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RESUMEN 

En este trabajo se estudió la distribución de ácidos nucleicos en células 

;· meristemáticas radicales de Al/ium cepa (cebolla). 

Se procesó el tejido vegetal con técnicas convencionales para microscopía 

electrónica, fijados en paraformaldehíd~ ár 4% -~ f~C:llJidos en resina de 
, .< .. ;.-:o •. ,;~·,e,• .. -.::.--.~·~·'"'·:·:.;;,-;,':-::•{<".;~-~-.'.' ;.-- • 

London Resins White (L R. ~hite)i\P.áraUe.I ;inmlinc)~ar,caje/·se utilizaron 

cortes ultrafinos·de:·apr6kiriiad~iJirii'~~-'6W::r1~\J&1~ª~~~~F~1Ó1~~-~{i~éubaron en 

presencia di 10~ diferentes ·~;,iiC:U~~rp;6ry~·c:~nfr~~t~Bos con ácétato de 

uranilo~citrato de plomo. 

La localización fue realizada por medio de inmunolocalización indirecta 

con dos anticuerpos a nivel ultraestructural, utilizando para ello 

anticuerpos específicos como aDNA contra ácido desoxirribonucleico 

(DNA), Y12 contra ribonucleoproteínas de pequeño tamaño (snRNPs), aU1 

contra ribonucleoproteinas de pequeño tamaño de U1 (U1snRNPs), FA12 

contra ribonucleoproteínas heteronucleares (hnRNPs) y R 11 31 contra 5'­

CAP. 

Los resultados muestran que las partículas de oro del aDNA se encuentran 

localizadas principalmente en la cromatina compacta de núcleos de 

células meristemáticas radicales de Allium cepa (cebolla). En la 

pericromatina encontramos los snRNPs, U1 snRNPs, hnRNP y 5'-CAP. 

Se concluye que empleando técnicas de inmunocitoquímica y anticuerpos 

específicos se reconocen en las células vegetales moléculas de DNA, 

snRNPs, U1snRNPs, hnRNP, 5'-CAP similares en morfología y composición a 

las de los núcleos de células animales. 



INTRODUCCION. 

Allium cepa (cebolla) 

La palabra cebolla empezó a utilizars~>en el siglo XII, siendo su . . . . .. . ' - . - ·' : : . . . . - ~- . 

procedencia el término Caepu/la, diminuto de' Caepa,:nombre.que<utilizaban 

(los latinos para designar a la cebolla. ;~e;~~h·~¿e·'~1 :J~A~fo:)Al/iurn, de la 
<·.,.·, '\ );'·':-:'. :~'.~~~·~ >-:: \~: .. , ~::~:t:; __ ·t:~~·~·/ .. ;;~~~;;,,-.-_.~-"-;. ~ .. ; -~-~: 

familia de las Liliáceas, y casi todos,,sus; nii~n1br6s·:són"plantas silvestres. 

~:::::~:,~.:~;:::.::~::~::.~~t~~~~í~lJ~~~t~:t~:~~~:~~'. 
sodio y potasio, entre otras sustanci~s. ;·/~:·· < . •· .. 

Se cultiva en Europa y América priridi1J1h,~hte,· se puede cultivar a partir 

de semillas o ·transplante, aunqu~<"g~~~i'.~l~e~te es más fácil del último 

modo. Florece en verano y sus flo~~s forman un ramillete en forma de 

globo. Las flores tienen seis pétalos blancos, pequeños y extendidos, con 

seis estambres. 

En cuanto a los frutos de la cebolla, son diminutas cápsulas llenas de 

semillas negras y pequeñas. La cebolla es un bulbo redondo y esta formado 

de varias capas delgadas, hacia el cuello del bulbo encontramos las hojas 

y hacia la base está la raíz, que por lo general no es abundante, ni gruesa. 

Tejido meristemático radical 

El tejido meristemático está constituido por células generalmente 

pequeñas, con membranas muy delgadas, citoplasma abundante, sus 

vacuolas son pequeñas y numerosas, su núcleo es voluminoso, el condrioma 

que presentan es homogéneo, carecen de plastas. 
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En la raíz, como en toda la planta se llevan a cabo diferentes procesos 

como son el de div,isió~ ¿elular, ~uniento y maduración de las células. 

Los ápices de >1as.raí~.es'fefrLcredmiento han sido usados a menudo en 

estudios sobre el~ ~~s~;fr~íl~·,~~g~tal. La zona activa de células en división ,,, ·.' ......... ·_, .. 

(celular en raíz, 's~iexÚen,de a considerable distancia del ápice. La 

distribución de la ·~ctiZidad meristemática difiere, .en las diversas 

regiones de la raíz. 

En raíces de Allium cepa, el primer estadía de desarrollo de las células 

basales del ápice, es un engrosamiento radial sin aumento de longitud, 

excepto el asociado con las divisiones celulares. Poco antes de que se 

alcance el diámetro final, las células empiezan a alargarse, lentamente al 

principio y acelerandose después. La división celular es propia de células 

que experimentan un engrosamiento y alargamiento radial. En la región del 

engrosamiento radial la membrana es todavía pobre en sus componentes de 

celulosa, pectina y los polisacáridos no celulósicos. Durante la transición 

del estadía de desarrollo al de alargamiento radial, todos los componentes 

celulares experimentan un aumento en cantidad, y la pectina aumenta por 

unidad de superficie con respecto a la membrana. Durante el alargamiento, 

el aumento en componentes celulares es directamente proporcional al 

aumento en superficie de la célula. Después del estadio de alargamiento 

radial, los componentes aumentan notablemente por unidad de superficie 

de la pared celular. 

Parece existir una relación casual entre el ritmo de crecimiento de la raíz 

y la proximidad de los elementos maduros al meristemo apical, ambos 

hechos son afectados por condiciones ambientales, por el tipo de raíz y por 

el estadía de su desarrollo. 
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En la raíz el sistema vascular se diferencia como estructura axial 

independiente de los órganos laterales y es posible· reconocer la dirección 

en la que se lleva a cabo la diferenciación del .·m~ristemo vascular . ,-.:_ 

primario en la misma. A medida que el meristemo :~pical añade nuevas 

:.: células, la delimitación del tejido meristemático •Sé presenta en las 

nuevas porciones de la raíz. 

Estructura celular. 

