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Resumen

Prosopis pallida (Humb & Bonpl. ex Willd.) “algarrobo pélido” es el recurso natural mas
importante del bosque tropical del nor-este de Per( por su gravitante influencia en la economia
agraria de la zona y por su rol de autoregulador ambiental de la eco-regidn. El objetivo de la
investigacion fue aperturar el conocimiento citologico de los meristemos radiculares de las
semillas de P. pallida mediante la impregnacion argéntica (IA), la cual se basa en la
identificacion de las regiones argirdfilas de la célula mediante el uso de nitrato de plata. Se
usaron semillas de frutos de P. pallida procedentes de Piura (Peru), realizandose un recuento
de 1000 células meristematicas mononucleadas por raicilla. Los resultados que se presentan
son los primeros acerca del indice mit6tico, indices de fases de la mitosis y del ciclo nucleolar.
Se hall6 que los meristemos radiculares de P. pallida presentan un indice mitético de 17.5%; e
indices profasico, metafasico, anaféasico y telofasico de 51,4%, 11,4 %, 7,4% y 29,8%,
respectivamente. Las células interfasicas exhiben 2, 3 y 4 nucléolos esféricos, lo cual
evidencia una alta actividad transcripcional. El presente estudio servird de soporte a futuras
investigaciones genéticas y ambientales de P. pallida para un adecuado manejo y conservacion
del recurso, hoy que es sometido a una intensa depredacion.
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Abstract

Prosopis pallida (Humb & Bonpl. ex Willd.) “pale carob™ is the most important natural
resource of the tropical forest of the North - East of Peru by its overriding influence in the
Agriculture of the area economy and the role of environmental autoregulador of the ecoregion.
The objective of the research was opening the cytological knowledge of root meristems of
seeds of P. pallida using silver impregnation (SI), which is based on the identification of the
regions argyrophil cell using silver nitrate. Used seeds from fruits of P. pallida from Piura
(Peru), performing a count of 1000 by rootlet mononuclear meristematic cells. The results
presented are the first about the mitotic index, phases of mitosis and nucleolar cycle indices. It
was found that root meristems of P. pallida has a mitotic index of 17.5%; e rates further,
anafésico, profasico and telofasico of 51.4%, 11.4%, 7.4% and 29.8%, respectively.
Interfasicas cells exhibit 2, 3 and 4 spherical nucleoli, which demonstrates a high
transcriptional activity. This study will serve as a support for future environmental and genetic
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research of P. pallida for proper management and conservation of the resource, today that is
subjected to an intense predation.
Key words: Citology; Prosopis pallida; silver impregnation

Introduccion

El género Prosopis hace referencia a vegetales rusticos, adaptados a los territorios aridos y
semiaridos de Perq, Ecuador, Chile y Colombia a lo largo de la costa del Pacifico en suelos y
habitats arenosos, arcillosos, calcareos, pedregosos y salinos ®. La notable adaptacion de
Prosopis se debe a las propiedades de fijar el nitrdgeno, por la relacion simbi6tica con bacterias
del género Rhizobium; de absorber el agua, por su sistema radicular que puede llegar a zonas
muy profundas de la napa freatica y de tolerar periodos prolongados de sequias @**%. Estas
cualidades, lo han convertido en el soporte de diversos programas de reforestacion en ambientes
aridos de Sudameérica, a fin de detener el problema de la desertificacion y de mantener diversos
ecosistemas de bosques secos que hoy se hallan en peligro de colapsar.

En Perq, Prosopis pallida (Humb & Bonpl. ex Willd.) “algarrobo palido” constituye la
especie mas abundante en los ecosistemas de los bosques secos de Tumbes, Piura y
Lambayeque. Se le encuentra asociado a otros recursos arbéreos menores como Eryotheca ruizii
“pasallo”, Acacia acracantha “faique”, Parkinsonia aculeata “palo verde”, Loxopterygium
huasango “hualtaco”, Bursera graveolens “palo santo”. La especie tiene una importancia
gravitante en la economia agraria de la zona norte pues sirve actualmente de soporte econémico
y alimentario de aproximadamente 414853 familias campesinas y en la autoregulacion de la
naturaleza del bosque seco tropical ©7%9).

