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Los granulos de Lacandonia

Caracterizacion por medio de inmunolocalizacion e hibridacién in situ

ultraestructural y aislamiento de una fraccién enriquecida en granulos
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RESUMEN

Los granulos de Lacandonia (Gl.) son particulas ribonucleoproteicas extranucleolares de 32
nm de diametro, que se localizan en los nucleos de la planta Lacandonia schismatica. Los GL
son intermedios en tamafio y distribucion entre las particulas nucleares conocidas como los
granulos intercromatinianos (GIs) y los granulos pericromatinianos (GPCs). Los estudios
citoquimicos e inmunocitoquimicos, indican que los GL son equivalentes a los GPCs y a los
granulos de los anillos de Balbiani (GB), caracteristicos de los ndcleos de mamiferos y
dipteros, respectivamente. Para proporcionar evidencias adicionales de esa equivalencia, en
este trabajo empleamos hibridacién in sifu e inmunolocalizacion ultraestructural para detectar
la presencia de poly(AYRNA y proteinas SR en los granulos de Lacandonia, pues esos
elementos moleculares estan presentes en los GB y en los GPCs, respectivamente. Ademads,
analizamos la cantidad de granulos dc Lacandonia durante el desarrollo de la flor, para
establecer si su comportamiento es similar al de los GPCs. Finalmente, para iniciar estudios
sobre el conocimiento detallado de su composicién, se obtuvo una fraccién enriquecida en
GL. Los resultados indican que los GL contienen proteinas SR y poly(A)'RNA y que su
numero varia durante el desarrollo, lo que refuerza que son estructuras equivalente a los GPCs
y los GB. La presencia de poly(A)RNA™ en los GL vy en los GPCs, apoya la hipdtesis de que
estas particulas contienen mRNAs. Finalmente, la obtencién de una fraccion enriquecida en

GL, permitira en un futuro conocer su composicion precisa y su funcion.




Summary

Lacandonia gramules (LG), are 32 nm in diameter extranucleolar ribonucleoproteic
particles found in the nuclei of the plant Lacandonia schismatica. LG are intermediate
in size and distribution between the nuclear particles known as interchromatin granules
(ICGs) and perichromatin granules (PCGs). Cytochemical and immunocytochemical
studies show that GL are equivalent particles to PCGs and Balbiani granules (BG),
present in mammalian and dipteran nuclei, respectively. With the purpose of provide
additional evidence of that equivalence, in the present work we detect the presence of
poly(A)YRNA and SR proteins by means of ultrastructural iz situ hybridization and
immunolocalization similarly as focused in GB and GPCs respectively. Also, we
analyzed the amount of LG during flower development, with the purpose of know if
their behavior is similar to GPCs. Finally, to know more about their composition, we
obtained a fraction enriched in LG. The results show that .G contain SR proteins and
poly(A) RNA and that their density change during development. These finding support
that these particles are equivalent to PCGs and BG. The presence of poly(A)'RNA in
LG and PCGs, supports the suggestion that these particles contain mRNA. Finally, an
enriched fraction of LG will allow in the future to know their precise composition and

function.



INTRODUCCION

Lacandonia schismatica

Lacandonia schismatica E Martinez & CH Ramos (Lacandoniaceae: Triuridales), es una
planta endémica y rara (Diario Oficial, 1994) descubierta por Esteban Martinez en 1985 en el
sotobosque de la selva Lacandona y descrita por €l mismo y por Clara Ramos en 1989.
Unicamente se ha encontrado en dos localidades de la Selva Lacandona. La primera se sitda
en el borde de la zona niicleo de la Reserva Integral de la Biosfera Montes Azules en el
Municipio Ocosingo, Crucero Corozal, a 170 Km al sureste de Palenque, camino a Boca
Lacatum, sobre la carretera fronteriza del Sur, Chiapas, México (15°45'08'N y 90°56'00"0)
{Martinez y Ramos, 1989). La segunda localidad estd dentro de la Reserva de Montes Azules,
cerca de la Colonia Benito Juarez Miramar (16° 12'N y 91°13'0) (Reyes-Garcia v Souza,

1995).

Su principal caracteristica morfologica es la inversion espacial de los verticilos sexuales, con
los estambres ocupando la parte central de la flor, rodeados por numerosos ovarios
(Cronquist, 1988; Marquez-Guzman et al., 1989; Martinez y Ramos, 1989; Martinez, 1994).
Esta caracteristica la hace Unica entre las angiospermas y ha motivado numerosos estudios

para conocer su biologia.

L. schismatica es una planta saprofita de aproximadamente 9 cm de altura, que no realiza

fotosintesis (Martinez vy Ramos, 1989. Jiménez-Garcia et al., 1998). Presenta una micorriza



vesiculo-arbuscular (Palacios-Mayorga y Pérez-Silva, 1993). Tiene nueve cromosomas en el
complemento haploide; el cual se caracteriza por presentar cuatro pares de cromosomas
grandes y cinco pares de cromosomas pequefios (Davidse y Martinez, 1990). También se ha
descrito un nuevo tipo de fecundacion para la familia Lacandoniaceae, en la cual en pre-
antesis los granos de polen germinan dentro de la antera; los tubos polinicos crecen entre las
células del receptaculo y después se dirigen hacia los évulos. Solo uno de ellos entra al saco
embrionario por el micrépilo a través de una de las sinérgidas, presentandose la doble
fecundacién en lo que se conoce como reproduccion cleistogdmica (Marquez-Guzman et al.,
1993). La fecundacion cleistogamica podria explicar la falta de variacién génica encontrada
en su localidad principal (Cocllo et al., 1993; Vazquez-Santana et al.,, 1998). La estructura
celular de esta especie se ha estudiado con el microscopio electrénico de transmisidn y con
microscopia de fuerza atdmica. El aparato de Golgi, las mitocondrias y el reticulo
endopldsmico de L. schismatica son similares a otras especies de plantas (Jiménez-Garcia et
al., 1998). El estudio del niicleo celular se ha abordado a nivel de microscopia electronica con
estudios citoquimicos, inmunocitoquimicos y de hibridacion in sifu (Jiménez-Garcia et al.,
1992; Agredano-Moreno et al., 1994; Agredano-Moreno y Jiménez-Garcia 2000) y se han
llevado a cabo los primeros estudios al microscopio de fuerza atémica de la estructura nuclear
con cortes semifinos sin tefiir de micleos de ovarios de esta especie (Jiménez-Gareia et al.,

1998; Jiménez-Garcia y Fragoso-Soriano, 2000).



El nticieo interfasico de L. schismatica

A nivel ultraestructural, se ha observado que el nucleo celular de L schismatica presenta una
doble envoltura nuclear a cuyva cara interna se encuentra adosada la ldmina nuclear, la
cromatina presenta un patron reticulado, componentes no ribonucleoproteicos y componentes
ribonucleoproteicos (RNPs). La estructura general de los nicleos de esta especie es similar a
la de las especies con un patron reticulado (Jiménez-Garcia et al., 1992). Sin embargo, hay
variaciones importantes en la organizacion ultraestructural de los componentes RNPs
nucleares, ya que no se encuentran las particulas ribonucleoproteicas tipicas de los nicleos
de animales y plantas como son los granulos pericromatinianos y los granulos
intercromatinianos, presentes en los espacios pericromatiniano e intercromatiniano,
respectivamente. En el caso de L. schismatica ambos dominios estan ocupados por particulas
intermedias en tamafio y distribucidén entre los granulos mencionados anteriormente y a las

que se han denominado “granulos de Lacandonia” (Jiménez-Garcia et al., 1992).

- Cromatina

El nucleo interfasico de L. schismatica es de tipo reticulado, es decir, con segmentos de
heterocromatina formando una red en ¢l nucleoplasma. En la periferia de la cromatina
compacta se observa cromatina semicompacta formando delgadas hebras que se extienden
hacia el espacio intercromatiniano (Jiménez-Garcia et al., 1992; Agredano-Moreno et al.,
1994). La naturaleza desoxirribonucleoproteica de la red se puso de manifiesto primero al

microscopio optico con la tincion de Feulgen cspecifica para DNA y posteriormente al
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microscopio electrénico con la tincién del acido fosfotangstico (PTA) preferencial para DNA
y con inmunolocalizacion ultraestructural utilizando un anticuerpo que reconoce DNA. La
red de cromatina se ha observado también mediante el andlisis de cortes semifinos de nicleos
de ovarios de L. schismatica al microscopio de fuerza atémica (Jiménez-Garcia et al., 1998;

Jiménez-Garcia y Fragoso-Soriano 2000).

