en

Watson, J. D. et al. 2006).

El splicing se lleva a cabo en dos pasos cataliticos. En primer lugar, un residuo
de adenosina que se ubica en la secuencia de RNA cerca del extremo 3’ del
intron, realiza un ataque nucleofilico sobre el sitio 5° del empalme, generando
una ruptura del enlace fosfodiéster. Simultdneamente, la guanina del
dinucleétido realiza un enlace a través de su segunda reaccién de
transesterificacion, en la que el grupo OH del extremo del exén realiza un
ataque nucleofilico hacia el sitio de empalme 3'. El resultado de estas
reacciones es una estructura en forma de “lazo”, al mismo tiempo que se unen
los exones para producir el mMRNA maduro. El intron con estructura de “lazo” se
rompe en su enlace 5’-2’, se extiende linealmente y queda expuesto para ser
degradado, o bien, procesado para que nuevamente de lugar a un RNA

pequefio nucleolar rico en uracilo (UsnoRNA).

Una vez que se alcanzé el extremo final de un gen, la RNA polimerasa localiza
secuencias especificas que, después de que se transcribieron en RNA,
desencadenan la transferencia de las enzimas de poliadenilacion hacia ese

RNA, dando como resultado la fase de poliadenilacion que implica: la escision
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del mensaje, la adicion de muchos residuos de adenina a su extremo 3’y
enseguida, la terminacién de la transcripcion por la polimerasa. El primer paso
es un rompimiento endonucleolitico en el sitio de poli-A, el cual es secundado
por una adicion lenta de aproximadamente 10 residuos de adenosina en
direccién “rio arriba”, luego la cola corta de oligo (A) se elonga rapidamente.
Previo a la etapa de escision del RNA, éste es reconocido por el factor de
especificidad de la poliadenilaciéon y rompimiento, el CPSF y por el factor CstF.
Las colas de poli-A confieren estabilidad al mensajero, eficiencia en la
traduccion y en el transporte de los mMRNAs procesados del ndcleo hacia el
citoplasma. En realidad, es un proceso acoplado con el empalme o splicing
(Agredano-Moreno, L. T. Tesis doctoral. 2001; Watson, J. D. et al. 2006;

Jiménez-Garcia, L. F. et al. 2007).

IV. ANTECEDENTES

IV.1 Los Granulos de Lacandonia

Los rasgos tan peculiares de la planta L. schismatica suscitaria el interés por
estudiar los aspectos celulares y ultraestructurales de la misma, de modo que,
se decidi6é explorar el nucleo interfasico de este planta mediante la microscopia
de luz y microscopia electronica de transmision con técnicas de citoquimica
ultraestructural. En los nucleos celulares se encontraron estructuras tipo
complejo sinaptonémico, cuerpos asociados a nucléolo, centromeros y cuerpos
espiralados (Jiménez-Garcia, L. F. et al. 1992). La presencia del complejo tipo
sinaptonémico en células somaticas provenientes de organos diferentes causo

confusién (Jiménez-Garcia, L. F. et al. 1992), puesto que previamente se
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identifico en células post-meiodticas como las microsporas de Allium cepa. Este
hallazgo se interpretd como un posible relicto del complejo sinaptonémico que
refleja un fendmeno de recombinaciéon (Esponda, P. 1977). En el caso de los
cuerpos asociados a nucléolo, las micrografias electrénicas revelan la
presencia de fibrillas que sugieren que estos cuerpos se originaron en el
nucléolo. Los centrémeros y cuerpos espiralados son elementos muy similares
a los descritos en otros sistemas de plantas como Allium fistulosum, Allium
porrum y Allium cepa. Los cuerpos en forma de anillo (0.5-1 um de diametro) y
asociados al nucléolo, fueron otras estructuras encontradas de forma constante
en los nucleos de las especies Triuridales y en otras especies saprofiticas
como Voyria aphylla (dicotiledénea) y Gymnosiphon divaricatus
(monocotiledénea), sin embargo, estas Ultimas especies no presentan el mismo

patrén nuclear de las Triuridales (en Jiménez-Garcia, L. F. et al. 1992).

De igual forma, la microscopia electronica de transmision permitié el
descubrimiento de nuevas estructuras ribonucleoproteicas que fueron
denominadas granulos de Lacandonia por Jiménez-Garcia, L. F. et al. en 1992.
Las mediciones morfométricas determinaron que los granulos de Lacandonia
tienen un tamafo de 32 + 3 nm de didmetro y que conforman grandes cumulos
en los espacios intercromatinianos y pericromatinianos. El tamafio y la
distribucion espacial de los granulos de Lacandonia son intermedios entre los
PCGs y los ICGs que se encuentran en las células animales y algunas plantas
(Jiménez-Garcia, L. F. et al. 1992). Los granulos de Lacandonia también se
localizan en otras plantas del orden Triuridales como T. alata (Jiménez-Garcia,

L. F. et al. 1992) y S. spruceanum (Zamora-Cura, A. L. Tesis. 2006). Al
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comparar los tamafos de los granulos de Lacandonia entre L. schismatica y T.
alata, se determiné un tamafio de 31 + 2 nm de diametro en ésta ultima y sin
diferencias significativas entre ambas (P > 0.05) (Jiménez-Garcia, L. F. et al.

1992).

Los estudios citoquimicos del nucleo de L. schismatica fueron seguidos por la
implementacion de pruebas inmunocitoquimicas y de hibridacion in situ, que
arrojaron nuevos resultados sobre la relacion estructural y citofisiol6gica de los
granulos de Lacandonia con respecto a otras estructuras ribonucleoproteicas
descritas previamente. Se encontraron importantes similitudes con los PCGs y

los GBs.

Las pruebas citoquimicas evidenciaron estas semejanzas. Los granulos de
Lacandonia son relativamente insensibles a la RNAasa, aunque la mayoria de
ellos desaparecen o disminuyen su tamafio si se suministra un tratamiento
previo con pronasa (Agredano-Moreno, L. T. et al. 1994). Una reaccion similar
a la que ocurre tanto en los granulos pericromatianos (Monneron , A. y
Bernhard, W. 1969) como en los GBs (Vazquez-Nin, G. H. y Bernhard, W.
1971). La tincion con oxinitrato de bismuto después de hacer la fijacion con
glutaraldehido, no reacciona ni con los granulos de Lacandonia ni con los
pericromatinianos en células de higado de mamifero (en Agredano-Moreno, L.
T. et al. 1994), aunque una tincidn discontinua puede observarse en la periferia
de algunos granulos mas pequefios que los granulos de Lacandonia, lo que
indica que estos granulos mas pequefios no son equivalentes con los ICGs

(Agredano-Moreno, L. T. et al. 1994).
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Con respecto a la asociacion de los granulos de Lacandonia con otros
elementos nucleares, se ha observado la presencia de fibrillas finas que forma
parte de la cromatina extendida y que se conectan con los granulos (Agredano-
Moreno, L. T. 1994). Esta caracteristica también se detectd en las zonas puff
de los cromosomas politénicos en las células de los anillos de Balbiani
(Vazquez-Nin, G. H. y Bernhard, W. 1971). De igual manera, se han
identificado a las proteinas snRNPs en la periferia de los granulos de Balbiani
inmaduros, ubicados en zonas de transcripcion activa (Vazquez-Nin, G. H. et
al. 1976). Los primeros estudios de inmunocitoquimica ultraestructural,
revelaron que estas proteinas se localizan principalmente en las PCFs, los
granulos intercromatinianos, los cuerpos espiralados y ocasionalmente en los
PCGs (Fakan, S. et al. 1984; Puvion, E. et al. 1984), reforzando la evidencia de

similitud con los granulos de Lacandonia.