En la actualidad con el empleo de técnicas de microscopía electrónica se 

ha llegado al conocimiento de la organización ultraestructural y molecular 

de las células procariontes y células eucariontes. La estructura interna de 

las células eucariontes resulta ser inás compleja que las de células 

procariontes (Darnell et al. 1990). Ambos tipos celulares están rodeados 

por una membrana plasmática y además las células eucariontes contienen 

membranas internas que limitan y separan regiones específicas del resto 

del citoplasma. Estas membranas definen a las estructuras subcelulares 

llamadas organelos (Darnell et. al. 1990); generalmente el organelo mas 

grande en la célula es el núcleo. Otros organelos celulares son las 

mitocondrias, en las que se genera la oxidación de pequeñas moléculas 

generadas por ATP celular; el retículo endoplásmico rugoso y liso, que es 

un complejo de membranas en el cual se lleva a cabo la síntesis de 

proteínas y lípidos; aparato de Golgi que tiene varias funciones, de las 

cuales las principales son la segregación y concentración del material 

sintetizado por la célula; las vacuolas u organelos que almacenan fluidos 

celulares, agua, iones y nutrientes como sacarosa y deshechos moleculares 

(Darnell et al. , 1990 y De Robertis y De Robertis, 1983). 
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Núcleo. 

Dentro de la célula, cada organelo desempeña una fu?ción detenninada eh 

el desarrollo y metabolismo .'.de 1.a célula {Qar~~ll.et ~l.,1990). ELnúdeo, 

,~:~f ::f,~~i~1~i!lllt!~f !E~~~f i:i~=~~\1Jii 
H3 y H4, proteínas no-hisJoí1i2a'~~:éo'füo-DNA-polimerasas, RNA~pOlimer~sa, 

helicasas, topoisomera;sa~;,:¿·¡%ft~~-~1: nbc1eo10 o nuc1eo1os · co~iri~i1- ef a1., 

1990 ). Algunas de la~ ~';~t~{gi;~ 'ant~s mencionadas iri:flµ;en en la 

replicación del DNA y en 1a'it'~a~~c'.ripciÓl1 clel ·oNA a. RNA ( Albert· et al., 

1989). 

Envoltura nuclear. 

El núcleo celular está formado de complejos multimacromeculares 

delimitado por la envoltura nuclear. Esta última es una estructura formada 

por dos membranas; la membrana externa que está en continuidad con el 

retículo endoplasmíco y la membrana interna que se encuentra en estrecha 

relación con la cromatina compacta (Albert et al., 1989). Las dos 

membranas están separadas por una cisterna perinuclear y presentan 

discontinuidades o poros nucleares; cada uno de los cuales está rodeado 

por una estructura discoidal llamada anillo, que junto con el poro forman 

el complejo de poro nuclear. Estos complejos de poro están compuestos de 

un anillo circular de 70 a 80 nm de diámetro, el cual esta revestido por 3 

anillos compuestos a su vez· por ocho proteínas. A través de estos poros 

se lleva a cabo el intercambio de moléculas entre el núcleo y el 

citoplasma (Albert et al., 1989). 
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Adherida a la parte interna de la envóltura nuclear se localiza la lámina 

nuclear, la cual es una estr~ctún~'.fibrosa formada por tres proteínas 

denominadas laminas descrito eii (Jiménez-García y Segura, 1 993 ). Se 

piensa que la lámina nucle~ri;d'.ese~~eña un papel importante en la 

~organización de la envoltura ~~61~~r
1 

y que también mantiene la cromatina 

condensada o inactiva en la p~~iferia, distante de la cromatina laxa o 

activa (Albert et al., 1989). 

Cromatina. 

Una fibra de cromatina es una cadena flexible de nucleosomas enlazados 

entre sí, como las cuentas de un collar. Esta forma estructural requiere de 

la participación de 8 moléculas de histonas, dos copias de cada uno de los 

4 tipos altamente conservados, H2A, H2B, H3 y H4 (Darnell et al., 1989). 

Así, en cada nucleosoma las histonas forman un núcleo protéico, alrededor 

del cual se enrolla en forma de espiral un fragmento de 146 pb de DNA de 

doble cadena (Albert et al., 1989). Un nucleosoma se une al siguiente, por 

medio del llamado DNA enlazante, al cual se encuentra asociada la histona 

Hl, que le da flexibilidad y plegamiento a la cadena de nucleosomas 

(Albert et al., 1989). 

En células eucariontes existen dos tipos de cromatina: la compacta 

también llamada heterocromatina y considerada transcripcionalmente 

inactiva y la cromatina no-condensada o eurocromatina (Albert et al., 

1989 y en Jiménez-García y Segura, 1993). Esta última es 

transcripcionalmente activa, y se puede observar a nivel de microscopio 

electrónico con la técnica descrita por Vázqúez-Nin et al. ( 1973 ). t.a 

eucromatina la podemos encontrar distribuida laxamente entre la 

cromatina compacta en el nÚcleCJ (Monnercin y . Bernhard, 1969 ). La 
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cromatina compacta se localiza a lo largo de la mem.brana . interna de la 

envoltura nuclear, asociada a los nucleolos y en forma de cúmulos 

dispersos en el nucleoplasma. 

(Nucleolo. 

El nucleolo es un organelo celular que solo es visible en el núcleo 

interfásico o núcleo que no está en mitosis ya que desaparece al comienzo 

de la etapa de profase para. reaparecer al final de la telofase. 

Funcionalmente, el nucleolo es el sitio donde se sintetiza y procesa el RNA 

prerribosómico (prerRNA), después de ser procesado el rRNA también es 

ensamblado en el nucleolo para formar los ribosomas mencionado en 

(Jiménez-García y Segura, 1993). Al microscopio electrónico se observa 

formado de estructuras granulares y fibrilares, las cuales se denominan 

centros fibrilares, componente fibrila denso y región granular. El nucleolo 

en células animales y algunas células vegetales se encuentra delimitado 

por la cromatina perinucleolar en (Jiménez-García, 1988). 

Los centros fibrilares están formados de: fibras pertenecientes a los 

organizadores nucleolares (NORs), la RNA polimerasa 1 encargada de 

transcribir el rDNA, las proteínas del organizador nucleolar que se tiñe 

con plata (Ag-NORs). Estos centros también son ricos en fibrilarina y la 

fosfoproteína C23. En estos centros fibrilares puede ocurrir la 

transcripción temprana del prerRNA. 

La región fibrilar densa está compuesta de abundantes fibras de 40 a 80 A 

de espesor. Contiene proteinas que se tiñen con plata (Ag-NORs), 

fibrilarina y los fosfoproteinas C23 y 823. Probablemente representa el 

sitio con mas actividad transcripcional y de procesamiento del pre-rRNA. 