- Estructuras no ribonucleoproteicas

En los nucleos de esta especie se encuentran estructuras tipe complejo sinaptonémico
(Jiménez-Garcia et al., 1992), similares morfologicamente a los complejos sinaptonémicos
tipicos de la profase meidtica descritos por primera vez por Moses (1965). Al microscopio
electronico se observan como estructuras claras de aproximadamente 40 nm de ancho que se
extienden a lo largo de la heterocromatina y que contienen un material fibroso. Con el
tratamiento de EDTA preferencial para ribonucleoproteinas se observa una franja delgada de
RNPs en la periferia del espacio claro de esta estructura (Agredano-Moreno et al., 1994). La
ultarestructura 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, 1977).

- Estructuras ribonucleoproteicas

El componente ribonucleoproteico mas conspicuo en los ntcleos de esta planta es el nucléolo.

Los nucleos de L. schismatica gencralmente presentan dos nucléolos esféricos y compactos




con los componentes caracteristicos de los nucléolos tipicos como los centros fibrilares, el
componente fibrilar denso, el componente granular y los centros fibrilares heterogéneos
(Jiménez-Garcia et al., 1992). El componente fibrilar del nucléolo de células de tejidos de
animales y plantas contienen los genes ribosomicos (rDNA 18s, 5.8s y 28s), la RNA
polimerasa 1, las proteinas del organizador nucleolar que se tifien con plata, fibrilarina y las
fosfoproteinas C23 y B23 vy puede ser el sitio donde se lleva a cabo la actividad
transcripcional mas abundante y el procesamiento temprano del pre-rRNA. El componente
granular representa el sitio de procesamiento mas tardio, maduracién y almacenamiento de

pre-ribosomas (Jiménez-Garcia, et al., 1998).

En los nGcleos de L. schismatica se observan fibras pericromatinianas (FPCs) que son
estructuras ribonucleoproteicas localizadas en la periferia de la cromatina compacta. Las
FPCs son estructuras universales que incorporan uridina tritiada répidamente v que
representan la contraparte morfoldgica de los transcritos nacientes de las moléculas de pre-
mRNA (Bachellerie et al., 1975; Fakan et al., 1976; Fakan, 1994). En L. schismatica las
FPCs se observan en el dominio pericromatiniano en continuidad con las particulas
ribonucleoproteicas denominadas granulos de Lacandonia con las cuales forman un arreglo

fibrogranular.

También se observan en los nicleos de esta especie los cuerpos de Cajal. Estas estructuras
RNPs fueron descubiertas hace casi 100 afios por Santiago Ramoén y Cajal (Ramon y Cajal,
1903) quien les dio el nombre de cuerpos accesorios del nucléolo. Recientemente, Gall (2000)

los renombré “cuerpos de Cajal” cn honor a su descubridor y estin presentes en muchas




especics (en Matera, 1999). La importancia de estas estructuras radica en que contienen
clementos relacionados con la maduraciéon del pre-mRNA y del pre-rRNA como son la
proteina nucleolar fibrilarina, las proteinas de la regién del organizador nucleolar (NOR), la
DNA topoisomerasa I , los snRNPs Ul, U2, U4, U6 y U7, el factor auxiliar de “splicing”
UZAF del snRNP U2 (Zhang et al., 1992), la proteina ribosomal S6 y el U3 snRNA (Jiménez-
Garcia et al., 1994) . En L. schismatica se observan como estructuras EDTA positivas que se

contrastan con la tincidn de plata para la regién del organizador nucleolar (Jiménez-Garcia et

al., 1992).

Otro tipo de cuerpos nucleares presentes en los nucleos de L. schismatica son las estructuras
anulares. Estas tienen un didmetro de 0.5 um y consisten de un anillo externo denso al haz
electrénico que rodea a una parte central de menor densidad electronica enriquecida en
ribonucleoproteinas (RINPs). Se localizan en el nucleoplasma o bien en estrecha asociacion
con el nucléolo (Jiménez-Garcia et al.,, 1992). El anillo externo contiene snRNPs lo que

sugiere que estas estructuras participan en el metabolismo del pre-mRNA (Agredano-Moreno

et al., 1994).

Procesamiento del pre-mRNA

En eucariontes, la expresion génica es un proceso que involucra varios eventos, entre los que
se encuentran la transcripcidn, la adicién de un “cap” en el extremo 5', el “splicing” y el
procesamiento del extremo 3' de los pre-mRNAs. Hasta hace pocos afios, estos eventos eran

considerados procesos independicntes. Sin cmbargo, actualmente hay cvidencias ded




acoplamiento de los procesos de transcripcion, “capping”, “splicing” y poliadenilacién

(Minvielle-Sebastia y Keller 1999).

“Capping” del extremo 5’

La estructura llamada “cap” se encuentra en el extremo 5° de todos los mRNAs que se han
observado en las células eucariontes. El componente més distintivo del “cap” es un nucleétido
de guanina (G) al cual se ha afladido un grupo metilo. El “capping” ocurre casi
inmediatamente después de que aproximadamente 30 nucleotidos de RNA se han sintetizado
¢ involucra la condensacion del grupo trifosfato al extremo 5° del transcrito naciente. El “cap™
del extremo 5° juega un papel importante en la iniciaciéon de la sintesis de proteinas y al
parecer también protege al transcrito de RNA creciente de la degradacion. La adicién de la
guanina terminal 5' es catalizada por la enzima guanidil transferasa. La reaccidn total puede

representarse como una condensacion entre el GTP y el extremo 5' trifosfato original del

RNA.

La primera metilacion ocurre en todos los eucariontes y consiste en la adicion de un grupo
metilo en la posicion 7 de la guanina terminal. La enzima responsable de esta metilacion se
llama guanina-7-metiltransferasa. El siguiente paso es afiadir otro grupo metilo a la posicién
2'-0O de la pentltima base (la cual es la primera base original del transcrito antes de que se
hicieran las modificaciones). Esta reaccion es catalizada por la enzima 2'-O-metiltransferasa.
Este es el principal tipo de “cap™ en todos los eucariontes. En una pequefia minoria de casos

sc afiade otro grupo metilo a la segunda base. Esto ocurre Gnicamente cuando esta posicion €s




ocupada por una adenina. La reaccidn involucra la adicidon de un grupo metilo en la posicion
N®. La enzima responsable actua unicamente sobre un substrato de adenosina que ya tiene el
grupo metilo en la posicion 2'-O. En algunas especies se afiade un grupo metilo a la tercera

base del mRNA “capped” (Lewin, 1997).

Estudios recientes sugieren que el dominio carboxilo terminal (CTD) de la subunidad grande
de la RNA polimerasa 1l puede estar involucrado en coordinar la transcripeién con la adicion
de un “cap” de 5' metilguanosina (McCracken et al, 1997 a). La enzima RNA

guanidiltransferasa y la enzima guanina-7-metiltransferasa interactian fisicamente con la

forma fosforilada de la CTD.

- “8Splicing”

Los RNAs pre-mensajeros (pre-mRNAs) contienen secuencias de intrones que deben ser
removidas (“splicing™), antes de que el pre-mRNA sea transportado del nicleo al citoplasma
donde es traducido. El “splicing” se lleva a cabo en dos pasos cataliticos. En el primero, un
residuo de adenosina localizado en el elemento de secuencia conocido como secuencia
"branchpoint”, cerca del extremo 3' del intrdn, realiza un ataque nucleofilico sobre el sitio '
de “splicing”. Esta reaccion genera dos intermediarios: €l exon 1 liberado y el lazo o “lariat™-
exon 2. En el segundo paso, el exon 1 ataca el sitio 3' de “splicing” para generar los productos

del “splicing™: exones 1 y 2 liberados y el intrén en forma de lazo (en Burge et al., 1999).
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Los dos pasos cataliticos se llevan a cabo en el "spliceosoma", que es un complejo multi-
componente que se ensambla en una serie de pasos. FEl complejo E, ATP-independiente se
forma en etapas tempranas del “splicing”. Los complejos A, B y C son ATP-dependientes y se

ensamblan subsecuentemente. Los dos pasos cataliticos se llevan a cabo en el complejo C

(Reed, 2000).

