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RESUMEN

En este trabajo se estudié la distribucion de amdos nuclelcos en celulas

.meristematicas radicales de Allium cepa (cebolla

Se proces6 el tejido vegetal con tecmcas con ’ncmn es para mlcroscopna

electrodnica, fuados en paraformald': e incluidos en-resina de

n-acetato de

) uramlo cutrato de plomo , .
La localizacién fue realizada por medio de mmunolocallzacmn indirecta
‘con dos anticuerpos a nivel ultraestructural, utilizando para ello
anticuérpo§ especificos como aDNA contra acido desoxirribonucleico
(DNA), Y12 contra ribonucleoproteinas de pequéﬁo tamafno (snRNPs), alq
contra ribonucleoproteinas de pequefio tamafio de Uy (U;snRNPs), FAq2
contra ribonucleoproteinas heteronucleares (hnRNPs) y R1131 contra 5'-
CAP.

Los resultados muestran que las particulas de oro del aDNA se encuentran
localizadas principalmente en la cromatina compacta de nicleos de
células meristematicas radicales de Allium cepa (cebolla). En la
pericromatina encontramos los snRNPs, U1snRNPs, hnRNP y 5°-CAP.

Se concluye que empleando técnicas de inmunocitoquimica y anticuerpos
especificos se reconocen en las células vegetales moléculas de DNA,
snRNPs, U;snRNPs, hnRNP, 5’-CAP similares en morfologia y composicion a

las de los nucleos de células animales.



INTRODUCCION.

Allium cepa (cebolla)

siendo 'su.-

La palabra cebolla empezd a :‘utiliz’a'rsej en:el” :’siglq_fxll',.'

Imente "entre
0, hierro, una
D, calcio, magnesio,

sodio y potasio, entre otras sustanc

Se cultiva en Europa y América ,bfpnqlpa!meqte,"se ‘puede cultivar a partir

de semillas o ‘transplante, éurj"qhe ralmente es mas facil del dltimo
modo. Florece en verano y sus: ;,lor,e"s forman un ramillete en forma de
globo. Las flores tienen seis pétalés blancos, pequefios y extendidos, con
seis estambres.

En cuanto a los frutos de la cebolla, son diminutas cépsulas llenas de
semillas negras y pequefas. 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 esta la raiz, que por lo general no es abundante, ni gruesa.

Tejido meristematico radical

El tejido meristematico estd constituido por células generalmente
pequenas, con membranas muy delgadas, citoplasma abundante, sus
vacuolas son pequefas y numerosas, su nacleo es voluminoso, el condrioma

que presentan es homogéneo, carecen de plastos.



En la raiz, como en" toda"‘ la'5 planta‘ise Ilevan a cabo diferentes procesos

»umento y maduramon de las células.
reC|m|ento han sido ‘usados a menudo en
estudios sobre,el getal. ‘La zona activa de células en division
{celular en raiz, se extiende: a consnderable distancia - del aplce La
distribucion de Ia actlwdad ‘meristematica dlflere, ,en las ‘diversas
regiones de la raiz.

En raices de Allium cepa, el primer estadio de desarrollo de las células
basales del apice, es un engrosamiento radial sin aumento de longitud,
excepto el asociado con las divisiones celulares. Poco antes de que se
alcance el didmetro final, las células empiezan a alargarse, lentamente al
principio y acelerandose después. La division celular es propia de células
gue experimentan un engrosamiento vy alargamiento radial. En la regién del
engrosamiento radial la membrana es todavia pobre en sus componentes de
celulosa, pectina y los polisacaridos no celulésicos. Durante la transicion
del estadio 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 relacion casual entre el ritmo de crecimiento de la raiz
y la proximidad de los elementos maduros al meristemo apical, ambos
hechos son afectados por condiciones ambientales, por el tipo de raiz y por

el estadio de su desarrollo.