La región granular está constituida de gránulos de 1 50 a 200 A de 
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diámetro, . es rica . en la fosfoproteína 823 e intermediaria del 

procesamiento _del . preC!-HSOr. -~re7~RNA. > R~presenta et sitio .. de 

\~. rliaclÜr~~Úóh"· y.::, aY~a6e~~mi¿n~O de 
. "··· ;:: :· -· ·:.. ., ,_··· . - ·- ' - . '::'·· ~·-·- ;.-

, )ri /~{ b VY · 
~:~~/;>:· 

cuerpos espiralados (CE). · <,~;'.~\\ :,'):,. ;:¡;;: _:;_ .·., 

~ - - " e :~'";b,::'';:~::::~~,::;,\~~U~i~~ .forma irregular, un diámetro 

variable entre 30 a 50 A, se localizan el1 el borde de . la cromatina 

compacta, y son facilmente destruidas por RNAsas. 

En 1989 Jiménez-García et al. describe la presencia de la fibras 

pericromatinianas en células de animales, plantas y hongos, obervaron que 

estas se localizan principalmente en la periferia de la heterocromatina, o 

región pericromatiniana y ocasionalmente las encontramos en el espacio 

intercromatiniano, sobre todo cuando se realiza la síntesis de RNA. 

Los estudios autoradiográficos y citoquímicos de Fakan y Bernhard ( 1973); 

sugiere que existe la migración de las fibras pericromatinianas hacia el 

espacio intercromatiniano, en donde se entremezclan con la cromatina 

dispersa. También se ha demostrado que las fibras pericromatinianas 

contienen elementos proteicos relacionados con la eliminación de los 

intrones, las snRNPs y el factor esencial de splicing llamado SC35 que no 

forma snRNPs durante el procesamiento nucleotídico del pre-mRNA o 

splicing (Spector et al., 1992). 
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Gránulos Pericromatinianos. (GPC) 

Utilizando la técnica del EDT A Monneron y Bernhard (19 6 9) observaron en 

cé1u1as de . mamíferos 1os gránulos pericromatinianosScorl1o cuerpos 

esféricos de 300 a 500 A de diámetro y rod~adé~~:~o~i:un ,Halo claro de 

;·aproximadamente 250 A de espesor. Lo~·. G,~F~\~~·g~:vjf['.~f~íJ:z~éos:en la 

periferia de la cromatina compacta y se . ~nC:u~~tr~'n·.'.f~rrTi~~Ó~:;:aé fibras de 

1 O a 30 A de diámetro irre?u'-~-r~~R.S~? f:~~9:~.~f,1,~{~f~~~~;~~t:-'~·in (1 ~71) 
sugiere que los GPC . se> forman:{por}e1~,~6rollaríl.Jé'i{fo~~Lde';• fas< fibras 

' :>'._ ~ .: ~·-,;·!~~~:~·:·-_/:?'..-~-· ;.:,:(: -~ '. .'/C·?:, ·;'.'.;-'..0 ~::-;·-7~~:~\'.:"'.' ·~t'.~;~,,-~ ·,\~~f~:·· ;~·(:.':/)::¡/¡_:,( . . :r.2 . , :-
peri croma ti ni a na S duránte el proceso;/{ dé': Üans'ci"ipción y' en Jiménez-

'·':\~~.;::~'~': :;~·~~-~->- ·.~.--.;.. -.' r·_ • < ,· ·, 

García y Segura (1993). • 

Vázquez-Nin y Bernhard en ( 1971) encontraron similitudes entre los 

·gránulos pericromatinianos y los gránulos de Balbiani, estos últimos 

atraviesan el poro nuclear hacia el citoplasma en forma de bastones y los 

granulas pericromatinianos parece ser que atraviesan el poro en forma de 

fibra. En estudios realizados por Vázquez-Nin et al. ( 1990) se demuestra 

que estos gránulos son formas de almacenamiento y transporte del RNA 

mensajero, después de que ha sido procesado. 

Granulos intercromatinianos (GIC). 

Estas estructuras nucleares son partículas de 200 a 250 A de diámetro, en 

células de mamíferos se asocian en cúmulos interconectados por fibras. En 

contraste, en células de plantas e invertebrados, son escasos y se 

observan muy dispersos; se encuentran en grupos pequeños y distribuidos 

al azar en las areas intercromatinianas. (Jiménez-García et al., 1989). 

Empleando técnicas de inmunolocalización y posterior análisis 

ultraestructural, Spector et al. (1983) y Fakan (1984) demostraron que los 

GIC contienen ribonucleoproteínas de pequeño tamaño (snRNPs) . Los GIC 

parecen estar relacionados con el almacén y/o ensamblado de proteínas y 
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RNAs en (Jiménez~García y Segura, 1993). 

Splicing. 

El splicing o procesamiento del hnRNA para convertirlo en mRNA maduro, 

consiste en el corte específico de los intrones o regiones no codificadoras 

(por medio de una operación compleja realizada por los spliceosomas. Estas 

estructuras nucleares están compuestas de pre-mRNA, snRNPs (U,, Uz, U4 , 

Us y UG) y factores de splicing que no forman snRNPs (SC35}. En este 

proceso en el que participan elementos con acción en cis y en trans, 

existen secuencias consenso específicas para el corte y el empalme de los 

presursores del mRNA; así es un mecanismo de transesterificación que 

involucra dos pasos, el de ruptura y el de ligado. La secuencia en que se 

lleva a cabo este proceso es la siguiente: primero U 1snRNP interacciona 

con el pre-mRNA en el sitio de unión, entre el primer exón y el intrón, en 

ausencia de ATP. Después se incorpora U2snRNP, el cual interacciona a su 

vez con el sitio de empalme, en una reacción dependiendo de ATP. 

Enseguida se le unen USsnRNP y el conjunto de U4/U6snRNPs. Después de un 

cambio conformacional que provoca la desestabilización del apareamiento 

de bases entre Uz y U4snRNAs de las correspondientes snRNPs, se produce 

un spliceosoma activo. En el cual inmediatamente ocurre la reacción de 

corte o splicing (Steitz, 1 988) 

1 nmu nolocalización 

En los últimos años, la lnmunolocalización ha tenido un desarrollo tan 

acelerado que se ha convertido en una técnica fina y directa utilizada en 

estudios a nivel ultraestructural (Spector, 1983; Fakan, 1986; Vázquez­

Nin, 1990; Moreno Díaz de la Espina, 1992) .. Cqn .ayuda de esta técnica se 

han identificado y localizado, tanto en célUlas"animales como en células 
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vegetales, gran diversidad de moléculas, algunas tan importantes como el 

DNA (Acido desoxirribonucleíco), el RNA (Acido ribonucleíco), los snRNPs 

(Ribonucleoproteínas de tamaño pequeño ) y hnRNPs (Ribonucleo proteínas 

heteronucleares). De esta manera, también se han podido localizar a nivel 

(ultraestructural, algunos de los sitios en los cuales se llevan a cabo 

ciertas funciones celulares, tales como el procesamiento del DNA, RNA y 

proteínas (Sass, 1984; Puvion, 1984; Lesser, 1989; Vázquez-Nin, 

1986, 1990). 

