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I. RESUMEN

En este estudio analizamos la distribucion del DNA y de los factores esenciales de
“splicing” SC35, SF2 y los snRNPs, en los nucleos de Lacandonia schismatica. Se
puso énfasis a la composicion molecular in situ de las estructuras anulares y las
estructuras tipo complejo sinaptonémico caracteristicas de los niicleos de esta especie.
Se utilizaron técnicas de citoquimica clasica {EDTA preferencial para
ribonucleoproteinas (RNPs) y desoxiribonucleoproteinas (DNP) asi como la tincion
de acetato de uranilo-citrato de plomo} y citoquimica molecular moderna
(inmunolocalizacion ultraestructural con los anticuerpos oc-DNA, oc-snRNPs, oc-SF2,
ac-SC35 y ac-p80-coilina).

Los snRNPs, y los factores SC35 y SF2, comparten dominios de distribucion
. intranuclear con los encontrados para otras plantas y animales como son las fibras
pericromatinianas (FPCs) y las fibras entremezcladas con los granulos de Lacandonia.,
Ademas, los factores de splicing snRNPs se presentan en las estructuras anulares y en
la cromatina compacta. En esta ultima, los factores de splicing SC35 y SF2 presentan
una organizacion similar a la de los “granulos de cromatina” descritos en este trabajo.
Las estructuras anulares y la cromatina compacta podrian representar sitios
adicionales o alternativos de almacén y/o ensamblaje de factores de splicing,

La reconstruccion tridimensional de las estructuras anulares y la ausencia de la
proteina p80-coilina en las mismas, muestra que son estructuras similares a las
descritas en nucleos de células estimuladas con estradiol y referidas como “ring
shaped bodies”. Con base en su contenido de snRNPs, sugerimos que las estructuras
anulares constituyen un subdominio de ensamblaje y/o transporte de factores de
splicing.

Por otra parte, la distribucion del DNA y las RNPs en las estructuras tipo complejo
sinaptonémico con un patron.de distribucion similar al que presentan los complejos
sinaptonémicos tipicos de la profase meiotica, asi como la union de los extremos de
estas estructuras a la envoltura nuclear, indican una fuerte similitud en cuanto a su
composicion molecular y organizacion estructural se refiere entre ambas.



I1. INTRODUCCION
1L\, Lacandonia schismatica E. Martinez & C.H, Ramos

Lacandonia schismatica fue descubierta en 1985 por el Bidlogo Esteban Martinez y
descrita formalmente en 1989 por ¢! mismo y por 1a Biologa Clara Ramos.

Su ubicacion taxonomica de acuerdo con Cronquist (1981) es la siguiente:

Divisibn: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Alismatidae
Orden: Triuridales
Familia: Lacandoniaceae
Género: Lacandonia

Especie: .. schismatica -

Es una planta saprofita que vive en el sotobosque de la region Lacandona, en lo que
se conoce como selva alta subperennifolia inundable de Calophyllum brasilience
Camb, con Terminalia amazonia (J.F. Gmel) Exell y Cryosophila argentea Bartlett.
La observacion cuidadosa de su habitat permitio determinar que vive sobre substratos
de materia organica muy himedos pero no inundados, en lugares muy sombreados.
Florece todo ¢l afio si las condiciones de humedad son adecuadas y es muy abundante
en noviembre y diciembre después de la temporada de lluvias (Martinez y Ramos,
1989). La primera localidad encontrada (en 1985), se sitia en el borde de la zona
nicleo de la reserva Integral de la Biosfera Montes Azules en el municipio de
~ Ocosingo, Crucero Corozal, a 170 Km al sureste de Palenque, camino a Boca
Lacatum, sobre la carretera fronteriza del Sur, Chiapas, México (Martinez y Ramos,
1989).



La caracteristica morfolgica mas conspicua de L. schismatica es la inversion de los
verticilos sexuales, con los carpelos rodeando al androceo (Martinez y Ramos, 1989).
Marquez-Guzman y col., (1989), demostraron que la posicion central del androceo
con respecto al gineceo no se debe a una torsion de los verticilos sexuales durante el
desarrollo, ya que en cortes longitudinales de botones florales se oi>serva la
continuidad de la epidermis desde la base de las anteras hasta el receptaculo, De
acuerdo con Martinez y Ramos (1989), las ﬂore§ de esta especie son perfectas,
generalmente con seis tépalos papilosos, cada uno con una cauda linear laminar en el
apice. El gineceo y el androceo se localizan sobre un receptaculo deprimido
centralmente. El gineceo apocarpico puede tener de 60 a 80 carpelos papilosos con un
estilo subapical. Generalmente presentan tres estambres centrales persistentes insertos
en el borde de la depresion del receptaculo y anteras biloculares generalmente

introrsas, con una sola linea de dehisencia longitudinal,

Dos caracteristicas de L. schismatica indican que esta especie posiblemente se origino
por un proceso macroevolutivo de acuerdo con modelos propuestos para otros
organismos (Grant, 1985): 1) la inversion espacial de los verticilos sexuales y 2) el
hecho de que los individuos de esta especie conforman una poblacion muy pequefia,
localizada dentro de un drea muy restringida de la region Lacandona en Chiapas,
México. De acuerdo a Davidse y Maninc'z (1990), L. schismatica posiblemente se
originé por una macromutacion del gen o genes que controlan la morfogenesis floral -
en una pequefta poblacion de un Triuridaceaco ancestral y en donde posiblemente esta
involucrada una mutacion que invierte el control de la diferenciacion primordial de

pistilos y estambres,

Debido a la inversion de los verticilos sexuales y a su posible origen macroevolutivo
esta planta ha sido motivo de gran interés y actualmente conocemos algunos aspectos
de su biologia: Los estudios genéticos permitieron determinar que el nimero
cromosomico de . schismatica es n=9. El complemento cromosomico se caracteriza
por cuatro pares de cromosomas grandes y cinco pares de cromosomas pequefios.
Los estudios sobre su anatomia reproductiva han permitido describir un nuevo tipo de



fecundacion para la familia Lacandoniaceae en la cual, antes de la antesis, los granos
de polen germinan dentro de la antera indehiscente, los tubos polinicos crecen entre
las células del receptaculo y después se dirigen hacia los 6vulos, de tal modo, que uno
de ellos entra al saco embrionario por el micrépilo a través de una de las sinérgidas,
presentindose la doble fecundacion. Una vez efectuada la doble fecundacién, 1a flor
abre (Vazquez, 1992; Marquez-Guzman y col., 1993).

Por otra parte, Coello y col, en 1993, utilizando técnicas electroforéticas no
encontraron variacién genética en L. schismatica, 1a cual, de acuerdo a los autores
puede explicarse por el sistema de fecundacion autogdmica de la planta (Marquez-
Guzmény col., 1993). |

11.2. El niicleo interfisico

Las células eucariontes contienen numerosos compartimientos que consisten de
organelos limitados por membranas. De éstos, el més caracteristico es el nicleo, que
caracteriza a todas las células de animales y plantas. La presencia del material
genético en el niicleo es Ia razon fundamental del interés en este organelo, ya que
aproximadamente el 95% del DNA celular estd en el micleo. Los estudios que se
tienen sobre la ultraestructura de los micleos en interfase se han enfocado basicamente
a los nicleos de mamiferos (Monneron y Bernhard, 1969) y han permitido establecer
la presencia de un patrén estructural muy conservado en eucariontes. Sin embargo, a
pesar de la similitud observada, se han puesto de manifiesto algunas diferenciu en
animales y plantas en relacion a la disposicién de la cromatina y de las particulas
ribonucleoproteicas (Jiménez-Garcia y col., 1989a). Los estudios sobre los nicleos en
interfase de plantas son menos numerosos que los realizados en mamiferos y se
enfocan principalmente a los nicleos con patrén reticulado. En interfase el nicleo
consta de diversos componentes que pueden ser agrupados molecular y
ultraestructuralinente, en cuatro categorias: a) componentes fosfolipidicos, b)
componentes  proteicos, ¢) componentes desoxirmibonucleoproteicos y d)
componentes ribonucleoproteicos.



11.2.1. Componentes fosfolipidicos

Los compartimientos nuclear y citoplasmico de las células eucariontes estan separados
por una doble envoltura nuclear, la cual mantiene el genoma y las actividades del
mismo dentro del nucleo. La presencia de esta envoltura es la principal caracteristica
morfolégica que distingue a los eucariontes de los procariontes. Su aparicion permiti6
la separacion de la transcripcion de la traduccion en los organismos eucariontes, ya
que en los procariontes ambos procesos se llevan a cabo simultaneamente. En
eucariontes, la transcripcion (en el nicleo) estd separada espacial y temporalmente de
la traduccion (en el citoplasma). Los transcritos de RNA en el nicleo forman
complejos con proteinas dando lugar a particulas ribonucleoproteicas que sufren el
proceso de “splicing” o eliminacion de intrones, que es un paso intermedio importante
en la transferencia de informacion genética en eucariontes. La envoltura nuclear
consiste de la membrana nuclear interna y externa, los complejos de poro nuclear y la
lamina nuclear. La membrana nuclear interna y externa son los componentes
fosfolipidicos de la envoltura nuclear y estan constituidas por dos bicapas lipidicas
separadas entre si por el espacio perinuclear que es continuo con el lumen del reticulo
endoplasmico. La envoltura nuclear presenta una organizacion asimétrica: la
membrana nuclear externa est4 en continuidad con el reticulo endoplasmico rugoso y
ambos son similares funcionalmente, mientras que la superficie nucleoplismica de la
| membrana nuclear interna esta en contacto estrecho con la ldmina nuclear. Los poros
nucleares atraviesan la membrana nuclear en sitios donde la membrana intemna y

externa se unen, constituyendo una union entre el citoplasma y el interior del micleo.



11.2.2. Componentes proteicos

Lamina nuclear

La lamina nuclear es una capa rica en proteinas que estd en contacto estrecho con la
membrana nuclear interna e interconecta los complejos de poro (Scheer y col., 1976).
Se une a receptores asociados con la membrana nuclear interna (Gerace y Burke,
1988; Nigg, 1992), estd involucrada en la reorganizacion de la envoltura nuclear
después de la mitosis (Burke y Gerace, 1986), en la organizacion de la cromatina
(Gerace y Burke, 1988; Yuan y col., 1991) y en la replicacion del DNA en células en
interfase (Newport y col., 1990).

.La l[Amina nuclear es una estructura extremadamente insoluble .que resiste las
extracciones excepto cuando se usan altas concentraciones de sales o urea (Gerace y
col.,. 1984), A pesar de esta aparente estabilidad in vitro, la lamina es répidamente
desensamblada y re-ensamblada durante la division celular (Gerace y Blobel, 1980).
Este proceso es simultneo con el desensamblaje y reorganizacion de la envoltura:

nuclear.

Las laminas nucleares constituyen el mayor componente proteico de la lamina nuclear
y muestran una fuerte homologia con las proteinas de los filamentos intermedios
citoplasmicos  (Nigg, 1992). Las laminas nucleares se dividen en dos grandes
subgrupos dependiendo de su secuencia de aminoacidos y de sp\ distribucion
subcelular durante la mitosis. Un subgrupo contiene las laminas nucleares A y C las
cuales son solubles durante la division celular, mientras que el otro subgrupd contiene
las laminas del tipo B que permanecen asociadas con las vesiculas lipidicas durante la
mitosis (Nigg, 1992). Se han descrito varias isoformas de las laminas, por ejemplo, se
han reportado mas de 5 laminas en higado de rata, incluyendo las laminas Ay C y tres
isoformas de la lamina B (Kaufmann, 1989).



Matriz nuclear

La matriz nuclear se define como el componente estructural del niicleo que permanece
insoluble después de tratamientos secuenciales con detergentes no-ionicos, nucleasas
y amortiguadores de alta y baja fuerza ionica (Verheijen y col., 1988). Berezney y
Coffey la aislaron por primera vez en 1974, a partir de células de higado de rata. La
matriz nuclear o0 “material residual” mantiene la forma del nicleo y consiste de la
envoltura nuclear residual, la lamina nuclear residual, el complejo de poro residual,
nucléolo residual, ribonucleoproteinas (los granulos intercromatinianos) y una red
fibrogranular que se extiende desde el nucléolo hasta Ia envoltura nuclear (Berezney y
Coffey, 1977, Kaufmann y col., 1981). ‘

La matriz nuclear constituye un esqueleto nuclear al cual se asocian varias enzimas
activas (Tubo y Berezney, 1987, Claude y col., 1991) y en las células animales,
receptores de hormonas esteroides (Barrack y Coffey, 1980). En la interfase, esta
estructura juega un papel importante en la replicacion del DNA (Berezney y Bucholtz,
1981; Cook, 1991), en la transcripcion (Cook, 1989), en el control de la expresion -
génica (Bode y col., 1992) y en el procesamiento del RNA (Carmo-Fonseca y col.,
1991b). Durante la division celular, la matriz nuclear se desensambla y la cromatina
se agrupa alrededor de los componentes de la matriz.

Complejo de poro nuclear

El complejo de poro nuclear es el unico sitio conocido de intercambio bidireccional
de material a través de la envoltura nuclear. En vertebrados, es un cilindro (~ 100 nm
de digmetro) con simetria octagonal, con el eje corto (~70 nm de largo) perpendicular
al plano de la envoltura nuclear. Esta arquitectura general est4 muy conservada en los
eucariontes (Miller y col., 1991).

Estudios recientes al microscopio electronico han permitido una descripcion més

precisa de la estructura del complejo de poro nuclear en el cual 8 ruedas radian a



partir de un anillo redondo intemo, que rodea a su vez a un tapon central, a! cual el
anillo interno esta unido por delgados sostenes. Cada anillo est4 unido a su vecino por
cuatro anillos coaxiales: la rueda interna, la rueda extena dentro del lumen de la
envoltura nuclear, un anillo citoplasmico y un anillo nucleopldsmico. Una porcién
considerable de cada rueda atraviesa el poro de la membrana y reside en e! lumen de
la envoltura nuclear. Las estructuras periféricas citopldsmicas y nucleoplasmicas son
morfologicamente distintas. Ocho filamentos citoplasmicos y particulas estan unidas al
anillo citopldsmico. La canasta nuclear consiste de ocho filamentos unidos a! anillo
micleoplasmico que convergen en un anillo distal. Con las estructuras periféricas
incluidas, la masa del complejo de poro nuclear puede exceder los 100 MDa y puede
estar compuesto de ~100 proteinas diferentes (Forbes, 1992; Reichelt y col., 1990).
Son estructuras macromoleculares que median el intercambio activo de proteinas y

ribonucleoproteinas (RNPs) entre el micleo y el citoplasma.

Ocurren diferentes mecanismos de intercambio nicleo-citoplasma a través de estas
estructuras. Los iones y pequefias moléculas difunden pasivamente a través de los
canales acuosos de ~9 nm de diametro. Por el contrario, las macromoléculas de 20 -
kDa a 100 MDa son transportadas activamente por el complejo de poro. Estas
incluyen proteinas importadas y snRNPs, RNPs capturadas y proteinas repetidamente
importadas y exportadas. El transporte es répido, saturable, dependiente de energia,
regulado y altamente selectivo. Todos los poros nucleares parecen funcionar tanto en
la exportacion como en la importacion de moléculas al nicleo (Dworetzky y Feldherr,
1988).