Los estudios posteriores del nucleo de L. schismatica utilizando microscopia
electrénica, inmunolocalizacion ultraestructural y la hibridizacion ultraestructural
in situ, aportaron nueva evidencia sobre la relacion ultraestructural y funcional
de los granulos de Lacandonia con los PCGs y los GBs (Agredano-Moreno, L.

T. y Jiménez-Garcia, L. F. 2000).

Los andlisis de microscopia electrénica permitieron determinar que el nimero
de granulos de Lacandonia esta en funcion de las etapas de desarrollo floral
(Agredano-Moreno, L. T. y Jiménez-Garcia, L. F. 2000), un fenémeno similar al
observado en los PCGs de nucleos provenientes de epitelio endometrial

cuando se aplica un tratamiento con estradiol (Vazquez-Nin, G. H. y
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Echeverria, O. 1996). En la evaluacion de los granulos de Lacandonia, se
analizaron las flores en etapa de pre-antesis (no abiertas, yemas florales con
granos de polen en el estado de tres células) y post-antesis (abiertas, etapa en
gue solo las paredes del polen permanecen en las anteras), encontrdndose una
mayor cantidad de granulos de Lacandonia en la etapa de pre-antesis
(Agredano-Moreno, L. T. y Jiménez-Garcia, L. F. 2000), lo cual se explica por el
requerimiento de una expresion génica mas activa debido a los eventos de
polinizacién, fecundacion y formaciéon de los 6rganos florales que se llevan a

cabo durante esta etapa (Marquez-Guzman, J. et al. 1993).

Las pruebas inmunocitoquimicas en los granulos de Lacandonia, demostraron
la presencia de factores de splicing como las proteinas SR de forma
abundante, mediante la utilizacién del anticuerpo 3C5 (Agredano-Moreno, L. T.
y Jiménez-Garcia, L. F. 2000). Las proteinas SR constituyen una familia muy
conservada de factores de splicing que se encuentran en un intervalo amplio de
organismos, desde Drosophila hasta humanos (en Manley, J. L. y Tacke, R.
1996). Estas proteinas se localizan en las PCFs y estan implicadas tanto en el
splicing esencial como en el alternativo (en Agredano-Moreno, L. T. y Jiménez-
Garcia, L. F. 2000). La familia de proteinas SR comparte una organizacion
estructural, que consiste en el reconocimiento de uno o dos motivos amino-
terminales del RNA, asi como del dominio carboxilo terminal rico en dipéptidos
de serina/arginina. También se ha propuesto que las proteinas SR son activas
en los procesos de post-splicing, como el transporte intranuclear y la
translocacion del mRNA a través del complejo de poro (Blencowe, B. J. et al.

1995; Alzhanova-Ericsson, A. T. et al. 1996).
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En los GBs, la proteina hrp45 (de la familia SR) es su principal componente
como factor de splicing de modo que, la presencia de proteinas SR es un rasgo
comun para los GBs y los granulos de Lacandonia. No obstante, en los
granulos de Lacandonia, las proteinas SR pueden jugar un papel diferente al
de splicing, el cual puede ser de tipo estructural, o bien, estar relacionado con
los eventos postranscripcionales de almacenaje y transporte de mMRNAs

(Agredano-Moreno, L. T. y Jiménez-Garcia, L. F. 2000).

Los estudios ultraestructurales de hibridizacion in situ identificaron RNA poli
(A)" en los granulos de Lacandonia, lo que indica la presencia de mRNAs
maduros (Agredano-Moreno, L. T. y Jiménez-Garcia, L. F. 2000). Las colas de
poli (A)" cumplen diversas funciones entre las que destacan el control en la
eficiencia de recambio y translocacion, sin embargo, algunos de los RNA poli
(A)* encontrados en speckles pueden ser estables (Huang, S. et al. 1994). Los
PCGs también contienen mRNA maduro, de acuerdo con lo encontrado en
estudios donde también utilizaron DNA total como prueba de alta resolucion
para la hibridacion in situ (Lopez-Velazquez, et al. 1998; Vazquez-Nin, G. H. et
al. 1999). Esta evidencia también sugiere que los granulos de Lacandonia
estan involucrados en los eventos post-transcripcionales de almacenaje y

transporte de mRNAs (Agredano-Moreno, L. T. y Jiménez-Garcia, L. F. 2000).

Una vez resueltas algunas cuestiones sobre la naturaleza ultraestructural,
citoquimica y citofisiologica de los granulos de Lacandonia en nucleos
provenientes de L. schismatica, surgio el interés por conocer si estas

estructuras eran privativas de esta especie y del orden Triuridales. De manera
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que, se realizaron nuevos estudios de identificacidbn en diferentes grupos
floristicos, que en resumen son los siguientes: en angiospermas del orden
Triuridales con nucleos reticulados como L. schismatica, T. alata (Jiménez-
Garcia, L. F. et al. 1992), T. brevistylis (Jiménez-Ramirez, J. et al. 2002) y S.
spruceanum (Zamora-Cura, A. L. Tesis. 2006); en otros tipos de angiospermas
como I. floridanum, P. hortorum (Guzman-Lopez, A. G. Tesis. 2003), Aloe vera
y Tulipa sp; en plantas gimnospermas como Ginkgo biloba (Jiménez-Ramirez,
J. et al. 2002) y Taxodium mucronatum (Alonso-Murillo, C. D. Trabajo de
Investigacion. 2008); en plantas sin semilla como A. capillus-veneris y especies

del género Equisetum (Jiménez-Ramirez, J. Tesis aun no publicada).

Recientemente, la caracterizacion de los granulos de Lacandonia en diferentes
grupos de plantas viene acompafiada del interés por conocer la biogénesis
ultraestructural de estas particulas nucleares. Por medio de la creacion de
imagenes estéreopares utilizando un gonidmetro integrado en el microscopio
electrénico de transmisién, se han obtenido indicios importantes sobre la
formacion de los granulos de Lacandonia. En los trabajos realizados con
nacleos de Ginkgo biloba (Gaona-Lépez, C. Tesis. 2008) y Taxodium
mucronatum (Alonso-Murillo, D. Trabajo de Investigacion 2008) se sugiere que
los granulos de Lacandonia se originan a partir del enrollamiento paulatino de
las fibras nucleares. En los nucleos de las células de las yemas axilares de
Ginkgo biloba se reconocen tres diferentes estadios de desarrollo de los
granulos, los cuales se establecieron de acuerdo a criterios de la relacion fibro-

granular y duracion dentro de los cumulos granulares, siendo las etapas
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inmaduras el primer estadio de formacion con mayor abundancia y duracion

(Gaona-Lopez, C. Tesis. 2008).

IV.2 Adiantum capillus-veneris

La especie A. capillus-veneris se clasifica dentro del grupo de helechos
leptosporangiados, de reciente diversificacion (Schneider, H. et al. 2004) y
considerado un grupo hermano de Maratiales y Equisetales (Smith, A. R. et al.
2006). Este helecho crece en suelos permanentemente hiumedos, con un pH
gue oscila entre neutro a alcalino. En estado silvestre suelen extenderse sobre
rocas de caliza humeda, ubicadas bajo la sombra de otras plantas, sobre todo
angiospermas, donde la luz solar es pobre, pero rica en la gama de rojos
(Schneider, H. et al. 2004;

www.mobot.org/gardeninghelp/plantfinder/Plant.asp?code=C345, 21-dic-2009).