La alta fidelidad en el reconocimiento dei sitio de “splicing” involucra interacciones RNA-
proteina, proteina-proteina y RNA-RNA. Las interacciones entre estas moléculas se
establecen en los tres elementos de secuencia de los intrones: el sitio de “splicing” 5', la
secuencia de ramificacion y el dinucledtido AG de la region de pirimidinas en el sitio de
“splicing” 3". En los metazoarios se presenta una especificidad adicional debido a ciertas
secuencias presentes en los exones (“enhancers™). Durante el ensamblaje del "spliceosoma” y
durante los dos pasos cataliticos del “splicing”, cada uno de los elementos de secuencia es

reconocido varias veces, incrementando la fidelidad de la reaccion (Reed, 2000).

La eliminacién de los intrones y el ligado de los exones resultantes es catalizada por particulas
ribonucleoproteicas nucleares pequeflas (snRNPs) y por factores de “splicing” que no forman
snRNPs. Los pre-mRNAs producidos durante la transcripcion por la RNA polimerasa II (pol
II) contienen secuencias conservadas en los sitios de “splicing” 5' y 3' y una region
conservada cerca del sitio de “splicing” 3' llamada punto de ramificacién ("branchpoint”).
Estas secuencias conservadas son reconocidas por los snRNPs v los factores esenciales de
“splicing” que no forman snRNPs cuando se ensamblan en el pre-mRNA para formar el

“spliceosoma”. Este ensamblaje ocurre de manera ordenada y culmina con la remocién de los




intrones y ¢l ligado de los exones. Primero el Ul snRNP reconoce secuencias en el sitio de
“splicing” 5' en el pre-mRNA. Posteriormente U2 snRNP se une al sitio de ramificacion.
Después de la unién de los snRNPs Ul vy U2, el complejo pre-ensamblado U4/U6/US se
asocia a los snRNPs ya unidos y al pre-mRNA con el US interactuando con las secuencias
exdnicas 5"y 3'. Posteriormente la asociacion de Ul se desestabiliza, U5 se une al extremo 5'
del intrén y la hélice U4/U6 se desaparea parcialmente resultando en la asociacién de U6 con
U2 formando un complejo U2/U4/U6, finalmente U4 sale dejando un complejo U2/U6 con
U2 unido al punto de ramificacidén y U6 asociado al extremo 5' del intron. Es esta interaccidon
ordenada de los RNAs y proteinas lo que permite a la maquinaria celular de “splicing” que los

intrones del pre-mRNA sean eliminados de forma correcta.

Las proteinas SR se encuentran entre los factores de “splicing” mejor caracterizados que no
forman snRNPs. Son importantes en el ensamblaje del “spliceosoma” y en el “splicing”.
Contienen uno o dos motivos de reconocimiento del RNA y un dominio SR con multiples
repeticiones de serina y arginina. Los motivos de reconocimiento para el RNA se unen a
secuencias de RNA de una manera coordinada para determinar la eficiencia del “splicing”
(Chandler et al., 1997) y comprometer a los pre-mRNA en el evento de “splicing” (Fu, 1993).
Los dominios SR modulan interacciones proteina-proteina en los diferentes pasos del
ensamblaje del “spliceosoma” (Tronchere et al., 1997). Los factores SF2/ASF y SC35 estan
involucrados en la seleccion del sitio de “splicing” 5' de pre-mRNAs con “splicing”

alternativo.



En la mayoria de los casos, el “splicing” del pre-mRNA ocurre de manera co-transcripcional
en el sitio de transcripcion (Baurén v Wieslander, 1994). Las proteinas SR son activas en el
evento de “splicing” y también en procesos post-“splicing” como el transporte del mRNA a
través del nicleo y en la translocacién de estas particulas por el poro nuclear. El ciclo de
fosforilacion-desfosforilacion de los dominios SR parece regular el ciclo del “splicing” (en

Yeakley et al., 1999).

- Poliadenilaciéon

En el extremo 3' de casi todos los mRNAs eucariontes se encuentra una cola de poly(A), la
cual estd involucrada en todos los aspectos del metabolismo del mRNA. Se genera por un
rompimiento endonucleolitico y por la adenilacidn secuencial que genera una cola de poly(A).
Se ha propuesto que esta estructura proporciona estabilidad al mRNA, promueve la eficiencia
en la traduccidon de los mRNAs y también tiene un papel en el transporte de los mRNAs
procesados del ntcleo hacia el citoplasma. En la naturaleza, la poliadenilacion es un proceso

coordinado o acoplado con el “splicing”.

Recientemente se han identificado la mayoria de los factores involucrados en el
procesamiento del extremo 3'. Hay elementos de secuencia en el pre-mRNA que especifican
el sitio de rompimiento v adicién de la cola de poly{A) en los mRNAs y que flanquean el sitio
del ataque endonucleolitico (en Colgan y Manley, 1997). Casi todos los mRNAs contienen
una secuencia sefial de poliadenilacién que consiste del hexanucléotido AAUAAA que se

localiza del10 a 30 bases rio arriba del sitio de rompimiento/ poliadenilacion y es uno de los
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elementos de secuencia conocidos mas conservados. Otro elemento de secuencia es un
motivo rico en GU localizado 20-40 bases rio abajo del sitio de rompimiento. A diferencia de
AAUAAA, GU se encuentra en aproximadamente 70% de los pre-mRNAs de mamiferos y es
mas variable en composicion de secuencia y se caracteriza por uno o varios segmentos de

mas de 5 residuos consecutivos de U interrumpidos por un residuo de G.

Por otra parte, se requiere un complejo de factores que constituyen la maquinaria de
poliadenilacién y la mayoria de los cuales consisten de varias subunidades. El factor de
especificidad del rompimiento/poliadenilacion (CPSF), el factor de estimulacién del
rompimiento (CstF), los factores de rompimiento I y II (CF I y CF H) y la proteina II de
unién a poly(A) (PAB II). Hay un limite superior de 200 a 300 residuos en la longitud de las

colas de poly(A) en los mRNAs.

El procesamiento del extremo 3' del pre-mRNA se lleva a cabo en dos pasos: el rompimiento
endonucleolitico en un sitio especifico (el sitio poly(A}) que es seguido por la adicion lenta de
aproximadamente 10 residuos de adenosina al producto de rompimiento rio arriba "upstream”
(oligoadenilacion) y posteriormente la corta cola de oligo (A) se elonga rapidamente. Antes
del rompimiento, el pre-mRNA es reconocido por el factor de especificidad de la

poliadenilacion y rompimiento (CPSF) y por CstF.

Se han llevado a cabo experimentos de hibridacién in situ utilizando sondas de oligo(dT) en
diferentes tipos celulares a nivel de microscopia éptica y electrénica para localizar el

poly(A)"RNA en el niicleo celular (Carter et al., 1991, 1993; Visa et al., 1993; Huang et al..




1994; Visa et al., 1993; Fay et al., 1997; Calado y Carmo-Fonseca, 2000). En estos estudios se
observa que se localiza en el citoplasma v en el nucleoplasma . En este tltimo hay dominios
donde la concentraciéon es mayor. Estos dominios, en células animales, se denominan
"speckles" que corresponden, a nivel del microscopio electrénico a las fibras
pericromatinianas, a los acimulos granulos intercromatinianos y a una parte de la poblacion

de granulos pericromatinianos.

La poliadenilacién ocurre aproximadamente 7 minutos antes de que el mRNA se incorpore a
los polisomas, lo que sugiere que después de la adicion de la cola de poly(A), los mRNAs son
rapidamente exportados al citoplasma (revisado en Lewin 1980). Sin embargo, Huang et al.,
en 1994 observaron que una parte de la poblacién de RNA poliadenilado permanece en las
“speckles” cuando las células son pre-tratadas con inhibidores de la transcripcién por varias
horas. Estos resultados implican que las “speckles™ contienen una poblacién de poly(A)RNA
estable distinta a la de los mRNAs que son rapidamente exportados al citoplasma. Se

desconoce el papel de esta fraccion de RNA (Huang et al., 1994).