Sin embargo, a pesar de su importancia ambiental y econémica, la especie es talada diaria e
indiscriminadamente por pobladores de los bosques y foraneos, se estima que anualmente son
depredadas unas 10 mil hectareas de bosques, para ser usado como carbén de lefia. En el bosque
de Cafioncillo, San Pedro de Lloc, La Libertad, la situacion es similar; de las 1310 hectareas que
componen este recinto natural, cerca de 600 son de P. pallida, afirmandose que su tala irracional
ha desaparecido desde 1970 al 2012 cerca de 300 hectareas y que si no se toma una decision
urgente, el ecosistema de Cafoncillo colapsard junto con su flora, fauna, lagunas y restos
arqueoldgicos asociados.

Este panorama se complica por la casi inexistente investigacion citologica, genética y
ambiental de P. pallida en Pert, muy distinto a lo que ocurre en paises vecinos en donde el
estudio genético y molecular de Prosopis es numeroso®’!1213141516170  Eqta  realidad
problematica justifica la realizacion de estudios citolégicos a fin de obtener un conocimiento
bésico sobre el recurso; el estudio celular inicial debe centrarse por ejemplo, en el indice
mitético e indice de fases mitdticas de los meristemos y en la dindmica del ciclo del nucléolo,
pues dichos aspectos proporcionan una aproximacion a la dinamica y fisiologia de la célula, del
tejido y del recurso.
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Existen muchas técnicas citoquimicas e histoquimicas para el estudio citoldgico, siendo la
técnica de la impregnacion argéntica (1A) una de las mas usadas en el estudio de los indices y del
ciclo nucleolar. La 1A se basa en la identificacion de las regiones argirofilas de la célula
mediante el uso de nitrato de plata. La 1A permite visualizar el comportamiento de las regiones
argiréfilas de las células y cromosomas “®*°29: en |os dltimos afios, se han generado muchos
estudios en Genética Animal y Vegetal con protocolos basados en la IA; la razdn se debe a que
las regiones argirdfilas del nucleo, como el nucledlo y de los cromosomas somaticos y sexuales,
como las regiones organizadoras nucleolares (RONSs) vienen permitiendo obtener nuevos
conocimientos sobre la regulacion del envejecimiento celular mediante su relacién con la enzima
telomerasa, la modulacion de las respuestas de ciertos vertebrados al stress celular ocasionado
por los cambios estacionales, el analisis citogenético y la comprension del estudio evolutivo de
los organismos (¢1:22:2324.25)

Por tanto, el objetivo de la investigacion fue aperturar el conocimiento citolégico de los
meristemos radiculares de las semillas de P. pallida mediante la impregnacion argéntica (1A).
Los resultados que se presentan son los primeros acerca de los indices de fases del ciclo
celular, de los indices de fase mitético y del comportamiento del nucleélo de P. pallida. El
estudio permitira establecer un conocimiento citologico basico de la poblacion mononucleada
de P. pallida, a fin de que sirvan de soporte a futuras investigaciones genéticas y ambientales
que permitan un adecuado manejo y conservacion de P. pallida para un adecuado manejo y
conservacion del recurso, hoy que es sometido a una intensa depredacion; y, por extension de
los recursos naturales que conforman la amenazada biodiversidad de Perd.

Materiales y métodos

Seleccién y adecuacién de las semillas de Prosopis pallida para inducir el crecimiento
radicular. Se identific6 un bosque de P. pallida (Humb & Bonpl. ex Willd.) “algarrobo
palido” de regeneracion natural en el campus de la universidad de Piura (Pera). De 50 arboles,
se tomaron 10 frutos, denominadas algarrobas, por cada arbol. De los 500 frutos, se
seleccionaron 50 al azar. En el laboratorio de Biologia Celular de la Universidad Nacional de
Trujillo, se extrajeron dos semillas por cada fruto. Las 100 semillas fueron mantenidas en agua
caliente por 24 horas para liberar la cubierta. Luego, la semilla se mantuvo a la temperatura
ambiental promedio de 20°C para inducir la germinacion de su raicilla. Cuando ésta, alcanzé 1
cm de longitud, se constituyeron en las unidades experimentales.