IV.2.1 Diagnosis

El nombre de “Adiantum”, proviene del latin y significa “no mojado”, ya que sus
frondas repelen el agua. Es un helecho de tipo caducifolio y con crecimiento en
racimos, que llega a medir de 23 a 45 centimetros de altura y/o extension.
Crece en forma horizontal y lentamente a través de sus rizomas rastreros.
Presenta frondas bipinadas y tripinadas con I6bulos que semejan un triangulo,
en cuya parte inferior se desarrollan las esporas, las cuales aparecen durante
el verano. En general, su follaje es de textura fina y delicada, haciéndolo
atractivo para uso ornamental en las areas boscosas y jardines. Los tallos son

flexibles, oscuros y discurren horizontalmente en forma colgante o arqueada.
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Tiene una distribucion cosmopolita, preferentemente en las regiones tropicales
y  templadas, incluyendo  América, Europa, Asia y  Africa

(www.mobot.org/gardeninghelp/plantfinder/Plant.asp?code=C345, 21-dic-2009 ).

IV.2.2 Ubicacién Taxonémica

Reino: Plantae
Divisién: Pteridophyta
Clase: Pteridopsida
Orden: Pteridales
Familia: Adiantaceae
Género: Adiantum
Especie: Adiantum capillus-veneris

IV.3 Equisetum hyemale L

Se distribuye naturalmente en todo el hemisferio norte: Circulo Artico, Canada,
Estados Unidos y México (Hauke, R. L. 1995). En Europa, la zona templada de
Centroamérica y noreste de Asia hasta China (McVaugh, R. 1992; Mickel, J. T.

y Smith, A. R. 2004).

En México, existen registros en Baja California, Chiapas, Chihuahua, Coahuila,
D. F., Durango, Estado de México, Guerrero, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledén, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San
Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas y Veracruz (Mickel y Smith, 2004;

Palacios-Rios, 1992).
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Las especies equisetales son plantas nativas de México donde tienen
importantes usos medicinales. Crecen en sitios humedos, tanto en zanjas de
desagiie como en sitios con vegetacion natural. Ocasionalmente, las especies
equisetales pueden ser una maleza. Se distingue por tener tallos largos y

delgados, casi sin ramificaciones.

IV.3.1 Diagnosis

La planta es una hierba erecta en forma de junco, por lo regular no ramificada,
con tallos acanalados, que miden alrededor de 10 mm de diametro y hasta 2
metros de alto. El tallo es simple, cilindrico, erecto, verde y articulado con 14 a
50 crestas y surcos longitudinales que generalmente son huecos en el centro.
Las hojas son diminutas, con una sola vena y unidas entre si formando una
vaina alrededor del tallo. Las vainas miden hasta 1 cm de largo y mas o menos
lo mismo de ancho, torndndose de un color pardo-amarillento a gris-cenizo y

con un evidente anillo oscuro en la base.

Se reproduce mediante esporas albergadas en esporangios alargados que se
abren longitudinalmente. Los esporangios (aproximadamente 6) se encuentran
en la superficie interna de los esporangiéforos, los cuales se disponen en forma
verticilada en los estrébilos ubicados en las puntas de los tallos. Los estrébilos
son elipticos y oblongos, miden aproximadamente 15 mm de largo y terminan
en una puntita negra. Las esporas son esféricas, de color verde y con 4

elateres en forma de banda. Sus rizomas son largos y ramificados (Hauke, R.

28



1995; McVaugh, R. 1992; Mickel, J. T. y Smith, A. R. 2004; Palacios-Rios, M.

1992).

IV.3.2 Ubicacion Taxonémica

Reino: Plantae
Divisién: Sphenophyta
Clase: Equisetopsida
Orden: Equisetales
Familia: Equisetaceae
Género: Equisetum
Especie: Equisetum hyemale L

IV.4 Ubicacion Filogenética de Helechos y Equisetos

Los estudios genéticos y morfologicos han permitido determinar relaciones
filogenéticas mas precisas entre los diferentes taxa del reino Plantae. Por un
largo periodo de tiempo, la ubicacion filogenética de los helechos y equisetos
habia sido variable y especulativa, no obstante, ahora se sabe que ambos son
grupos hermanos y que comparten un ancestro comun, erigiéndose como taxa
precursores de los grandes grupos de plantas con semilla como son las

gimnospermas y angiospermas (Chase, M. y Fay, M. 2001).
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Poales
Commelinids
Monocotyledons
Dicotyledons

Gymnosperms

}/ Pteridophytes | p ~ 300 millones de afios

Equisetales —» ~ 370 millones de afios

Bryophytes

Charophytes

Esquema 1. Arbol filogenético simplificado del reino Plantae (modificado de Knox, P. J. 2008).
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel ultraestructural, ¢como se lleva a cabo el proceso de biogénesis de los
granulos de Lacandonia en plantas sin semilla como A. capillus-veneris y E.

hyemale L?

VI. JUSTIFICACION

Los granulos de Lacandonia se encuentran inmersos en un ambiente fibroso
(Jiménez-Garcia, L. F. et al. 1992) y estudios (aln no publicados) sobre su
biogénesis en nucleos de plantas con semilla como Ginkgo biloba y Taxodium
mucronatum mediante la reconstruccion tridimensional y andlisis del ambiente
fibrogranular en el nucleoplasma, indican la presencia de una fase fibrosa que
antecede la creacion de estos granulos, asi como el desarrollo de diferentes
etapas de maduracion que culmina en la formacién de un granulo de 32 nm. No
obstante, hace falta conocer si este patron ultraestructural de la biogénesis de
los granulos de Lacandonia est& conservado en la escala evolutiva y por tanto,
en grupos floristicos mas tempranos (~ 370 millones de afios) que prescinden

de semilla como A. capillus veneris y E. hyemale L.
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VIl. OBJETIVOS

VII.1 Objetivo General

Determinar la existencia de una relacion ultraestructural entre los granulos de
Lacandonia y el ambiente fibroso de los nucleos de E. hyemale L y A. capillus-
veneris, con el fin de establecer una posible ruta en la biogénesis de los

granulos.

VII.2 Objetivos Particulares

1) Analizar la relacion entre el ambiente fibroso y los granulos de Lacandonia

mediante el estudio de imagenes estéreopares. Si se demuestra tal relacion:

2) Proponer una posible ruta de biogénesis ultraestructural para los granulos de

Lacandonia.

VIII. HIPOTESIS

Ho: La biogénesis ultraestructural de los granulos de Lacandonia en plantas sin

semilla (M1) es igual que en las plantas con semilla (W.).

Ho: H1 = M2

Ha: La biogénesis ultraestructural de los granulos de Lacandonia en plantas sin

semilla (M) es diferente con respecto a las plantas con semilla ().