El complejo de poro esta unido a la lémina nuclear y a la matriz nuclear, ayudando a
mantener la estructura nuclear. Interactua y posiblemente se une a la cromatina. Se ha
propuesto que es el sitio de union a “carriles”, los cuales se extienden a través del
nucleoplasma para formar rutas para el movimiento de macromoléculas hacia y desde .
el complejo de poro.
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El complejo de poro nuclear es una estructura dindmica. Durante la mitosis en la
mayoria de las células eucariontes, la envoltura nuclear se vesiculariza y el complejo
de poro se desensambla (Forbes, 1992). La conservacion de los complejos de poro
entre diferentes phyla divergentes evolutivamente se pone de manifiesto por su
similitud estructural (Miller y col,, 1991; Rout y Blobel, 1993), por las sefales de
importacion aparentemente universales en las moléculas transportadas a través de
- ellas. La ubicuidad del complejo de poro apoya su origen temprano en la evolucion de

los eucariontes (Rout y Wente, 1994).
11.2. 3 Componentes desoxirribonucleoproteicos
Cromatina

En los organismos eucariontes, el material genético existe como hn complejo formado
por DNA, histonas y proteinas no histonas denominado cromatina y la cual se define
como el material nuclear que toma las tinciones basicas. Las histonas, cuya estructura
primaria esta conservada en la evolucion, son fos componentes proteicos de los
nucleosomas y como tales estan asociadas a casi todas las secuencias de DNA del
genoma. Las histonas H2A, H2B, H3 y H4 forman el complejo octamérico
denominado nucleosoma, que consiste de dos de cacja una de las histonas
mencionadas alrededor de las cuales se enrollan dos vueltas de DNA (146 pares de
bases de DNA). La unidad nucleosomal basica esta muy conservada en la evolucion y
esta compactada en estructuras de orden superior tales como el filamento de 10 nm y
la fibra de 30 nm. La cromatina se descondensa y recondensa para facilitar procesos

biologicos tales como la transcripcion, replicacion y recombinacion,

La histona H! puede funcionar como un regulador de la expresion génica (Croston y
col., 1991), variando el estado de condensacion de regiones localizadas de cromatina,
se une al nucleosoma sellando los puntos de entrada y salida del DNA. Los estudios
in vitro sugieren que las interacciones electrostaticas entre la histona H1 y el DNA

juegan un pape! importante en el plegamiento de la cromatina (Clark y Kimura, 1990).
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Los cambios en los niveles de fosforilacion de esta histona pueden modular la
condensacion /descondensacion de la cromatina. Se ha propuesto también que la
interaccion de la histona H1 con la cromatina puede estar también modulada por la:
unién de la proteinas no histonas a la histona Hl (Kohlstaedt y Cole, 1994). Entre las
proteinas no histonas que se ha propuesto que juegan este papel se encuentran la
HMG! y HMG2 vy algunos estudios las han implicado en la regulacion de la

transcripcion o replicacion.

Se ha propuesto que las proteinas no histonas juegan papeles especificos en la
organizacion de la estructura de la cromatina de orden superior y en el control de la
expresion génica. Proteinas especificas no histonas estan involucradas en la
compactacion de los nucleosomas en dominios, en la formacion de estructuras
especializadas tales como centromeros y telomeros y en la condensacion de la fibra de
cromatina en la estructura de! cromosoma mitotico (Cartwright y col,, 1989). La
presencia o ausencia de varias proteinas no histonas puede también ser critica en
establecer las diferencias en la estructura entre la eucromatina y la heterocromatina en

el niicleo interfasico (Tharappel y col., 1986).

‘Las proteinas no-histonas del grupo de alta movilidad (HMG-14, HMG-17 y HMG-1)

se encuentran entre las proteinas no-histonas mas abundantes, ubicuas y
evolutivamente mas conservadas. Reconocen curvaturas en.el DNA (Landsman y
Bustin, 1993) y pueden estar involucradas en diversas funciones, incluyendo la
determinacion de la estabilidad y estructura del nucleosoma, asi como en la
transcripcion y/o replicacion (Einck y Bustin, 1985; Bustin y col., 1990).

La cromatina puede dividirse en dos categorias de acuerdo a las variaciones locales en
la densidad de tincion de la misma. La cromatina difusa que es debilmente tefiida y la
cromatina densa que es fuertemente tefiida. Estas dos formas de cromatina realizan
diferentes funciones en el nucleo. La transcripcion activa del RNA se asocia con la

cromatina difusa débilmente tefiida, mas que con la cromatina densa. La cromatina en
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interfase se condensa en la mitosis en los cromosomas densamente teflidos y bien
definidos.

Por otra parte, el nicleo en interfase puede clasificarse en cromocéntrico o reticulado
de acuerdo al arreglo de la cromatina. El patrén cromocéntrico es caracteristico de
todas las células animales y de algunas plantas. Se caracteriza por presentar
segmentos de cromatina adosados a la cara interna de la envoltura nuclear y
segmentos ocasionales de cromatina en el nucleoplasma. El patron reticulado es
caracteristico de muchas plantas monocotiledoneas y se caracteriza por presentar la
cromatina en forma de reticulo o red en el nucleoplasma entremezclado con fibras y

granulos en el nucleoplasma (Jordan y col., 1980).
11.2.4 Componentes ribonucleoproteicos

Los nicleos de animales, plantas y hongos presentan un patrén estructural bésico
comun muy conservado, con una gran similitud en los rasgos morfologicos generales
de las estructuras ribonucleoproteicas (RNPs): las fibras pericromatinianas (FPCs), los
granulos intercromatinianos (GICs), los granulos pericromatinianos (GPCs), el -
nucléolo y los cuerpos espiralados, no obstante de algunas variaciones en tamafio y
abundancia de los diferentes componentes (Jiménez-Garcia y col., 1989a).

Fibras pericromatinianas (FPCs)

Las fibras pericromatinianas fueron descritas por Monneron y Bernhard en 1969, Su
diametro varia de 30 a 50 A. Pueden encontrarse fibras entremezcladas con granulos
pericromatinianos y transiciones de fibras a granulos. Son estructuras
ribonucleoproteicas que se encuentran en los micleos de animales, plantas y hongos y |
que se localizan en el borde de la cromatina compacta. Se marcan rapidamente con
uridina tritiada y representan la contraparte morfologica de los transcritos nacientes
de las moléculas de pre-mRNA (Bachellerie y col., 1975; Fakan y col., 1976). Los
estudios autorradiograficos con uridina tritiada demostraron que Ia sintesis de RNA
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en el nicleo se asocia con la cromatina difusa adyacente a la periferia de la cromatina
compacta, en lo que se conoce como region pericromatiniana (Bouteille y col., 1974).
Las fibras pericromatinianas se forman en la periferia de la cromatina compacta y por
lo menos una parte de ellas migran hacia el espacio intercromatiniano (Fakan y col.,
1976; Puvion y Moyne, 1978), su RNA sufre procesamiento durante ese periodo. La
frecuencia de fibras pericromatinianas en el nicleo refleja la tasa de sintesis de nRNA
en diferentes sistemas celulares (Fakan y Qdartchenko, 1980).

Estudios realizados al microscopio electronico con anticuerpos anti-snRNPs y anti-
SC35 para conocer la organizacién de estos factores de splicing en el niicleo celular
muestran que estos factores esenciales de splicing son componentes de Iﬁs fibras
pericromatinianas (Spector y col., 1983; Fakan y col., 1984; Puvion y col., 1984,
Spector y col., 1990; Spector y col,, 1991). Recientemente se ha propuesto que los
snRNPs localizados en los cumulos de granulos intercromatinianos se mueven a los
sitios de transcripcion activa, es decir, a las fibras pericromatinianas para que se fleve
a cabo el proceso de splicing de los transcritos de pre-mRNA nacientes (Jiménez-
Garcia y Spector, 1993).

Grénulos pericromatinianos (GPCs)

Los grénulos pericromatinianos fueron descritos por primera vez en nicleos de
mamiferos por Watson en 1962, quien los describié como cuerpos esféricos de 30 a
50 nm de diametro, rodeados por un halo claro de 25 nm. Son estructuras
ribonucleoproteicas que generalmente se localizan en el borde de la cromatina
compacta (Monneron y Bernhard, 1969) y que forman parte de los nucleos de células
de animales, plantas y hongos (Jiménez-Garcia y col., 1989a). Estan constituidos por
fibras delgadas de 12 a 15 A, enrolladas irregularmente y embebidas en una matriz
difusa. Los GPCs resisten la digestion con RNAsa, pero la extraccion secuencial con
proteasa y RNAsa decrece su contraste o los destruye completamente (Monneron y
Bemhard, 1969), lo que sugiere la existencia de RNA embebido en una matriz

proteica voluminosa. Los granulos de Balbiani presentes en los niicleos de las



14

glandulas salivales de Chironomus thummi son el equivalente morfologico de los
granulos pericromatinianos (Vézquez-Nin y Bernhard, 1971) y un buen modelo para
el estudio de estos ultimos debido a la abundancia de los granulos de Balbiani en los

nucleos de los anillos de Balbiani.

Es posible observar variaciones en el nimero de granulos pericromatinianos cuando
ocurren diferentes modificaciones del metabolismo celular (Daskal y col., 1981; Fakan
y Puvion, 1980; Vizquez-Nin y col., 1979; Vazquez-Nin y col., 1983 ).

El estudio de la distribucion de los snRNPs en los nicleos de las glandulas salivales
de Chironomus Thummi sugiere que los granulos pericromatinianos contienen RNA
mensajero maduro (mRNA) libre de intrones (Vazquez-Nin y col., 1990).

Grénulos intercromatinianos (GICs)

Los granulos intercromatiniannos fueron descritos por SWiﬂ en 1963 con las tinciones
convencionales para microscopia electronica de acetato de uranilo-citrato de plomo.
Posteriormente Monneron y Bemhard en 1969 sugirieron su naturaleza
ribonucleoproteica. Tienen un diametro de 20 a 25 nm y pueden estar interconectados
por fibrillas delgadas (Puvion y Moyne, 1981). Incorporan muy poca o ninguna
uridina tritiada (Fakan y Bernhard, 1971; Fakan y Nobis, 1978) y representan sitios de
almacén y/o ensamblaje de factores de splicing.

Los grénulos intercromatinianos  contienen proteinas fosforiladas y RNA
(Buchwalow y Unger, 1977, Wassef, 1979). Son componentes insolubles del nicleo
ya que no se extraen con tratamientos sucesivos con RNAsa y pronasa (Monneron y
Bemhard, 1969) y aparecen en preparaciones de matrices nucleares sin cambios en su

morfologia (Berezney y Coffey, 1977).

En los nuicleos de mamiferos, los granulos intercromatinianos se presentan como

camulos de forma irregular localizados entre masas de cromatina compacta. Por el
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contrario, en los nucleos de plantas no forman cimulos y son escasos y dispersos
(Jiménez-Garcia y col ., 1989a; Medina y col., 1989). Los estudios al microscopio de
fluorescencia de la distribucion de los factores esenciales de splicing que forman
snRNPs y que no forman snRNPs, permiti6 determinar que éstos presentan un patrén
moteado (Spector, 1992). Al microscopio electronico se demostrd que el patron
moteado visto al microscopio de fluorescencia corresponde a dos componentes
ribonucleoproteicos: las fibras pericromatinianas y los granulos intercromatinianos, lo
que demuestra la presencia de factores de splicing (snRNPs y SC35) en estas
estructuras y la importancia que estas estructuras tienen en la maduracion del pre-
mRNA. Recientemente se ha propuesto un mecanismo de reclutamiento de factores
de splicing, desde los cimulos de granulos intercromatinianos hasta la region
pericromatinianana que representa la zona de transcripcion activa para la
participacion de éstos en el procesamiento del pre-mRNA (Jiménez-Garcia y Spector,
1993).

Nugléolo

El nucléolo es la estructura morfologica mas conspicua en el nucleo. Las técnicas
convencionales para microscopia electronica revelan que morfolégicamente esta
constituido por: 1) los centros fibrilares, 2) el componente fibrilar denso y 3) el
componente granular. Los centros fibrilares aparecen como estructuras redondeadas
cén bajo contraste, contienen fibras de aproximadamente 5 nm de espesor,
probablemente pertenecientes a la cromatina de organizador nucleolar (NOR).
Contienen los genes ribosomicos (rDNA 18s, 5.8s, 28s), la RNA polimerasa I, las
proteinas del organizador nucleolar que se tifien con plata, fibrilarina y las
fosfoproteinas C23, y B23 y pueden ser el sitio donde tienen lugar la actividad
transcripcional mas abundante y el procesamiento temprano del pre-rRNA. Estdn
rodeados por el componente fibrilar denso constituido por fibras delgadas. E!
componente fibrilar denso esta rodeado a su vez por el componente granular que
presenta granulos de 15 a 20 nm de didmetro y representa el sitio de procesamiento

mas tardio, maduracion y almacenamiento de preribosomas. Bioquimicamente, el
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nucléolo es una estructura compuesta de DNA, RNA y proteinas. La mayoria de los
eventos involucrados en la biogénesis del ribosoma ocurren en el nucléolo, donde se
efectia la sintesis y procesamiento del RNA pre-ribosomal (pre-rRNA) 45S y su
ensamblaje en las particulas preribosomales (Busch y Smetana, 1970). En este evento
participan los snRNAs nucleolares U3, Ul4, snR30 y snR10 que estan involucrados

en el procesamiento de los transcritos del rRNA.

En eucariontes, el nucléolo se disgrega al inicio de la mitosis y su reformacion
subsecuente es un proceso dindmico y complejo. La nucleologénesis, en la telofase
involucra la distribucion precisa de material derivado de la célula madre hacia las
regiones activas del organizador nucleolar (NORs) de los niicleos hijos. En la telofase
temprana estin presentes dos entidades separadas: 1)‘ el NOR que tiene los genes del
rRNA repetidos en tandem, los cuales se unen fuertemente a la RNA polimerasa |
(Scheer y Rose, 1984) y a las moléculas de topoisomerasa I (Guldner y col., 1986) y
2) los cuerpos prenucleolares que contienen varias proteinas nucleolares (Jiménez-
Garcfa y col (b)., 1989).

Cuerpos nucleares (CNs)

El estudio del nicleo de célulés animales y de plantas ha permiiido la observacion en
el espacio intercromatiniano de diversas estructuras heterogéneas cuya funcion
especifica se desconoce y las cuales se han agrupado con el término general de
cuerpos nucleares (CNs), debido a su localizacion intranuclear (Bouteiile y col,, 1974;
Puvion y Moyne, 1981, Padykula y Clark, 1981). El término incluye una gran
variedad de estructuras que se definen generalmente como regiones electrodensas en
el nicleo, que difieren entre si en cuanto a su morfologia y que se han observado en
células animales y plantas bajo condiciones normales y anormales (Bouteille y col.,
1974; Chaly y col (a) y (b)., 1983; Faure y col., 1987 y Jensen y col,, 1985). La
mayoda de los CNs pertenecen a una de tres categorias: 1) Algunos estdn claramente
asociados con infecciones virales y/o condiciones patologicas relacionadas (Bouteille
y col,, 1974; Dupuy-Coin y col., 1972; Vagner-Capodano y col., 1982, Puvion-
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Dutilleut y col.,, 1992), 2) otros CNs se derivan del nucléolo y participan en la
maduracion de los ribosomas y su exportacion (Bouteille y col,, 1974; Vagner-
Capodano y col., 1982) y 3) la tercera clase de CNs es caracteristica de nicleos
hiperestimulados, tales como los de linfocitos activados con concavalina A (Chaly y
col (a) ., 1983) y muchos tejidos estimulados con hormonas ( Brasch y col, 1989;
Ochs y col,, 1995).

Los cuerpos nucleares mis estudiados son los cuerpos espiralados, ya que en la
actualidad se dispone de marcadores especificos de los mismos y han adquirido gran
importancia, ya que contienen ¢lementos de maduracion del pre-mRNA vy del pre-
rRNA (Fakan y col., 1984; Raska y col., 1991; Carmo Fonseca y col., 1991, Matera
y Ward, 1993, Jiménez-Garcia y col., 1994).

