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RESUMEN

La estructura in situ del nicleo de la célula ha sido ampliamente estudiada con el microscopio de luz y con
el microscopio electrénico. Recientemente se ha comenzado a utilizar el microscopio de fuerza atémica para
este propésito. En este trabajo se presentan observaciones con el microscopio de fuerza atémica sobre la
estructura del ndcleo a partir de cortes semifinos de material preparado con métodos estandar para microscopia
electronica. En los ntcleos de las células de la raiz de cebolla se observan elementos nucleares como los
cimulos de cromatina compacta, espacios que corresponden al nucleoplasma, poros nucleares y nucléolos. Las
imagenes son similares a estructuras observadas con el microscopio de campo claro, aunque la resolucién es
mayor.
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ABSTRACT

The in situ structure of the cell has been extensively studied by light and electron microscopy. Recently, atomic
force microscopy has been also used to this aim. In this study, atomic force microscopy observations on the
nuclear structure are presented from semi-thin sections of material prepared for standard methods of electron
microscopy. In the onion root tip cell nuclei, clumps of compact chromatin, nucleoplasm space, nuclear pores
and nucleoli are observed. Those images well correspond to those observed by bright field, although at higher
resolution.
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INTRODUCCION

iversos estudios de biologia celular y molecular han
contribuido a la concepcién actual sobre la
organizacionfuncional del nicleocelular. El nlcleoes
un organelo que presenta una gran cantidad de
compartimientos y es muy dindmico. La presencia de
compartimientosfuevistaapartir del osestudi osdemicroscopia
de luz y electrénica combinadas con métodos de

Nota: Articulo recibido el 17 de mayo de 2006 y aceptado el 19 de junio
de 2006.

inmunol ocalizacionehibridacidninsitut2. Lanociondedinamica
hasurgido principal mente deesosestudios*, aunquedemanera
més notable de estudios de microscopia de fluorescencia y
confocal enlosquesedetectay sigueen el tiempo laexpresion
de productos proteicos derivados de la expresion de genes
acoplados en construcciones moleculares con la proteina
fluorescenteverde (GFP)°.

Recientemente, sehautilizado el microscopiodefuerzaatomica
para el estudio del nlcleo®® con el objetivo de analizar su
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estructura a escala nanométrica y conocer las posibles
aplicacionesdeesteinstrumento en estudi os que nosayudaran
aentender la estructuray funcion de este organelo, en donde
reside lamayor parte del genoma de |as especies eucariontes.

El mi croscopi o defuerzaatémicafueinventado hace 20 afios'®.
Su potencia de lograr resolucion molecular y atdmicalo han
colocado en una posicién fundamental para el andlisis de la
materiaaescalananométrica, sinel problemadelapreparacion
dematerial que debe col ocarse en un ambientedevacio, como
sucede con el microscopio electrénico. Sus aplicacionesen €l
area de materiales desde entonces ha sido intenso. En el area
biol 6gica, sinembargo, su uso esmasreciente. Principalmente
sehautilizado en el andlisis de moléculas aisladasy procesos
molecularesinvitro'. Mésaln, suuso en el andlisisin situde
laestructuracelular esmésreciente.

En este trabgjo presentamos nuevas observaciones de la
estructuranuclear decélulasdel meristemodelaraizdelacebolla
(Allium cepa) con el microscopio defuerzaatémica.

MATERIAL Y METODOS

M aterial biol6gico. Seutilizaronmeristemosderaicesdecebolla
obtenidos a partir de crecimiento de cebollas en agua, durante
3a4dias, atemperaturaambiente.