Ha: H1 # W2
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IX. MATERIAL Y METODO

IX.1 Recoleccion del Material Biologico

Se recolectaron fragmentos pequefios de alrededor de 5 mm de longitud del
tallo y la hoja de E. hyemale L y A. capillus-veneris, respectivamente. Ambas
especies localizadas en el Jardin Botanico Exterior de la UNAM. El fragmento
minusculo de cada planta se cort6 rapida y finamente sobre una placa de cera
con una navaja convencional. Se agregé una gota de solucion fijadora,
compuesta por glutaraldehido al 6% y paraformaldehido al 4%, ambos
disueltos en amortiguador de fosfato salino (PBS). Con ayuda de un palito
delgado de madera, al que previamente se le hicieron cortes diagonales en un
extremo para obtener una punta, se tomd la muestra haciendo giros y se colocé
en un frasco de vidrio con tapa conteniendo la solucién fijadora
(aproximadamente 3 ml). El frasco fue etiquetado con el nombre de la especie
y con el tipo de procesamiento que se aplicaria: con tetraéxido de osmio o sin
tetradxido de osmio. En total fueron cuatro para las muestras bioldgicas y un
frasco para la mezcla de fijjador, que se transportaron en un recipiente con
trozos de hielo. Las muestras biol6gicas se quedaron en la solucion fijadora

mas de 20 horas.
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IX.2 Procesamiento de las Muestras Vegetales

1.- Lavados con PBS

Se realizaron 5 lavados con PBS cada 5 minutos para eliminar la solucion
fijadora. Para llevar a cabo este paso, se utilizaron pipetas Pasteur de vidrio
cuyas puntas fueron aun mas adelgazadas haciendo uso del fuego y estiradas
con unas pinzas, con el fin de no perder los finos fragmentos de muestra

biologica al momento de hacer los cambios de fijador y de PBS.

2.- Postfijacion con tetradxido de osmio al 1%

Este paso solo se realiz6 para las dos muestras bioldgicas previamente
asignadas para ser tratadas con tetradxido de osmio al 1%, las cuales se
dejaron en esta solucién durante toda la noche. El tejido vegetal se tornd en
color negro. Se realiz6 una serie de lavados con PBS y se aplico el siguiente

procedimiento.

3.- Deshidratacion

La deshidratacion de las muestras biolégicas se realizé mediante cambios

sucesivos de etanol, con concentracion creciente: 30%, 50%, 70%, 80%, 90% y

96% durante 5 minutos cada uno. En la ultima concentracion de 100%, se

realizaron tres cambios de cinco minutos cada uno.
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4 .- Preinclusiéon en resina EPON 1:1

Las muestras se preincluyen en una mezcla de 6xido de propileno y resina
EPON, ambos en una proporciéon de 1:1, durante toda la noche. A la mafana
siguiente, se destapan los frascos para que se evapore el 6xido de propileno lo

mas posible.

5.- Inclusion en resina EPON pura

En un molde de plastico con 28 cavidades se vierte la resina EPON pura.
Después con ayuda de un palito delgado de madera se colocan las etiquetas
de las muestras, de tal forma que lleguen hasta el fondo de cada molde. Luego,
se colocan los fragmentos biolégicos en la base de la cavidad y en cada
extremo de lo que seréa el bloque de resina. Todo se realiza en la campana de
extraccion. Una vez listo, los bloques con las muestras se dejan polimerizando

toda la noche a 60 °C.

IX.3 Realizacion de los Cortes Semifinos y Ultrafin ~ os

Los bloques de resina obtenidos se retallan con navajas Gillet nuevas y limpias,
formando una piramide en cuya cima se talla un trapecio con bordes bien
definidos en el sitio donde se incluyé la muestra biolégica. Después se
realizaron cortes semifinos entre 200-300 nm de espesor con ayuda de un
ultramicrotomo LEICA ultracut R. Los cortes semifinos se fijaron por calor en un

portaobjetos y se tifieron con azul de toluidina para ser observados en un
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microscopio optico Zeiss a 40X, con la finalidad de seleccionar y delimitar con

mMas precision el area de interés, de la cual se obtendran los cortes ultrafinos.

Los cortes ultrafinos se realizaron con un espesor entre 40 y 60 nm (color gris o
plateado) con ayuda del ultramicrotomo antes mencionado. Luego, los cortes
se montaron en rejillas de cobre de 3 mm de diametro y de malla abierta, las

cuales se recubrieron antes con una membrana de formvar.

El proceso de contraste para las muestras tratadas con tetradxido de osmio es
la tincion convencional para microscopia electronica, la cual consiste en utilizar
acetato de uranilo acuoso al 3% Yy citrato de plomo al 0.3%. La rejilla con los
cortes adheridos, se sumerge en una pequefia gota de acetato de uranilo
asentada sobre un cuadro de parafilm dentro de una camara humeda (una caja
de Petri con una mota de algodén humedecida), durante 30 minutos. Después
se lava muy bien la rejilla por goteo con agua bidestilada, se seca con papel
filtro, se deja secar y se sumerge en una gota de citrato de plomo durante 10
minutos. De igual forma, la gota de citrato de plomo se coloc6 dentro de una
camara humeda, pero con una reserva de hidroxido de sodio para evitar que
precipite el reactivo. Se lava nuevamente con agua bidestilada por goteo y se

Seca.

En el caso de las muestras no tratadas con tetradxido de osmio, se aplica la
técnica regresiva de Bernhard de EDTA preferencial para ribonucleoproteinas
(Bernhard, W. 1969). EIl tiempo de tincion con EDTA para A. capillus-veneris y

E. hyemale L fue el mismo. Primero, la rejilla se contrasta con una gota de
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acetato de uranilo durante 3 minutos, posteriormente se lava y se seca. Luego
se sumerge en una gota de EDTA durante 30 minutos, se lava y se seca.
Finalmente, se contrasta con una gota de citrato de plomo durante 3 minutos,
se lava y se seca. Al término de cada paso, el lavado se realiza por goteo con

agua bidestilada. Los tiempos en esta técnica deben ser muy precisos.

IX.4 Observacion por Microscopia Electronica de Tra  nsmision (MET)

Las rejillas fueron observadas en un microscopio electronico de transmision
marca JEOL modelo JEM-1010 operando a 80 Kv, utilizando diferentes
aumentos para localizar los nacleos celulares. Cuando se seleccionaron las
areas de interés, se tomaron micrografias electronicas a distintos aumentos
empleando la camara MTI modelo CCD-300-RC, asi como el programa Scion
Image for Windows for TEM camera. Las imagenes fueron guardadas en
formato TIFF para luego ser analizadas e interpretadas. El analisis de la
biogénesis ultraestructural de los granulos de Lacandonia se realiz6 mediante
la creacion de imagenes estéreopares utilizando el goniémetro del MET. Los
angulos de inclinacion fueron de 5, 15 y 20 grados hacia arriba y 5, 15y 20
grados hacia abajo para generar una imagen anaglifica con ayuda del
programa Anaglyph Maker (http://www.stereoeye.jp/software/index_e.html), o
bien, lentes estéreoscopicos. De esta forma, se logro el efecto en tercera
dimensién (3D) que nos permite visualizar el ambiente fibrogranular, en el cual

se encuentran los granulos de Lacandonia a través de la profundidad del corte.
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X. RESULTADOS

Las micrografias electronicas que se presentan, fueron seleccionadas de un
acervo de 75 imagenes con nudcleos celulares de A. capillus-veneris y E.
hyemale L, tomadas desde 8000 X hasta 120 000 X. Algunas de estas
imagenes consisten de estéreopares generados con la ayuda de un goniémetro
integrado al microscopio electronico de transmision, el cual posiciono la rejilla
que contiene la muestra a inclinaciones de 5, 15 y 20° para visualizar el

ambiente fibrogranular a lo largo del grosor del corte.