Cuerpos espiralados

El cuerpo nuclear que actualmente conocemos como cuerpo espiralado fue observado
por primera vez en 1903 al microscopio de luz por el Histologo espafiol Ramén y
Cajal quien lo describio en los cuerpos de células nerviosas diciendo:

* El mencionado acimulo granular constituye el nucleolo principal; mas todas
las ncuronas, sin excepcion, exhiben otro corpisculo especial esférico,
pequetiisimo, generalmente unico, & veces doble y triple, situado & distancia,
casi invariable, del nucleolo, como se aprecia en la figura 6b. Tales esferas
atraen menos vivamente el color que las nucleolares, y de ordinario ostentan
tono diferente; asi, mientras las nucleolares se muestran negras 6 dc café rojizo,
éstas otras exhiben color amarillo 6 anaranjado. Semejantes granitos, que por
llamarlos de algin modo los denominaremos  cuerpos intranucleares
accesorios, no sabemos si corresponden 4 ciertos granos acidofilos irregulares,
figurados por Levi en diversas partes del nicleo. Lo que nos parcce indudable
€s que Su composicion quimica no es ldennca 4 la de las esferas nucleolares. Su
tamailo también es muy superior (el doble 6 triple) 4 los granos de que consta el
nucleolo principal” (Ramén y Cajal, 1903).
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Los cuerpos intranucleares accesorios de Cajal fueron redescubiertos al microscopio
electronico en 1969 por Monneron y Bernhard quienes los describieron como cuerpos
esféricos de 0.5-1um de didmetro compuestos de fibras enrolladas densamente
empaquetadas positivas a la técnica de Bernhard (EDTA) preferencial para

ribonucleoproteinas.

Los cuerpos espiralados descritos por primera vez por Ramén y Cajal con la técnica
de impregnacion de plata y posteriormente por Monneron y Bernhard, son organelos
nucleares universales que se han encontrado tanto en células animales (Raska y col.,
1990a, 1991; Andrade y col, 1991, 1993) como en plantas (Lafontaine, 1965,
Moreno Diaz de la Espina y col., 1982a,b; Williams y col., 1983; Chamberland y
Lafontaine, 1993), no incorporan uridina (Fakan y Bernhard, 1971; Fakan y col.,
1976, Moreno diaz de la Espina y col,, 1982a) y carecen de DNA (Monneron y
Bernhard, 1969, Raska y col., 1991).

Los cuerpos espiralados se observan ya sea en el nucleoplasma o en estrecha |
asociacion con el nucléolo, y en algunas ocasiones se han observado fibras que
interconectan ambas estructuras (Hardin y col., 1969, Seite y col., 1982). Los cuerpos |
espiralados tienen una morfologia similar a las regiones fibrilares del nucléolo, por lo
que se podria pensar que tienen un origen nucleolar o que se fusionan con ¢ en alguna

etapa (Lamond y Carmo-Fonseca, 1993).

Los cuerpos espiralados y el nucléolo comparten la caracteristica de presentar la
proteina fibrilarina y el U3 snRNA (involucrados en el procesamiento del pre-rRNA),
como componentes comunes, sin embargo en los primeros no se ha detectado rRNA,

RNA polimerasa I, la proteina B23 y nucleolina (Raska y col., 1991).

La primera evidencia de que los SnRNPs estan presentes en los cuerpos espiralados se
obtuvo con inmunolocalizacion ultraestructural al utilizar anticuerpos anti-Sm, que
reconocen proteinas comunes a todos los snRNPs (Fakan y col., 1984). Usando

hibridacion in situ con sondas especificas, se ha mostrado por microscopia de
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flourescencia que los snRNAs U2, U4, US, U6, y UI2 son componentes de los
cuerpos espiralados ( Carmo-Fonseca y col,, 1991 a y b, Matera y Ward, 1993).
Recientemente, Frey y Matera (1995) usando hibridacion in situ y oligonucleotidos
complementarios al extremo 5’ del U7 snRNA encontraron que en células de raton y
células humanas los cuerpos espiralados también contienen U7 snRNA. La posibilidad
de que los cuerpos espiralados participen en el metabolismo de! pre-rRNA fue
reforzado por el descubrimiento de que contienen U3snRNA (Jiménez-Garcia y col.,
1994).

Por otra parte, Andrade y col (1991), describieron un nuevo autoantigeno
denominado p80-coilina y el cual es muy abundante en los cuerpos espiralados. p80-
coilina representa el primer ejemplo de una macromolécula que es marcador

éspeciﬁco de los cuerpos espiralados.

E! nimero de cuerpos espiralados por niicleo se incrementa cuando las células son
estimuladas para crecer rapidamente o cuando se inducen niveles altos de la expresion
génica (Brasch, y Ochs, 1992). Ademas, son mas frecuentes en lineas celulares
transformadas, lo que sugiere que su formacion responde a niveles incrementados de
la expresion génica (Carmo-Fonseca y col., 1993). Spector y colaboradores en 1992,
comparﬁron el porcentaje de células con cuerpos espiralados en lineas celulares
humanas con varios grados de transformacion, notando que el porcentaje mas bajo de
células con cuerpos espiralados se daba en las células inhibidas por contacto, se
incrcmentaba en células inmortales y el porcentaje mas alto correspondia a las células
completamente transformadas. Esto indica que existe una correlacion entre el grado
de transformacion y la presencia de cuerpos espiralados. La asociacion de los snRNPs
con los cuerpos espiralados es dinamica y se lleva a cabo principalmente cuando estan
siendo sintetizados nuevos transcritos. Ademds, estos datos indican que es poco
probable que los cuerpos espiralados sean sitios de almacenamiento de snRNPs

inactivos que se “acumulan” en ausencia de transcripcion.
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Los cuerpos espiralados son estructuras dindmicas que sufren ciclos de ensamblaje
desensamblaje. Durante el ciclo celular, se observan cambios en el tamafio y nimero
de estos (Carmo-Fonseca y col., 1993; Brasch. y Ochs, 1992; Andrade y col., 1993),
En mitosis, los cuerpos espiralados se desensamblan y la proteina p80-coilina y los
snRNPs se distribuyen en el citoplasma mit6tico. En metafase y anafase se observan
remanentes de estos cuerpos. Después de la division celular, los cuerpos espiralados
no se observan en los nicleos hijos durante los periodos tempranos de G! pero son

prominentes posteriormente y persisten a través de la interfase.

Los marcadores de cuerpos espiralados son: 1) la proteina p80-coilina de la cual se
conoce su secuencia parcial de cDNA (Andrade y col., 1991); 2) la proteina nucleolar
fibrilarina asociada al U3 snRNP; 3) las proteinas de la region del organizador
nucleolar (NOR) que se tifien con plata; 4) la DNA Topoisomerasa I; 5) los snRNPs
Ul, U2, U4 U6 y U7 involucrados en el splicing, 6) el factor auxiliar de splicing
U2AF (que no forma snRNPs) del snRNP U2 (Fakan y col., 1984; Eliceiri y Ryerse,
1984; Raska y col., 1990a, 1991, Zhang y col ., 1992) y 7) la proteina ribosomal S6 y
el U3snRNA (Jiménez-Garcia y col., 1994).

0 l “ ”»

Otros organelos denominados “esferas” han sido observados en los niicleos de
ovocitos de anfibios y de insectos, lo que sugiere que son estructuras comunes a
todos los nucleos de ovocitos animales (Gall y Callan, 1989). Los estudios de los
nucleos de ovocitos han revelado un componente proteico especificamente localizado
en las esferas llamado Sph-1, el cual tiene un peso molecular de 80 kDa (Tuma y col.,
1993). Dicha proteina comparté una similitud estructural significativa con la proteina
p80-coilina de los cuerpos espiralados. Ademds, recientemente se encontr6é que U7
snRNA es componente de las “esferas” y de los cuerpos espiralados (Wu y Gall,
1993; Frey y Matera, 1995). La similitud entre p80-coilina y Sph-1, asi como la
presencia de U7 snRNA, sugiere que ambas estructuras estan relacionadas (Roth,
1995).
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nucleares en fi e anill

Recientemente se han comenzado a estudidr otro tipo de cuerpos nucleares que
actualmente se conocen como estructuras en forma de anillo o “ring shaped bodies” .
Estas estructuras parecen haber sido observadas por primera vez por de Thé en 1962.
En la literatura hay reportes aislados de estas estructuras a las que se han dado
diversos nombres de acuerdo al criterio del autor. Su composicién molecular ya se ha
empezado a dilucidar gracias al empleo de marcadores especificos de otros cuerpos

nucleares con los que se estdn comparando: los cuerpos espiralados.

Las estructuras anulares se han observado tanto en células animales como en plantas
bajo condiciones normales (Jiménez-Garcia, 1988; Jiménez-Garcia y col., 1992), en
células asociadas con infecciones virales (Puvion-Dutilleul y Puvion, 1991), bajo
condiciones patologicas (Popoff y Stewart, 1968) y en muchos tejidos estimulados
por hormonas (Brasch y col., 1989; Ochsy col., 1995).

Los primeros estudios citoquimicos, inmunocitoquimicos y autorradiogréficos que se
tienen sobre las estructuras anulares fueron realizados por Chaly y col., (1983b) en
~ linfocitos de raton estimulados con concavalina A. Los autores encontraron: 1) que la
parte central de las estructuras anulares contiene ribonucleoproteinas 2) la tincion de
plata para el organizador nucleolar no tifie estos cuerpos nucleares, 3) no se marcan
con un anticuerpo especifico de los centromeros 4) no incorporan *H-uridina, *H-
timidina o *H-Leucina ain después de pulsos largos y 5) se co-aislan junto con la
matriz nuclear. Posteriormente, los estudios de Jiménez-Garcia y col (1992), indican
que las estructuras anulares de la planta /. schismatica contienen RNPs en el centro
del anillo, pero no en el anillo externo. En 1994 se encontré que las estructuras
anulares de L. schismatica contienen snRNPs en el anillo externo y que carecen de
DNA (Agredano-Moreno y col., 1994). Con el hallazgo de un marcador especifico
de los cuerpos espiralados Ochs y col, (1995) encontraron que las estructuras
anulares inducidas por estrogenos en las células blanco de las hormonas esteroides no

contienen la proteina p80-coilina caracteristica de los cuerpos espiralados, el analisis



22

de proteinas de estas estructuras ;ealizada por los autores revela un patrén complejo
de polipéptidos, algunos aparentemente Gnicos y probablemente derivados de los
CNs. Otra aportacion realizada por el grupo de Ochs y col (1995) consiste en
demostrar, por medio de la reconstruccion tridimensional de las estructuras anulares
que son estructuras esféricas aparentemente “huecas” con una cubierta fibrosa que
rodea a una zona electrodensa (Ochs y col., 1995). Los resultados obtenidos en el
presente estudio corroboran que en la planta L. schismatica, las estructuras anulares
no contienen la proteina p80-coilina y que son estructuras esféricas que contienen un

material fibroso.

Recientemente se ha descrito un cuerpo nuclear en forma de anillo de morfologia y
tamafio similar a las estructuras en forma de anillo descritas por Jiménez-Garcia en
1992 en células de plantas y por Ochs y colaboradores en 1995 en células animales.
Este cuerpo nuclear contiene la proteina PML (proteina producida en la leucemia
promielocitica) y es sehsible a los efectos del morfogen tipo hormona, al acido
retinoico y promueve la diferenciacion de las células con leucemia promielocitica
aguda en granulocitos maduros (Dyck y col., 1994, Koken y col., 1994; Weis y col,
1994),

Los esquemas 1, 2 y 3, representan el nicleo celular interfasico de una célula de
mamifero, un nicleo cromocéntrico de una planta y, un nicleo reticulado

caracteristico de muchas plantas, respectivamente.



Fsquema 1. Nucleo celular interfisico de mamiferos. Se¢ observa ¢ patron
cromocéntrico del arreglo de la cromatina caracteristico de todos fos nicleos animales
con los componentes que fos caracterizan. Envoltura nuclear (EN), con los ribosomas
(R) adosados a la cara externa de la envoltura nuclear, los granulos pericromatinianos
(GPC); los granulos intercromatinianos formando camulos (GIC); las fibras
pericromatinianas (FPC); cuerpos espiralados (CE). E! nucléolo con los centros fibrilares
(CF); la region fibrilar densa (RFD) y la region granular (RG). La cromatina
perinucleolar rodea al nicleolo (CPN). Cromatina (c).
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Esquema 2. Nicleo cromocéntrico de una planta, Los componentes de éste son los
mismos que cn el anterior, por lo que las abreviaturas son las mismas. En este tipo de

nucleos los granulos intercromatinianos son escasos y dispersos.

Ksquema 3. Nucleo con un arreglo de la cromatina reticulado caracteristico de muchas
monocotiledoneas. Los granulos intercromatinianos son escasos y dispersos.
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1L3. EL NUCLEO CELULAR INTERFASICO DE Lacandonia schismatica

1L3.1. Uliraeatryctura general

El nicleo interfasico de L. schismatica es de tipo reticulado y en é| se presentan
diversos componentes caracteristicos de muchas otras especies de animales y plantas
como son la lamina nuclear, la envoltura nuclear externa e interna, las fibras
pericromatinianas, cuya presencia es universal (Jiménez-Garcia y col, 1989a),
nucléolos compactos, cuerpos nucleolares, centromeros en el reticulo de cromatina y
cuerpos espiralados. Sin embargo, en los niicleos de esta especie no se observan los
granulos intefcromatinianos tipicos y los grinulos pericromatinianos son poco
frecuentes. En el espacio intercromatiniano y pericromatiniano de los nicleos de esta
especie son abundantes los granulos de Lacandonia descritos por primera vez en esta
planta, y los cuales son una caracteristica privativa de los miembros del orden
Triuridales y que no habian sido observados antes en ninguna otra especie animal ni
en plantas (Jimenez-Garcia y col., 1992). Ademas, en los nicleos de esta especie es
comin la observacion de las estructuras tipo complejo sinaptonémico y las estructuras

anulares. Estas ultimas se encuentran también en otras especies saprofitas.
Cromatina

Al microscopio Optico con la tincion de azul de toluidina, los nicleos de L.
schismatica muestran un reticulo en el nucleoplasma, el cual se tifie con la reaccion de
Feulgen especifica para DNA, lo que demuestra que los nicleos de esta especie son
. reticulados. Al microscopio electronico se corrobora esta observacion y se evidencian
algunos filamentos de cromatina extendiéndose del borde de la cromatina compacta,
cuando se emplea la técnica de dcido fosfotungstico preferencial para DNA asi como
segmentos de cromatina intranucleolar compacta. Con la técnica mencionada se
evidencian también diferentes grados de compactacion del reticulo de cromatina. En
las regiones alejadas del borde de Ia heterocromatina, la cromatina esti muy

compactada y en el borde de la misma, conocida como region pericromatiniana, se
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observa la cromatina semicompacta en una forma més relajada que se extiende como

hebras delgadas hacia el espacio intercromatiniano.

eptromeros

Se encuentran en estrecha asociacion con el nucléolo, formando zonas de mayor y

menor densidad electronica en segmentos de cromatina compacta.

11.3.2. Estructuras ribopucleoproteicas
Nucléolo

En lgs niicleos de L. schismatica generalmente se presentan dos nucléolos esféricos y
compactos con los componentes caracteristicos de los nucléolos tipicos, es decir, los
centros fibrilares, el componente fibrilar denso, el componente granular y los centros
fibrilares heterogéneos. Los nucléolos se observan asociados a centromeros y puedeﬁ

estar asociados a karyosomas, estos Gltimos son cuerpos nucleares laxos y esféricos.

Fibras pericromatinianas (FPCs)

Las fibras pericromatinianas se localizan en el borde de la heterocromatina en estrecha
asociacion con los granulos de Lacandonia formando un arreglo fibrogranular. Son
estructuras EDTA positivas, lo que indica su naturaleza ribonucleoproteica, su
presencia en esta especie corrobora su ubicuidad y su importancia como primera

expresion del fenotipo.