La lnmunolocalización se basa en la detección de antígenos utilizando 

anticuerpos que reaccionan específicamente con ellos. Los antígenos son 

moléculas diversas como proteínas, polisacaridos, lípidos y ácidos 

nucleícos. Estas moléculas purificadas y administradas a un animal 

distinto del cual se obtuvieron, activan el sistema inmune, produciendo los 

anticuerpos. Los linfocitos, son las células que a través de un largo 

proceso producen anticuerpos específicos· contra estos compuestos 

exógenos. La gran afinidad de los anticuerpos por su antígeno, le otorga 

una gran especificidad a la reacción de reconocimiento, disminuyendo las 

reacciones inespecíficas y cruzadas con otros componentes ( Bozzola y 

Russel, 1 992). En la inmunocitoquímica, al anticuerpo se utiliza como un 

reactivo para localizar in situ el antígeno contra el cual fué preparado. El 

anticuerpo se aplica al tejido en estudio, y al interactuar con el antígeno 

tisular forma un complejo antígeno-anticuerpo fácil de localizar (Hyatt, 

1989). 

Existen dos métodos de inmunolocalización: el método directo en el cual se 

usa un solo anticuerpo y el ·método indirecto que utiliza dos anticuerpos. 

En la inmunolocalización indirecta, el corte de tejido se hace reaccionar 

con el primer anticuerpo, que es específico contra la molécula que se 
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desea localizar, posteriormente el tejido se hace reaccionar con un 

segundo anticuerpo que reconoce al primero. El segundo anticuerpo está 

acoplado a una molécula visible con el microscopio electrónico tales 

como el oro y la ferritina, que producen una marca electrodensa que 

,-permite la visualización directa del antígeno al observar los cortes 

ultrafinos al microscopio electrónico (Harris, 1991 ). 

El presente trabajo, se realizó con el objeto de localizar en el núcleo de 

células meristemáticas de Allium. cepa , las partículas que intervienen en 

el procesamiento del hnRNA. Así como conocer su distribución. 
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.· ... 

OBJETIVO 

El objetivo de este trabajo es estudiar la distribución ultraestructural del 

DNA nucleoplásm.ico, así como de las partículas ribonucleoproteicas 

nucleares: snRNPs, U1snRNPs, hnRNP y 5'-CAP, en células meristemáticas 

radicales de Allium cepa . Para ello se realizó inmunolocalización in situ 

a nivel de microscopía electrónica. 

V 
13 



MATERIALES Y METODOLOGIA. 

Preparación de las Muestras. Para la obtención de los meristemos 

radicales de Allium cepa, los bulbos se pusieron en c611tacto con agua 

'·limpia durante dos días o hasta que las radículas alcanza.ron .una' longitud 
,/ 

de 4 mm. La preparación del tejido vegetal se inició con I~ fijación de los 

meristemos en paraformaldehído al 4%, disuelto en solución 

amortiguadora de fosfatos a pH?.2. Los meriste\T}os se fijaron durante 

Smin al vacío y posteriormente se colocaron 90 min a AoC, lavándose 

varias veces con solución amortiguadora de fosfatos a pH7:2. Después de la 

fijación, el siguiente paso fué la deshidratación gradual del tejido 

procediendo de la siguiente manera: el bloque de tejido se sumergió en 

soluciones acuosas ascendentes de alcohol etílico, se inició con una 

concentración del 30% y se continuó con concentraciones de 40%, 60%, 

70%, 80% y 90%. La permanenciaen cada una de las distintas soluciones fué 

de una hora a 4oC. Al final, se le hicieron tres cambios en alcohol al 100%, 

durante una hora en cada uno a 4oC. El proceso de preinclusión del tejido 

deshidratado también se hizo a 4oC y de forma gradual, se inició colocando 

el tejido durante tres horas en una mezcla formada por una parte de 

London Resins White (L.R.White) y una parte de etanol al 100%. El bloque de 

tejido se pasó a una mezcla de dos partes de L.R.White y una parte de 
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alcohol etílico al· 100% durante tres horas, los meristemos se mantuvieron 

durante J 2 horas .~n L.R;White,· al final de este tiempo se hicieron 3 
,·. ' . .- ·-/r' ,: , . . : ··- -·. '" -. ~·-:.- ·,,· - ,' ·-·._ : ·'··, : :. ; .... - - :. . ·. 

cambios mád de ú~~ hClra cada Jn; .. Para .. ·la inclusi6n;.los bloques de.tejido 
. . . -. :.·.·: - ,-_-:;·, ,'-'.· __ .. '·\''-~'.. ,_·-.. ·.:· ---~·;-;-, ,.>:; :-. : .. '<· .. ,:·- -·.: . ,· -

(se colocaron en cápsulas de· gel~tin~;·ú~g:as con; ~.k:v\,hite. La· reacción . de 

polimerización de la resina, se hizo f u~a :tem'~er~tura ··de SOoC y durante 

doce horas (Diagrama 1 ). 
. . - . . 

Observación de las Muestras.Antes qe, proceder a la preparación de los 

cortes para microscopía el"~ctrºhic~,;·S:~:~i;o .una evaluación y 

reconocimiento general del •tejidC> "0erist;rn:á1:ico radical incluido en la 

resina acrílica. Se obtuvieron c9rt~s s~;riifi~~.s de un grosor aproximado de 

240 nm en un ultramicrotomo Sorvall MT2. Para observar las condiciones 

del tejido fijado que se procesó y delimitar la zona de estudio, los cortes 

se montaron en portaobjetos, se tiñeron con azul de toluidina y se 

observaron en un microscopio óptico Carl Zeiss. Después de localizar y 

escoger la zona deseada, se procedió a la obtención de cortes ultrafinos de 

aproximadamente 60 nm de grosor, los cuales fueron montados en rejillas 

de 1 00 barrotes por pulgada. Para observar los cortes obtenidos y hacer un 

· reconocimiento estructural de las células meristemáticas, los cortes se 

contrastaron por flotación en acetato de uranilo durante 5 min y depués en 

citrato de plomo por 2 min. Las rejillas fueron observadas en un 
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microscopio electrónico Car:t Zeiss modelo EMl O a diferentes aumentos 

(Diagrama 2). 
. - - ' -

,· ···:, 

lnmunolocaliza~ión .. •El lllmunomarcado de IOs DNA; .snRNPs,.U 1RNPs y 

::5'-Cap se. realizÓ;co.1-;oJo des~~it(): po; Fakall': et•af;/(í9a~);•en:los,cortes 
ultrafinos, los 6url~~/leémantu~ier~n en una cámara h~~eda para evitar la 

'. • - : ., ,,-¡_,.e-,._,-.-.~ --- .·_.-· .. - . 

evaporación.< c6n{ci primer paso, con la finalidad de evitar uniones 

-
inespedflcas;·\il corte de tejido se bloqueó con suero normal de cabra 

(NGS). Esto se hizo colocando la rejilla con los cortes sobre una gota de 

NGS disuelto en buffer salino de fosfatos (PBS) en una proporción de 1 :50. 