Primero, a bajos aumentos (Fig. 1) se capturaron los nucleos celulares
completos de A. capillus-veneris, los cuales exhiben ndcleos con formas
irregulares y asimétricas que pueden ser alargadas, semiovaladas o tendientes
a la esfericidad. En los nucleos de esta especie es comun observar la envoltura
nuclear como dos lineas paralelas, separadas por un estrecho espacio
intermembranal e interrumpidas por los complejos de poro. La membrana
externa del nlcleo se encuentra adyacente al reticulo endoplasmico rugoso, un
organelo con abundantes ribosomas. Los ribosomas son organelos celulares
que se utilizan como punto de referencia para comparar el tamafio de éstos y
los granulos Lacandonia (~32 nm de diametro). Los ribosomas de plantas
poseen un tamafio menor a los granulos de Lacandonia. La figura 1 muestra
un nacleo de A. capillus-veneris de forma ovalada e irregular con dos nucléolos
prominentes que presentan una densidad electronica mayor que el resto del
nacleo. El nucleo exhibe una distribucion reticulada de la cromatina, es decir,

se observa en forma de red y mas electrodensa que el nucleoplasma. La
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organizacion reticulada de la cromatina en A. capillus-veneris es una
caracteristica que se comparte con otras especies monocotiledéneas como por
ejemplo L. schismatica, Allium cepa, Allium porrum y Triurys brevistylis, asi
como gimnospermas como Ginkgo biloba (Jiménez-Ramirez, J. et al. 2002). En
el nucleoplasma se encuentra la cromatina compacta y se observa un ambiente
fibrogranular, que es el sitio donde se localizan los granulos de Lacandonia
(area delimitada con un contorno rojo en la Fig. 1), el objeto de estudio en este

trabajo.

e T A - : "
Figura 1. Micrografia electronica de transmision (MET) de un nuacleo de Adiantum capillus-veneris
contrastado con la tincién convencional para MET. La regién marcada con rojo sefiala los sitios
donde se encuentran los granulos de Lacandonia; nucléolo (nu); cromatina compacta (CC).
8000X.
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En la figura 2 se observa a mayores aumentos un acercamiento a las regiones
del nucleoplasma entre la cromatina compacta, en las cuales los granulos de
Lacandonia se encuentran entremezclados con fibras. En esta imagen es
posible distinguir la diferencia de tamafio entre los granulos de Lacandonia y
los ribosomas, donde los granulos de Lacandonia se observan mas
electrodensos que el resto de la masa fibrilar y con dimensiones que triplican el
tamafio de los ribosomas (flechas verdes). Al analizar detenidamente la
imagen, es posible distinguir que entre las estructuras fibrilares y los granulos
parece existir una conexiéon entre ellos. Sin embargo, este tipo de imagenes no
permite demostrar la conexién entre ambas estructuras. Los granulos de
Lacandonia se distribuyen por todo el nucleoplasma, desde las regiones
cercanas a la doble membrana hasta la regién central del ndcleo, en los
espacios intercromatinianos y pericromatinianos donde existe abundancia de

material fibroso rodeando a los granulos de Lacandonia.
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Figura 2. Micrografia electrénica de transmision de un nucleo de Adiantum capillus-veneris contrastado
con la tincion convencional (acetato de uranilo-citrato de plomo), que muestra granulos (flechas rojas)
entremezclados con las fibras (flechas azules). Citoplasma (Cit); envoltura nuclear (E); ribosomas (flechas
verdes); cromatina compacta (CC); 80 000 X.

A mayores aumentos como se muestra en la figura 3, es posible observar con
mas detalle las estructuras fibro-granulares, que en su mayoria se organizan en
cumulos grandes tal como se aprecia en esta imagen. Sin embargo, también es
posible encontrar algunos granulos aislados como el sefialado cerca del
contorno rojo, rodeado de una masa fibrilar menos electrodensa. Esto parece
indicar que los granulos de Lacandonia se asocian formando cumulos
abundantes, o bien, se encuentran en particulas aisladas como en el caso de
los granulos de Lacandonia presentes en L. schismatica, Ginkgo biloba y

Taxodium mucronatum.
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Otros aspectos destacables de los nucleos de A. capillus-veneris es la relativa
heterogeneidad con respecto al tamafio de los granulos y la presencia de
cumulos granulares. En el primer caso, la heterogeneidad de los diametros
granulares es un rasgo similar a lo que ocurre en otras plantas como Ginkgo
biloba, en la cual dicha heterogeneidad de tamafios esta asociada con los
distintos estadios de maduracion de la planta (Gaona-Lépez, C. tesis 2008). En
el segundo caso, la figura 3 muestra los granulos y los haces fibrilares en
forma de cumulos localizados en las regiones peri e intercromatinianas, una
condicion semejante a la reportada por Jiménez-Ramirez, J. et al. (2002) para
la especie de Ginkgo biloba. E. hyemale L (Fig. 8) también muestra la
formacion de cumulos granulares asociados a fibras, lo cual indica que las
primeras expresiones del fenotipo en el orden equisetales y en el orden
pteridales es similar, es decir, los granulos y fibras se asocian para constituir un
ambiente fibro-granular. Esto es congruente por la relacion filogenética que

poseen ambas especies.

42



Figura 3. Micrografia electrénica de transmision de un nucleo de Adiantum capillus-veneris contrastado
con la tincion convencional (acetato de uranilo-citrato de plomo). El contorno rojo delimita una zona donde
predominan los granulos (flechas rojas) conectados a redes de fibras (flechas azules). 100 000 X.

Las imagenes tomadas a grandes aumentos de A. capillus-veneris y E.
hyemale L sugieren la relacion entre fibras y granulos de Lacandonia, sin
embargo, no demuestra dicha asociacion. Por ello, se decidié primero obtener
cortes para contrastar con la tincién convencional de acetato de uranilo y citrato
de plomo y posteriormente, crear imagenes estéreopares para el analisis
tridimensional que permite visualizar el ambiente fibro-granular a través del

grosor del corte (Fig. 4).



Figura 4. Estéreopares de micrografias electronicas del ndcleo (N) de Adiantum capillus-veneris
contrastadas con la tincién convencional (acetato de uranilo-citrato de plomo). Se observan dos etapas de
desarrollo: granulos maduros (flechas rojas) y en estado previo (contorno y flechas punteadas) con fibras
asociadas (flechas azules). Citoplasma (Cit), envoltura nuclear (E); ribosomas (flechas verdes); cromatina
compacta (CC). 80 000 X.

Mediante el andlisis de imagenes estéreopares (Fig. 4), se demostrd la
continuidad entre las fibras y la mayor parte de los granulos de Lacandonia con
un tamafio relativamente heterogéneo, es decir, la presencia de granulos en
formacién asi como particulas de tamafio mayor. En la figura 4, los granulos
presentan diferentes estados de maduracion considerando la variacion de
tamafos. En estos aumentos, se distinguen con nitidez dos etapas de
desarrollo granular: la etapa madura con granulos bien definidos y fuertemente
contrastados (flechas rojas) y una etapa precedente a éstos (contorno y flechas
punteadas). Algo distintivo de las estructuras fibrilares (flechas azules) ligadas
a los granulos inmaduros, es que no solo hay una conexién con los granulos,
sino también con la masa de cromatina contigua. Esto sugiere que

posiblemente la cromatina esta implicada con la formacion de los granulos.