Técnica de impregnacién argéntica (1A) en las raicillas de las semillas. De las 100 semillas
mantenidas en germinacion, se seleccionaron diez. Por tanto, las diez raicillas usadas en el
trabajo fueron disectadas para ser sometidas al siguiente protocolo de la técnica de la 1A:

a) Fijacion de las raicillas en una mezcla 1:1 de formol al 10% e hidroquinona al 1%.

b) Lavado de las raicillas, tres veces, con agua destilada.

¢) Sumergir las raicillas en AgNO3 acuoso al 2%, en una estufa a 70°C por diez horas.

d) Lavado de las raicillas, tres veces, con agua destilada.

e) Postfijacion en formol-hidroquinona por una hora.



REBIOL 2013, 33 (1): 4-12, Enero-Junio
Revista de la Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo. Peru

f) Diseccion y aplastamiento de los apices de las raicillas en &cido acético al 50% en laminas
de vidrio.

Observacién de las células meristematicas de P. pallida. Las muestras de los meristemos
radiculares de las semillas de P. pallida fueron observadas en un microscopio éptico Olympus
con los objetivos de 4X, 10X, 40 X y 100X. Algunas vistas microscépicas se fotografiaron con
una cadmara fotografica Sony DSC 16.1 mp. Los indices mitético e interfasico, los indices de
fases de la mitosis y el comportamiento del nucledlo se determinaron mediante el recuento de
300 células mononucleadas en cada una de las tres semillas de P. pallida.

Los datos obtenidos fueron sometidos a las medidas de tendencia central (media) y de
dispersion (varianza, desviacion standard y error standard), previa transformacion arco sen de
los datos originales para ajustarlos a una distribucion normal.

Resultados

Estructura citologica del apice de la raicilla de P. pallida. El apice de la raicilla al ser
sometido a la Impregnacién Argéntica (1A), esta constituido por una poblacién meristematica
tipica, muy picnotica a la plata. Los meristemos estan asociados a células diferenciadas de la
cofia o caliptra, las cuales tienen prominentes inclusiones citoplasmicas oscuras. También se
observan, en menor proporcion, células diferenciadas poco picnéticas (fig.1).
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Fig.1: Microfotografia del apice radicular de la semilla de P.
pallida mostrando la tipica poblacién meristematica (flecha
roja), las células de la cofia o caliptra (flecha verde) y las
células poco picnéticas (flecha amarilla), (200x).
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Indice mitético de los meristemos.

Tablal: indices mitdtico e interfasico de los meristemos de P. pallida

Indice mitético Indice interfasico
Promedio 18,89% 81.11% 100%
S2 1.2540 1.2543
ES 0.3541 0.3541

Indice de fases de los meristemos.

Tabla 2: indices de fases mitéticas de los meristemos de P. pallida

Indice ind. indice indice
profésico metafasico anafasico telofasico
Promedio 57,9% 11,0% 6,46% 24.64%
S2 20,76 2,45 6,14 56,107
ES 1,4388 0,4933 0,78 2,37

Ciclo nucleolar de los meristemos radiculares.

Fig. 2: Las cuatro fases del ciclo nucleolar en los meristemos de P. pallida:
a) nucléolo organizado; b) nucléolo en desorganizacion; c) nucléolo ausente
y d) nucléolo en reorganizacion (los nucléolos se indican con flecha celeste)

(1000x).
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Discusién

El &pice de la raicilla de la semilla de Prosopis pallida (Humb. & Bonpl. ex Willd.)
“algarrobo palido”, al ser sometido a la Impregnacion Argéntica (IA), y observado al
microscopio de luz (ML), de campo claro, estd constituido por una poblacion meristematica
de células pequefias, casi cuadradas, con pared celular muy delgada, con un ndcleo central
Unico y de gran tamafio incluido en un citosol extenso (fig. 1, flecha roja). Las células son
muy heteropicnoticas a la coloracion argéntica, toman el cldsico tono marrén que caracteriza
a las muestras sometidas a la IA, presentan nucléolos esféricos, los cuales evidencian su alta
actividad transcripcional y proliferativa(18’19'20’21'31’32).