En la raiz el sistema. vascular. se diferencia como estructura axial

independiente de los érganos laterales y es- posnble reconocer la direccion

en la que se lleva a: cabo la dnferenmacnon d‘ merlstemo vascular

primario en la misma. A medida que el menstemo plcal afade nuevas

{células, la delimitacion del tejido menstema e presenta en las

nuevas porciones de la raiz.

Estructura celular.

En la actualidad con el empleo de tecmca r croscopla electronica se
ha llegado al conocimiento de la organlzacmn ultraestructural y molecular
de las células procariontes y celulaseucanontes. La estructura interna de
las células eucariontes resulta ser mas compleja que las de células
procariontes (Darnell et al. 1990). Ambos tipos celulares estdn rodeados
por una membrana plasmatica y ademas las células eucariontes contienen
membranas internas que limitan y separan regiones especificas 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 nicleo. Otros organelos celulares son las
mitocondrias, en las que se genera la oxidaciébn de pequefias moléculas
generadas por ATP celular; el reticulo endopldsmico rugoso y liso, que es
un complejo de membranas en el cual se lleva a cabo la sintesis de
proteinas y lipidos; aparato de Golgi que tiene varias funciones, de las
cuales las principales son la segregacién y concentracién 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. ,7990 y De Robertis y De Robertis, 1983).



Nacleo.

Dentro de la célula, cada"- org"nelo d ‘ em e a.una funcmn determlnada_ en__ :

el desarrollo y metabohsm d

H3 y H4, prbt‘evinag} n
helicasas, tépoisoﬁ{erasas etc
1990 ). Aigunas de Iak
replicacion del DNA y en. -l transcripcion: ‘del DNA a RNA ( Albert et al.,
1989). eRu : '

Envoltura nuclear. v

El nicleo celular esta formado de complejos multimacromeculares
delimitado por la envoltura nuclear. Esta Gltima es una estructura formada
por dos membranas; la membrana externa que esta en continuidad con el
reticulo endoplasmico y la membrana interna que se encuentra en estrecha
relaciéon con la cromatina compacta (Albert et al, 1989). Las dos
membranas estan separadas por una cisterna perinuclear y presentan
discontinuidades o poros nucleares; cada uno de los cuales esta rodeado
por una estructura discoidal llamada anillo, que junto con el poro forman
el complejo de poro nuclear, Estos complejos de poro estdn compuestos de
un anillo circular de 70 a 80 nm de didmetro, el cual esta revestido por 3
anillos compuestos a su vez' por ocho proteinas. A través de estos poros
se lleva a cabo el intercambio de moléculas entre el nicleo y el
citoplasma (Albert et al., 1989),



Adherida a la parte mterna de la nvoltura nuclear se Iocallza Ia Iamlna:

nuclear, la cual es una estruc ' formada por tres protemas?,

denominadas laminas . descnto e (Jlmenez Garma y Segura, 1993) Se

piensa que la lamina - nuclea esempena un papel |mportante en la

Jorganizacion de la envoltura nuclear y que también mantiene la cromatina

condensada o inactiva en
activa (Albert et al., 1989).

p.enferla, distante de la cromatina laxa o

Cromatina.

Una fibra de cromatina es una cadena flexible de nucleosomas enlazados
entre si, como las cuentas de un collar. Esta forma estructural requiere de
la participacion 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).
Asi, en cada nucleosoma las histonas forman un nicleo 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
H1, 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-Garcia y Segura, 1993). Esta ultima es
transcripcionalmente activa, y se puede observar a nivel de microscopio
electronlco con la técnica descrlta por Vazquez -Nin et al. (1973). La

eucromatina la podemos encontra . d‘stnbunda laxamente entre la

cromatina compacta en el nucleo- (Monneron y. Bernhard 1_969). La



cromatina - compacta se Iocahza a lo largo, de la membrana lnterna de la -

envoltura nuclear, asociada a los" nucleolos y en forma de cumulos

dlspersos en el nucleoplasma

INucleolo. SR :

El nucleolo es un organelo celular que;"s’dl“o ‘es visible en el ndcleo
interfasico o niicleo que no estd 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
prerribosdmico (prerRNA), después de ser procesado el rRNA también es
ensamblado en el nucleclo para formar los ribosomas mencionado en
(Jiménez-Garcia v Segura, 1993). Al microscopio electrénico se observa
formado de estructuras granulares y fibrilares, las cuales se denominan
centros fibrilares, componente fibrila denso y region granular. El nucleclo
en células animales y algunas células vegetales se encuentra delimitado
por la cromatina perinucleolar en (Jiménez-Garcia, 1988).