Se quitó el exceso de NGS de las rejillas con papel filtro e inmediatamente 

después, se colocaron sobre una gota de solución de PBS-BSA-tween que 

contenía el primer anticuerpo(los anticuerpos empleados se describen en 

el Cuadro 1 ). Las diluciones que se utilizaron en cada una de las 

inmunolocalizaciones realizadas en este trabajo, se presentan resumidas 

en la Tabla 1. El primer anticuerpo se dejó reaccionar con los cortes 

durante 17 hrs a una temperatura de 4oC. 

Después de transcurrido el tiempo de reacción con el primer anticuerpo, 

las rejillas se enjuagaron por goteo y por flotación en PBS-tween y en 

PBS. Inmediatamente después de que se enjuagaron, éstas se colocaron 

durante 3 min sobre una gota de NGS 1 :50. Se transfirieron a la solución 
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que contenía el segundo anticuerpo ,diluiélo en PBS dejándose reaccionar 

durante 30 min. Para finaliz~r,{la~ reJillas se enjuagaron varias veces por 
, ------y:~,-~~}t:r;~/:.- _, 

goteo y por flotación con PBS xX¡)osteriormente con agua bidestilada. Se 

;_'dejaron secando en un ambiente libre de polvo. Las características del 

segundo anticuerpo, así como las diluciones empleadas para cada una de 

las inmunolocalizaciones realizadas, se detallan en la Tabla 1. 

Cuando las rejillas estuvieron totalmente secas, se contrastaron durante 

2 min en acetato de uranilo y durante 1 min en citrato de · plomo 

(Diagramas 3 y 4 ). 

Observación. Las rejillas con los cortes totalmente procesados, se 

observaron y analizaron utilizando un microscopio electrónico marca Carl 

Zeiss Modelo EM1 O. 

Después de observar las preparaciones procesadas para las diferentes 

inmunolocalizaciones, se obtuvieron micrografías electrónicas a 

diferentes aumentos. Se utilizaron placas Kodak Electron Microscope Film 

de 8x1 O cm. La película se procesó según las especificaciones 

recomendadas por el fabricante. Para las impresiones se utilizó papel 

fotográfico de diferente contraste (F2, F3, F4, FS). Sobre las imágenes 

impresas se realizó el analisis. 
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Nombre Tipo 

aDNA Monoclonal 

Y12 1 Monoclonal 

aU1 

,., 

CUADRO DESCRIPTIVO DE ANTICUERPOS 1 

Procedencia Molécula contra la 
cual está diri ida 

Progen DNA 

Lerner et al., 1 snRNPs 
1981 

1 
hnRNPs 

·snURNAs 

. U1RNPs 

Descripción: 

Reacciona contra la moléculas de DNA. 
molécula donde reside la información 

en ética. 
Reconoce epitopes filogeneticamente 
conservados comunes a partículas 
snURNP conteniendo U1, U2, U5 Y U4-
U6. snRNAs 
Reacciona contra las proteínas 
específicas A, A', 8, B', C y C' de peso 
molecular de 68 y 120 KDa , que . al 
unirse a las hnRNA forman las hnRNPs. · 
Reacciona directamente con la 
guanosina modificada en el extremo 5' o 
2,2, 7-trimetilguanosina, conocida éomo 
estructura CAP de los snRNPs. •Este 
anticuerpo puede inmunoprecipitar 
tanto a U1, U2, U5 y el corríplejo~ .: U4~ 
U6. :.: :.:,...,.•· 

Este anticuerpo reaccior:ia)Dcontra 
U1snRNPs, que es, el .. ,sr:iRN,P:.niás 
abundante e impÓrtant~ para ~éi inicio 
del splicing < del:'.'hnRt-L,\ para 
transformarlo tm mRNA · · 



r·, 

TABLA 1 CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS EMPLEADOS EN EL PROTOCOLO DE 
1 NMUNOC ITOQU 1M1 CA. 

u-CUERPO DILUSION TIEMPO u-CUERPO MEDIDA DILUSION TIEMPO MOLECULR 

Nol No2 GRANO DE QUE 
ORO RECONOCE 

u RON 1:30 17 hrs GRM lgM 10 nm 1:30 30 min RON 

Vl2 1:10 17 hrs GRM lgG 15 nm 1:20 30 min snANP 

FR12 1:25 17 hrs liRM lgM 10 nm 1:30 30 min hnRNP 

A1131 1:50 17 hrs GAR 15 nm 1 :30 30 min snURNR 

aU1 1:50 17 hrs GRM lgG 15 nm 1:30 30 min U1snRNP 
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DIAGRAMA 1 

Preparación del Tejido Vegetal 

Obtención de los u 
meristemos. 

Fijación en 
Paraformaldehído al 4% 

\=· -~· ····º~· ..... ·=.'i· · .• ,-.... ·.··· ------> u 
5 min en vacío.> 

Deshidratación con Etanol 
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30% 40% 60% 70% 80% 90% 

Preinclución en LRW 

1 hr 1hr 

3 hrs en cada concentración 

12hrs. 7 
Polimerización de 12 hrs. a 50ºC 
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DIAGRAMA 2 

Observación de las muestras 

g~ 
Tejido incluido 

enLRW ~ Corte del tejido ~ 

Cortes Ultrafinos 

Contraste para microscopía 
electrónica 

t 

Incubación de 5 min en 
Acetato de Uranilo Enjuagues con 

agua destilada 

~ Enjuagues con 
~ ª9"' de<Ulada 

Secado de los ~ 
cortes 

Observación en microscopía 
electrónica 

¡'~~-~~¡ 

Cortes Finos 

o 
o o 
o 

Tinsión con Azul de 
Toluidina 

i 
ºo 
ºº 

Enjuagues con 
agua destilada 

Observación en 
microscopía óptica 



DIAGRAMA3 

Diagrama del lnmunomarcado 

8 
Tejido incluido 
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§¡~ 
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/!58\/ 
Incubación de 3 min 
en NGS/PBS 1 :50 
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Enjuague por 
goteo con PBS­
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ºoº -->• 00 