Estructuras intranucleares propuestas como sitios de almacén y/o transporte de

mRNAS

Las moléculas de pre-mRNA tienen su contraparte morfologica en las fibras
pericromatinianas que son sintetizadas y procesadas en la periferia de la cromatina compacta.
El proceso de maduracion del pre-mRNA se lleva a cabo en las FPCs en el dominio

pericromatiniano en un proceso simultineo a la transcripeién (co-transcripeional). A nivel



ultraestructural, hay evidencias de que las proteinas hnRNPs se agregan a las fibras de manera
co-transcripcional (Economides y Pederson, 1983; Matunis et al., 1993; Visa et al., 1996) y de
que los factores de “splicing” se asocian a las FPCs en cuanto éstas se comienzan a formar,
liberandose de la misma una vez que se ha completado el proceso de maduracién (Visa et al.,
1996; Wurtz et al., 1996). En mamiferos y en el diptero Chironomus se ha observado que las
FPCs se pliegan o enrollan formando granulos ribonucleoproteicos (Véazquez-Nin y Bernhard,
1971), los cuales ya no contienen factores de “splicing”, 1o que sugiere que contienen el

mensaje maduro (mRNASs) para las proteinas.

Hay evidencias recientes de que las proteinas hnRNPs estan involucradas en el “splicing” del
pre-mRNA asi como en el transporte del mRNA hacia el citoplasma. El empaquetamiento del
transcrito en una fibra y posteriormente en un granulo RNP parece ser importante para
asegurar el transporte eficiente. Los componentes proteicos y la molécula de RNA que
conforman el granulo no estdn organizados de una manera azarosa ya que las proteinas se
unen al RNA de una manera secuencia dependiente (en Dreyfuss et al., 1993). Cuando la fibra
RNP se pliega, los granulos adquieren una forma caracteristica (Skoglund et al., 1986). La
molécula de RNA esta organizada de una manera especifica en el grdnulo, exponiendo
algunas secuencias que intervendran en interacciones moleculares y oftras secuencias

permanecen en el interior del granulo.

Los granulos RNPs producto del enrollamiento de las FPCs han recibido diferentes nombres
de acuerdo a su localizacién intranuclear o al nombre de la especie en donde han sido

descritos. Asi, en mamiferos se llaman granulos pericromatinianos (GPCs) debido a su




localizacion en la periferia de la cromatina compacta. En Chironomus se denominan granulos
de Balbiani (GB) ya que se encuentran en los anillos de Balbiani de los dipteros v por tltimo,
en la planta L. schismatica se denominan granulos de Lacandonia (GL) porque se observaron
por primera vez en los nucleos de esta especie (Jiménez-Garcia et al., 1992; Agredano-
Moreno et al, 1994). Es importante mencionar que los GL no son privativos de esta planta y
que su presencia estad muy generalizada en las plantas con nicleos reticulados como G. biloba
(J. Jiménez y Jiménez-Garcia com. pers.). Los tres tipos de particulas mencionadas
representan un compartimiento intranuclear de almacén y/o transporte de mRNAs con base en
sus caracteristicas citoquimicas e inmunocitoquimicas. Los GB, los GPCs y los GL  se

describen en detalle a continuacion.

- Grénulos de Balbiani (Beermann y Bahr, 1954)

En Chironomus tentans hay tres “puffs” de tamafio excepcional que se han estudiado de
manera particular y que se denominan anillos de Balbiani (BRs). Los genes de los BRs tienen
un tamafio de 35-40 kb y codifican una proteina muy abundante de la saliva con una masa
molecular de aproximadamente 10° Da. Los genes BR presentan cuatro intrones pequetios:
tres proximos al extremo 5’ y uno proximo al extremo 3’ con un exdn ininterrumpido de 26-
38 kb a mitad del gen que codifica la mayor parte de la longitud del transcrito. Los genes BR
han sido ampliamente utilizados en estudios ultraestructurales para conocer el flujo del RNA
desde su sitio de sintesis, hacia el nucleoplasma, poro nuclear y por Gltimo al citoplasma, ya

que la sintesis del RNA y los pasos en el proceso de ensamblaje del producto de la




transcripcidén se pueden monitorear en las micrografias electronicas de genes BR activos

extendidos en la superficie de una rejilla e in situ dentro del nicleo celular.

El producto de la transcripcidn de los genes BR de las glandulas salivales de C. fenfans es una
molécula de RNA que se asocia con proteinas para formar un filamento ribonucleoproteico
delgado. Posteriormente el filamento se enrolla formando una fibra y después se compacta en
una fibra atin mds gruesa. Durante el proceso de transcripeion, esta fibra densa crece en
longitud y al mismo tiempo se pliega formando un granulo. El producto final es un granulo de
aproximadamente 50 nm de diametro (Skoglund et al., 1986), que se conoce como “granulo
de Balbiani”. En la envoltura nuclear, los granulos de los anillos de Balbiant se elongan v
penetran el centro del poro en forma de un “bastén” de aproximadamente 20 nm de diametro

(Stevens y Swift, 1966).

Los granulos de Balbiani fueron descritos por Beermann y Bahr en 1954 en los nucleos de los
cromosomas politénicos de Chironomus. Son particulas esféricas de 30 a 50 nm de didmetro,
que pueden estar en contacto estrecho con las bandas de cromatina activa o dispersos en el
nucleoplasma. Son particulas ribonucleoproteicas (Monneron y Bernhard, 1969) sensibles a la
digestién con pronasa seguida de RNAsa (Stevens y Swift, 1966; Vazquez-Nin y Bernhard
1971). Los granulos de los anillos de Balbiani contienen un RNA de 75 S muy grande que

codifica para una proteina grande de la saliva.

Beermann sugirié gue representan RNAs mensajeros (mRNAs) debido al papel fisiologico de

los “pulls” cn relacidén con varias ctapas del desarrollo del organismo. Los granulos de




Balbiani se originan en los “puffs” o anillos de Balbiani y en bandas con cromatina extendida,
migran por el nucleoplasma hasta la envoltura nuclear donde se desenrollan en fibras RNPs
que aparecen dentro de los poros. Estas observaciones permitieron formular la hipétesis de
que los granulos pericromatinianos y los granulos de Balbiani son particulas de

almacenamiento y/o transporte intranuclear de RNA que incorporan uridina tritiada después

de una corta administracién de esta sustancia a la larva de Chironomus (Vazquez-Nin y

Bernhard, 1971).

La estructura tridimensional de los granulos de Balbiani se ha analizado en tomografias al
microscopio electrénico. A 8.5 nm de resolucion, las particulas se presentan como una cinta
ribonucleoproteica de 25-60 nm de ancho y de 10-15 nm de grosor que adopta una
conformacion tipo anillo. A una resolucion de 7 nm, el filamento delgado observado durante
el ensamblaje se presenta como el principal componente del granulo (Lonnroth et al., 1992},
este ultimo, se pliega de manera compleja formando una serie de dominios pequefios. La
estructura de los granulos de Balbiani cambia drasticamente durante su translocacién a traves

del complejo de poro nuclear (Stevens y Swift, 1966).

Los granulos de Balbiani en proceso de formacidn se marcan en ocasiones en la periferia con
el anticuerpo anti-snRNPs y los granulos libres en el nucleoplasma no se marcan, lo que
sugiere que estos dltimos representan mRNAs que carecen de intrones (Vdzquez-Nin et al.,

1990). Estos resultados han sido apoyados por estudios moleculares (Baurén y Wieslander,

1994),
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Hasta el momento se han aislado y caracterizado tres proteinas que se unen al RNA de los
granulos de los anillos de Balbiani: la proteina Hrp36 (Wurtz et al., 1996), la proteina Hrp45
(Wurtz et al., 1996) y la proteina Hrp23 (Sun et al., 1998). La proteina hrp36, se afiade a estas
particulas de manera simultanea a la transcripcién y acompaifia al granulo en el nucleoplasma
a través del poro nuclear y se incorpora en los polisomas. La proteina hrp45 es miembro de la
familia de proteinas SR de factores de “splicing”, Hrp45 es liberada cuando la particula entra
al canal central del complejo de poro nuclear por lo que se ha propuesto que esta involucrada
en el “splicing” y en eventos post-“splicing” como el transporte de los mRNAs en el
nucleoplasma. Hrp23 es otro componente de los granulos de Balbiani que al igual que las
proteinas ya mencionadas se une a la fibra co-transcripcionalmente. Esta proteina es liberada

antes o durante la union de la particula al complejo de poro nuclear.

El aislamiento de estas particulas en 1990 por Wurtz et al., permitié hacer una caracterizacion
bioquimica de los mismos. Los granulos de Balbiani sedimentan en gradientes de sacarosa
con un pico de 300S. También presentan un pico en gradientes de CsCl con una densidad de
1.45 g/em’, lo que indica que estin compuestos de 40 % de RNA y 60 % de proteina,
correspondiendo a una molécula de 75 S RNA de 12 megadaltones y un contenido total de

proteinas de 18 megadaltones (Wurtz et al., 1990).