Los centros fibrilares estan formados de: fibras pertenecientes a los
organizadores nucleolares (NORs}), la RNA polimerasa | encargada de
transcribir el rDNA, las proteinas del organizador nucleolar gue se tifie
con plata (Ag-NORs). Estos centros también son ricos en fibrilarina y la
fosfoproteina C23. En estos centros fibrilares puede ocurrir la
transcripcién temprana del prerRNA.

La regién fibrilar densa estad compuesta de abundantes fibras de 40 a 80 A
de espesor. Contiene proteinas que se tifen con plata (Ag-NORs),
fibrilarina y los fosfoproteinas C23 y B23. Probablemente representa el
sitio con mas actividad transcripcional y de procesamiento del pre-rRNA.

La regién granular estd constituida de granulos de 150 a 200 A de

7



diéme»tro mtermednarua del“

es rlca ‘en’ la fosfoprotema 823 e

que f.‘vcoh{iien'en iR.NA' y: proteina
se han clasificado en f
‘pericromatinianos (GP}C')b-,;
cue‘rpos espiralados (CE).
Fibras pericromatiniénas

Las fibras pencromatlmanas presentan,forma |rregula"r,,un didmetro

variable entre 30 a 50 A; se locallzan en: el borde de la cromatina
compacta, y son facilmente destruidas por RNAsas.

En 1989 Jiménez-Garcia et al. describe la presencia de la fibras
pericromatinianas en células de animales, plantas y hongos, obervaron gque
estas se localizan principalmente en la periferia de la heterocromatina, o
regién pericromatiniana y ocasionalmente las encontramos en el espacio
intercromatiniano, sobre todo cuando se realiza la sintesis de RNA.

Los estudios autoradiogréficos y citoquimicos de Fakan y Bernhard (1973);
sugiere que existe la migracién 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 eliminacion de los
intrones, las snRNPs y el factor esencial de splicing llamado SC35 que no
forma snRNPs durante el procesamiento nucleotidico del pre-mRNA o

splicing (Spector et al, 1992).



Granulos: Perlcromatmnanos (GPC) _ E B
Utlhzando la: tecmca del EDTA Monneron y Bernhard‘=(1969): observaron en*-
células de mamiferos Jos’ granulos pertcromat S
esféricos de 300 a 500 A de digmetro.y. rod '
Caproximadamente 2k5‘0 A de espesbr-'L‘bs'

pericromatinianas’ dura eel
Garcia y Segura (1993) ‘
‘Vazquez-Nin y Bernhard en (1971) encontraron similitudes entre los

"granulos pericromatinianos y los granulos de Balbiani, estos uitimos
atraviesan el poro nuclear hacia el citoplasma en forma de bastones y los
granulos pericromatinianos parece ser que atraviesan el poro en forma de
fibra. En estudios realizados por Vazquez-Nin et al. (1990) se demuestra
que estos granulos son formas de almacenamiento y transporte del RNA
mensajero, después de que ha sido procesado.

Granulos intercromatinianos (GIC).