Enjuague de 3min.en PBS- ~O-~ 
Tween por flotación ~ 

1~1 
Incubación de 15 min 

en NGS/PBS 1 :50 

1~1 
Enjuague de 15 min 
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~uague por goteo ~ i=n¡t con PBS 

1~1-> 

Enjuague de 15 min 
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destilada 
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DIAGRAMA 4 

Contraste de cortes del lnmunomarcado 

Incubación de 2 min 
enAcetato de Uranilo 

Incubación de 2 min 
en Citrato de Plomo 

Secado de los cortes 

Enjuague por goteo 
con agua destilada 

~ooº 
00 
o~ 

Enjuague por goteo 
con agua destilada 

Observación al microscopio 
electrónico 



. RESULTADOS 

Con técnicas de in'mutiol6~alizadorf.a ~lv~I ultraestrucfüral en células 

meristemáticas. radicale;s." d~:~:¡/;Jn1··i%e~~;·•. TraíÍ:cl~r2ebóUa);·· localizamos 
;·. ,.-.. >.• ~ .... , :. "</:.¡·~ ·- , ··~, -~,>~· .. ·. ;.::;~·': .-; " . 

"algunas de las diferentes mo1€éut~~'f~fü~:,ffñt~'f~j~'ri~~'ú~.~\ 1~,víá de síntesis 
,/:';.< "··<'.:>~ :~;>· . . :;:;:" ~ ~ .. 

de proteínas, como son: DNA, snRNPs; U{sriRNPi;,.hÍíRNAs, y 5'-CAP de 
' -, -:.· :--··."·,·-::;_<o.•;':.;·".'.-- -

-. : _.,,.,_. 

snURNAs empleando anticuerpos específicos comofhDNA; Y12, aU1, FA1 2 y 

con R,,31 

En la electromicrografía de la Figura 1 se muestra el panorama de una 

célula meristemática radical de Allium cepa (cebolla), usando técnicas de 

microscopía electrónica convencionales de fijación con paraformaldheído, 

inclusión con LRWhite y contraste con acetato de uranilo y plomo. En la que 

apreciamos la forma celular alargada, con sus estructuras celulares bien 

preservadas, al núcleo reticulado rodeado por la envoltura nuclear, en su 

interior se ven los cúmulos de cromatina compacta, observándose como 

está unida a la membrana interna de la envoltura nuclear, en esta 

electromicrografia señalamos dos nucleolos. La región citoplasmática se 

puede observar claramente, limitada por la pared celular, la membrana 

citoplasmática y en su interior al reticulo endoplásmico, numerosas 

mitocondrias, vacuolas típicas de células meristemáticas. 
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lnmunolocalizacion de DNA. 

En los cortes Úlirafin~s de células meristemáticas radicales de Allium 

cepa l6c~liz¿fuS~'/q1tsge~tr~'.~tu~~lm~nté 'los sitios o~upados por la 

,-:::::::'.::~:::~t::l:~·;¡¡f ~iJ~llill~~~:~~::~:: 
célula meristemática radical<~dei;'cebolla, las flechas señalan las marcas 

> ;·~:--:· '> :.--. ' , . , 

sobre el área de la cromatina compacta y en la cromatina laxa. 

Las marcas en el citoplasma de las células meristemáticas fueron muy 

bajas con respecto a las observadas en el núcleo, no encontramos marca 

del anticuerpo aDNA, asociada al espacio intercromatiniano. 

lnmunolocalización de snRNPs 

En la Lámina 2 se muestra la localización ultraestructural de las 

partículas snRNPs acopladas al anticuerpo monoclonal anti-Sm (Y1 2), 

observadas en cortes ultrafinos de células meristemáticas radicales de 

Al/ium cepa. Nuestras observaciones nos llevaron a localizar el anticuerpo 

en la periferia de la cromatina, en las electromicrografías a, b y c de la 

Lámina 2 así como la ausencia de marcas del anticuerpo Y12 en el area de 

la cromatina compacta. 
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lnmunolocalización de U1 • 

Cuando empleamos el anticuerpo aUf,; anticuerpo monoclonal dé ratón 

contra proteínas de 7Ókb~·Ae· la~ partículas U1RNPs; en 2~rtes ultrafinos 
. :·:,\_;, - . :,:~,:~~t: ·~:·::x:! ,, , ~·: . 

de células meristemátiC~i: radig.;les de cebolla, encontramos las marcas 
)-~~:~:;~ ,'.;( , .. -·.,..:·.!, 

distribuidas en la ·:; p~ricici·~~iina y en la región intercromatiniaria, como 
::.· ,·X~·:f~·:;::%.\·, ··;?<··~'·-

se muestra con flett1¿¿~·cinflci~ eléctromicrografías a y b de la Lámina 3. 

En estas electromi~rogr~fías no observamos marcas del anticuerpo aU1 

sobre los acumulas de cromatina y el citoplasma. 

lnmunolocalización de hnRNPs 

Se detectaron las hnRNPs empleando anticuerpos que reaccionan contra 

estas partículas. Usamos el anticuerpo monoclonal de ratón FA 12 que 

reconoce específicamente a la proteína que se une a las hnRNAs (acido 

ribonucleicos heteronuclear) formando el complejo hnRNPs. En las 

electromicrografías a y b de la Lámina 4 se muestra a diferentes 

aumentos una parte del núcleo, con flechas mostramos las marcas del 

anticuerpo FA 12, localizadas en la región pericromatiniana. Estos 

resultados nos sugieren que en núcleos de cebolla es muy probable que 

estas partículas proteicas estén asociadas con los hnRNAs recién 

sintetizados, que se localizan en la misma región. 
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lnmunolocalización de RNA's con 5'-CAP. 

En las electromicrografías a y b de la Lámina 5,'i se .ilustra la localización 

del anticuerpo monoclonal de conejo R;1~1, qÚ~seune específicamente a 

;:las moléculas de 5'-CAP de snURNAs. La~'.pa}:í~ilas de oro se encuentran 

en la periferia de la cromatina compacta y . en la región intercromatiniana. 

Se realizó la inmunolocalización con este anticüerpo para tener uné 'idea 

más amplia de la distribución ultraestructural de las partículas};qGe 

participan en el evento del splicing. ,'.:, ;" 

Con nuestras observaciones hechas en cortes de células meristemáticas 

radicales de Allium cepa confirmamos que los eventos de transcripción y 

splicing se llevan a cabo en la zona pericromatiniana, así mismo 

comprobamos que en las células vegetales se encuentran partículas RNP 

similares en morfología y composición a las de los núcleos de células 

animales, de tal manera que a este nivel la morfofisiología de núcleos 

animales y vegetales es similar. 
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DISCUSION 

En el presente trabajo empleando anticuerpos específicos como aDNA, 

Y12, aU1, FA12 y R1 i31, se han localizado diferentes moléculas que 
·' 

'"intervfenen en la vía de expresión génica, como son DNA, snRNPs, 

U1snRNPs, hnRNPs, snURNA's con S'CAP respectivamente. De los resultados 

obtenidos podemos concluir que los eventos de transcripción y splicing de 

células meristemáticas de Allium cepa, se llevan a cabo en la zona 

pericromatiniana e intercromatiniana del núcleo. 