- Gréanulos pericromatinianos (Watson, 1962)

Los granulos pericromatinianos (GPC) fueron descritos por primera vez por Watson en 1962.

Son particulas ribonucleoproteicas con un diametro de 30 a 50 nm que se localizan en la



periferia de cimulos de cromatina compacta. Estan rodeados generalmente por un halo claro
de aproximadamente 25 nm de didmetro v estan formados por fibras enrolladas de entre 10 y
30 A de grosor. Monneron y Bernhard en 1969 sugirieron que estas particulas representan
RNAs mensajeros (mRNAs). El estudio comparativo de los nucleos de las células de
glandulas salivales de Chironomus y de hepatocitos de rata, permitié establecer la
equivalencia de los granulos de Balbiani de Chironomus con los granulos pericromatinianos
de los mucleos de las células de vertebrados. Dicha comparacion se basod en la morfologia,

estructura v en las caracteristicas citoquimicas y autorradiograficas de ambas particulas.

Los grénulos pericromatinianos son sensibles a la digestion de pronasa seguida de RNAsa e
incorporan uridina tritiada (Vazquez-Nin y Bernhard 1971). La administracién y supresion de
estradiol in vivo (Vazquez-Nin et al., 1978) o in vitro (Vazquez-Nin et al., 1979), sugirié que
los granulos pericromatinianos constituyen un almacén de mRNAs en equilibrio entre la
sintesis (transcripcion) y su salida al citoplasma. El estradiol aumenta la velocidad de salida
de los mRNAs con una cinética mas rapida que con la que se produce el incremento de la
transcripeion, efectos similares a los producidos por la hormona en condiciones normales
durante el ciclo estral (Echeverria et al., 1980). Experimentalmente la testosterona ejerce
acciones similares sobre los ntcleos de las células epiteliales de la prostata ventral

(Echeverria et al., 1991).

El mimero de granulos pericromatinianos varia durante la diferenciacidn celular en animales
(Vazquez-Nin et al., 1980; Zavala et al,, 1992; Zavala y Vazquez-Nin, 1997; Zavala y

Vazquez-Nin, 2000). Por ejemplo. las células de clapas muy tempranas en la formacién de la
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notocorda se caracterizan por la presencia de abundantes granulos pericromatinianos. Por el
contrario, en estadios mas avanzados, el numero de granulos pericromatinianos disminuye.
Estos cambios coinciden con eventos importantes de la diferenciacion y la maduracion celular
(Zavala y Véazquez-Nin, 2000). En el caso de las células nerviosas, durante la transformacion
de neuroblastos a neuronas maduras, los granulos pericromatinianos muestran un marcado

incremento que se mantiene hasta el momento de la eclosién (Véazquez-Nin et al., 1980).

Se ha propuesto que los granulos pericromatinianos (GPCs) de mamiferos, invertebrados y
algunas plantas y hongos, asi como los granulos de Balbiani (GB) de los nicleos politénicos
de dipteros, representan un sitio de almacén y/o transporte de mRNAs (Vazquez-Nin et al.,
1990). Sin embargo, a la fecha solamente se ha realizado un estudio de aislamiento de GPCs
de mamiferos en organismos tratados con drogas que inhiben la transcripcion (Daskal, 1981;
Heinrich y Northemann, 1981). La dificuitad principal la representa el escaso namero de estas
estructuras subnucleares en tejidos en diferenciacion o crecimiento. La hipdtesis propuesta
por Monneron y Bernhard de que los granulos pericromatinianos representan mRNAs ha sido

apoyada por numerosos estudios.

- Granulos de Lacandonia (Jiménez-Garcia et al., 1992)

Los granulos de Lacandonia fueron descubiertos por Jiménez-Garcia et al., en 1992 en los
nicleos de L. schismatica. Actualmente se sabe que no son una caracteristica privativa de esta
especie siendo su distribucién muy amplia en las plantas con nucleos reticulados ( Jiméncz

Jaime vy Jiménez-Garcia com. pers). Son particulas ribonucleoproteicas (RNPs)




extranucleolares muy abundantes con un didmetro de ~32 nm e intermedios en tamafio y
distribucién entre los granulos intercromatinianos (GICs), caracteristicos de animales y
propuestos como sitios de almacén y/o ensamblado de factores de “splicing” y los granulos
pericromatinianos (GPCs) caracteristicos de mamiferos y algunas plantas (Jiménez-Garcia et
al, 1992). Los granulos de Lacandonia son sensibles a la digestion enzimdtica con proteasa
seguida de RNAsa y no contienen snRNPs lo que los hace equivalentes a los GPCs. Dadas sus
caracteristicas citociuimicas e inmunocitoquimicas, se ha propuesto que los grénulos de
Lacandonia son estructuras intranucleares equivalentes a los GPCs y a los GBs (Jiménez-
Garcia et al., 1992, Agredano-Moreno et al., 1994), es decir, representan un tercer tipo de
particula involucrada en eventos post-transcripcionales de la expresion génica tales como

almacenamiento y/o transporte de RNAs mensajeros (mRINAs).



Con el proposito de aportar evidencias adicionales de equivalencia entre los granulos de
Lacandonia, los granulos de Balbiani y los granulos pericromatinianos, en este trabajo
analizamos la presencia de poly(A)'RNA en los granulos de Lacandonia por medio de
hibridacion in situ ultraestructural con una sonda de oligo dtyg. Si los granulos de Lacandonia
contienen poly(A)'RNA, se fortaleceria la hipdtesis de que estas particulas son dominios

mtranucleares enriquecidos en mRNAs.

Ademas, analizamos el comportamiento de los granulos de Lacandonia en diferentes ctapas
del desarrollo de la flor con el proposito de aportar evidencias adicionales de similitud entre
estos ultimos y los gréanulos pericromatinianos, ya que como mencionamos anteriormente, €l
nimero de granulos pericromatinianos varia durante la diferenciacion celular en animales
(Véazquez-Nin et al., 1980; Zavala et al, 1992; Zavala y Vazquez-Nin, 1997; Zavala y

Viazquez-Nin, 2000).

Las proteinas SR se unen a la fibra del pre-mRNA a lo largo del exon de manera co-
transcripcional para participar en el evento de “splicing” y acompafian al granulo de Balbiani,
producto del enrollamiento de estas fibras, en su trayectoria desde los sitios de transcripcion
hasta el poro nuclear, por lo que se ha propuesto un papel post-“splicing” para estas proteinas
(Visa et al., 1996). En este trabajo, analizamos la presencia de proteinas SR en los granulos de
Lacandonia por medio de inmunlocalizacion ultraestructural utilizando el anticuerpo 3C3

para determinar si contienen proteinas SR.



Se ha propuesto que los granulos pericromatinianos (GPCs) de mamiferos, invertebrados y
algunas plantas y hongos, as{ como los granulos de Balbiani (GB) de los ntcleos politénicos
de dipteros, representan un compartimiento intranuclear de almacén y/o transporte de mRNAs
(Vazquez-Nin et al., 1990). Sin embargo, a la fecha solamente se ha realizado un estudio de
aislamiento de GPCs de mamiferos en organismos tratados con drogas que inhiben la
transcripcién (Daskal, 1981; Heinrich y Northemann, 1981). La dificultad principal la
representa ¢l escaso nimero de estas estructuras subnucleares en tejidos en diferenciacién o
crecimiento. En el caso de los GB, se ha avanzado més en su caracterizacidn. Por ejemplo, se
conoce que algunos GB derivados de “puffs” especificos, que se expresan en el IV estado
larvario de Chironomus contienen un mRNA muy grande a partir del cual se sintetiza una

proteina muy abundante de la saliva.

Por la abundancia de los granulos de Lacandonia y por el tamafio de estos en los nicleos de
Lacandonia, proponemos su aislamiento y caracterizacion parcial. Si los granulos de
Lacandonia contienen mRNA, representarian un tercer tipo de estructura nuclear relacionada
con la regulacion postranscripcional de la expresion del mRNA. Pensamos que la obtencion
de una fraccion enriquecida en granulos de Lacandonia, facilitaria la demostracién, en un
futuro, de la presencia o ausencia de mRNAs, aspecto que ha sido dificil de abordar en otros

sistemas por la cantidad relativamente pequefia de particulas en condiciones normales.