Procesamiento de muestras. Las muestras se procesaron de
acuerdo con técnicas estandar paramicroscopiael ectronicade
transmisiOn descritasanteriormente2. Enbreve, setomaronlos
meristemosdelaraizdecebollay sefijaron con glutaraldehido
a 6% en amortiguador PBS a pH 7.2 durante 16 horas. Las
muestras después se lavaron con PBS y se postfijaron con
tetradxidodeosmioa 1%durantevariashoras. Posteriormente
se enjuagaron y se deshidrataron en una serie de etanol a
concentraci onesgradual es, finalizando con éxido depropileno.
La preinclusién se llevo a cabo con una mezcla de 6xido de
propilenoy resinaepoxica, enproporcion 1:1 durante 16 horas.
Finalmentelasmuestrasseincluyeronenresinaepdxicadurante
16 horasa60°C. Seobtuvieron cortessemifinosdeunos200nm
de espesor, con una cuchilla de vidrio y utilizando un
ultramicrotomomodel o Ultracut (L eica). Loscortessemontaron
a calor sobre portaobjetos de vidrio y se tifieron con azul de
toluidina. Otros cortes se montaron sobre portaobjetos y no
fueron tefiidos.

Microscopiadeluz. Loscortessemifinostefiidosseobservaron
en campo claroenunmicroscopio eclipse E00 (Nikon) conun
objetivo 100X planapocromético. Lasimagenesseregistraron
digitalmente con una camara CCD (3CCD, MTI) acoplada al
microscopio con el programaFlashPoint 3D FPG.

Microscopia de fuerza atomica. La observacion con el
microscopio de fuerza atdmica se llevé a cabo de acuerdo a
protocol os previamente descritos’®. De manera resumida, los

cortes semifinos teflidos o sin tefiir se observaron con un
microscopio de fuerza atdbmica modelo BioScope (Digital
Instruments, Santa Barbara CA, USA) operando en modo de
contacto con un controlador Nanoscope I1la. El microscopio
trabajasobreun microscopioinvertido Diaphot 200 (Nikon). Se
utilizé un scanner de 100 umy puntasdenitrurodesiliciode 20-
50nmderadiodecurvatura(modeloNP). Seutilizaronvel ocidades
debarridodeentre1.969a1.285Hz, unafuerzade10nN y una
gananciade 0.5 unidades arbitrarias.

ResuLTADOS

Microscopia de luz. Utilizando campo claro, las células del
meristemo de laraiz se observan definidas por la presenciade
pared celular y € citoplasma con vacuolas, asi como con un
ntcleo voluminoso en donde se aprecialacromatinareticulada
y nucléolos prominentes (Figura 1).

Microscopiadefuer zaatémica. Conel microscopiodefuerza
atémica, en cortes semifinos se distinguen las células por la
presenciade pared celular. A bajo aumento, en €l interior dela
célulaseobservael citoplasmaconvacuolas, asi comoel nicleo
celular interfasicovoluminoso (Figura2). A mayor aumento, en
€l nlcleo celular se observan discontinuidades alo largo dela
envolturanuclear. En el interior del ndcleo, se notan lashebras
decromatinacompactaenformadered, embebidasenel espacio
del nucleoplasma. Asimismo, se nota un cuerpo redondo
voluminoso (Figura3). Laproyeccion en terceradimension de
esta figura muestra la textura de los elementos nucleares, en
donde resaltade maneranotable €l nucléolo (Figura4).

Discusion
En este trabajo hemos obtenido imagenes de células del
meristemo de laraiz de cebolla con el microscopio de fuerza

%)
-
: ;;L .fﬂ )
o .a ¥ !
O

1

\. J

Figura 1. Micrografia de luz de células del meristemo de la raiz
de cebolla. Las células se definen por la presencia de paredes
celulares (cw). En las células, el citoplasma contiene vacuolas
(V), un nicleo (N) grande y redondo con cromatina reticulada
(flecha) y nucléolo (nu). Azul de toluidina. Barra, 10 pm.
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Figura 2. Micrografia de fuerza atémica de células del meristemo
de raiz de cebolla. Aumento bajo en donde se observan las
células con pared celular (cw). Se observan vacuolas (V) y
ndcleos (N) redondos. Barra, 10 pm.
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Figura 3. Micrografia de fuerza atémica de células del meristemo
de rafz de cebolla. Aumento mayor en el que se observa un
nicleo celular. Dentro del nidcleo interfasico (N) se muestran
tanto la cromatina reticulada (ch) como el nucléolo (nu) y los
poros nucleares (flechas). Barra, 2 pm.

atémica a partir de cortes semifinos de muestras preparadas
paramicroscopiael ectronicadetransmision.