Los meristemos de P. pallida estan asociados a numerosas células diferenciadas procedentes
de la cofia o caliptra del apice (fig. 1, flecha verde); las células tienen numerosas y
prominentes inclusiones citoplasmicas oscuras, generadas por la actividad metabdlica de la
célula y que estaria constituida por Proteinas y polisacéridos hidratados almacenados en
vesiculas procedentes de dictiosomas 33,34,39),

Las prominentes células de la cofia o caliptra, identificadas en el trabajo, explican porque P.
pallida, al igual que las restantes especies del género Prosopis, presentan sistemas radiculares
que pueden llegar hasta los 50 metros de profundidad. Ademas de proteger el meristema
apical y de ayudar a la raiz en su penetracién a través del suelo, la caliptra desempefia un
papel importante en el control de la respuesta de la raiz a la gravedad(34’36). Esta cualidad le
permite al vegetal resistir a las sequias y prosperar en suelos muy diversos. Esto a su vez
explica, porque las diferentes especies de Prosopis son usadas actualmente en programas de
reforestacion en América para detener el problema de la desertificacion y mantener los
bosques secos que se hallan en peligro de extincion.

En el apice de la raicilla se hallan también células casi transparentes (fig.1, flecha amarilla),
carentes de inclusiones, aparentemente con numerosas y pequefias vacuolas de agua; son
escasamente picndticas a la tincién de la 1A, sus nucléolos son pequefios debido a su baja
actividad transcripcional y proliferativa(18'19'2°'21). Probablemente son las células primarias
que posteriormente se diferenciarian en las células encargadas de la notable propiedad de P.
pallida de almacenar agua(l’z’?’).

Comparando la estructura celular del apice de la raicilla de P. pallida con los &pices
radiculares procedentes de los bulbos de Allium cepa L., por ejemplo, se puede afirmar que
en A. cepa L. las células de la cofia o caliptra no son tan prominentes ni numerosas, lo cual
indicaria que la morfologia celular de estas células estaria determinada por el ambiente y
sustrato en que se desarrolla el vegetal, pues P. pallida habita en suelos casi secos, mientras
gue A. cepa lo hace en suelos de mayor humedad (34.35.36)

En el presente estudio se determinaron el indice mitdtico (IM) y los indices de fases de la
mitosis como son el indice profasico (IP), el indice metafasico (IMe), el indice anafasico (1A)
y el indice telofasico (IT). Estos valores constituyen una importante base de todo estudio
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citolégico de un recurso, pues un aspecto importante en fisiologia vegetal es saber como las
plantas regulan sus tasas de crecimiento®3).

El indice de produccién celular en un meristemo tiene dos componentes distintos: a) el
numero de células en division, determinado por el tamafio de dichas células y del meristemo;
y b) el porcentaje de division celular, determinado por la duracién del ciclo celular. Ambos
componentes pueden explicar los distintos mecanismos existentes que hacen que se
produzcan cambios en la produccion celular y para cuantificar estos indices se utilizan
comunmente medidas como el indice mitético y el indice de fases®?,

Por tanto, el indice mitético y los indices de fase, proporcionan una idea preliminar de la
duracidn de los periodos interfasico y de division de las células meristematicas. Se hall6 en el
presente trabajo que los meristemos radiculares de las semillas de P. pallida presentan un
indice mitotico de 18,89% + 0,35 é indice interfasico de 81,11% 40,35 (tabla 1, fig. 3), los
valores fueron hallados segun la férmula de Lopez-Séez y Fernandez-Gémez, 1969%7.

Como no existe otro trabajo similar sobre indices de fases en plantas, los datos encontrados en
este trabajo se contrastaron con los indices standarizados de A. cepa L., a 20°C, en donde el IM
es 13,0% y el Il es 87,0%.