Cuerpos espiralados

Estos cuerpos nucleares pueden estar en asociacion con el nucléolo o bien en el

espacio intercromatiniano entre segmentos de heterocromatina. Del borde de estas
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estructuras se extienden fibras delgadas que forman conexiones con segmentos de
cromatina compacta. Los cuerpos espiralados son positivos a la técnica de EDTA y a

la tincion de plata para la region del organizador nucleolar.

Los granulos de Lacandonia

Los granulos de Lacandonia son particulas intranucleares intermedias en tamafio
(3213 nm de diametro) y distribucion entre los granulos intercromatinianos y los
granulos pericromatinianos, ya que se localizan en el espacio intercromatiniano y
pen'crbmatiniano, entremezclados con las fibras intercromatinianas y
pericromatinianas. Son positivos a la técnica de EDTA lo que indica su naturaleza
ribonucleoproteica y a diferencia de los granulos pericromatinianos no presentan el

halo claro caracteristico de estos Gltimos (Jiménez-Garcia y col., 1992),

A diferencia de los granulos intercromatinianos de plantas, en donde se encuentran
dispersos, los granulos de Lacandonia forman cumulos. Ademés los estudios
citoquimicos € inmunocitoquimicos indican que los granulos de Lacandonia son
estructuras diferentes de los GICs por las siguientes caracteristicas: a) son bismuto
negativos, b) no contienen snRNPs y c) son relativamente insensibles a la digestion
con RNAsa pero son muy sensibles al pretratamiento con pronasa seguido de la
extraccion con RNAsa. Estas caracteristicas indican similitud entre los granulos de’
Lacandonia, los GPCs y los 'g;énulos de los anillos de Balbiani (Agredano y col,
1994).

Por su distribucion espacial, tamaflo y sus caracteristicas citoquimicas e
inmunocitoquimicas los grinulos de Lacandonia son particulas diferentes a las
descritas anteriormente para plantas y animales. Como fue sugerido por Jiménez-
Garcia y col., en 1992, los granulos de Lacandonia podrian representar estructuras
alternativas del procesamiento post-transcripcional y pueden representar un rasgo
metabolico muy especial de este grupo que pudiera estar relacionado a un cambio

macroevolutivo,
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11.3.3. Estructuras no ribonucleoproteicas

Estructuras tipo complejo sinaptonémico

Las estructuras tipo complejo sinaptonémico son estructuras de baja densidad
electronica que se extienden a lo largo de segmentos paralelos de heterocromatina en
células somaticas de diversos organos de L. schismatica. El espacio claro de estas
estructuras es de aproximadamente 40 nm de ancho y contiene un material fibroso. En
algunas ocasiones el espacio claro adquiere formas irregulares y partes de esta
estructura se ensanchan.

La ultraestrhctura de las estructuras tipo complejo sinaptonémico es similar a la de un
complejo sinaptonémico tipico pero a diferencia de estos Gltimos no tiene la estructura
tripartita caracteristica de los complejos sinaptonémicos (Esponda y col., 1977). La
diferencia estructural fundamental entre ambas estructuras es la ausencia del elemento
central en las estructuras tipo complejo sinaptonémico y la presencia en los mismos de
un material fibroso. La interpretacion que Esponda hace de las estructuras tipo
complejo sinaptonémico es que estas pueden representar un relicto del complejo

sinaptonémico.

Con base en las semejanzas ultraestructurales entre los complejos sinaptonémicos
tipicos de la profase meiotica descritos por primera vez por Moses (1965) y las
estructuras tipo complejo sinaptonémico de L. schismatica, en el presente trabajo
estudiamos con detalle el componente fibroso del espacio claro de las estructuras tipo
complejo sinaptonémico con técnicas convencionales para microscopia electronica y
nos planteamos la interrogante de si ambas estructuras presentan también similitud en
su estructura molecular, con este proposito, analizamos el posible contenido de DNA
y ribonucleoproteinas en las estructuras tipo complejo sinaptonémico, ya que estos
son componentes caracteristicos de los complejos sinaptonémicos tipicos (Vazquez-
Nin y Echeverria, 1976; Vizquez-Niny col., 1993). En el presente trabajo utilizamos

anticuerpos dirigidos contra el DNA, la tincion preferencial para ribonucleoproteinas
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de Bernhard y la tincion convencional para microscopia electronica de acetato de

uranilo y citrato de plomo.

Estructurgs anulares

Las estructuras anulares estdn constituidas de un anillo externo denso al haz
electronico que rodea a una zona clara de menor densidad electronica y tienen un
diametro de ~0.5 um, no son estructuras abundantes, pero su presencia es constante
en los nuicleos de esta especie. Ademas, se encuentran en estrecha asociacién con el
nucléolo y con los granulos de Lacandonia. El centro de estas estructuras es EDTA
positivo lo que sugiere su naturaleza ribonucleoproteica mientras que el anillo externo

no se contrasta con esta técnica.

Las estructuras anulares también estdn presentes en los niicleos de otras plantas
saprofitas como Voyria aphylla (Gentianacese: Gentianales) y Gymnosiphon
divaricatus (Burmaniaceae: Orchidales) asi como en otras especies del orden

Triuridales como Triuris brevistilys (Triuridaceae: Triuridales).

En el presente trabajo comparamos las estructuras anulares con los cuerpos
espiralados caracteristicos de animales y plantas ya que ambas estructuras comparten
caracteﬁsticas de distribucion y tamafio, es decir, ambos cuerpos nucleares se asocian
frecuentemente con el nucléolo aunque también pueden encontrarse en el
nucleoplasma en asociacion con fibras y grénulos, los cuerpos espiralados y las
estructuras anulares tienen un didmetro similar (de 0.5 a 1.0 pm y de 0.5 um
respectivamente) y ademas, ambos cuerpos nucleares contienen ribonucleoproteinas.
En este trabajo utilizamos dos marcadores especificos de los cuerpos espiralados: 1)
anticuerpos dirigidos contra la proteina p80-coilina y 2) anticuerpos dirigidos contra
los snRNPs.
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114, Modificaciones covalentes del pre-mRNA

La maduracion de las moléculas de RNA pre-mensajero (pre-mRNA) incluye: 1) la
adicion de una estructura de 7-metil-guanosin cap al extremo 5’ de los transcritos de
RNA nacientes, 2) el proceso de splicing o eliminacién de intrones y 3) la

poliadenilacion en el extremo 3’ (Krainer y Maniatis, 1988; Steitz y col., 1988).
11.4.1, Metilacién del extremo §’ o0 “capping”

La estructura llamada cap se encuentra en el extremo 5’ de todos los mRNAs que se
han observado en las células eucariontes. El componente mas distintivo del cap es un
nucleotido de guanina (G) al cual se ha afladido un grupo metilo. El capping ocurre
casi inmediatamente de§pue’s de que aproximadamente 30 nucleotidos de RNA se han
sintetizado e involucra la condensacion del grupo trifosfato al extremo 5’ del
transcrito naciente. El cap del extremo 5’ juega un papel importante en la iniciacion de -
la sintesis de proteinas y al parecer también protege al transcrito de RNA creciente de

la degradacion (Esquema 4).
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Extremo 5’ del transcrito de RNA

5’ pppNpNp ¥

Pi

ppNp Np
GTP

PPi

GpppNpNp

Adicion del grupo metilo a la base

Adicién del grupo metilo a la ribosa

CH -GpppNpNp
CH

Esquema 4. Reacciones de capping del extremo 5'de cada molécula de RNA sintetizada
_por la RNA polimerasa II (en Alberts 1994). El cap final contiene una union 5'a 5’entre
el residuo 7 metil guanosin cargado positivamente y el extremo 5'del transcrito de RNA.
Las reacciones indicadas ocurren casi inmediatamente después de la iniciacion de cada
cadena de RNA. La letra N se usa para representar cualquiera de los 4 ribonucleotidos,
aunque el nucleotido que comienza una cadena de RNA es generalmente una purina (una
AounaG).
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11.4.2. Adicion de la “cola™ de poli-A en el extremo ¥’

Casi todos los mRNAs de las células eucariontes terminan en un homopolimero de 20
a 250 nucleotidos de adenosina (A). Esta “cola” de poli (A) se agrega en el nucleo
después de la transcripcion y generalmente se reduce en tamafio una vez que el
mRNA sale al citoplasma. La cola de poli (A) estimula la traduccion y estabiliza al
RNA mensajero o mRNA (Wickens, 1990),

La poliadenilacion requiere de la presencia de la secuencia AAUAAA. Este
hexanucleotido se localiza de 15 a 25 nucledtidos rio arriba 0 “upstream” del sitio de
adicion de poli (A) de los mRNAs y esta muy conservado (Zarkower y col., 1986;
Manlie y col., 1985). La tinica variante comin: AUUAAA es casi tan activa como la
secuencia canonica. La reaccion de rompimiento que precede normalmente a la
poliadenilacion requiere tanto de la secuencia AAUAAA como de secuencias
adicionales localizadas rio abajo o “downstream” del sitio de adicion del poli (A).
Estos elementos “downstream” son generalmente ricos en bases de U o UG, pero
estdn menos conservados que la secuencia AAUAAA. La poliadenilacion de RNAs
requiere de dos componentes: 1) un factor de especificidad de AAUAAA y 2) una
enzima que polimerize ATP en poli (A): la poli (A) polimerasa.

El factor de especificidad tiene un peso molecular de 250 a 300 kDa (Gilmartin y
Nevins, 1989; Takagaki y col., 1989; Christofori y Keller, 1989) y parece contener
una ribonucleoproteina de tamafio pequeiio (snRNP) ( Hashimoto y Steitz, 1986), la
cual pudiera ser requerida para el rompimiento y poliadenilacion. U11 snRNA. Sin
“embargo, también es posible que, a diferencia de! splicing, el rompimiento y

poliadenilacién pueda ser catalizado por una proteina.
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Wickens, en 1990 propuso el siguiente modelo en cinco pasos para la adicion de la
“cola” de poli (A) alos RNAs (Esquema 5):

Paso 1, Ensamblaje del complejo. Antes del rompimiento, por lo menos cinco
moléculas forman un complejo con el precursor molecular del RNA mensajero, Estas
moléculas incluyen un factor de especificidad de AAUAAA y una poli (A)
polimerasa,

Paso 2. Rompimiento. El RNA se rompe en o cerca del sitio de poli (A), generando
“mitades de moléculas” que portan extremos 5’ fosfato y 3’ hidroxilo. Las mitades de
moléculas “"downstream” son liberadas y degradadas rapidamente. Las mitades de
moléculas “upstream” son retenidas.

Paso 3. Fase de iniciacién de la poliadenilacion. Se afiade poli (A) a la mitad de
molécula “upstream” nucleotido a nucleotido, esta reaccion es catalizada por la poli
(A) polimerasa en asociacion fisica con el factor de especificidad unido 8 AAUAAA.
En esta fase temprana, la adicion de cada adenosina es dependiente de esta
interaccion. :

Paso 4. Fase de elongacién de la poliadenilacién. Después de que se han afiadido
~10 nucleotidos, el factor de especificidad ya no tiene compromiso con la secuencia
AAUAAA. La adicion de poli (A) posterior es independiente de la secuencia
AAUAAA y es dependiente del segmento oligo (A) ya polimerizado. El factor de
especificidad, puede continuar en contacto con la polimerasa ain después de esta
transicion.

Paso 5. Terminacién. Después de que ~250 nucledtidos han sido afiadidos, se libera
la polimerasa y el factor de especificidad que pueden participar en el rompimiénto y
poliadenilacion de otro RNA.
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Sitio de poliadenilacion

AAUAAA \_, I_(Elemento downstream
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feo
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Poli (A) polimerasa

@ Factor de especificidad

O Factores de rompimiento
Region “upstream” del sitio de poliadenilacion
E:] Region “downstream™ del sitio de poliadenilacion

Esquema 5. Modelo en cinco pasos para la adicion de la cola de poli (A) a los RNAs,

E! mecanismo se detalla en el texto.



Kk

11.4.3. “Splicing” o eliminacién de intrones

Los transcritos primarios 0 RNAs premensajeros (pre-mRNAs), resultantes de la
transcripcion de genes especificos por la RNA poli'merasa Il (Poll), contienen
secuencias de intrones que deben ser removidos antes de que los pre-mRNAs sean
transportados al citoplasma. El proceso de remocion de los intrones y la union de los

exones resultantes se conoce con el nombre de “splicing”.
Componentes de Ia maquinaria de splicing

El splicing es catalizado por particulas ribonucleoproteicas nucleares pequefas
(snRNPs) y por factores de splicing que no forman snRNPs (Dreyfuss y col., 1988,
Lihrmann y col., 1990). Es un evento de maduracion dependiente. del ensamblaje del
spliccosoma (Maniatis y Reed, 1987), el cual es un complejo macromolecular
formado por los snRNPs (Luhrmann y col.,, 1990; Mattaj y col., 1993), otros factores
proteicos esenciales (Fu y Maniatis, 1990) y el pre-mRNA. |

Los pre-mRNAs contienen secuencias conservadas en los sitios de splicing 5’ y 3’ y
una region conservada cerca del sitio de splicing 3’ del intron llamada el punto de
empalme o “branchpoint”. Estas secuencias conservadas en mamiferos y levaduras
son reconocidas poi los factores de splicing, los cuales se ensamblan al pre-mRNA

para formar el spliceosoma.

Estudios recientes con células que permiten la visualizacion de genes activos
demuestran que el ensamblaje de! spliceosoma es un proceso cotranscripcional in
vivo, es decir, que el splicing puede ocurrir durante la transcripcion cuando las
moléculas de pre-mRNA estan siendo transcritas y estan unidas a la molécula de RNA

polimerasa y al molde de DNA (Baurén y Wieslander, 1994).
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La interaccion ordenada de RNAs y proteinas hace posible que la maquinaria de
_ splicing celular remueva los intrones de las moléculas de pre-mRNAs de manera

eficiente (Esquema 6).

En mamiferos y levaduras, la formacion del spliceosoma ocurre de la siguiente
manera: 1) El primer paso es la union de los snRNPs Ul y U2 al pre-mRNA. Ul
reconoce Ssecuencias especificas del pre-mRNA en el sitio de splicing 5.
Posteriormente U2 se une al sitio de empalme o “branchpoint”. 2) El complejo pre-
ensamblado U4/U6/US se asocia con lds snRNPs unidos y el pre-mRNA, con US
interactuando con las secuencias 5’ y 3’ de los exones. 3) La asociacion de Ul se
desestabiliza, US se une al extremo 5’ del intron y la hélice U4/U6 se desaparea
parcialmente resultando en la asociacion de U6 con U2, formando un complejo
U2/U4/U6. 4) Finalmente el U4 snRNP se libera del complejo dejando un complejo
U2/U6 con U2 unido al sitio de ramificacién y U6 asociado al extremo 5’ del intron.
Se ha propuesto que el complejo U2/U6-pre-mRNA es un componente del sitio activo
spliceosomal (Madhani y Guthrie, 1992).