Estas estructuras nucleares son particulas de 200 a 250 A de diametro, en
células de mamiferos se asocian en ciimulos interconectados por fibras. En
contraste, en células de plantas e invertebrados, son escasos y se
observan muy dispersos; se encuentran en grupos pequefios y distribuidos
al azar en las areas intercromatinianas. (Jiménez-Garcia et al, 1989).
Empleando técnicas de inmunolocalizacién y posterior analisis
ultraestructural, Spector et al. (1983) y Fakan (1984) demostraron que los
GIC contienen 'ribonucleoproteinas de pequefio tamafio (snRNPs) . Los GIC

parecen estar relacionados con el almacén y/o ensambilado de proteinas y

9



RNAs en (J|menez-Garc1a y Segura, 1993)
Splicing. , - _

" El spllcmg 0 prrcbce'sanﬁieht'o déljhnRNA para convertirlo en mRNA maduro,
consiste en el corte especifico de los intrones o regiones no codificadoras
{por -medio de una operacién compleja realizada por los spliceosomas. Estas
estructuras nucleares estdn compuestas de pre-mRNA, snRNPs (U1, Uz, Ug,
Us-y Us) y factores de splicing que no forman snRNPs (SC35). En este
proceso en el que participan elementos con accién en cis y en trans,
existen secuencias consenso especificas para el corte y el empalme de los
presursores del mRNA; asi es un mecanismo 'devtrénsesterificacién 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 .U1snRNP interacciona
con el pre-mRNA en el sitio de unidn, entre el primer exén y el intron, en
ausencia de ATP. Después se incorpora UzsnRNP, el cual. interacciona a su
vez con el sitio de empalme, en una reaccién dependiendo de ATP.
Enseguida se le unen U5snRNP y el conjunto de Us/UgsnRNPs. Después de un
cambio conformacional que provoca la desestabilizacién del apareamiento
de bases entre Uz y U4shRNAs de las correspondientes snRNPs, se produce
un spliceosoma activo. En el cual inmediatamente ocurre la reaccion de
corte o splicing (Steitz, 1988)
Inmunolocalizacion
En los altimos afos, la Inmunolocalizaciéon 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; Vazquez-
Nin, 1990; Moreno Diaz de la Espina, . 1992 '

han identificado y localizado, tanto en celula ammales como en células

ayuda de esta técnica se

T 0 :



vegetales, gran diversidad de moléculas, algunas tan importantes como el
DNA (Acido desoxirribonucleico), el RNA (Acido ribdnucleico), los snRNPs
(Ribonucleoproteinas de tamafic pequefio ) y hnRNPs (Ribonucleo proteinas
heteronucleares). De esta manera, también se han podido localizar a nivel
Lultraestructural, algunos de los sitios en los cuales se llevan a cabo
ciertas funciones celulares, tales como el ~p"rloc.e$amientok del DNA, RNA y
proteinas (Sass, 1984; Puvion, 19'84;'"Lés'ser,.1'98,9; Vazgquez-Nin,
1986,1990). _ R

L.a Inmunoclocalizacién se basa en la detecc_:’iéﬁ:idef'an,tigehos utilizando
anticuerpos que reaccionan especificamente con ellos. Los antigenos son
moléculas diversas como proteinas, polkiysacarid'os, lipidos y &cidos
nucleicos. 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 ‘due' a través de un largo
proceso producen anticuerpos especifico‘bsy'. éyqnt"ra estos compuestos
exogenos. La gran afinidad de los anticuéyrp\c‘{s;kﬁor su antigeno, le otorga
una gran especificidad a la reaccion de recé’no‘cimiento, disminuyendo las
reacciones inespecificas y cruzadas con otros componentes ( Bozzola y
Russel, 1992). En la inmunocitoquimica, al anticuerpo se utiliza como un
reactivo para localizar in situ el antigeno contra el cual fué preparado. El
anticuerpo se aplica al tejido en estudio, y al interactuar con el antigeno
tisular forma un complejo antigeno-anticuerpo facil de localizar (Hyatt,
1989).

Existen dos métodos de inmunolocalizacion: el método directo en el cual se
usa un solo anticuerpo y el ‘método indirecto que utiliza dos anticuerpos.
En la inmunolocalizaciéon indirecta, el corte de tejido se hace reaccionar

con el primer anticuerpo, que es especifico contra la molécula que se

11



desea localizar, posteriormente el tejido se hace reaccionar con un
segundo anticuerpo que reconoce al primefd; EI Segundo anticuerpo esta
acoplado a una molécula visible con el micfos’copio electronico tales
como el oro y la ferritina, que producen una marca electrodensa que
Upermite la visualizacién directa del antlgeno al observar los cortes
ultrafinos al microscopio electrénico: (Harrls 1991).
El presente trabajo, se realizd con el objetq de localizar en el nucleo de
células meristematicas de Allium cepé;;ﬁlés particulas que intervienen en

el procesamiento del hnRNA. Asi como conocer su distribucion.