Las diferencias encontradas entre los dos IM antes mencionados, indican que los meristemos
de P. pallida presentan una mayor frecuencia de células en division que A. cepa L.y que, por
tanto, la duracién de su ciclo mitético seria también de mayor duracién, aunque esto debe
verificarse con un futura investigacién en donde se defina la duracion del ciclo celular de P.
pallida.

El nucléolo es la estructura que tipifica a los nicleos interfasicos. El nucléolo es generado por
la actividad transcripcional de grandes bucles de ADN denominados regiones organizadoras
del nucléolo (NORs)(lg’lg’zo). Los NORs estan asociados a proteinas de naturaleza acida no
histénicas, como la RNA polimerasa I, nucleolina y la proteina B23; justamente, estas
proteinas tienen la propiedad de precipitarse ante técnicas citologicas argénticas que usan el
elemento plata (Ag) en su estado de mayor oxidacion (+2).

Las regiones que reaccionan con la plata, se les denomina argiréfilas o AgNORs; justamente,
estas regiones AgNORs vienen siendo usadas actualmente como indicadores tempranos de
melanomas y carcinomas en el tejido linfoide humano®*%® y como sensores del efecto
citotoxico de los productos quimicos; por tanto, si la técnica argéntica visualiza las AGQNORs,
visualizaran también el nucléolo. Las células animales presentan por lo general un solo
nucléolo; sin embargo, los meristemos vegetales pueden presentar dos y tres nucléolos en
condiciones normales, o hasta cuatro como es el caso de P. pallida (fig. 2)

En la tabla 2 y figura 4 se presentan los indices de las fases de la mitosis de los meristemos de
P. pallida, el indice profasico (IP) es 57,9% +1,44; el indice metaféasico (IMe) 11,0% =+ 0,49;
el indice anafésico (IAn) 6,46% +0,78 y el indice telofésico (IT) 24,64%+ 2,37. Comparado
también con A. cepa, cuyos indices standarizados, a 20°C, son IP 47,0%; IMe 13%; IAn 9,5%
e IT 30,5%, se puede afirmar preliminarmente que los meristemos de P. pallida presentan
también indices de fases mitoticos distintos a los de A. cepa L.
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Los indices de fase, proporcionan una idea preliminar de la duracion de los periodos
interfasico y de division de las células meristeméticas. Vemos que los meristemos de P.
pallida, en division, presentan mas de la mitad de sus células en profase, pues el IP es de
57,9% =1,44, superior al valor de 47% hallado en A. cepa L., por lo que el tiempo de
duracion probable de esta fase mitética en P. pallida debe de ser mayor que el tiempo de
profase de A.

cepa L. Se sabe que en A. cepa L., la duracién de su ciclo celular, a 20°C, es de 18,7 horas,
en donde 16,5 horas corresponden a la interfase y 2,2 horas al periodo de division; asi mismo,
que los tiempos de duracion de la profase, metafase, anafase y telofase son de 1,2 horas; 28
minutos; 7 minutos y 35 minutos, respectivamente (21,3031)

En cuanto a los indices metafasico (11,0% = 0,49) y anafésico (IAn) (6,46% =+0,78) de P.
pallida, los valores son menores en comparacién con los de A. cepa (13,0 y 9,5%,
respectivamente), por tanto podria inferirse que las duraciones de la metafase y anafase de P.
pallida son menores que las duraciones de metafase y anafase en A. cepa, esto significaria
que el ordenamiento de los cromosomas en la linea ecuatorial de la célula y la posterior
migracion de los cromosomas hacia los polos, requeriria supuestamente de un tiempo menor
en P. pallida.

En la fig. 7, se presentan microfotografias de las cuatro fases del ciclo nucleolar identificadas
en los meristemos de P. pallida “algarrobo palido": nucléolo organizado (7a), nucléolo en
desorganizacion (7b), nucléolo ausente (7¢) y nucléolo en reorganizacién (7d). En la fig. 7a
se observa una célula interfasica con un ndcleo central y esférico que contiene a tres
nucléolos organizados, los cuales son esféricos y con bordes definidos. Cuando el nucléolo se

t(ancuentra; organizado indica que la célula se halla en su maxima actividad transcripcional
18,19,20,32

En la fig. 7b, el puntero sefiala un nucléolo en desorganizacion, se observa muy difuso,
dentro de un nucleo en donde la cromatina comienza a transformarse en cromosomas. En este
momento, la célula esta pasando de G, a profase.