De igual forma, es evidente que los granulos se encuentran conectados con la

red de fibrilas que los rodean en los espacios intercromatinianos y
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pericromatinianos del nucleo. Por otro lado, la heterocromatina se distribuye en
forma reticulada, con una “textura” rugosa, uniforme y muy electrodensa. En el
citoplasma se distinguen los ribosomas, varios de los cuales se encuentran
adheridos a la envoltura nuclear y exhiben un tamafo comparativamente

menor, respecto a los granulos de Lacandonia.

Los granulos de Lacandonia y las fibras que los interconectan son estructuras
ribonucleoproteicas. De modo que, para observar tridimensionalmente la
relacion fibra-granulo con mas precision y discernir entre los elementos no
ribonucleoproteicos presentes en el nucleoplasma, se realiz6 la técnica de
Bernhard (1969) preferencial para ribonucleoproteinas. En las figuras 5 y 6, se
presentan dos pares de imagenes estéreopares de cortes contrastados con

EDTA provenientes de A. capillus-veneris.

En la figura 5 es posible observar tres diferentes etapas de desarrollo. En la
primera etapa de formacion (a), se visualiza un cumulo fibro-granular muy
cercano a la region de la cromatina que alberga granulos muy pequefios, poco
abundantes y con electrodensidad baja respecto a los otros cumulos.

Asimismo, se distingue una clara asociacion con las fibras circundantes.

La segunda etapa de formacion (b) esta representada por la agrupacion
superior y mas extensa, asi como por la agrupacion inferior con tres granulos.
En estas zonas se observan cumulos de granulos abundantes y entrelazados
por fibras delgadas, de tamafo y contraste mayor que los anteriores, los cuales

comienzan a adoptar una forma definida.
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En la tercera etapa de formacion (c), se observan granulos de Lacandonia
definidos y fuertemente contrastados, los cuales son sefialados con las flechas
rojas. Estos granulos maduros se encuentran dispersos, pero adyacentes a las
regiones de heterocromatina. Asimismo, es posible observar pequefas fibras

conectadas a éstos que indican una fase terminal en el proceso de formacion.

Tanto los granulos dispersos como los cumulos se ubican en las regiones
pericromatinianas e intercromatinianas del ndcleo, percibiéndose las zonas de

cromatina como areas de bajisima densidad electronica.

Figura 5. Estéreopares de micrografias electrénicas del nacleo de Adiantum capillus-veneris contrastado
con la tincién preferencial para RNPs con EDTA. Obsérvese las diferentes etapas de desarrollo de los
granulos conectados con fibras (flechas azules): etapa incipiente (contorno punteado azul); etapa
intermedia (contornos punteados rojos) y formas maduras (flechas rojas). Cromatina compacta (CC);

80 000 X.

La figura 6 exhibe granulos grandes y bien definidos que sobresalen entre
otros mas pequefios. Son pocos los granulos que se encuentran aislados, pues
la mayor parte de ellos se organizan en forma de “cadena” o en grupos
pequefios que varian entre 5 0 6 granulos. Lo anterior indica que la etapa
predominante de los granulos es aquella en la cual se encuentran asociados a

fibras.
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En la region inferior izquierda, sobresale un granulo en cuya periferia se
observa una fibrilla que pareceria indicar una etapa terminal de formacion
(sefalado con una flecha roja), lo que resalta nuevamente la interconexion
fibra-granulo, asi como la hipétesis de que los granulos de Lacandonia se
producen a partir del enrollamiento de las fibras. En otras zonas de este
campo, hay cumulos de granulos muy densos que son dificiles de distinguir
entre cada uno de ellos, tal como los que se encuentran debajo de este
granulo grande que indica granulos en formacion. En la region cercana a la
envoltura nuclear, se advierte la presencia de otro cumulo con granulos bien
definidos, donde también son distinguibles los haces fibrilares que los
entrelazan. En el exterior del nucleo, entre la envoltura nuclear y la doble
membrana del cloroplasto que se vislumbra, existen varios ribosomas
considerablemente mas pequefos con relacion a los granulos de Lacandonia.

Es notable que las zonas granulares ocupan las regiones circundantes de los

espacios cromatinianos.

Figura 6. Estéreopares de micrografias electrénicas del nucleo de Adiantum capillus-veneris contrastadas
por la técnica de Bernhard preferencial para RNPs con EDTA. Obsérvese los cumulos de granulos
(contorno rojo) entrelazados con las fibras circundantes (flechas azules). También se observa un granulo
prominente y bien definido sefialado con una flecha roja. C (cloroplasto); E (envoltura nuclear); ribosomas
(flechas verdes); cromatina compacta (CC). 80 000 X.
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En el caso de E. hyemale L, el nucleo celular (Fig. 7) presenta una forma
irregular, pero con tendencia a ser alargada y ovalada, con uno o dos nucléolos
prominentes de contraste intenso. La cromatina se distribuye por todo el
organelo formando una red, por lo que se trata de un nucleo reticulado. En el
nucleoplasma se observa la cromatina en forma de “parches” dispersos por
todo el nacleo, con un fuerte contraste y rodeados de multiples elementos fibro-
granulares, cuyas zonas se distinguen por ser mucho menos electrodensas que
la cromatina, presentando un tono gris-claro. Esta zona enmarcada con rojo en
la figura 7 donde se localizan los granulos de Lacandonia y en donde ocurre la

biogénesis ultraestructural de los mismos.

Figura 7. Micrografia electrénica de transmisién de un nicleo de Equisetum hyemale L, contrastado con
la técnica convencional para MET de acetato de uranilo y citrato de plomo. Zona de interés para RNPs
(flecha y contorno rojo). Nucléolo (Nu); cromatina compacta (CC). 4000 X.



A mayores aumentos, las zonas fibro-granulares del nucleo de E. hyemale L
presenta al igual que el nucleo de A. capillus-veneris, una distribucién fibro-
granular en forma de cumulos, tal como se observa en la figura 8 . EI cimulo
seflalado en esta imagen figuran basicamente dos tipos de granulos: a) unos
granulos pequefios y de baja densidad electréonica en etapa inmadura; b)
granulos con un tamafio aproximadamente tres veces mas grandes que los
ribosomas sefialados, fuertemente contrastados y bien definidos,
caracteristicos de una etapa de desarrollo madura. Ambos tipos de granulos se
encuentran conectados con las fibrillas circundantes, ademas de conectarse
con las fibras que se encuentran adyacentes con la zona de heterocromatina,
lo que vuelve a sugerir un posible origen de los granulos a partir de fibras que
provienen de la cromatina. Por debajo del cimulo indicado, sobresalen dos
granulos cercanos entre si, pero independientes de cualquier aglomeracién
granular. De igual manera, se observan las conexiones fibrilares alrededor de

éstos.
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Figura 8. Micrografia electronica de transmisién de un nicleo de Equisetum hyemale L contrastado con la
tincion convencional (acetato de uranilo-citrato de plomo). El nlcleo exhibe los granulos de Lacandonia en
cumulos (contorno rojo) y en diferentes etapas de desarrollo: etapa intermedia (flechas punteadas) y
madura (flechas rojas) vinculados con fibras (flechas azules). Envoltura nuclear (E); cromatina compacta
(CC); ribosomas (flechas verdes); 80 000 X.