Durante el desarrollo de la presente tesis no fue posible colectar plantas de Lacandonia
schismatica en la selva Lacandona por la situacion politica que se vive en la zona y por la

dificultad para conseguir los permisos de colecta, ya que esta planta es, como se menciond

29



anteriormente, una especie endémica y rara, y por lo tanto, estd protegida por las leyes de
nuestro pais. Ademas, para la obtencion de nicleos aislados necesitariamos por lo menos 2
gramos de tallos, botones florales y flores, los cuales son muy pequefios y se requeririan
varias plantas con lo que posiblemente se podria afectar la ecologia de la poblacién. Por lo
anterior, para la obtencidn de fracciones enriquecidas en granulos de Lacandonia, utilizamos
hojas jOvenes de la planta Ginkgo biloba. Esta tltima, tiene nucleos reticulados v contiene
abundantes granulos de Lacandonia (Jiménez y Jiménez-Garcia com. pers), por lo que resulta

un buen modelo para el estudio de estas particulas.

Los granulos de Lacandonia en Ginkgo biloba

De manera paralela al desarrollo de la presente tesis, el M. en C. Jaime Jiménez, tesista de
Doctorado del Dr. Luis Felipe Jiménez Garcia, encontrd que los granulos de Lacandonia no
son una caracteristica privativa de la planta L. schismatica ya que se encuentran en los
nucleos de muchas otras plantas entre las que se encuentran G. biloba y el helecho Adiantum
capillus-veneris (tesis en preparacion). Debido a la dificultad para disponer de plantas de L.
schismatica, en el presente trabajo se utilizd inicialmente el helecho 4. capillus-veneris. Sin
embargo, se presentaron problemas metodologicos para obtener fracciones aucleares puras
libres de cloroplastos debido a que el tamarfio de ambos componentes celulares es muy similar.
Por lo anterior, en el presente trabajo se utilizd a G. biloba como modelo de estudio ya que los
micleos de esta especie contienen abundantes granulos de Lacandonia y la obtencion de

fracciones puras de nucleos es relativamente sencilla.




OBJETIVOS

Objetivos generales

a) Conocer la composicion y aislar los granulos de Lacandonia

b) Analizar si los GI son equivalentes a los GPCs y a los GB

Obijetivos particulares

1. Determinar si los GL contienen mRNA
2. Estudiarsi los GL contienen factores de procesamiento de pre-mRNA
3. Estudiar si la cantidad de GL varia durante el desarrollo

4. Aislar los GL
Metas:
- Determinar si los GL contienen poli-A por medio de hibridacién ir siru ultraestructural

utilizando sondas de oligo-T

- Determinar si los GL contienen factores de procesamiento de pre-mRINA por

inmunolocalizacion ultraestructural utilizando el anticuerpo anti proteinas SR

- Aislar una fraccién enriquecida de GL a partir de hojas de G. biloba




MATERIALES Y METODOS

Microscopia Electronica

Fragmentos de flores de L. schismatica en etapas pre-antesis y post-antesis se fijaron en una
mezcla de glutaraldehido al 6% y paraformaldehido al 4% en amortiguador de fosfatos salino
(PBS) (pH 7.2), durante una hora a temperatura ambiente. Se llevd a cabo una post-fijacion
con tetradxido de osmio al 1% durante toda la noche. Las muestras se deshidrataron en
concentraciones graduales de etanol al 30, 50, 70, 80, 90 y 96 % durante 5 minutos cada uno y
en etanol absoluto con tres cambios de 5 minutos cada uno. Se hicieron tres cambios de 5
minutos cada uno en oxido de propileno que actia como agente intermediario entre el etanol y
la resina epoxica. Las muestras se colocaron en una mezcia de éxido de propileno- resina
epdxica en una proporcidén 1:1 durante toda la noche y por Ultimo se incluyeron en resina
epOxica y se polimerizaron en una estufa a 60°C durante 24 horas. Se obtuvieron cortes de
60 a 90 nm de grosor en un ultramicrotomo Reichert Ultracute E, se montaron sobre rejillas
de cobre de 200 mesh y se contrastaron a temperatura ambiente con acetato de uranilo al 3% y
citrato de plomo al 0.3% durante 20 minutos. Finalmente las muestras se observaron en un

microscopio electrénico de transmision Carl Zeiss EM10 operando a 80 kV.

Se cuantificéd el namero de granulos de Lacandonia por um?’ durante el desarrollo de la flor en

células somaticas del receptaculo y tegumentos de los ovarios en etapas pre-antesis y post-
antesis. La cuantificacién se llevo a cabo en micrografias (positivos) con un aumento final de

40, 000 x.
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Inmunolocalizacion ultraestructurai

Fragmentos de botones florales de L. schismatica se procesaron para su inclusion en la resina
Lowyeril K4M (Roth, 1986) como se ilustra en el diagrama de flujo 1. Se obtuvieron cortes
ultrafinos de ovarios de L. schismatica de 60 a 90 nm de grosor que se colocaron en rejillas de
oro cubiertas con formvar. Las rejillas se flotaron en amortiguador de Tris salino (TBST)
conteniendo 20 mM Tris (pH 7.6), 150 mM NaCl, 20 mM de azida de sodio, Tween-20 al 1.0
%, suero de albumina de bovino (BSA) al 10% y suero normal de cabra (NGS) durante 60
minutos. Posteriormente las rejillas se incubaron en el anticuerpo monoclonal anti-SR 3C5
(Turner y Franchi, 1987), donado por D. Spector (CSHL), diluido 1:30 en TBST a 4°C por
16 horas en una camara himeda. Las rejillas se lavaron por goteo en TBST durante 15
minutos, se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
cabra-anti-raton IGM (goat-anti-mouse IGM), acoplado a particulas de oro coloidal de 10 nm
y diluido 1:10 en TBST. Después de la incubacion las rejillas se enjuagaron en TBST durante
15 minutos v 10 minutos en agua desionizada. Los cortes montados en las rejillas se
contrastaron con acetato de uranilo al 3% y citrato de plomo al 0.3% durante 20 minutos y se

observaron en un microscopio electronico Carl Zeiss EM10 operando a 80 kV.
Extraccion y marcado de DNA gendmico de L. schismatica
La extraccién de DNA se hizo de acuerdo a Sambrook, et al., 1989, con las siguientes

modificaciones; se molié 1.0 gramo de flores en antesis, botones florales y tallos de 7

schismatica con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo muy fino. Se afadieron 10 ml de

¥
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buffer de extraccion (100 mM Tris, pH 8.0; 50 mM EDTA, pH 8.0; 500 mM NaCl, 10 mM p-
mercaptoetanol M y 1.3 % SDS) v el homogenado se incubd a 65°C durante 10 minutos. Se
aftadieron 3.3 ml de acetato de potasio y se incubd 30 minutos en hielo. Se centrifugo a 4°C
en una ultracentrifuga Beckman modelo L5-50B con un rotor tipo 50.2 Ti a 18 000 r.p.m.
(108,720 g). El sobrenadante se filtré por 5 capas de gasas esteriles en un tubo conteniendo 10
mi de isopropanol frio. Se mezeld y se dejd reposar por 1 hora a -20°C. Se colectd el DNA y
se transfirio a 350 pl de buffer de dilucion (50 mM Tris y 10 mM EDTA). Se afiadieron 2 pl
de RNAsa (10 mg/ml) v se incubd 30 minutos a 37°C. Se precipitdé el DNA afiadiendo 37.5
ul de acetato de sodio y 500 ul de isopropanol frio. La mezcla se dejé reposar 2 horas a -
20°C. Finalmente el DNA se colectd, se enjuagd cuatro veces en etanol al 80%, se
resuspendid en Buffer TE (10 mM Tris y 1 mM EDTA) y se almacené a 4°C. El proceso se

resume en el diagrama de flujo 2.

La sonda se marcod por el método de “nick translation”. A 3 ul de sonda (DNA total) se
afiadieron 5 pl ANTP, 32 ul H,O v 5 wl enzimas (DNAsa I, DNA polimerasa 1). Se llevo a
cabo una digestion diferencial a 16°C durante 4 horas. Posteriormente la reaccién se detuvo
colocando la mezcla anterior en hielo. Se Hevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1
% con el propdsito de verificar el tamafio de los fragmentos de DNA obtenidos y se detuvo la
reaccion cuando los fragmentos alcanzaron un tamafio de ~125 pb. La sonda marcada se

almaceno a 4°C (Diagrama de flujo 3).