En la fig. 7c, la célula carece de nucléolo; esta fase del nucléolo ausente caracteriza a las
células que se hallan en profase, metafase, anafase y telofase temprana. En estas fases los
cromosomas se hallan tan empaquetados que la actividad transcripcional es casi ausente.

En la fig. 7d se presenta la fase del nucléolo en reorganizacion, aqui se pueden visualizar a
los nucléolos como pequefios granulos que empiezan a reconstituirse. Esta fase del ciclo
nucleolar corresponde al meristemo en telofase terminal y los primeros momentos de G,

Los nucléolos, en la fase organizada, son esféricos y bien definidos; los nucléolos en
desorganizacion y reorganizacién son pequefios y de forma irregular; y los nucléolos
ausentes, como es légico, no se visualizan*®%20)_ Estas formas diversas, reflejan
intensidades distintas del fendmeno molecular de la transcripcion, en donde la célula forma
ARN a partir del ADN, con lo cual se deduce que un nucléolo organizado, evidencia una
intensa transcrig)cién y un nucléolo ausente, la ausencia 0 escasa presencia del
fen6meno81929),

Las cuatro fases del ciclo nucleolar descritas en el presente trabajo no solo indican cambios
de agregacion o disgregacion de ribonucleoproteinas, sino de una dindmica muy compleja
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que abarca la actuacidon conjunta de proteinas nucleares y citoplasmicas. En efecto, la
protedmica del nucléolo, indica que en su conformacion no solo se requiere de la actuacion
de la ARN polimerasa | y de proteinas existentes en los centros fibrilar, fibrilar denso y
granular, sino también de proteinas encargadas del procesamiento de los ARNrs como B23,
NOP52, nucleolina y RPP29; y fibrilarina, que se intercambian continuamente con el
nucleoplasma y con otros compartimientos nucleares'819.2032)

Prosopis pallida (Humb. & Bonpl. ex Willd.) “algarrobo palido” es un arbol multiproposito,
por los diversos beneficios directos e indirectos que proporciona. Sus notables propiedades de
fijar el nitrogeno atmosférico, gracias a su relacion simbiotica con bacterias Rhizobium, y de
absorber el agua ubicada a grandes profundidades, lo convierten en el recurso ideal para
detener el problema de la desertificacién y de mantener los diversos ecosistemas de bosques

secos que hoy se hallan en peligro de colapsar(1'2’3). Por lo que se hace necesaria la
implementaciéon de una administracion eficiente y funcional que posibilite su aprovechamiento
sustentable no s6lo en la regidn Piura, sino en las demas regiones aridas y semiaridas de Per.

El presente estudio ha permitido establecer un conocimiento citolégico basico de la poblacion
meristematica radicular de las semillas de P. pallida. Se espera que esta investigacion sirva
de soporte a futuras investigaciones genéticas y ambientales para un adecuado manejo y
conservacion de P. pallida y de los recursos naturales que conforman nuestra amenazada
biodiversidad.

Conclusiones

La poblacién meristematica mononucleada de P. pallida, presenta un indice mitético de
18,89% = 0,35 ¢é indice interfasico de 81,11% +0,35; asi como indices profasico, metafasico,
anafasico y teloféasico de 57,9% +1,44; 11% + 0,49; 6,46% +0,78 y 24,64%+ 2,37.

Las células interfasicas de P. pallida exhiben 2, 3 y 4 nucléolos esféricos, lo cual evidencia
una alta actividad transcripcional de las célula.

Las células meristematicas radiculares de la semilla de P. pallida, son muy heteropicnéticas
a la impregnacién argéntica.

Los meristemos de P. pallida estan asociados a una prominente cofia o caliptra formada por
células con abundantes inclusiones.
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