Al igual que en A. capillus-veneris, los nucleos de E. hyemale L fueron tratados
primeramente con la tincion de contraste general para la obtencion de las
imagenes estéreopares con mayores aumentos. El nucleo contrastado con la
técnica convencional de acetato de uranilo y citrato de plomo que muestra la
figura 9, muestra claramente dos cumulos granulares en donde confluyen
granulos en tres diferentes etapas de formacion tal como ocurre en los ndcleos
de A. capillus-veneris, de acuerdo con su tamafio: granulos de formacion
incipiente (flechas punteadas), granulos intermedios (flechas interrumpidas) y
granulos maduros (flechas rojas); los tres tipos granulares se encuentran
interconectados con las fibras circundantes en la regiébn pericromatiniana.

También es posible observar mdltiples haces fibrilares distribuidos de manera
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aleatoria en la region intercromatiniana, aunque sin granulos adheridos a éstos.

De nueva cuenta, es notable que los dos camulos identificados se encuentran

muy proximos a la region de la cromatina.

Figura 9. Estéreopares de micrografias electrénicas del ndcleo de Equisetum hyemale L contrastadas por
la tincion convencional (acetato de uranilo y citrato de plomo). Se observan cumulos de granulos
(contornos rojos) asociados con fibras (flechas azules). Los granulos presentan diferentes etapas de
desarrollo: formacion incipiente (flecha interrumpida), etapa intermedia (flecha punteada) y etapa madura
(flechas rojas). Cromatina compacta (CC). 150 000 X.

Con el fin de resaltar solo las estructuras ribonucleoproteicas de los nucleos de
E. hyemale L, se utilizd la técnica de Bernhard preferencial para RNPs. La
figura 10 exhibe dos cumulos granulares. El primero de ellos ubicado en la
parte superior de la imagen, es un cumulo con abundantes granulos donde
existe una heterogeneidad de tamafos, que sugiere tres diferentes etapas de
biogénesis ultraestructural: de formacion incipiente (a), intermedios (b) y
maduros (c). Las fibras nuevamente se hacen presentes al entrelazarse con los
granulos y conectarlos entre ellos, formando una red fibro-granular en las
regiones pericromatinianas e intercromatinianas. En la parte inferior, la etapa c
se manifiesta como un cumulo pequefio de tres granulos grandes y bien

delimitados, enlazados entre si por el material fiboroso que se extiende hacia
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abajo conectando a otros granulos mas pequefios que adoptan la forma de

“collar de cuentas” enroscado.

En la parte izquierda respecto a los tres granulos grandes, se advierte la
formacién de granulos a y b de tamafio menor y con un claro medio fibroso. Se
ven dos campos, uno en el que resaltan los granulos y otro en el que las fibras
se perciben en el fondo del campo visual. En el lado derecho y debajo de la
cromatina, se observan algunos granulos en formacién que apenas se

alcanzan a percibir, sin embargo, es posible captar la asociacion de las fibras

con estas estructuras.

Figura 10. Estéreopares de micrografias electrénicas del nicleo de Equisetum hyemale L contrastadas
por la técnica de Bernhard preferencial para RNPs con EDTA. Obsérvese los cumulos granulares
(contornos rojos) en donde hay granulos de diferentes tamafios e interconectados con fibras (flechas
azules). Cromatina compacta (CC); 100 000 X.

Con la finalidad de apreciar con mayor detalle el cimulo de los tres granulos
grandes, se obtuvieron a mayor aumento las imagenes estéreopares que se
muestran en la figura 11 . En estas imagenes se puede apreciar con mas
nitidez una aglomeracion de granulos en la parte central, contrastados
fuertemente en comparacion con la cromatina circundante, la cual se observa
mucho menos electrodensa, percibida en gris claro y homogéneo. En la parte
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superior del camulo, se aprecia una hilera de granulos tanto en formacion como
ya maduros, rodeados por un ambiente fibroso. Por debajo de esta hilera
granular, se distinguen tres granulos bien delimitados con unas cuantas fibras
adheridas por el lado derecho. Un poco méas abajo también se observan
granulos pero mucho mas pequerfos, probablemente en proceso de formacion.
Asimismo, de lado izquierdo se detectan otros granulos pequefios en formacion
con sus fibras circundantes que se aprecian con mas claridad. Estos granulos

se encuentran inmersos en una red de filamentos pequefios y delgados.

Figura 11. Estéreopares de micrografias electronicas del nicleo de Equisetum hyemale L contrastadas
por la tincién de Bernhard preferencial para RNPs con EDTA. Obsérvese las tres etapas granulares: etapa
incipiente (flecha interrumpida), etapa intermedia (flecha punteada) y etapa madura (flecha roja), en las
cuales los granulos estan vinculados con las fibras circundantes (flechas azules). Camulo granular
(contorno rojo punteado); cromatina compacta (CC). 120 000 X.
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XI. DISCUSION

El descubrimiento de la especie L. schismatica ofrecidé un terreno fértil para la
realizacion de analisis a diferentes niveles biolégicos, desde el ecologico hasta
el estudio del nucleo celular, en el cual Jiménez-Garcia, L. F. y col. (1992)
descubrieron un nuevo tipo de particulas ribonucleproteicas no nucleolares: los
granulos de Lacandonia. Esta estructuras fueron observadas en los nudcleos
reticulados de L. schismatica, perteneciente al orden de las Triuridales que a su

vez se clasifican en la categoria de plantas monocotiledéneas.

El rango de distribucién de los granulos de Lacandonia en el reino Plantae es
amplio, de tal forma que es posible encontrarlos en angiospermas como
Triuridales, en especies de gimnospermas pertenecientes a Cycadophyta,
Ginkgophyta y Coniferophyta, hasta grupos mas tempranos de plantas sin
semilla como Pteridophyta y Equisetophyta, cuyos nudcleos fueron objeto del
presente estudio. Incluso, se presume su existencia en organismos precursores
de las plantas como es el caso de las algas del género Choleochaete (Jiménez-

Ramirez, J. Tesis doctoral, datos aln no publicados).

Los nucleos celulares tanto del helecho A. capillus-veneris como del equiseto
E. hyemale L son morfolégicamente muy similares, debido a su cercania
filogenética (Knox, P. J. 2008, Chase, M. W. y Fay, M. F. 2001). Los dos
nacleos exhiben formas asimétricas o irregulares, pero con una tendencia a ser
ovalados. Pueden presentar mas de un nucléolo y en cuanto a su organizacion

macromolecular, ambos presentan una distribucion reticulada de la cromatina.
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El ndcleo reticulado es un rasgo compartido con otros nucleos provenientes de
plantas monocotiledoneas, tales como: L. schismatica, T. alata (Jiménez-
Garcia, L. F. et al. 1992), T. brevistylis A. cepa, Allium porrum y gimnospermas
como Ginkgo biloba, entre otras (Jiménez-Ramirez, J. et al. 2002). Cabe
sefalar que en los nucleos reticulados, se describieron por primera vez la
mayor parte de los componentes ribonucleoproteicos no nucleolares (en

Echeverria, O. et al. 1999).

Entre los rasgos mas distintivos que manifiestan los granulos de Lacandonia
tanto en A. capillus-veneris como en E. hyemale L, esta su tendencia a formar
cumulos, un patrén de organizacién previa y claramente identificado en otras
especies representativas como L. schismatica (Jiménez-Garcia, L. F. et al.
1992) o Ginkgo biloba (Jiménez-Ramirez, J. et al. 2002, Gaona-Lopez, C.
Tesis. 2008). Las micrografias electronicas de Ginkgo biloba, muestran a los
granulos de Lacandonia en arreglos grupales ubicados en la regidn
pericromatiniana o intercromatiniana. Asimismo, las estructuras granulares no
son los Unicas que conforman al cumulo, sino que éstas parecen estar
interconectadas entre si por fibrillas (Ramirez, J. et al. 2002, Gaona-Lopez, C.