Las marcas del anticuerpo aDNA se observaron claramente ya que los 

núcleos de Al/ium cepa son reticulados y con abundante cromatina 

compacta. El contar con este tipo de cromatina nos permite comparar con 

otros estudios hechos en núcleos no-reticulados en los cuales la 

cromatina es menos abundante (cromocentricos), Moreno Díaz de la Espina 
. ., .... · '' ' 

et al. (1991) observarón que en núcleos de células de Lycopersicon 

esculentum (tomate) la marca del aDNA es· baja en comparación con la 

que observamos en núcleo de Allium cepa, esto nos sugiere que la 

diferencia en cantidad de marca se debe probablemente al tipo de 

organización de la cromatina. Otro. factor que puede influir es el contenido 

de DNA nuclear, ya que Barlow (1977) reportó para Allium cepa 33.5 pg. de 
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contenido de .DNA por. núcleo, .cantidad considerablemente más alta con 
. . . 

respecto a .ofr(Í~~nú61e~i el~ pl~ntas. 

En varios·.·estu~·Íos·~·pr~~i·~~~ 'se····¡,an ·e~pleado .... anticu~rpos monoclonales 

:. ·r~':::-_ .-·:. ·; ~."r~'. _>;~~~~~/\~~/-~·;'. :·{{J_~kc_ -~;~~:~:t'::-;:j~~~;% .. -~Tf;~:~.-:.~. ,_.( .. :'.··.<<<'.. , . .': :,_:. - : -:'., '. ~- .:-
;,:.es pe cí fi cós · contra•Uos·{snRNPs {YJ 2)./En •!células de mamiferos, células 

::~"::":L:::~m::ª~~~~rf l~lt~~f ~{"::=:::::s p::::.~: :: 
glándulas salivales de Chf;~f1ó'fnüi t~hi:a~;: (Sass y Pederson, 1984) han 

estudiado que el anticuerpo Yl 2 se encuentra localizado en la periferia de 

la cromatina e incluso en las fibras pericromatinianas, acoplandose en los 

sitios donde se lleva a cabo la transcripción. En el inmunomarcado de 

células meristemáticas radicales de cebolla encontramos que los sitios en 

los que se encuentran localizadas las marcas corresponderían a los 

mismos sitios celulares mencionados anteriormente. 

Con el estudio de inmunomarcado de moléculas U1snRNPs encontramos las 

marcas distribuidas en la región del espacio intercromatiniano y en la 

· pericromatina. Siendo U1snRNPs una molécula que participa en el proceso 

del splicing al igual que otros snRNPs, encontramos un patrón similar con 

los anticuerpo aU1 e Yl 2 mencionado anteriormente. En observaciones 

hechas en células Hela S3 Spector (1983 y 1990), en núcleo de glándulas 

salivales de Chironomus thummi Vázquez-Nin ( 1990), y en núcleo de 
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mamíferos (Carino-Fonseca, 1991) se .ha descubierto que los U1snRNPs se 

encuentran distribJÚio'~; ··.··. tjay~;s•{d~L:n,;u,cl~o-~1:~~0ª·~;'.iEp;~¡:n'.µ~~tras · 

(reportados por estos autores. 

observaciones en Allium cepa· se éricuent~~·~ \~~;·,;t;ÍtÁ;~·~·t.~·i.~i):ª~~~'.'ª'. los 
·:o·;_·~· ?<:,· ·;·:;,~::.\;·--· '' ';<:.:}~-; _'./,>'_--;:-' 

~~t:.;:: ·.\':?: 
·,.; . _:::~_,~} :-~·,·J.:- .l. ~v.,'·< 

al. ( 198G);f-;{~tm~·J~bo· anti-hnRNP En estudios realizados por Fakan et 
-i~; )<;:i{t.-_:~.:~r .: -" '· 

demostraron la presencia de hnRNPs en los gránülos/pericromatinianos en 
,·' '::.::.:::.:; -

núcleos de células de hígado de ratón y de rata. Spec1:8r (1983) empleando 

drogas que inhiben la sintesis de hnRNA, reporta que los hnRNPs y los 

snRNPs se encuentran localizados en los mismos sitios y que los snRNPs 

están involucrados en el procesamiento de los hnRNPs, ocurriendo está 

interacción· en el nucleoplasma donde se lleva a cabo la síntesis de los 

hnRNAs. Nuestras observaciones en Allium cepa son similares con lo 

observado en células animales por Fakan et al. (1986) y Spector (1983). 

En las inmunolocalizaciones realizadas con el anticuerpo R,, 31 , aislado de 

células Ehrlich (Bringmann et al. 1983) pudimos observar las marcas en la 

región pericromatiniana y en el espacio intercromatiniano de núcleos de 

Allium cepa, la localización de las snRNA's es similar a la observada con 

los anticuerpos Y1 2, aU1 y FA 12. En experimentos de inmunoprecipitado 

realizados con este anticuerpo por Bringmann et al., 1983 detectaron que el 

anticuerpo no reacciona con todas las especies de snRNA's corroborando 
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con esto, que el UGsnRNA en células• de ratón no contiene m32,2,7G-cap y 
.· - . 

que la cantidad de precipitadÓn d~' snRNPs ~;i. similar a'Ia obtenida con el , : . . . : .:·:"..-·, ... :·· ·:~,·:·~:-· :...::· : .. -;.E·~:·.;~/'"-~-~-·~::::;{, ;·_._,.;. ;.· 

anticuerpo FA 1 2. Spector ef'ál:; 19~2:. ei{·sós: é~p~rimen1:i:is realizados en 
'.',-1'_:·.: 

I~ ·distribución 
·;·.;,;:::-:-:'°~~:;.:;_: ;~-::-'-:¿,~. ·.{ :i;-':L:.:~ 

reflejada en la fisiología dá.li(::céli.Jlá?DY;ijjaryírrif;~!;)íf;'/(1990) y Fischer y 
- ' ~ ' . ·, i' ~ .-:~ :~~J-~""'" Íc.~:~\f;· iLi~s:-~~:~:~~~~T:: :~&~Se·.:.~:,-,:._-.. 