12



OBJETIVO

EI objetivo de este trabajo es estudiar la distribucion ultraestructural del
.DNA nucleoplasmico, asi como de fas particulas ribonucleoproteicas
nucleares: snRNPs, UsnRNPs, hnRNP y 5'-CAP, en células meristematicas
radicales de Allium cepa . Para ello se realizé inmunolocalizacion in situ

a nivel de microscopia electronica.
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MATERIALES Y METODOLOGIA.

Preparacién de las Muestras. Para'ia obtencién de Ids’ﬁmefis'tembs

radicales de Allium cepa, los bulbos se pusieron en- contacto [ on ‘agua

"limpta durante dos dias o hasta que las radiculas alcanzaron una Iongltud

de 4 mm. La preparacion del tejido vegetal se inicié co la fuacson de los

meristemos en paraformaldehido al 4%, dlsuelt “ven solucidn

amortiguadora de fosfatos a pH7.2. Los meristemos*se fijarbn .durante

Smin al vacio y posterlormente se colocaron 90 m|n a 4°C lavandose
varias veces con solucién amortlguadora de fosfatos a pH7 2 Despues de la
fuamon, el siguiente paso fué la deshndratacson graduu‘al “del . tejido
procediendo de la siguiente manera:. el bldq’ue’ de tejidd:-jy's;.e_,érum‘ergic') en-
soluciones acucsas ascendentes de alcohol etiliéo, se inic>i6 éon uha
concentracion del 30% y se continubé 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 4¢<C, El proceso de preinclusion del tejido
deshidratado también se hizo a 4oC y de forma gradual, se inicid colocando
el tejido durante tres horas en una mezcla formada por una parte de
London Resins White (L.R.White) y una parte .de e'tanol al 100%. El blogue de

tejido se pasd a una mezcla de dbs-"partes'de L.R.White y una parte de



alcohol etilico al' 100% durante tres horas, los meristemos se mantuvieron

al final de:este tiempo. se hicieron 3

cortes para microscopié’ .électromca',,
reconocimiento general ,'djell",‘:tejido merist rh'ét'ipq; ra‘dic‘la'i‘ i'nrclu'ido en la
resina acrilica. Se obtu,\f/.ie'roﬁj‘_c‘:ort S s emlﬁn de un grosor aproximado de
240 nm en un ultramié:rotlémé‘:St?r,\‘/élbl’M"FZ...’F’a;a observar las condiciones
del tejido fijado que se procesé y delimitar la zona de estudio, los cortes
se montaron en portacbjetos, se tifieron con azul de toluidina y se
observaron en un microscopio optico Carl Zeiss. Después de localizar y
escoger la zona deseada, se procedio a la obtencion de cortes ultrafinos de
aproximadamente 60 nm de grosor, los cuales fueron montados en rejillas
de 100 barrotes por pulgada. Para observar los cortes obtenidos y hacer un
" reconocimiento estructural de las células meristematicas, los cortes se

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

citrato de plomo por 2 min. Las fejil!as fueron observadas en un
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microscopio electronico Carl Zeiss modelo EM10 a diferentes aumentos

.(Diagramaﬁzﬁ).}f

Inmunolocalizacién. El nnﬂﬁn’dhﬁarhad&dé los :DNA, snRNPs, UiRNPs y

“5'-Cap se realizd ¢ “los cortes

ultrafinos, los: cuales:se mantuvieron en una camara himeda para evitar la

eva:porécié ,Corpo}primer"p'aso, con la finalidad de e\'/bitarr uniones
inés;ypéicllflckas ’gl'_‘cbrte de tejido se bloqued 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 proporcion de 1:50.
Se quitd el exceso de NGS de las rejillas con papel filtro e inmediatamente
después, se colocaron sobre una gota de solucién de PBS-BSA-tween que
contenia 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 dejdé reaccionar con los cortes
durante 17 hrs a una temperatura de 4oC.