Ademas de los snRNPs, se han identificado varios factores esenciales de splicing que
no forman snRNPs y los cuales se requieren para el ensamblaje del spliceosoma y el
splicing; Los factores U2AF (Ruskin y col., 1988, Zamore y Green, 1989); SF1 y SF3
(Kramer y Utans, 199\1) se requieren para la union del U2 snRNP al punto de
ramificacion y el ensamblaje del complejo pre-splicing. Para el primer paso del splicing
y el ensamblaje del spliceosoma se requieren otros dos factores de splicing que no

forman snRNPs: el factor SF2/ASF (Krainer y col., 1990b) y el SC-35 (Fu y Maniatis, |
1990, Spector y col, 1991). Los factores SF2/ASF y SC-35 también estan
involucrados en la seleccion del sitio de splicing 5’ de los pre-mRNAs con splicing
alternativo (Ge y Manley, 1990; Krainer y col., 1990a; Fu y col., 1992). SF2/ASF y

otros miembros de la familia de proteinas SR son requeridos para el splicing general
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Esquema 6. Proceso de splicing del pre-mRNA en levaduras, mamiferos y plantas
(Luehrsen et al., 1994). Se muestran las secuencias consenso para el splicing del RNA
en levaduras, mamiferos y plantas. La secuencia dada es la de la cadena de RNA. Los
dinucleotidos GU y AG en los extremos de la secuencia intronica, estin muy
conservados. (A) Se presenta la estructura generalizada de los intrones de levadura y
mamiferos . Despies de la transcripcion, el Ul snRNP es el primero que se une al
intron (Linea discontinua). El U2 snRNP se une cerca del punto de empalme (PE),
seguido por la adicion de U47U6-US para formar el spliceosoma funcional. El primer
rompimiento libera el exon 5’ y el intermediario lariat-exon2. La segunda reaccion de
rompimiento resulta en |a union de los exones 1y 2 y la liberacion del intrén en forma
de lazo. (B) Un gen tipico de una planta esta compuesto de intrones ricos en (A+T)
adyacentes a exones ricos en (G+C). El signo de interrogacion indica que el
mecanismo de reaccion para el splicing en plantas no se ha determinado. Region de -
politimidina (poliT), regién de polipirimidina polyY; PE, punto de empalme
(ramificacion).
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in vitro y también regulan el splicing alternativo in vivo promoviendo el uso de sitios
de splicing 5’ proximales (Caceres y col., 1994). Por el contrario, algunos otros
factores de splicing tales como hnRNP Al antagonizan el efecto de la proteina
SF2/ASF promoviendo el uso de sitios de splicing 5’ distales de manera que las
actividades antagonistas de las proteinas SR y de hnRNP Al son fundamentales en
la seleccion del sitio de splicing 5’ (Caceres y col., 1994).

El mecanismo bioquimico

Los intrones de! pre-mRNA son eliminados por un mecanismo de dos pasos que
involucra dos reacciones de transesterificacion (Esquema 7). El primer paso es una
reaccion de rompimiento en el sitio de splicing 5°, simultaneo con la formacion de
una union fosfodiester 2’-5° caracteristica. Esta union es entre el primer nucleotido
del intrén y un nucleétido intronico interno en el sitio de ramificacion, el cual es
invariablemente un residuo de Adenosina. Los productos intermediarios de la reaccion
de splicing son el exon rio arriba (exon 1) con un extrero 3’-OH libre y la molécula
intron-exon2 en la cual el nucledtido del sitio de ramificacion esta involucrado en tres
uniones fosfodiester, formando una estructura en forma de lazo “lariat” de la
molécula. No se requiere fuente de energia exogena para las reacciones de
rompimiento ya que las reacciones conservan la energia de las uniones fosfodiester
(Moore y col., 1993). El splicing del pre-mRNA depende estrictamente de la

presencia de magnesio.

Durante la segunda reaccion de transesterificacion, la union del sitio de splicing 3' se
rompe y se ligan los dos exones. Los productos finales de las reacciones de splicing
son el RNA maduro o mRNA (exones unidos) y el intrén liberado en forma de lazo

que finalmente adquiere una forma lineal.

Actualmente sabemos que algunos intrones liberados durante el procesamiento de las
moléculas de pre-mRNA forman snoRNAs cruciales para la maduracion del RNA pre-
ribosomal. Ul14 snRNA es el primer e¢jemplo de un snRNA con actividad biologica
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Esquema 7. Eliminacion de intrones a través de una reaccion de transesterificacion

en dos pasos. El mecanismo bioquimico se describe en el texto. «
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que es producto de un evento de procesamiento de los intrones 5, 6 y 8 del gen hsc70,
que codifica para la proteina de stress hsc70 (heat shock protein). El evento de
procesamiento del intron ocurre independientemente de la excision del intron y de la
unién de los exones. Lo anterior indica que un snRNA esencial requerido para el
procesamiento del rRNA y que es derivado del procesamiento del pre-rRNA une y
regula los eventos de splicing del pre-mRNA y el procesamiento del rRNA (Liu y
Maxwell, 1990; Leverette y col., 1992). Cada vez son mas numerosos los ejemplos
de snoRNAs que se originan a partir del procesamiento de un intron como es el caso -
-de los snoRNAs U15 (RNA x), Ul16, U17, U18, U20, U21, U9. Es interesante hacer
notar que todos los RNAs pequeftos (originados a partir de un intrén) que se han
identificado a la fecha estan en relacion con el nucléolo. El hecho de que algunos
intrones sean procesados para producir RNAs funcionales en la célula modifica el
concepto de intron el cual era considerado como “chatarra génica” que se degradaba
una vez que era liberada de la molécula de pre-mRNA.

Los snRNPs y algunos factores de splicing que no forman snRNPs han sido
localizados en los nucleos celulares de mamiferos. Los snRNPs estan organizados en
una distribucion especifica dentro del nicleo que se ha denominado el patron moteado
(Spector y col., 1983, Habets y col., 1989), compuesto de regiones de forma irregular
en el micleo conectadas entre si. El uso de sondas antisentido contra los snRNAs
(Carmo-Fonseca y col., 1992; Huang y Spector, 1992) revelan que los cbmponentes
de RNA de los snRNPs se organizan también en e! niicleo como un patrén moteado.
Ademas, el factor esencial de splicing SC-35 que no forma snRNPs presenta una
distribucion moteada en el nicleo que colocaliza con los snRNPs, excepto en que no
da un marcaje nuclear difuso (Fu y Maniatis, 1990; Spector y col., 1991).

La inmunolocalizacion ultraestructurd con anticuerpos contra los snRNPs y el factor
SC-35 muestran que el patrobn moteado visto por inmunoflourescencia corresponde a
los GICs y a las fibras pericromatinianas (Spector y col, 1983; Fakan y col.,, 1984,
Puvion y col.,, 1984; Spector, 1990, Spector y col., 1991). Se ha propuesto que los

snRNPs localizados en los cimulos de GICs se mueven a los sitios de transcripcion
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activa (fibras pericromatinianas) para participar en el splicing de los transcritos
nacientes de pre-mRNA (Jiménez-Garcia y Spector, 1993).

El splicing en plantas

Poco es lo que se sabe acerca del mecanismo de splicing en plantas, pero debido a que
las levaduras, animales y plantas contienen los mismos snRNAs, es posible que los
intrones de las plantas sean eliminados por un mecanismo similar a los intrones de los
otros reinos (Luehrsen y col., 1994). Actualmente se desconocen muchos aspectos
acerca de la estructura y funcién de los snRNAs de plantas. Estas contienen los
snRNAs Ul, U2, U4, US y U6 que son homélogoé a los snRNAs de mamiferos y
estan involucrados muy posiblemente en el splicing del pre-mRNA. Cada snRNA de
plantas puede plegarse en la misma estructura secundaria que su contraparte en
animales o levaduras, lo que sugiere una funcion similar en animales y plantas. Al
igual que en mamiferos, los U1, U2, U4 y US son transcritos por la RNA polimerasa
II, mientras que U6 es transcrito por la RNA polimerasa III. Ul, U2, U4 y US de
plantas contienen el m’GCap, indicador de una modificacion post-transcripcional en el
citoplasma y su subsecuente importacion al nicleo. Al igual que U6 de mamiferos, U6
de plantas no tiene la estructura de m’GCap.

A diferencia de lo que sucede en mamiferos, los snRNAs de plantas estdn presentes en
solo ~10* copias por célula, contra el tipico 10° por célula en mamiferos. La
heterogeneidad en longitud y secuencia distingue los snRNAs de plantas de los de
mamiferos y levaduras. Las variaciones en secuencia en los snRNAs de plantas no
estan en regiones involucradas en interacciones de apareamiento de bases
RNA<RNA intermoleculares lo que sugiere que las interacciones snRNA-pre-mRNA
descritas en mamiferos y levaduras posiblemente se mantienen en plantas. Como se
puede ver en el esquema 6, los intrones de levaduras, animales y plantas presentan
secuencias concenso conservadas en ambos extremos del intron: los dinucledtidos AU
en el extremo 5’ y los dinucledtidos AG en el extremo 3’ del intrén. Otra secuencia

conservada es el punto de ramificacion. En levaduras es la secuencia UACUAAC y en
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mamiferos UNCURAC. En plantas, no se ha identificado una secuencia conservada
en el punto de ramificacion. Una diferencia importante entre los intrones de plantas y
animales es el requerimiento de que los intrones de plantas sean ricos en A+U para ser
eliminados eficientemente. La similitud estructural de los intrones de animales, plantas
y levaduras, asi como la presencia de U2 snRNA en plantas sugiere que la bioquimica
del splicing es similar entre los diferentes phyla, pero no hay evidencia directa de la
formacion del lazo en plantas. El nucleétido del punto de empalme en levaduras y
mamiferos es una A generalmente, si se forma un lazo intermediario durante el
splicing en plantas, los resultados obtenidos en este sistema indican que otros
nucledtidos diferentes a A podriari funcionar como aceptor en el punto de

ramificacion.

Los genes de plantas y animales difieren mucho en la ldngitud promedio de sus
intrones. Los de animales tienen un didmetro promedio desde 31 nucledtidos (nt) a
mas de 10° nt, pero los intrones de plantas se agrupan en un rango de tamafio mucho
mas restringido desde 66 nt hasta menos de 10* nt. El minimo tamafio de los intrones
de plantas es similar a la longitud minima requerida de ~80 nt requerida para el
splicing eficiente en mamiferos, lo que sugiere que probablemente sea necesaria una
minima longitud del intron para permitir la unién de multi-snRNP a una region
pequefia del pre-mRNA. A diferencia de los intrones de mamiferos, los intrones de
plantas son generalmente ricos en G+C y se ha propuesto que esta disparidad es
“esencial para que el splicing sea eficiente en plahtas. Luehrsen et al (1994),
propusieron un modelo de reconocimiento del intron en plantas. Debido a que un gen
tipico de plantas estd compuesto de intrones ricos en (A+U) rodeados por exones
ricos en (G+C) proponen que un factor de union rico en U o (A+U) reconoce y
cubre la secuencia intronica, dejando las conexiones 5’ y 3’ de splicing expuestas
para la unién de los snRNPs. Los exones ricos en (G+C) son deficientes en los
motivos ricos en '(A+U), los cuales son substrato para las proteinas de union
hipotética y por lo tanto no son cubiertas, Falta por descubrir si hay proteinas
involucradas en el splicing en plantas que no se encuentren en mamiferos y levaduras

y dilucidar el mecanismo de splicing en plantas. En el esquema 8 que se ilustra a
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continuacién, se esquematiza el mecanismo de reconocimiento propuesto por
Luehrsen y colaboradores en 1994,

Factor de reconocimiento del intrdn

4

Conexidn de splicing 5’ ) Conexion de splicing 3’
| - — — I |
Ex6n rico en GC » Exénricoen GC
Intrén ricoen AU

Esquema 8. Modelo de reconocimiento del intrén en plantas. El

mecanismo se describe en el texto.

Debido a que el procesamientd del RNA es esencial para la funcion celular,
recientemente, se han realizado numerosos estudios sobre la organizacion de los
factores esenciales de spiicing en los micleos de células animales, sobre todo en los
niicleos de células de mamiferos, 1o que ha permitido grandes avances tendientes a
esclarecer las preguntas ;Como se lleva a cabo el procesamiento del pre-mRNA en los
nucleos de las células animales? y ;Qué elementos moleculares intervienen?. En los
nicleos celulares de plantas, los estudios sobre la organizacion de los factores de
splicing son escasos y se han enfocado basicamente a la distribucion de los snRNPs
(Viazquez-Nin y col., 1992; Chamberland & Lafontaine, 1993; Testillano y col., 1993,
Beveny col.,, 1995). Se ha propuesto que los snRNPs en los niicleos cromocéntricos
de plantas se localizan en las fibras pericromatinianas, pero no se ha podido establecer
con certeza si son componentes de los granulos intercromatinianos (Vazquez-Nin y
col., 1992) debido a que estos ultimos son escasos y dispersos en el Area
intercromatiniana (Jiménez-Garcia y col (a)., 1989). En los nicleos reticulados de
plantas, los estudios de inmunoflourescencia indican que este factor se localiza en las

fibras pericromatinanas e intercromatinianas, pero no en asociacion con las particulas
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ribonucleoproteicas presentes en el espacio intercromatiniano. A diferencia de lo que
ocurre en los nucleos de mamiferos la flourescencia vista al microscopio Optico
cuando se emplean anticuerpos dirigidos contra este factor no es un patron moteado,
sino una distribucion homogénea en el nucleoplasma. De lo anterior se puede deducir
que los factores de splicing en animales y plantas se encuentran presentes en las fibras
pericromatinianas, lo que indica que el splicing del pre-mRNA ocurre en el sitio de
transcripcion en animales y plantas, pero que la sublocalizacion de los factores de
splicing en el espacio intercromatiniano difiere en ambos sistemas.

Uno de los objetivos planteados en el presente trabajo es conocer como es la
distribucion de los factores de splicing en una planta tan peculiar como L. schismatica
que carece de los granulos intercromatinianos tipicos (involucrados en el proceso de

splicing) y que ademis se origin6 por un posible proceso macroevolutivo.

Con el propdsito de estudiar In organizacion ultraestructural de los factores de
splicing en los nicleos celulares de L. schismatica, realizamos estudios de
inmunolocalizaci6n, usando anticuerpos dirigidos contra los snRNPs y contra dos
factores de splicing esenciales que no forman snRNPs: SF2 y SC35.

Para conocer la composicion molecular de las estructuras anulares, las estructuras
tipo complejo sinaptonémico y la distribucion de los factores de splicing SC35, SF2 y
snRNPs en los niicleos de L. schismatica en el presente trabajo empleamos
citoquimica clasica (EDTA, Ur-Pb) y citoquimica molecular moderna
(inmunolocalizacion ultraestructural) con anticuerpos dirigidos contra el DNA y
contra los factores esenciales de splicing SF2 y SC-35.
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111 OBJETIVOS

1) Conocer la distribucion del DNA y de las ribonucleoproteinas en las estructuras
tipo complejo sinaptonémico y establecer el grado de homologia en cuanto a su
composicion molecular se ieﬁqre entre estas estructuras y los complejos
sinaptonémicos tipicos, mediante ¢ empleo de técnicas de inmunolocalizacion del
DNA y la técnica preferencial para ribonucleoproteinas de Bemhard.

2) Determinar la comﬁosicién molecular de Ias estructuras anulares por medio de

“inmunolocalizacion ultraestructural. La utilizacion de un anticuerpo monoclonal
contra DNA y un anticuerpo contra sSnRNPs permitird conocer su composicion y por
lo tanto su papel en el metabolismo del RNA intranuclear.

3) Conocer la distribucion de los factores esenciales de splicing SC-35, SF2 y snRNPs
en los nicleos de esta especie.
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IV. METODOLOGIA

1V.4.1, Descripcion ultraestructural, Los botones florales y flores de L. schismatica
se fijaron en glutaraldehido al 2.5% diluido en amortiguador de fosfatos 0.16 M, pH
7.2; en algunos casos las muestras se post-ﬁjaron_con tetraéxido de osmio al 1%
diluido en el mismo amortiguador y se procesaron para microscopia electronica

convencional como se muestra en el diagrama de flujo No. 1.