Luhrmann, ( 19 90) descubrieror{qu~·;~1 ;s~ ~¿~~je{¿{¡~¿t:~ra :cfo snURNAs es un 

componente esencial de snRNPs,:.en7:j·~~iJt1~i~~lr~·~;¡:¡~~dos en núcleos de 
-',-:: -~.._:'.~_';--- !..-->- •'. t.:.,,~.{~ ·~> :;..-2-. 

--~~\''.~ . {7 ;~"~ T ;: '.'.:._; -_ :. :~•; -~ :'.:,, 

oocitos de Xenopus. : .; ;: 1• ;,fr· > 
' ~ ( ~ J> 

En nuestras observaciones describimos .la organización· nuclear, en cuanto 
1, -···''.~"-

a sus componentes estructurales y el tipo'.:cie'..,drd[iia':l:ina. de las células 
- .. . , .. :.~~'i~::.'~~,··:~~'.-

. · ¡;. 

meristemáticas radicales de Allium cepa. 

En nuestro estudio de inmunolocalización ult~~estructural de los 

componentes nucleares que participan en el splicing, se determinó que el 

núcleo de células meristemáticas radicales, tiene un alto contenido de 

cromatina compacta en forma reticulada, lo que nos permite ver la 

distribución de los componentes de RNPs y moléculas de DNA, con mayor 

claridad con respecto a otros tejidos vegetales como el de Lycopersicon 

esculentum (tomate}, que presenta núcleo no-reticulado con cromatina 
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laxa, y un bajo contenido de cromatina compacta, en el que los 

componentes de RNPs y DNA • sorí escasos; Pudimos. observar una 

distribución de los RNPs en la regi~~ i$~r}pÍ~Tª~~iab~ x}~r{asóci~ción con 
. "·"".:,,_ ,_'.,:'· -:,.~· ',"·:,·· ·--:•,, - .• ·-,~ .-'!~ ><· .''. 1 

~la fibrillas pericromatinianas com~J~,;"eJ,.:,:_¡,•.~,c,,¡¡t~ ~~~~~~é~é~º,;·[ Yázquez-

Nin et al. (1992). · , X' r¿; ,,:'>"'.::·:;,,;';'/> 

En estudios realizados por Sass ~{;~/.i t~~~J~~,;Íig:~;o~osomas politénicos 
,. ':Üic~~'§«kt9;::X~~y· .,,, , 

de Chironomus tentans con anticuerpósJéspedficos U1snRNPs, observaron 
. .•., . ., ::,::: ~:;, ~'.:¡,- ._ 'f• ,. -- . ·.-

que las u,snRNPs están involucr~da~)\~~re6~pflcing del mRNA y que la 
•· -·- .~ ' • .• -· ··-~-" '•·,_:-""'•e' • • ,_ 

mayoría de los sitios de acti~ida'd tfanscripcional contenian a las 

U1snRNPs en alta proporción, en los anillos de Balbiani, y consideran que 

las U1snRNPs son mas abundantes, y evolutivamente conservadas de las 

U1snRNPs. Nuestros resultados están de acuerdo con estos autores tanto en 

la distribución de las U1snRNPs como en el grado de su conservación. 

En observaciones hechas por Carmo-Fonseca et al. ( 1991) se sugiere la 

posibilidad de que los transcriptos recién sintetizados pueden formar un 

complejo con las U 1snRNP y posiblemente con otros factores aún no 

identificados, ya que ciertos experimentos mostraron que hay una 

asociación de U1snRNP con los hnRNA en los sitios de la transcripción de 

los genes. 
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CONCLUSIONES 

En el presente trabajo podemos concluir lo siguiente: 

1 . En la región pericromatiniana del núcleo de Allium cepa, encontramos 

localizados los hnRNPs, U1snRNPs y RNA's con 5'-CAP. 

2. En el espacio intercromatiniano encontramos fundamentalmente a las 

RNPs de pequeño tamaño, ricas en uridina (snRNPs). 

3. La cromatina compacta se marca densamente con el anticuerpo aDNA y 

se observa un marcado menos intenso en el espacio intercromatiniano que 

corresponde a fibras de cromatina laxa. 

4. Nuestras observaciones nos permitieron confirmar que los eventos de 

transcripción y splicing se llevan a cabo en la zona pericromatiniana. 

5 .Utilizando técnicas inmunocitoquimicas y anticuerpos específicos, se 

reconoce en las células vegetales partículas RNP similares en morfología 

y composición a las de los nucleos de células animales. 
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FIGURA 1 Célula meristemática radical de Aflium cepa (cebolla). Fijada 
en paraformaldehído al 4%, contrastada con acetato de uranilo y citrato de 
plomo. Se puede observar el Citoplasma (C) delimitado por la pared celular 
(P); observandose en su interior las vacuolas (v), mitocondrias (m), 
retículo endoplásmico (r), en el núcleo (N) se observa la cromatina 
compacta (e), fibras pericromatinianas (f) y nucleolo (n). 
14,400x. 
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LAMINA 1 

Compuesta por tres electromicrografías a grandes aumentos de diferentes 
zonas de núcleos de célula meristemática radical de Allium cepa (cebolla). 
Se observan grumos de cromatina compacta marcados positivamente con el 
anticuerpo monoclonal aDNA, así como las fibras de cromatina laxa. 
A) 37,SOOx B) 44,000x. C) 48,000x. 
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LAMINA 2 

Lamina en la que se muestra tres imagenes a diferentes aumentos, de la 
inmunolocalización de los RNPs de pequeño tamaño, ricos en uridina 
(snRNPs) observados fundamentalmente en el espacio intercromatiniano. 
Las flechas muestran las partículas de oro acopladas al anticuerpo 
monoclonal Yl 2. A) 19200x. B) 50,000x. C) 44,000x. 
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LAMINA 3 

Diferentes aumentos del inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal aU1, 

en zonas de núcleos de células meristemáticas radicales de Allium cepa, 
con flechas se señalan las partículas de oro acopladas a U1snRNPs 
localizadoas en la pericromatina. 
A) 37,SOOx B) 25,000x 
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LAMINA 4 

Lamina con electromicrografías de diferentes zonas de núcleos de célula 
meristemática de Allium cepa, con las flechas se indica que el anticuerpo 
monoclonal FA 12 está fundamentalmente distribuido en la pericromatina 
reconociendo a las hnRNPs. A) 51,200x B) 35,200x 
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LAMINA 5 

Lamina donde mostramos zonas de núcleos de células meristemáticas de 
Allium cepa, localizandose en la región pericromatineana el inmun 
omarcado del anticuerpo monoclonal R11 31 que reconoce el 5'-CAP. 
A) 32,000x B) 31 ,250x 
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We live only to discover beauty. 
All else is a form of waiting. 

Gibrán 
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