Después de transcurrido el tiempo de reaccion con el primer anticuerpo,
las rejillas se enjuagaron por goteo y por flotacion en PBS-tween y en
PBS. Inmediatamente después de gue se enjuagaron, éstas se colocaron

durante 3 min sobre una gota de NGS 1:50. Se transfirieron a la solucion

16



que contenia eI segundo antlcuerpo dllUldO en PBS -dejandose reaccionar

durante 30 min. Para fln {:lasf.‘se enjuagaron varias veces por

goteo y por flotacién con’PBS»y_ osteri&nﬁente con agua bidestilada. Se
{dejaron secando en un anﬁbie‘ﬁte,ghb're de polvo. Las caracteristicas del
segundo anticuerpo, asi como las diluciones empleadas para cada una de
fas 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 cutrato de plomo
(Diagramas 3 y 4), » o
Observacion. Las rejillas con los cortés totalmente procesados, sé
observaron y analizaron utilizando un microscopio electrénico marca Carl
Zeiss Modeio EM10.

Después de observar las preparaciones procesadas para las diferentes
inmunolocalizaciones, se obtuv_ierén micrografias electronicas a
diferentes aumentos. Se utiiizaronl placas ,Kodak Electron Microscope Film
de 8x10 cm. La pelicula se proc’:'é'sé segrl’m las especificaciones
recomendadas por el fabricante. Paray;lasv impresiones se utilizé papel
fotografico de diferente contraste (F2, F3, F4, F5). Sobre las imagenes

impresas se realizé e! analisis.
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CUADRO DESCRIPTIVO DE ANTICUERPOS 1

Nombre

Tipo

Procedencia

Molécula contra la
cual ests dirigida

Descripcion:

aDNA

Monoclonal

Progen

DNA

Reacciona contra la moléculas de DNA.
molécula donde reside la mformamon »
genética.

Y12

Monoclonal

Lerner et al.,
1981

snRNPs

Reconoce epitopes filogeneticamente
conservados comunes a particulas
snURNP conteniendo U1, U2, U5 Y U4— .
Ug. snRNAs

“FATZ

Monoclonal -

hnRNPs

Reacciona contra las protemas
especificas A, A', B, B', C y C'de peso| . -
molecular de 68 y 120 KDa , que al

unirse a las hnRNA forman las HARNPs. /|-

£ [ SnURNAS

|Ug.

Reacciona directamente con  la ‘
guanosina modificada en el extremo 5' o

2,2,7-trimetilguanosina, conocida” como
estructura CAP de los snRNPs “Este|"

anticuerpo puede mmunopreCIpltar :
tantoa Uy, Uz, Usy el co’ '

T UIRNPs
e Do U15nRNPs

Este - antlcuerpo reagclon’a .contraj
que Jes ; A

del splicing i

transformarlo en: mRNA




TABLA 1 CARACTERISTICRS DE LOS ANTICUERPOS EMPLEADOS EN EL PROTOCOLO DE
INMUNGCITOQUIMICH.

«-CUERPO
Nol

«ADN
vi12
FA12

Ri131

alh

DILUSION

1:30

1:10

1:25

1:50

1:58

TIEMPO

17 hrs

17 hrs

17 hrs

17 hrs

17 hrs

«-CUERPO
No?