IV.4.2. Inmunolocalizacién ultraestructural.  Los bo_tones y flores de L.
schismatica se fijaron en paraformaldehido 4% diluido en PBS (amortiguador de
fosfatos salino) o en una mezcla de paraformaldehido 4%-glutaraldehido 0.5%
diluido en el mismo amortiguador por 1 hora a 4°C y se procesaron para su inclusion
en las resinas acrilicas hidrosolubles LR White y Lowicryl K4M, como se indica en el
diagrama de flujo 2 y 3 respectivamente. Se hicieron cortes de 60 a 90 nm de grosor,
los cuales se colocaron sobre rejillas de oro o de niquel. Las rejillas se flotaron por 60
minutos sobre amortiguador de Tris salino (TBS), compuesto de 20 mM de Tris (pH -
7.6), 150 mM de NaCl, 20 mM de azida de sodio, 1.0% Tween-20 y 10% de albiimina
de suero de bovino (BSA), y 10% de suero normal de cabra (NGS). Posteriormente
los cortes se incubaron en el anticuerpo primario diluido en PBS en una cimara
himeda durante la noche a 4°C. Al dia siguiente las rejillas se dejaron llegar a
temperatura ambiente y posteriormente se lavaron en TBS durante 15 minutos. Las
rejillas se colocaron en el anticuerpo secundario conjugado con oro coloidal de 10 o
30 nm diluido en TBS por | hora a temperatura ambiente. Antes de la incubacion, el
anticuerpo marcado con oro coloidal se centrifugé en una microfuga por 1 minuto a
temperatura ambiente para precipitar el oro coloidal que forma racimos. Después de
la incubacion, las rejillas se lavaron durante 15 minutos en TBS, 10 minutos en agua,
se dejaron secar y se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las rejillas se

observaron a 80 kV en un microscopio electronico de transmision Zeiss EM-10.
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Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados, asi como las concentraciones de

los mismos se enlistan a continuacion:

Anticuerpo Fuente Diluciéh Anticuerpo

Primario secundario

anti-p80-coilina policlonal en| I GAR IgG 10 nm
conejo

anti-snRNPs Monoclonal en{ 1:10 - GAM IgG 10 nm

(Y12) raton

anti-SC35 Monoclonal en| puro* GAM IgG 30 nm
raton

anti-SF2 desarrollado en| puro* GAM 1gM 10 nm
raton

anti-DNA monoclonal 1:50 GAM IgM 10 nm
en raton

* Los anticuerpos oc-SC35 y oc-SF2 fueron utilizados a partir de una dilucion stock de
fluido ascitico donada por ¢l Dr. A, Krainer y cuya concentracion se desconoce. Es por
esto que utilizamos el término “puro” para definir la dilucion.

IV.4.3. Morfometria. Las mediciones del didmetro de los “granulos de cromatina” se
realizaron en micrografias electronicas de nicleos contrastados con la técnica de
EDTA preferencial para ribonucleoproteinas. Se midieron granulos de cromatina en
25 niicleos provenientes de diferentes organismos. Las mediciones de las estructuras
anulares se realizaron en micrografias electronicas teflidas con acetato de uranilo-
citrato de plomo. Se midio6 el diametro promedio del anillo extemo, la parte central de
~ esta estructura y el didmetro promedio de la estructura completa, incluyendo el anillo
extemo y la parte central. El aumento total de las micrografias electronicas analizadas
fue igual o mayor a 25 000 X. La medicion se llevo a cabo con una lupa graduada en
décimas de milimetros. Posteriormente se convirtieron estas unidades a nanometros,
Los datos se analizaron estadisticamente en el programa Statgraphics.
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Diagrama de Fiujo No. 1

Descripcién Ultraestructural

Botones florales y flores

Fiiacig
Glutaraldehido 2.5% en amortiguador de fosfatos 0.16 M; pH 7.2 1 hora .

a temperatura ambiente

Lavados
Fosfatos 3 x 5 min c/u

¥
Tetraoxido de osmio al 1% en Fosfatos 1 hora

Lavados
Amortiguador de fzsfatos 3x 5 minc/u

Deshidratacid
Etanoles del 30, 50, 70, 80, 96 1 x 10 min c/u
Etanol 100% f x 15 min c/u

Oxido de propileno 3 x 10 min c/u
Y’

Preinclusic
Resina epoxica-Oxido de pmpileno 1:1; 20 horas a temp. amb.

Inclysion
Resina epdxica a 60°C por 20 horas
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Diagrama de Flujo No. 2

Inmunolocalizacién ultraestructural (LR White)

Botones ﬂoiules y flores

Fijacién
Paraformaldehido 4% o Paraformaldehido 4%/ glutaraldehido 0.5% en PBS
lhorzl a4°C

Lavados
en PBS 3 x 5§ min c/u

» ¢ .
1

' Deshidratacion
- Etanoles del 30, 50, 70, 80 y 96 % a 4°C 1 x 60 min c/u
-Etanol absoluto 3 x 60 min c/u a 4°C
$
Preinclusié
Etanol absoluto- LR White 2:1 24 horas a4°
Etanol absoluto- LR White 1:1 3 horasa 4°
Etanol absoluto-LR \Ihite 1:2 3horasad®
LR White 20 horas a 4°C

-LRWhite3x30minc/ua4°C
Inclysic
LRW (en cépsulas de gelatina) a 60°C. 24 horas
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Diagrama de Flujo No. 3
Inmunolocalizacién ultraestructural (Lowicryl K4M)

Fijacion
Paraformaldehido 4% o Paraformaldehido 4%/Glutaraldehido 0.5%
- . en PBS por 1 hora
{

Lavados
en PBS 3 x 5 min

v
metanol 30% 5’ a 4°C
d

metanol 50% 5’ 50% a 4°C

)
metanol 70% 5’ -20°C
)
metanol 90% 30’ a -20 °C
)

metanol 90%/ Lowicryl (1:1) 60’ a -20°C
metanol 90%/Low1tcryl (1:2)a-20°C
Lowicryl (10' a-20°C
Lowicryl 20 ‘lioras a-20°C

Inclusion
UV a-20°C
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V. RESULTADOS
V.5.1. La cromatina compacta

En la figura 1a se ilustra una porcién de un nicleo de L. schismatica teftido con la
tincion de Bernhard preferencial para ribonucleoproteinas, en el cual se observa un
blanqueo diferencial de la cromatina con pequeilas pérticulas fuertemente contrastadas
inmersas en la cromatina blanqueada. En la figura 1b se observan a gran aumento las
particulas mencionadas y las cuales pueden observarse al microscopio electronico en
cortes ultrafinos sin contrastar de diversbs organos de L. schismatica incluidos en
resinas epoxicas (inset), lo que demuestra que tienen contraste propio y que su’
presencia no es un artefacto producido por la tincién de EDTA. Un estudio detallado
de las particulas presentes en la cromatina compacta indica que no se encuentran
distribuidas homogéneamente, pudiendo encontrarse dispersas o formando
agrupaciones. E! estudio morfométrico revela un tipo de granulos con un didmetro
promedio de 17 £ 0.8 nhi\los cuales son escasos y se localizan aislados en la
cromatina compacta y otro tipo de granulos con un didmetro promedio de 9
+ 0.5 nm. Estos Gltimos generalmente se encuentran formando cumulos en la
cromatina. Al aplicar la prueba de T de Student se encontraron diferencias
significativas entre los dos tipos de particulas inmersos en la cromatina compacta (p >
0.01) (Tabla 1 al final de esta seccion), lo que indica que hay dos tipos de granulos
inmersos en la cromatina compacta con caracteristicas de tamafio y abundancia

diferentes.
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Fig. 1a. Micrografia electrnica de un nicleo de L. schismatica teftido con la técnica
de EDTA preferencial para ribonucleoproteinas. En el reticulo de cromatina
blanqueado se observan pequefias particulas (“granulos de cromatina’ ) positivas a la
tincion (Flechas). Cromatina (c). 38 750 X

Fig. 1b. Gran aumento de una pequeﬂa porcion de un nucleo de L. schismatica. Se
observa un segmento de cromatina blanqueado con pequefios grénulos' EDTA
positivos (Flechas). En al periferia de la cromatina compacta se observan fibras
entremezcladas con los granulos de Lacandonia con la misma densidad de tincion que
las particulas de cromatina. 152 000 X. En el inset se muestra un segmento de
cromatina sin contraste y en cual estin inmersos los “granulos de cromatina” (flechas)
150 000 X
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V.s.2, Distribuciﬁn de los factores esenciales de splicing SC38, SF2 y snRNPs en

tos nicleos de L. schismatica
Distribucion del ¢ esencial de splicing SC35.

En la figura 2a se observa que el factor esencial de splicing SC-35 se distribuye
principalmente en el borde de la cromatina cbmpacta en la llamada region
pericromatiniana en asociacion con las fibras pericromatinianas y en una proporcion
muy baja se distribuye en el espacio intercromatiniano en donde se asocia con fibras
pero no asi con los cumulos de granulos de Lacandonia los cuales carecen de

marcaje,

Es interesante hacer notar, que en los nucleos de L. schismatica, el factor esencial de
splicing SC35, ademéas de asociarse a las estructuras ya mencionadas también se
encuentra asociado a regiones particulares de cromatina compacta, donde su
distribucion no es homogénea, sino que se localiza, en la mayoria de las veces,
formando camulos asociados a regiones particulares de cromatina, El factor esencial
de splicing SC35 también puede encontrarse disperso en el reticulo de cromatina
aunque esto ultimo con menor frecuencia. Estos resultados se visualizan al
microscopio electronico como cumulos de particulas de oro entremezclados con
particulas de oro dispersés en la cromatina compacta. La frecuencia baja de
estructuras anulares en los nicleos de L. schismatica no permitié determinar si estas
estructuras contienen el factor de splicing SC35. Los anticuerpos oc-SC35 y oc-SF2
fueron utilizados a partir de una dilucion stock donada por el Dr. A. Krainer y cuya

concentracion se desconoce.

Localizacion del factor de splicing SF2.

El estudio de la distribucion del factor SF2 en los niicleos de L. schismatica indica
que este factor tiene una distribucion muy similar a la del factor SC35, es decir, se

asocia principalmente a la periferia de la cromatina compacta. En el nucleoplasma se
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Fig. 2a. Inmunolocalizacion ultraestructural del factor esencial de splicing SC35 en un
nicleo de L. schismatica. Abundantes particulas de oro en la periferia de la cromatina
compacta se seftalan con flechas. Las cabezas de flecha muestran particulas de oro en
forma de racimos 0 como particulas aisladas en la cromatina compacta. Cromatina
(c). 30000 X

Fig. 2b. Inmunomarcaje del factor esencial de splicing SF2. Este factor se encuentra
formando pequeflas agrupaciones en la cromatina compacta o de manera aislada
(cabezas de flecha) y en la periferia de la cromatina compacta (flechas) 44 000 X

Fig. 2¢. Inmunolocalizacion de los snRNPs que intervienen en la maduracion del pre-
mRNA. En la cromatina compacta (c) se presentan cimulos de particulas de oro
entremezclados con particulas aisladas (cabezas de flecha). Notese el inmunomarcaje
en la periferia de la cromatina compacta y en el espacio inercromatiniano (flechas) 45
000 X '

Fig. 2d. Nucleo de L. schismatica contrastado con la tincion de Bemhard. Las
“particulas de cromatina” presentan una distribucion similar a la de los factores de
splicing de las figuras 2a-c (cabezas de flecha) eéncontrandose como agrupaciones de
particulas o como particulas aisladas. 36 000 X



e
BN

v
oM g




57

asocia a las fibras entremezcladas con los granulos de Lacandonia, sin embargo, la
proporcion del factor SF2 localizado en el espacio intercromatiniano es muy baja y no
tiene relacion con los granulos de Lacandonia como puede observarse en la figura
2b. Al igual que el factor SC35, es evidente la asociacion de SF2 a regiones
particulares de cromatina compacta principalmente en forma de cimulos y en menor
proporcién como particulas aisladas. A diferencia de lo que ocurre con el factor SC35
la proporcion de particulas de oro localizadas en la periferia de la cromatina compacta
y en la cromatina compacta es menor. Debido a que las estructuras anulares son
escasas en los nucleos de L. schismatica, no pudimos establecer si hay relacion entre
éstas y el factor SF2.

Como se puede observar en la figura 2c, los snRNPs tienen un patron de distribucion
similar al de los factores esenciales de splicing que no forman snRNPs. Este factor
forma pequefios agregados en algunas regiones de cromatina y en otras zonas de la
misma se encuentra como particulas dispersas. En el espacio intercromatiniano se
observan algunas particulas de oro asociadas a las fibras que estin en contacto
estrecho con los grinulos de Lacandonia. Los snRNPs también se encuentran
distribuidos en el anillo externo de las estructuras anulares. Sin embargo, a pesar de
que se observan particulas de oro distribuidas a lo largo del anillo extemno también se

presentan algunos espacios en el mismo que no presentan particulas de oro.

Resumiendo, los tres factores de splicing muestran una distribucion muy similar
agrupandose en tres dominios: 1) La periferia de la cromatina compacta en asociacion
con las fibras pericromatinianas, 2) la region intercromatiniana en donde se asocian
basicamente en dos subdominios: las fibras entremezcladas con los granulos de
* Lacandonia en una proporcion muy baja y con las estructuras anulares en el caso de
los snRNPs y 3) inmersos en la cromatina compacta con una distribucion heterogénea

en la misma. Los resultados obtenidos en el ultimo dominio mencionado son
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sorprendentes y parecen tener relacion con los resultados obtenidos en la cromatina

compacta al aplicar la tincion de Bernhard preferencial para ribonucleoproteinas,

Es interesante hacer notar que los factores de splicing SC35, SF2, los snRNPs, y las
particulas localizadas en la cromatina compacta presentan un patron de distribucion
muy similar (Fig 2d), es decir, formando ciimulos y en menor proporcién de manera
aislada.

V.5.3. Estructuras anulares

En el presente trabajo realizamos un estudio citoquimico e inmunocitoquimico
detallado de las estructuras anulares. La figura -3 ilustra la reconstruccion
tridimensional de una estructura anular que demuestra que tales estructuras son
esferas “huecas” que consisten de una cubierta fibrosa. Un corte ultrafino a través de
la mitad del hueco de la esfera dara la imagen de una estructura anular (figs. 3C-E),
pero un corte a través de la cubierta fibrosa proporcionara la imagen de una -
estructura muy similar a un cuerpd espiralado como se puede apreciar en la figura 3B
y 3F. Las figuras 3A, 3G, 3H, Y 3I muestran imagenes de los cortes anteriores y
posteriores a esta estructura e ilustran el ambiente fibrogranular en el cual estas
estructuras estan inmersas. Es decir, las estructuras anulares estan entremezcaladas
con fibras y granulos de Lacandonia.  En la figura 4A se muestra la ultraestructura
de un cuerpo espiralado y en la ﬁghra 4B se ilustra la cubierta fibrosa de una
estru’ctura anular al mismo aumento donde se muestra con detalle su similitud.
Ademas la reconstruccion tridimensional permite corroborar que en realidad, el
interior de la esfera no estd vacio sino que estd compuesto por un material
electrodenso de naturaleza fibrosa. El anillo externo de las estructuras anulares tiene
un didmetro promedio de 89 + 5.7 nm, el componente central tiene un didmetro
promedio de 144 + 7.4 nm y la estructura anular completa mide en promedio 626 *
99 nm de didmetro (Tabla 2 al final de esta seccion).
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Fig. 3. Reconstruccion tridimensional de una estructura anular, Las figuras A, G, He
1 ilustran cortes anteriores y posteriores a la estructura anular y muestran el ambiente
fibrogranular en el cual esta imersa esta estructura. Las figuras 3B y F muestran un
corte a traves de lacubierta fibrosa. Las figuras 3C, D y e ilustran cortes a través de
la mitad de la estructura anular, 43 200 X
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Figs. 4 A y 4B. Micrografias electronicas de un cuerpo espiralado de L.
schismatica (A) 50 000 X, y una estructura anular cortada a través de la cubierta
fibrosa (B) 49 600 X, contratastados con acetato de uranilo y citrato de plomo,

Figs. 8 a y 5b. Inmunolocalizacion ultraestructural con anti-DNA de las estructuras
anulares de L. schismatica. La cromatina (c) se marca con abundantes granos de oro.
Sin embargo, las estructuras anulases (flechas) carecen de marcaje. 64 000 X

Figs. 6a y 6b. Inmunolocalizacion de snRNPs en las estructuras anulares. El anillo
externo de estas estructuras contiene abundantes particulas de oro (flechas). En la
figura 6b se observa que las particulas de oro no se distribuyen siempre
homogéneamente en el anillo externo. 64 000 X '
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Por otra parte, el uso del anticuerpo oc-DNA en los nicleos de L. schismatica
demuestra que el anillo externo y la parte central de estas estructuras no contiene
DNA como se muestra en las figuras 5a y Sb. Las estructuras anulares estin en
contacto estrecho con fibras de cromatina que se extienden al nucleoplasma y que
pueden estar en contacto con masas de cromatina compacta. Ademds, como se |
aprecia en las figuras 6a y 6b, las estructuras anulares contienen snRNPs en su
cbmponente externo pero no asi en el interno. La distribucion de los snRNPs en el

anillo externo no es homogénea aunque se localiza a lo largo del anillo externo.