Tesis. 2008), tal como se observa en A. capillus-veneris y E. hyemale L.

En A. capillus-veneris y E. hyemale L, los granulos de Lacandonia presentan un
patrén de formacion similar a lo reportado en especies con semilla, ya que las
micrografias electronicas de nucleos tratados con la tincion convencional como
con la preferencial para RNPs, indican una estrecha asociaciéon fibrogranular

que sugiere que la formacion de los granulos de Lacandonia tiene su origen en
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el enrollamiento de las fibras nucleares, tal como sugiere Gaona-Lépez, C.

(Tesis. 2008).

En los resultados obtenidos para ambas especies, se encontraron basicamente
tres estadios de formacion de los granulos de Lacandonia, de acuerdo con la
heterogeneidad de sus tamafos y niveles de densidad electronica: a) granulos
en etapa incipiente de desarrollo, b) granulos intermedios y c) granulos
maduros. Las tres etapas pueden confluir en un mismo cimulo y todos estan

conectados con los haces fibrilares que los rodean.

El patrén de biogénesis utraestructural encontrado para A. capillus-veneris y E.
hyemale L confirma lo planteado en la hipdtesis nula, respecto que el modo de
desarrollo de los granulos de Lacandonia es similar al que presentan las
plantas con semilla. Con base en el trabajo de Gaona-Lépez, C. (Tesis. 2008),
en la especie Ginkgo biloba también existe una estrecha asociacion fibro-
granular y fundamentalmente tres etapas de formacion del granulo (de acuerdo
a las variaciones de tamafios), siendo mas abundante el primer estadio, el cual

representa a los granulos de formacion incipiente.

La comparacion cualitativa de los ndcleos analizados en este trabajo, indica
una abundancia relativamente mas baja de granulos en comparacion con las
especies de L. schismatica (Agredano-Moreno, et al. 2000) o Ginkgo biloba
(Jiménez-Ramirez, J. et al. 2002). Probablemente, debido a que las pteridofitas
y equisetales no presentan procesos tan complejos como el desarrollo floral y/o

la produccién de semilla.
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La comparacion de dos procedimientos de contraste: la tincibn convencional
para microscopia electrénica de transmisién (MET) con acetato de uranilo y
citrato de plomo, asi como la tincion preferencial para ribonucleoproteinas
(RNPs) con EDTA (Monneron, A. y Bernhard, W. 1969), permitio dilucidar que
los granulos de Lacandonia se encuentran formando redes fibro-granulares.
Posteriormente, se recurrid a la utilizacion de imagenes estéreopares para
lograr un efecto tridimensional que resaltara dicha asociacion estructural. Una
vez obtenidas las imagenes estéreopares, se analizaron con unos lentes
estéreoscopicos especiales para que el cerebro humano reciba el efecto virtual,
o bien, mediante la aplicacion del programa Anaglyph maker para generar un
anaglifo, a partir de la yuxtaposicion de ambas imagenes. Sin embargo, se

logré un mejor resultado con la primera opcion.

Los estéreopares de las micrografias electrénicas obtenidas para ambas
especies, confieren nuevas observaciones sugerentes respecto al origen de los
granulos de Lacandonia. El surgimiento de esta particulas, se relaciona con el
plegamiento de una o varias fibras ribonucleoproteicas, tal como ocurre en los
PCGs de mamifero. Los PCGs se consideran estructuras que representan la
contraparte  morfolégica de la transcripcion y de los eventos
postranscripcionales,  fendbmenos  relacionados  con las  primeras
manifestaciones del fenotipo casi universales para los eucariontes (Jiménez-
Garcia, L. F. et al. 1992). A nivel ultraestructural, los granulos de Lacandonia
estan relacionados no solo con los PCGs, sino con los GBs ubicados en la

glandula salival del insecto Chironomus tentans, de acuerdo con pruebas de
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morfologia, inmunocitoquimica, hibridacion in situ y sensibilidad enzimatica

(Agredano-Moreno, L. T. et al. 1994, 2000).

La relacién que los granulos de Lacandonia guardan con los PCGs, estriba en
los siguientes aspectos. Uno es que, la abundancia de los granulos esta en
funcion de las etapas de diferenciacion celular y de los estadios de desarrollo
del organismo en cuestién. Para el caso de las plantas, Agredano-Moreno, L. T.
y col. (2000) observaron que el numero de granulos de Lacandonia variaban
considerablemente con relacion al estado de pre-antesis o post-antesis de las
flores de L. schismatica. A nivel molecular, las pruebas cito e inmunoquimicas
han detectado la presencia de RNAs con colas de poli-A en granulos de
Lacandonia (Agredano-Moreno, L. T. et al. 2000), tal como presentan los PCGs
analizados por Visa, N. et al. (1993). De aqui se deduce que, ambas particulas

contienen mRNAs de alto peso molecular.

La relacion de los granulos de Lacandonia con los GBs se basa principalmente
en que ambos contienen proteinas SR, de acuerdo con lo arrojado por las
pruebas de inmunolocalizacién con el anticuerpo 3C5 en los granulos de
Lacandonia (Agredano-Moreno, L. T. et al. 2000). En los GBs, las proteinas SR
estan implicadas en el proceso de splicing y en el transporte del mMRNA hacia el
citoplasma celular (Alzhanova-Ericsson, A. T. et al. 1996). En el caso de los
granulos de Lacandonia, se sugiere que las proteinas SR juegan un papel
diferente al proceso de splicing, que mas bien su funcion es de tipo estructural,
o bien, puede estar relacionada con los eventos de almacén y transporte de

MRNA (Agredano-Moreno, L. T. et al. 2000).

58



La presencia de los granulos de Lacandonia en varios taxa de plantas,
constituye una sinapomorfia. Un caracter conservado a lo largo de la evolucién
de la vida, derivado de un evento macroevolutivo suscitado a nivel de nucleo
celular en diferentes grupos floristicos. Tales como las especies seleccionadas
para este trabajo, emergidas hace 300-370 millones de afios. De manera que,
el presente estudio aporta evidencias respecto a la presencia, extension y
biogénesis ultraestructural de esta sinapomorfia para el caso concreto del reino

Plantae.

XII. CONCLUSIONES

Los nucleos de A. capillus-veneris y de E. hyemale L son reticulados y
muestran formas irregulares, con un nucleoplasma muy parecido en cuanto a la

distribucion y densidad fibro-granular.

La reconstruccion tridimensional realizada a partir de imagenes estéreopares,
permiti6 mostrar que los granulos de Lacandonia se originan a partir del
enrollamiento de las fibras circundantes. También permitié dilucidar al menos
tres tamafios diferentes de los granulos de Lacandonia, sugiriendo la existencia

de estadios distintos de maduraciéon de los mismos.

El patron de biogénesis ultraestructural de los granulos de Lacandonia de A.
capillus-veneris y E. hyemale L, es similar al encontrado en especies que
producen semilla como G. biloba, lo que expresa su conservacion en especies

precedentes con 300 y 370 millones de afios de antigiedad.
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