GAM IgM
GAM Ig6
GAM IgM
GAR

GAM I1g6

MEDIDA
GRANO DE

0RO

180 nm
15 nm
10 nim
15 nm

15 nm

DILUSION

1:30

1:208

1:368

1:30

1:30

TIEMPO

38 min

38 min

38 min

38 min

30 min

MOLECULA
QuUE
RECONOCE
ADN
SNABNP
hnBRNP

snURNA

UysnBNP



DIAGRAMA 1

Preparacion del Tejido Vegetal
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DIAGRAMA 2

Observacion de las muestras

— 3

Tejido incluido &\
/ en LAW Corte del tejido

Ui +H
N
T

. Cortes Finos
Cortes Ultrafinos ‘ . J’

Contraste para microscopia
electrénica

/== /
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Acetato de Uranilo Enjuagues con

Incubacion de 5 min en l
agua destilada

09 O

Incubacién de 2 min en B!
Citrato de Plomo

Enjuagues con
agua destilada

Secado de los \
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DIAGRAMA 3

Diagrama del Inmunomarcado

TN
—_—
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Incubacion de 3 min Incubacionde 17 hrs.a 4°C
en NGS/PBS 1:50 con el 1er. anticuerpo
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) — [

Incubacion de 15 min Incubacion de 30 min

en NGS/PBS 1:50 . con el 2do.anticuerpo
Enjuague por goteo
’ con PBS

Enjuague de 15 min Enjuague de 15 min Secado de los cortes
por flotacion con PBS por flotacién con Agua
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DIAGRAMA 4

Contraste de cortes del Inmunomarcado

e
e BN

Incubacion de 2 min
enAcetato de Uranilo

Enjuague por goteo
con agua destilada
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- RESULTADOS |

Con ‘técnicas~ de ‘inmuriolocalizacién ‘a nivel- ultraestructural” en células

meristematicas radicales’ de

con Rq131
En la electromicrografia de la Figura 1 se mues'tra‘él pénér’ama de una
célula meristematica radical de Allium cépa (cebolla), usando técnicas de
microscopia electrénica convencionales de fijacion con paraformaldheido,
inclusion 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 ndcleo reticulado rodeado por la envoltura nuclear, en su
interior se ven los cimulos de cromatina compacta, observandose como
estd unida a la membrana interna de la envoltura nuclear, en esta
electromicrografia sefialamos dos nucleolos. La regioén citoplasmatica se
puede observar claramente, limitada por la pared celular, la membrana
citoplasmitica y en su interior al reticulo endopldsmico, numerosas

mitocondrias, vacuolas tipicas de células meristematicas.
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Inmunolocallzacmn de DNA

En los cortes ultraflnos de celulas *‘f‘merlstematlcas raducales de Allium

cepa':loca , I S : ""'éjd'c)s ‘por Ia

electrbmicr.ograﬁa-sy-_’_de , rte e‘,nfi‘(z:léo de una
célula meristematica radlcal lia, . a% 1ﬂ‘ééh‘érs‘ séﬁalan las marcas
sobre el area de la cromatlna compacta y en la cromatina laxa.

Las marcas en el citoplasma de las células meristematicas fueron muy
bajas con respecto a las observadas en el nicleo, no encontramos marca
del anticuerpo «aDNA, asociada al espacio intercromatiniano.
Inmunolocalizacion de snRNPs

En la Lamina 2 se muestra la Iocalizacién‘uItraestructuraI de las
particulas snRNPs acopladas al anticuerpo monoclonal anti-Sm (Y12),
observadas en cortes ultrafinos de células meristematicas radicales de
Allium cepa. Nuestras observaciones nos lievaron a localizar el anticuerpo
en la periferia de la cromatina, en las electromicrografias a, b y ¢ de la
Lamina 2 asi como la ausencia de marcas del anticuerpo Y12 en el area de

la cromatina compacta.
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inmunolocalizacion de “Uy.

'a"ritickder"po; mbnvpc__l’o”n‘a'l ‘de ratén

Cuando ‘emple’amo's‘ el ‘anticuerpo ‘ali’.

contra protemas de.'70k artlculas U1RNPs, ,en ,cortes uItrafmos

de celulas merlste icales de cebolla, encontramos las marcas

distribuidas en‘“{la ericromatina’ y’en Ia reglon mtercromatlmana como
se muestra con: flecha la ,electromlcrograflas aybdela Lamma 3

En estas electromlcrograﬁas no observamos marcas del antlcuerpo aU1~

sobre los acumulo