Hibridacion in situ ultraestrucural de RNA total

La hibridacion in situ de RNA total se llevo acabo de acuerdo a Lopéz-Velazquez et al.,
(1998). Se utilizdé como sonda DNA total de L. schismatica. La sonda se marco por el método
de “nick translation” en presencia de Bio-11-dUTP, dATP, dCTP, dGTP 50 mM (ver
diagrama de flujo 2). La reaccién de “nick translation” se detuvo cuando los fragmentos de la
sonda alcanzaron el tamafio de ~125 pares de bases. A 10 pl de la sonda marcada por el
método de “nick translation” se afiadieron 10 ul de formamida y 1 pl de tRNA competidor de
FEscherichia coli (mezcla de reaccién 1). La sonda se desnaturalizé durante 4 minutos a 90°C
e inmediatamente se colocod en hielo para evitar la re-naturalizacién de los fragmentos de
DNA. A la mezcla de reaccidon 1 se afiadié la mezcla de reaccidén 2 que contiene: 4 pl de
sulfato de dextran al 50%, 4 ul de albumina de suero de bovino (BSA) al 5 %, y 2 ul de
20xSSC. La reaccion de hibridacidn se ilevo a cabo en cortes ultrafinos montados en rejillas
de oro cubiertas con formvar que se flotaron sobre la mezcla de hibridacion (mezcla 1 +

mezcla 2).

La reaccidn de hibridacion se incubd a 37°C durante 24 horas en una camara humeda y se
reveld con una solucion de estreptavidina acoplada a particulas de oro coloidal de 10 nm de

didmetro (ver diagrama de flujo 4).




Hibridacidn in situ de poly(A)"RNA

La hibridacién in situ de poly(A)'RNA se realizé de acuerdo a Huang et al. (1994), con
algunas modificaciones. Se utilizé como sonda un oligo dT 20 mer dT;y marcado con biotina
(Boheringer). Se obtuvieron cortes ultrafinos de 60 a 90 nm de grosor de ovarios de L.
schismatica procesados con Lowicryl (ver diagrama de flujo 1) y se montaron en rejillas de
oro cubiertas con formvar. Las rejillas se flotaron en 10 pl de la mezcla de hibridacion
conteniendo oligo dT[a], 2XSSC, I mg/ml de tRNA, 10% de sulfato de dextran y 25% de
formamida. La hibridacién se llevé a cabo a 42°C en una camara himeda toda la noche.
Después de la hibridacion, las rejillas se enjuagaron en 4XSSC durante 15 minutos y se
incubaron er; estreptavidina conjugada con particulas de oro coloidal de 10 nm, diluida 1:20
(Sigma) en 4XSSC a 4°C durante la noche. Posteriormente las rejillas se enjuagaron tres
veces durante cinco minutos cada uno en 4XSSC, en PBS tres veces durante 5 minutos cada
uno y por tltimo se lavaron en agua desionizada durante cinco minutos cada uno. Las rejillas

se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se observaron al microscopio

electrénico.
Aislamiento de los granulos de Lacandonia

El aislamiento de los granulos de Lacandonia se llevo a cabo de acuerdo a Sambrook, et al.,
1989, modificado como sigue: se lavaron 6 ¢ de hojas de G. biloba con agua corriente y
posteriormente con agua desionizada estéril. Se sumergieron en acetona y se agitaron durante

5 minutos. Se eliming la acetona y las hojas se molieron en mortero con nitrogeno liquido




hasta obtener un polvo fino. Se afiadid el buffer de aislamiento de nucleos (BAN) que
contiene sacarosa 1M, Tris-HC1 pH 7.2, MgCl, 5 mM y B-mercaptoetanol 2 mM. Se
pulverizd el tejido con el buffer. El homogenado se filtré por 3 capas de gasas hiumedas
estériles. Posteriormente se centrifugd a 900 r.p.m. en una centrifuga Universal 16R con un
cabezal Hettich 1617, durante 10 minutos a 4°C y se elimind el sobrenadante. La pastilla se
resuspendid en buffer de lavado nuclear (se prepara igual que el anterior s6lo que a éste se le
afiadié Triton X-100 al 0.5 %) y se centrifugd a 900 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. El paso
anterior se repite una vez mdas. Posteriormente se eliminé el sobrenadante y la pastilla se
resuspendio en 5 ml de BAN. Se prepararon gradientes de percoll del 40, 60 y 80%. Este
ultimo se colocd sobre un colchén de sacarosa 3 M. La muestra se colocd en la parte superior
del gradiente discontinuo y se centrifugd a 3, 500 r.p.m. en una centrifuga Universal 16R y
un cabezal Hettich 1617, durante 25 minutos. Los nicleos se colectaron de la banda obtemda
entre el Percoll del 80 % y el colchén de sacarosa 2 M y se centrifugaron a 2 500 r.p.m.
durante 5 minutos. Por ltimo, se eliminé el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 500 pl

de agua con DEPC y se almacend a -70°C. El proceso se resume en el diagrama de flujo 3.

Las fracciones nucleares enriquecidas en granulos se fijaron en glutaraldehido al 6% en PBS
durante 30 minutos y se lavaron tres veces en PBS. Se llevé a cabo una post-fijaciéon con
tetradxido de osmio al 1% durante 30 minutos. Las muestras se deshidrataron en
concentraciones graduales de etanol al 70, 80 y 96% durante 5 minutos en cada uno.
Posteriormente se hicieron tres cambios de 5 minutos cada uno en 6xido de propileno. La

preinclusién se hizo en una mezcla de resina epoxica-6xido de propileno en una proporcion




I:1 durante 12 horas. Por tltimo la inclusion se llevé a cabo en resina epdxica a 60°C durante
24 horas. El procesamiento para el microscopio electronico de las fracciones nucleares

enriquecidas en gréanulos se resume en el diagrama de flujo 6.




Procresamiento de fragmentos de botones florales
para su inclusién en Lowicryl K4M

Fijacidén
Paraformaldehido al 4% diluido en PBS 1 hora
d

Lavados
En PBS 3 x 5 minutos
\

Metanol al 30% 5 minutos a 4°C
Metanol al 50% 5 minutos a 4°C
Metanol al 70% 5 minutos a -20°C
Metanol al 90% 30 minutos a -20°C
\

Metanol al 90%/Lowicryl (1:1) 60 minutos -20°C
\’

Metano! al 90%/Lowicryl (1:2) 60 minutos -20°C
\

Lowicryl 60 minutos -20°C
\)

Lowicryl 20 horas -20°C
\

Inclusién

UV a-20°C

Diagrama de flujo 1




Extraccién de DNA genémico

1 g de flores y tallos de L. schismatica

Moler en Jll\fg liquido
Afiadir 10 ml de bfffer de extraccion
Incubar a 65°C por 10 minutos
Afiadir 3.3 ml de acttato de potasio 5 M
Mezclar e incubariBO minutos a 4°C

Centrifugar a 18 000 rpm a 4°C
\)

Reposo | horaa 20°C
s

Filtrar el sobrenadante y colectar en 10 ml de Isopropanol frio

v
Precipitar el DNA 1 hora a -20°C

)
Colectar el DNA vy transferirlo a 350 ul de buffer de dilucién

Afiadir 2 pl de RNAsa (10 mg/ml) e incubar 30 minutos a 37°C
\”

Precipitar el DNA con 37.5 pl de acetato de sodio 3M y 500 ul de isopropanol.
Incubar a -20°C por 2 horas

\

Colectar el DNA y enjuagar en etanol 80 % cuatro veces

Resuspender el DNAen TE
S
Almacenar el DNA a 4°C

Diagrama de flujo 2
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Marcado de la sonda por el método de "nick translation"

3 ul de sonda (DNA total)
5 pl ANTP
32 Wl H20
5 pl enzimas (DNAsa I, DNA polimerasa I}

)
Digestion diferencial a 16°C 4 horas

\

Detener la reaccion con hielo
\
Electroforesis en gel de agarosa 1 %
(verificar tamafio de fragmentos de DNA)
\
Detener la reaccion de "nick translation" cuando los fragmentos alcancen ~125 pb

)

Almacenar la sonda marcada a 4°C

Diagrama de flujo 3




Hibridacion in situ ultraestructural de RNA total

Flores de L. schismatica

¥
Fijacion
Paraformaldehido 4 % en PBS
Paraformaldehido 4 %- Glutaraldehido 0.5 % en PBS
4
Deshidratacion