Anteriormente se haintentado utilizar un enfoque similar para
observar laestructuracelular’® y nuclear de otras plantas como
Lacandonia schismatica®” y Ginkgo biloba®. En efecto, en €
caso de Ginkgo biloba, utilizamoslasimagenesdelacromatina
reticuladacomo un criterio adicional al de microscopiadeluzy
microscopiaelectrénica.

Figura 4. Micrografia de fuerza atémica en proyeccién 3D a
partir de la figura 3. Dentro del nidcleo interfasico (N) se
muestran tanto la cromatina reticulada (ch) como el nucléolo
(nu) y los poros nucleares (flechas).

Loscriterios utilizados paraconcluir que setratade estructuras
celulares son:

1) Los limites de las células se definen por la presencia de
paredes celulares evidentes. 2) Lasdimensionesdelas células
sonsimilaressi se obtienen con microscopiadeluz o defuerza
atémica. 3) Las células presentan en su interior espacios en €l
citoplasma que corresponden a vacuolas. 4) El organelo
voluminoso en € interior celular corresponde por su forma
redonday posiciéncentral a nlcleo. 5) Enel interior del mismo
se observa una red de filamentos gruesos que también se
observan en microscopiadeluz y que corresponden alo que se
hadescrito en laliteraturacomo cromatinareticul ada, presente
en varios tipos celulares de diferentes plantas como la cebolla
(Allium cepa), el ginkgo (Ginkgo biloba)® Lacandonia
schismatica y Triuris brevistylis*. Las discontinuidades a lo
largo de la envoltura nuclear corresponden a poros nucleares,
comosehamostradoanteriormente’. Ademas, losporosnucleares
aislados han sido estudiados en detalle con €l microscopio de
fuerzaatémica®.

Recientemente hemos estado estudiando |as posibilidades del
uso de la microscopia de fuerza atémica en € andlisis de la
estructuracelular insitu. Paraellohemosutilizado un protocolo
gue consiste en la preparacion de muestras para microscopia
electronicadetransmision y lageneracion de cortesde células
y tgjidos™). De esta forma, aunque € microscopio es un
instrumento de andlisisde superficies, cadacorte delascélulas
representaunasuperficie cuyatexturacorrespondeasuvezala
estructuradelacé ula, como hemosdocumentado previamente.

Enestetrabgjohemaosobtenidoimagenesdecélulasdel meristemo
deraizdecebolla, loqueabremayoresposibilidadesdeanalisis
aescalananométricadebido aquese haestudiado previamente
con microscopia de luz y electrénica. En particular, hemos
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validado el uso del microscopiodefuerzaatémicaenel estudio
deestascélulas, loquenospermitiraposteriormenteprofundizar
en el estudio de estructuras nanométricas como los ribosomas
0 €l nucléolo en resinas hidrosolubles o en cortes por
congelacion.

CONCLUSIONES

Las estructuras nucleares observadas con e microscopio de
fuerza atémicaen cortes semifinos de meristemos delaraiz de
cebolla, corresponden a poros nucleares, cromatina compacta
reticulada y nucléolos. Estas estructuras son similares a las
observadas en este estudio con el microscopio de campo claro
y a aquellas que se han publicado utilizando el microscopio
electronico. Estetrabajodejaabiertalaposibilidaddeestudiarla
estructura nuclear con alta resolucion sin las limitantes de
trabajar en condiciones de vacio.
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