El uso del anticuerpo oc-p80-coilina demuestra que esta proteina, especifica de
cuerpos espiralados, no es componente de las estructuras anulares como puede
observarse en la figura 7. En la misma figura se observa la asociacion del anticuerpo

anti-p80 coilina a un cuerpo espiralado (inset).
V.5.4, Estructuras tipo complejo sinaptonémico

En este trabajo realizamos un estudio detallado del espacio claro de las estructuras
tipo complejo sinaptonémico con técnicas convencionales para microscopia
electronica. Como ya habia sido mencionado en trabajos anteriores, contiene un
material fibroso como se aprecia en la figura 8a. A gran aumento el material fibroso
se observa como dos filamentos delgados que se extienden a lo largo del espacio
claro de estas estructuras uniéndose en el extremo de la estructura tipo complejo
(Fig. 8b). Los dos filamentos mantienen un contacto estrecho pudiéndose observar
puntos de union entre ambos elementos. Para detectar posibles puntos de union de
las estructuras tipo complejo sinaptonémico con la envoltura nuclear realizamos la
reconstruccion tridimensional de estas estructuras (Fig. 10) observindose claramente
la forma de guirnalda o herradura, unida por sus extremos a la envoltura nuclear, lo
que demuestra la estrecha relacion que las estructuras tipo complejo sinaptonémico
guardan con la envoltura nuclear. En la figura 8a se observa la union de una
estructura tipo complejo sinaptonémico con la envoltura nuclear. Al aplicar la tincion

de Bernhard a estas estructuras se observa que hay una region de posible naturaleza



Fig. 7. Inmunolocalizacion del anticuerpo anti-p80 coilina. Las estructuras anulares
(flecha) no contienen esta proteina 50 000 X, se observan abundantes particulas de oro
en un cuerpo espiralado en formacion (inset), 86 000 X.






Figs. 8a-c. Micrografia electronica de una estructura tipo complejo sinaptonémico teftida
con acetato de uranilo-citrato de plomo. El espacio claro de estas estructuras (Fig 8a)
contiene un material fibroso (flechas) 14 400 X. En la Figura 8b se observan a gran
aumento dos filamentos que se extienden paralelos en el espacio claro (cabezas de flecha)
y la union de los dos filamentos en el extremo de estas estructuras. (flecha). 56 700 X.
En la figura 8c se observa un detalle de los filamentos del espacio claro asi como
algunas regiones donde dichos filamentos estan en contacto estrecho 34 000 X (flechas).

Fig. 9a. Estructura tipo complejo sinaptonémico contrastada con la tincion preferencial
. de Bernhard, Se observan regiones positivas a la técnica en lo que parece corresponder a
“lo brazos laterales de un complejo sinaptonémico tipico ( flechas ). 45 000X.

Figs. 9b-c. Inmunolocalizacion del DNA en las estructuras tipo complejo sinaptonémico.
En el espacio claro de estas estructuras se observan algunas particulas de oro. La
cromatina (c) se marca con abundantes particulas de oro. 48 000 X y 30 000 X
respectivamente.
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ribonucleoproteica que sc extiende a ambos lados de la region fibrosa de esta
estructura en fo que parece corresponder a los brazos laterales de una estructura tipo
complejo sinaptonémico tipica, observandose zonas de mayor positividad a la técnica
(Fig. 9a). En la figura 9b se observa que las estructuras tipo complejo sinaptonémico
contienen escasos filamentos de DNA que se observan como particulas de oro que se
extienden e interconectan Ias masas de cromatina compacta (Figs. 9b y 9¢c).
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Figs., 10 a-q. Reconstruccion tridimensional de una estructura tipo complejo
sinaptonémico. Noétese que los extremos mantienen un contacto estrecho con la
envoltura nuclear (flechas), 9 600 X
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“Grénulos de Cromatina”

Media promedio | error estandard | desviacion grados de
X (nm) estandard libertad
Granulos ,
dispersos en la| 17.4 0.8 3.62 40
cromatina
Granulos  que
forman cimulos | 9.21 0.48 2.18

Tabla 1. Prueba de T de Student para el diametro de los “granulos de cromatina” en los

nucleos de L. schismatica. Hay diferencias significativas entre los granulos dispersos en

la cromatina y los granulos pequefios que forman acimulos, en cuanto a su didmetro (t=
© 33.4355; p < 0,001).

Estructuras anulares
Media promedio X|error estandard desviacion estandard
(nm)
Anillo externo 88.8 988 2419
Parte central 143.5 74.7 182.9
Estructura  anular
completa 626 988 2419

Tabla 2. Didmetro de los diferentes componentes ultraestructurales de las estructuras

anulares en los nicleos de /.. schismatica.
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V1. DISCUSION

Presencia de particulas de posible naturaleza ribonucleoproteica en la cromatina

compacta de los nicleos de L. schismatica

En el presente trabajo describimos dos tipos de particulas, aparentemente
ribonucleoproteicas, asociadas con la cromatina compacta, que consideramos no
habian sido descritas con anterioridad. Para fines de referencia, las denominamos por

ahora “granulos de cromatina” (“chromatin granules”).
24

Los “granulos de cromatina” que tienen contraste propio, se observan muy bien
cuando se destifie la cromatina con la tincion de EDTA. El hecho de que los “granulos
de cromatina” se observen en cortes sin tefiir, podria indicar que representan atomos
de elevado peso atomico que forman pequefios conglomerados en la cromatina
compacta y cuyo contraste no se debe a la tincion de EDTA, sino a caracteristicas
propias que los hacen visibles al microscopio electronico, ain en preparaciones sin
contrastar. Sin embargo, para establecer si efectivamente los “granulos de cromatina”
contienen ribonucleoproteinas, es necesario realizar digestiones enzimaticas con

RNAsay con pronasa seguida de RNAsa,

Alternativamente, los “grinulos de cromatina” podrian representar iones bivalentes
inmersos en la cromatina compacta. Para analizar esta posibilidad, seria til realizar
digestiones enzimaticas con DNAsa en los nicleos de tejidos incluidos en la resina
LRW vy posteriormente analizar las regiones digeridas por la enzima (cromatina
compacta) con el microscopio de pérdida de energia de electrones (EELS), con el

proposito de rastrear iones bivalentes tales como Ca®' 0 Mg*".

Es interesante hacer notar que el patron de distribucion de los “granulos de
cromatina” es similar al de los factores de splicing estudiados, lo que podria indicar
una relacion espacial estrecha entre ambos. Sugerimos que los factores SC35, SF2y

los snRNPs estdn asociados o son componentes de los “granulos de cromatina”.
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Estos factores podrian representar sitios adicionales de almacén y/o ensamblaje de
factores de splicing que participan activamente en el splicing de los RNAs pre-
mensajeros, los cuales se sintetizan en el borde de la cromatina compacta,
movilizindose a las regiones de transcripcion activa, en un proceso similar al
propuesto por Spector y colaboradores en 1993. La asociacion de los factores de
splicing SC35, SF2 y snRNPs a la cromatina compacta no habia sido descrita antes en
los nucleos de otra especie de plantas ni ha sido descrita en los nucleos de células

animales.

Distribucién de los factores esenciales de splicing snRNPs, SF2y SC3S$ en los
miicleos de L. schismatica y su relacion con la distribucion de estos factores en

los niicleos de mamiferos y otras plantas.

Los estudios sobre la organizacion de los factores de splicing en los micleos celulares
de mamiferos realizados al microscopio electronico han permitido proponer un
modelo en el cual los factores de splicing, estan asociados a tres componentes
estructurales del nucleo. Estos componentes son: los cumulos de granulos
intercromatinianos, las fibras pericromatinianas y los cuerpos espiralados (Spector y
col., 1983; Fakan y col., 1984; Puvion y col., 1984; Spector, 1990 ; Spector y col,
1991). Por otra parte, se ha propuesto que en los nicleos reticulados de plantas, los
snRNPs se encuentran asociados con las fibras pericromatinianas e intercromatinianas
pero no asi con las pahiculas ribonucleoproteicas 'presentes en el espacio
intercromatiniano (Testillano y col,, 1993), presentando un patron difuso al
microscopio de flourescencia. En los nucleos reticulados, los snRNPs se encuentran
asociados con las fibras pericromatinianas, pero no se ha podido establecer si son
componentes de los granulos intercromatinianos (Vazquez-Nin y col., 1992). Beven y
colaboradores en 1995 encontraron que en plantas, estos factores se distribuyen en los
cuerpos espiralados y en una red intercromatiniana que sugieren son las fibras y

granulos intercromatinianos.
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En este estudio encontramos que los factores de splicing en los nucleos de L.
schismatica se localizan en los dos dominios de distribucién propuestos para estos
factores en los sistemas de plantas y animales estudiados hasta ahora: las fibras
pericromatinianas y el espacio intercromatiniano aunque en este Ultimo encontramos
un subdominio nuevo para los snRNPs: las estructuras anulares. Sin embargo, ademas
de encontrarse asociados a estos sitios, los factores de splicing (snRNPs, SC35 y SF2)
se distribuyen también en un tercer dominio que hasta ahora no habia sido descrito; la
cromatina compacta. Lo anterior indica que 8 pesar de que los factores de splicing en
los niicleos de la especie en estudio comparten caracteristicas de distribucion similares
con los factores de splicing publicados en la literatura para plantas y animales, difieren
en algunos aspectos de la observada en estos sistemas por su asociacion a la
cromatina compacta. Estos resultados son inesperados y no habian sido descritos con
anterioridad. La cromatina compacta parece constituir una region enriquecida en

elementos moleculares relacionados con la maduracion del pre-mRNA.

Debido a que la proporcion de factores de splicing en el nucleoplasma es muy baja, y
en el caso de los snRNPs también se asocia a las estructuras anulares, proponemos
que los “grinulos de cromatina” unidos a la cromatina compacta (que de acuerdo a
nuestros resultados parecen tener una relacion con los factores de splicing) y a! anillo
externo de las estructuras anulares, representan sitios adicionales de almacén y/o
ensamblaje de factores de splicing que responden a la actividad transcripcional activa
en el borde de la cromatina compacta, enviando o transportando (en el caso de las
estructuras anulares) a esta zona, los factores de splicing que contienen. Este
mecanismo de movilizacion de los factores de splicing a los sitios de transcripcion
activa (la region pericromatiniana) fue propuesto para los factores de splicing
localizados en los cimulos de GICs y los cuales responden a la activacion de alguna
sefial (Jiménez-Garcia y col., 1993).

A pesar de las discrepancias encontradas en cuanto a la distribucion de los factores de
splicing en los nicleos de L. schismatica con respecto al de otras plantas y animales,
no puede dejar de advertirse que hay una conservacion de la distribucion nuclear de
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los elementos qhe intervienen en el splicing de los pre-mRNAs en los diferentes
grupos de animales y plantas. La presencia de {actores de splicing en la cromatina de
los nucleos de L. schismatica parece representar un mecanismo adicional de almacén

y/ o ensamblaje para el procesamiento del RNA.

Si bien los resultados obtenidos en este trabajo irdican claramente la distribucion de
los factores de splicing en los micleos de L. schismatica y permiten establecer
comparaciones con otros sistemas de plantas y animales, asi como proponer hiptesis
sobre su dindmica dentro del niicleo, son necesarios estudios de inmunoflourescencia
e hibridacion in situ, que proporcionen informacidn sobre la dinAmica de los factores
de splicing en los nicleos de esta especie y que junto con la informacion de
inmunomarcaje ulmeétructural, permitan tener una vision més complefa de los
elementos moleculares que intervienen en el splicing del pre-mRNA, de las relaciones
que estos factores guardan con los diferentes dominios intranucleares y de su

organizacion intranuclear.

Por otra parte, en el presente irabajo aportamds evidencias adicionales de que los
granulos de Lacandonia no son pariiculas equivalentes a los GICs, ya que no
contienen el factor esencial de splicing SC35, que es marcador especifico de los
granulos intercromatinianos. Estos resultados refuerzan la hipétesis de que los
granulos de Lacandonia son estructuras equivalentes a los granulos pericromatinianos
y a los granulos de Balbiani y los cuales son estructuras que parecen contener RNA

mensajero libre de intrones (Vazquez-Nin y col., 1990).

A pesar de algunas variaciones en tamafio y abundancia de los diferentes componentes
ribonucleoproteicos, los nicleos de animales, plantas y hongos presentan un patron
morfolégico comin para el procesamiento postranscripcional del pre-mRNA
(Jiménez-Garcia y col, 1989a), por lo que la presencia de estructuras
ribonucleoproteicas diferentes a las estructuras canonicas de esos reinos, podrian
definir un érum de organismos con un mecanismo alternativo de procesamiento del
pre-mRNA. Los granulos de Lacandonia son estructuras ribonucleoproteicas que si
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bien son equivalentes a los GPCs y a los grénulos de los anillos de Balbiani, presentan
caracteristicas unicas de tamafio y distribucion que podrian contribuir a definir a los
miembros del Orden Triuridales como un grupo natural. Los granulos de Lacandonia
pueden tener relacion con un cambio macroevolutivo el cual podria verse reflejado en
la aparicion de un mecanismo alternativo de procesamiento con su contraparte
morfolégica: los granulos de Lacandonia, sin embargo, su presencia no puede ser
explicada a la luz de los conocimientos actuales por lo que es necesario conocer la
dinamica de estas particulas en el nicleo y determinar su composicion molecular por

técnicas bioquimicas.

La ausem;ia de los GICs caracteristicos de plantas y animales en el. drea
intercromatinianh de los nicleos de L. schismatica (Jiménez-Garciay col.,, 1992) y la
presencia de cimulos de abundantes granulos de lacandonia equivalentes a los GPCs
que carecen de factores de splicing parece explicar la baja frecuencia de los factores
de splicing snRNPs, SF2 y SC35 en el espacio intercromatiniano aunque no explica el
significado funcional de la organizacion de los factores de splicing en los nicleos de

esta especie en la cromatina compacta y en las estructuras anulares.

Las estructuras anulares: cuerpos nucleares involucrados en el procesamiento
del RNA

En el presente trabajo demostramos que las estructuras anulares son cuerpos
nucleares diferentes de los cuerpos espiralados tipicos de animales y plantas, ya que a
diferencia de estos ultimos, son estructuras compartamentalizadas molecular y
estructuralmente que difieren en su cémposicién molecular con respecto a los cuerpos
espiralados ya que no contienen la proteina p80-coilina caracteristica de los mismos.
No ‘obstante estas diferencias, ambos cuerpos nucleares presentan caracteristicas de
tamafio, distribucion y composicion molecular similares como se ilustra en la tabla 3 al

final de esta seccion,
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Por otra parte, los resultados obtenidos sobre las estructuras anulares en los nicleos
de L. schismatica concuerdan y amplian los obtenidos recientemente por Ochs y col.,
(1995), en nicleos de hepatocitos de gallo estimulados con estradiol. Sus resultados
en un sistema con nucleos animales y los nuestros, en un sistema de plantas indican
que las estructuras anulares no contienen la proteina p80-coilina y ademas, el estudio
de la formacion de las estructuras anulares en ambos sistemas por medio de cortes
seriados, indica que son estructuras esféricas con un componente fibrilar externo que
rodea a una zona fibrogranular de menor densidad. Ademas, nuestros resultados
amplian los obtenidos por Ochs y colaboradores en 1995, al demostrar que las
estructuras anulares en los nicleos de la planta L. schismatica contienen snRNPs en el
anillo externo y aunque se desconoce el significado funcional de esta observacion, la
presencia de los snRNPs en el anillo externo involucra a estas estructuras en el
procesamiento del pre-mRNA. Las estructuras anulares representan un
compartimiento intercromatiniano enriquecido en snRNPs al contrario de lo que
sucede con las fibras que se extienden en el nucleoplasma y en las cuales este factor
de splicing no es tan abundante. La ausencia de DNA en las estructuras anulares

descarta la posibilidad de que el anillo externo sea cromatina.

Ochs y col., en 1995, propusieron que las estructuras anulares pueden representar un
cuerpo nuclear hueco “cargado”, en el proceso de transportacion del contenido que
encierra para su “descarga” en alguna localizacion especifica. En este estudio,
proponemos que las estructuras anulares pueden representar sitios de ensamblaje y/o
transporte de factores de splicing involucrados en el procesamiento del pre-mRNA.
Sin embargo, son necesarios estudios definitivos al microscopio electronico para
poder establecer si los cuerpos nucleares en forma de anillo descritos por Ochs y col,
(1995), Jiménez-Garcia y col, (1992); Agredano y col., (1994) y por Puvion-
Dutilleul y col,, (1993), son estructuras involucradas en el procesamiento del pre-
mRNA y el pre-rRNA como es el caso de los cuerpos espiralados, y si ademas,
representan sitios de sintesis y/o via de transporte para transcritos producidos por la
RNA pol III como fue propuesto por Jiménez-Garcia y col., (1993).
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| Guin 8 LA BSLHTLCA
En este estudio se ha mostrado que las estructuras anulares contienen snRNPs. Sin
embargo, el anticuerpo Y-12 que utilizamos reconoce un epitopo comin a las
particulas ribonucleoproteicas que contienen los snRNAs U1,U2,U4, US y U6 (anti-
Sm). Sin embargo, no proporciona informacion de cudles son, exactamente, los
snRNAs presentes en las estructuras anulares o “ring shaped bodies” por lo que es
necesario llevar a cabo estudios de hibridacion in situ con sondas especificas para
cads snRNA y conocer el contenido de snRNAs de las estructuras anulares y
determinar si contienen todos los snRNAs comunes a los cuerpos espiralados y a los
organelos esfera que como ya sabemos son los siguientes: los snRNAs Ul, U2, U4,
US y U6 (involucrados en el splicing del pre-mRNA) y U7 (involucrado en el
procesamiento del extremo 3’ del pre-mRNA de los histonas). También, es importante
conocer si las estructuras anulares contienen elementos nucleolares cbmo el U3
snRNA, involucrado en el procesamiento del rRNA vy la proteina ribosomal $6 como
ha sido descrito para los cuerpos espiralados . Ademds, es necesario establecer si las
estructuras anulares o “ring shaped Bodies” que contienen la proteina PML son
similares & los observados en las células animales sensibles a estrogenos y a las
estructuras anulares de plantas.

Por otra parte, los cuerpos espiralados estan involucrados en el procesamiento del
pre-mRNA, sufren cambios (ciclos de ensamblaje-desensamblaje) durante el ciclo
celular y estos rearreglos parecen tener relacion con el evento transcripcional el cual
también se modula a través del ciclo celular (Brasch, 1992; Carmo-Fonseca, y col.,
1993, Lamond y Carmo-Fonseca, 1993). Las estructuras anulares parecen estar
involucradas en el metabolismo del pre-mRNA, por lo que es necesario conocer la
dindmica de estas estructuras a través del ciclo celular lo cual contribuira a conocer su
papel en el metabolismo del RNA.

Recientemente se ha propuesto que los anillos compactos ricos en RNA viral
observados por hibridacién in sifu ultraestructural en células infectadas con el
adenovirus AdS (Puvion-Dutilleul y col.,‘ 1992) corresponden a las inclusiones virales
que contienen VAI RNAs {RNA asociado al adenovirus 2 vistas como cuerpos
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esféricos en el nucleoplasma en células HeLa infectadas con el adenovirus 2 (Ad2)} y
que la presencia de VA RNAs pueden estar relacionadas a un sitio de sintesis y/o via
de transporte para transcritos producidos por la RNA pol I (Jiménez-Garcia y col.,
1993). ’

La revision de la literatura sobre cuerpos nucleares permite establecer que las
estructuras anulares son estructuras universales que estan presentes en células de
animales y plantas. En células animales se han encontrado en células PK2 (Jiménez-
Garcia, 1988), en nicleos de células estimuladas con estrogenos (Brasch, y col., 1989,
Ochs, 1995), en los nicleos de las glandulas salivales estimuladas con ACTH (Weber
y col., 1964); en nicleos de células del tejido nervioso central de hamster, tratados
con el carcindgeno 1,2,5, 6-dibenzantroceno, asi como con un extracto del hamster-
passage virus derivado de la linea inicial SL1 del linfoma Burkitt (Popoff & Stewan,
1968), en linfocitos de raton estimulados con concavalina A (Chaly y col., 1983a;
Chaly y col., 1983b); en niicleos de células tumorales humanas y en nucleos de bazo
de pacientes con leucemia y con la enfermedad de Hodgkin (Krishan, y col., 1967).

En plantas, se han encontrado en los nicleos de plantas sapréfitas como, L.
schismatica (Lacandoniaceae), Voyria aphylla (Gentianaceae) y Gymnosiphon
divaricatus (Burmaniaceae) (Jiménez-Garcia y col., 1992). Estos cuerpos nucleares se
encuentran en los niicleos de células de animales y plantas bajo condiciones normales,
patolgicas, en células estimuladas con hormonas y en infecciones virales. Lo anterior
indica que las estructuras anulares o “ring shaped bodies” son estructuras universales
presentes en el reino Animalia y Plantae por lo que seria interesante conocer si
también se presentan en el reino Fungi, lo cual corroboraria la importancia de estas
estructuras en el metabolismo del RNA. La presencia de las estructuras anulares en
los nicleos de células animales y plantas y la presencia de snRNPs en las estructuras
anulares de L. schismatica indica que estas estructuras juegan un papel importante en
el procesamiento del RNA.
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Las estructuras tipo complejo sinaptonémico

Los resultados obtenidos en el presente trabajo aportan evidencias citoquimicas e
inmunocitoquimicas de similitud, en la estructura molecular de las estructuras tipo
complejo sinaptonémico con los complejos sinaptonémicos tipicos de la profase
- meidtica, debido a la presencia de ribonucleoproteinas y DNA distribuidos de una
manera similar a la que se encuentra en los complejos sinaptonémicos tipicos
(Véazquez-Nin y col, 1993). Seria util conocer si las estructuras tipo complejo
sinaptonémico presentan componentes moleculares proteicos relacionados con los
complejos sinaptonémicos, sin embargo, los anticuerpos desarrollados contra los
componentes proteicos (SCP1, SCp3, SCp4, SC48) de los complejos sinaptonémicos
de especies relacionadas han mostrado una reactividad variable y limitada. Por otra
parte, no se han observado reacciones cruzadas entre vertebrados, invertebrados,
plantas y hongos, lo que dificulta el uso de los anticuerpos disponibles (Moens, 1993).

Nuestros resultados indican un fuerte punto de similitud entre las estructuras tipo
cbmplejo sinaptonémico y los complejos sinaptonémicos tipicos: su asociacion a la -
envoltura nuclear. La similitud (en algunas regiones), de las estructuras tipo complejo
sinaptonémico con la envoltura nuclear, podria sugerir que estas estructuras se forman
como resultado de una invaginacion de la envoltura nuclear hacia el interior del
nucleo. Sin embargo, esta posibilidad queda descartada ya que el espacio claro de
esta estructura no se extiende de manera azarosa atravesando por igual componentes
nucleoplasmicos, cromatina o el cuerpo nucleolar, sino que solo se extiende a lo largo

de segmentos de cromatina compacta.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, podrian sugerir que las estructuras
tipo complejo sinaptonémico de los nicleos del tegumento del 6wvulo de L.
schismatica, pueden representar complejos sinaptonémicos con una ultraestructura y
composicion de escasa complejidad, los cuales se forman con elementos moleculares
como los filamentos de DNA que interconectan a los cromosomas y regiones



82

ribonucleoproteicas apenas distinguibles que parece corresponder a los brazos
laterales de los complejos sinaptonémicos tipicos de la profase meiética.

Ademés, las estructuras tipo complejo sinaptonémico de los nicleos en interfase
pudieran representar un apareamiento somético en los nucleos interfasicos de L.
schismatica mediado por un mecanismo parecido al de la profase meidtica y que en
las células meidticas alcanza un grado de complejidad mayor con la formacién de
elementos estructunlés (clementos laterales y elemento central) y moleculares
(elementos proteicos), bien definidos que caracterizan a los complejos sinaptonémicos
de animales, plantas y hongos.

Las estructuras tipo complejo sinaptonémico podrian representar relictos de
complejos  sinaptonémicos presentes en células somaticas que posiblemente
pertenezcad a la misma estirpe celular que las células reproductoras diferenciadas y
que a diferencia de estas no alcanzaron un grado de diferenciacion celular completo.
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CUERPOS ESPIRALADOS

ESTRUCTURAS ANULARES

Generalmente se encuentran en estrecha
asociacion con el nucléolo (Raska y col.,
1990 a).

Se encuentran en asociacion con el
nucléolo o en el nucleoplasma en
asociacion con los granulos de Lacandonia.
(Jiménez-Garcia y col., 1992)

El componente ribonucleoproteico esta
distribuido homogéncamente en toda la
estructura

Compartamentalizacion del componente
ribonucleoproteico en la parte central de
esta estructura

No contienen DNA (Monneron y Bernhard,
1969, Raska y col., 1991).

No contienen DNA (Agredano-Moreno y
col., 1994)

Cuerpos esféricos de 0.5 a 1.0 ym

Cuerpos esféricos de 0.5 a 1 pm

Estructuras universales

Estructuras universales

Composicion Maleaul

1) snRNAs U2, U4, US, Us, U7, 2)
proteina p80-coilina, 3) proteinas del
organizador nucleolar (NOR) tefidas con
plata, 4) DNA topoisomerasa I, S) El factor
U2AF, y 4) la proteina ribosomal S6

8ici lecul

1) snRNPs en el anillo externo
2)Ribonucleoproteinas positivas a la tincion
de Bernhard en la parte central

No hay compartamentalizacion molecular y
uitraestructural de sus componentes

Compartamentalizacion ultraestructural y
molecular de sus componentes

Cuerpos nucleares inyolucrados en el
procesamiento del pre-mRNA y del pre-
RNA.

Cuerpos nucleares involucrados en el
procesamiento del pre-mRNA.

Tabla 3. Ultraestructura y composicion molecular de los cuerpos espiralados

y las estructuras anulares




VI1. CONCLUSIONES
Factores de splicing

1) Los factores de splicing SF2, SC35 y los snRNPs se localizan en las fibras
pericromatinianas y en el espacio intercromatiniano en asociacion con fibras. Ademas,
los factores de splicing estudiados se localizan en la cromatina compacta y en las

estructuras anulares (en el caso de los snRNPs).

2) Los factores de splicing parecen ser componentes de los “granulos de cromatina”
ya que hay una relacion espacial estrecha entre ambos elementos.

3) Los “granulos de cromatina” y las estructuras anulares pueden jugar un papel muy
importante en el splicing del pre-mRNA que se sintetiza en el borde de la cromatina
compacta.

Estructuras anulares

1) Las estructuras anulares son cuerpos nucleares diferentes a los cuerpos espiralados

ya que:

-Son estructuras compartamentalizadas molecular y ultraestructuralimente |
-No contienen la proteina p80-coilina especifica de los cuerpos espiralados

2) Las estructuras anulares de los nicleos de L. schismatica son homoblogas a lask
encontradas por Ochs y col., (1995) en nicleos de higado de gallo estimulados con
. estradiol ya que: '

-En ambos sistemas las estructuras anulares carecen de la proteina p80-coilina y
corresponden 8 esferas “huecas” con una cubierta fibrosa.
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3) Con base en su contenido de snRNPs, las estructuras anulares pueden ser sitios de
ensamblaje y/o transporte de estos componentes y cuya funcion es importante para el
metabolismo del RNA. ' '

4) Las estructuras anulares son cuerpos nucleares universales que se presentan en los
niicleos de las células animales y plantas bajo condiciones normales, patologicas, en

células sensibles a estrogenos y en células con infecciones virales.

5) A pesar de que las estructuras anulares son cuerpos nucleares diferentes de los
cuerpos  espiralados que contienen elementos moleculares involucrados en el
procesamiento del pre-mRNA y el pre-rRNA, es importante conocer si a semejanza
de estos ultimos, las estructuras anulares también estan involucradas en el
procesamiento del pre-rRNA y determinar su contenido de snRNAs por medio de
estudios de hibridacion in situ con sondas especificas para cada uno de los snRNAs
’que intervienen en el splicing del pre-mRNA y para el U3 snRNA involucrado en el
procesamiento de! pre-rRNA. Por otra parte, es importante conocer si estas
estructuras puedan representar sitios de sintesis y/o via de transporte para transcritos

producidos por la RNA pol II1.

Estructuras tipo complejo sinaptonémico

1) Las estructuras tipo complejo sinaptdne’mico presentan elementos moleculares
similares a los complejos sinaptonémicos como son la presencia de DNA y

ribonucleoproteinas distribuidos de manera similar.

2) La asociacion de las estructuras tipo complejo sinaptonémico a la envoltura nuclear

es una fuerte evidencia de similitud entre ambas estructuras,



86

3) Dada la similitud, en algunas regiones, de la estructura tipo complejo
sinaptonémico a la envoltura nuclear, es posible que las primeras representen

complejos sinaptonémicos con un grado de complejidad menor,
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cDNA
CNs
DNA
rDNA
EDTA
FPCs
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GICs
HMG
hnRNPs
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pre-mRNA
pre-fRNA
m3GCap
mRNA
TRNA
RNA
RNA pol I11
RNPs
snRNAs
snoRNAs
snRNPs

LISTA DE ABREVIATURAS

Hormona adrenocorticotropica
DNA complementario
Cuerpos nucleares
Acido desoxirribonucleico
Acido desoxirribonucleico ribosomal
Acido etilendiamino tetraacético
Fibras pericromatinianas
Gréanulos pericromatinianos
Grénulos intercromatinianos
Proteinas no histonas del grupo de alta movilidad
Ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares
Proteina producida en la leucemia promielocitica
RNA pre-mensajero '
RNA pre-ribosomal
Trimetilguanosin-cap
RNA mensajero
RNA ribosomal
Acido Ribonucleico
RNA polimerasa 111
Ribonucleoproteinas
RNAs pequefios nucleares
RNAs pequeiios nucleolares
Ribonucleoproteinas de pequefio tamafio
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