Metanol (30, 50, 70 y 90 %)

J

Preinclusién e Inclusién
Lowicryl K4M
v
Cortes ultrafinos
Colocados en rejillas de oro con formvar
v
Desnaturalizacién de la sonda marcada por "nick translation”
En agua en ebullicién a 97°C por 4 minutos. Detener la reaccidn a 4°C (sobre hielo)
v
Preparar la mezcla de hibridacion (mezcla 1 y 2)
M
Hibridacion
Flotar la rejilla en 15 pl de la mezcla de hibridacion a 42°C por ~18 horas en camara
himeda
1
Enjuagues
4XSSC  4X 5 min
\:
Deteccion de hibridos
Con estreptavidina-oro coloidal (10 nm)/ 4XSSC (1:20)
a4°C ~18 horas
$
enjuagues en 4XSSC 4 X &'
3

enjuaguesen PBS 4 X5
A
enjuagues en HyO bidestifada 4 X5

Contraste

Diagrama de flujo 4




Aislamiento de los granulos de Lacandonia

6 g de hojas de G. biloba )
\

Lavado con agua corriente
\
Lavado con agua estéril
\
Agitar en acetona 5 minutos

2
Moler en N; liquido
g

Afiadir buffer de aislamiento de niicleos (BAN)
Filtrar en ge:{sas estériles
Centrifugar a 900 r.p.m.10 minutos a 4°C
eliminar el ;Lobrenadante
Resuspender la pastilla er‘!l’ buffer de lavado nuclear

v
Centrifugar a 900 r.p.m. 10 min a 4°C (2 veces)

Resuspender la pastilla en 5mi de BAN

Colocar el homogenado en gradientes
del percoll del 40%, 60% y 80%
s

Centrifugar a 3,500 r.p.m. 25 minutos
Colectar la banda entre el percoll del 80% y el colchdn de sacarosa
Centrifugar a 2 500 r.p.m.
Eliminar el sobrenadante y resuspender

el pellet en 500 ul de agua con DEPC
)

Almacenar los nicleos a -70°C

Diagrama de flujo 5




Procesamiento para MET de las fracciones
nucleares enriquecidas en granulos

Fijacion
Glutaraldehido al 6% en PBS durante 30 minutos
¥
Lavados en PBS
A
Post-fijacion
con tetradxido de osmio al 1%
30 minutos
)
Deshidratacion
en alcoholes del 70, 80 y 96%
(5 minutos cada uno)

6xido de propileno
3 cambios de 5 minutos cada uno
)
Preinclusién
Resina epdxica-6xido de propileno
1.1 12 horas
N
Inclusion
Resina epéxica a 60°C
24 horas

Diagrama de flujo 6
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RESULTADOS

Deteccion de RNA total y poly(A)"'RNA en los granulos de Lacandonia

Por medio de hibridacién in situ ultraestructural usando como sonda DNA total marcado de L.
schismatica, se obtiene un marcado intenso en el nucleoplasma y en particular en los granulos
de Lacandonia y en las fibras que los interconectan en los nicleos de ovarios de L.

schismatica incluidos en la resina Lowycril K4M (Figura 1).

Se observan resultados similares utilizando hibridacion in siru ultraestructural con una sonda
de oligo dT marcada para analizar la presencia de poly(A)'RNA en los grénulos de

Lacandonia (Figuras 2 y 3).

Localizacion de proteinas SR en los granulos de Lacandonia

Se analizd la presencia de proteinas SR en los granulos de Lacandoria por medio de
inmunolocalizacion ultraestructural en nicleos de L. schismatica utilizando el anticuerpo

monoclonal 3C5.

En la figura 4 se observa que el marcaje con este anticuerpo s¢ asocia exclusivamente con el
nucleoplasma y que es muy abundante en las fibras y en muchos de los granulos de

Lacandonia de los nicleos de ovario de L. schismatica incluidos en la resina Lowyeril K4M.




s st

p

ety f'/.w})é*?v«.w' &

¥ -
e e

I

2
F
H

e

2




i

.

e

22t

e
A
B N,Qm

&

Ty e w T,

‘

Ll

3 as
Fo 2%

i



Abundancia de los granulos de Lacandonia en diferentes etapas del desarrollo de la

flor

Los grénulos de Lacandonia son particulas muy abundantes de 32 nm de didmetro que se

localizan en el espacio inter y pericromatiniano de los nucleos de esta especie (Figura 5).

El niimero de GL varia durante el desarrollo de la flor. El anélisis estadistico del nGmero de
granulos de Lacandonia durante el desarrollo de la flor indica que estas particulas son mas
abundantes en etapas pre-antesis (Figuras 6 A y B). La figura 6A corresponde a una etapa
pre-antesis en la cual se observa un cumule de abundantes granulos de Lacandonia
interconectadsos por fibras. En etapas post-antesis (Figura 6B), se observa una disminucién en
la abundancia de estos granulos. La prueba de Cochran (Zar, 1996), indica que el nimero de
GL en etapas pre-antesis (X=25 + 5 SD) es significativamente mayor que en etapas post-

antesis (X=19 + 3 SD) (p< 0.05).

El estudio de la abundancia de los granulos de Lacandonia en diferentes etapas del desarrollo
de la flor se llevé a cabo en cortes ultrafinos de nicleos de L. schismatica incluidos en resina

epoxica.

Aislamiento de los granulos de Lacandonia

El proceso de aislamiento de nicleos de G. biloba produce una fraccién enriquecida con este

organelo, como se aprecia después de la tincion para DNA con DAPI. En la figura 7Ay 7B
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Figuras 7 A, B y C. Nucleos aislados de G. biloba teftidos con DAPI y vistos al
microscopio de epifluorescencia. Los nucleos son abundantes (flechas) y libres de
cloroplastos (A, B). En (C) se observan nicleos {flecha) con contraste de fases. Se

observa el reticulo de cromatina.







se observa que la fraccion de nicleos es muy abundante y no contiene cloroplastos. A mayor

aumento y con contraste de fases se observa la cromatina reticulada (Figura 7C).

Con microscopia electronica de transmision los niicleos muestran la cromatina v abundantes
fibras y gréanulos de ~32 nm de didmetro en los espacios intercromatiniano vy
pericromatiniano. La membrana nuclear se ha fragmentado, por lo que de los nucleos
obtenidos se liberan gran cantidad de granulos interconectados por fibras y también granulos
aislados. El tamafio de éstos es similar al de los granulos que se encuentran en el niicleo

(X= 32 £ 3 SD) (Figura 8). En las fracciones de granulos se observan agrupaciones
fibrogranulares en las que los granulos se unen entre si a través de fibras adquiriendo una
forma de rosario. Este arreglo constituye el componente mayoritario de las fracciones
nucleares obtenidas (Figura 9). En otros casos, los granulos no se asocian a fibras y se
observan como particulas aisladas. En el margen superior izquierdo de la figura 9 se observan

a mayor aumento los granulos aislados y asociaciones fibrogranulares.



Figura 8. Nicleo aislado de G. biloba. Se aprecia la cromatina { C } v abundantes
granulos de Lacandonia {(flechas largas), interconectados por fibras (flechas certas). Del
niclec se han liberado abundantes agrupaciones fibrogranulares y granulos de

{.acandonia no asociados a fibras. 75, 000 x
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Figura 9. Fraccion enriquecida en granulos de Lacandonia (flechas largas). Estos
permanecen asociados a fibras (flechas cortas) y como particulas aisladas. 73, 000 x. E}
recuadro indica la zona de fibras y granulos que se observa a mayor aumento en el
extremo superior izquierdo y donde se aprecia la morfologia y estructura de los GL.

200, 000 x
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DISCUSION

- Presencia de poly(A)"RNA en los granulos de Lacandonia

Casi todos los mRNAs de las células eucariontes terminan en una cola de residuos de adenina
en el extremo 3'y su presencia es un buen marcador de RNAs maduros. La cola de poly(A)”
RNA estimula el proceso de traduccion y le da estabilidad al mRNA (en Lewis, et al., 1995).
En los nicleos de mamiferos, el poly(A)"RNA colocaliza con los factores de splicing en el
nucleoplasma y citoplasma de mamiferos (Carter et al., 1991; Visa et al., 1993; Huang et al.,

1994).

Utilizando hibridacién ir situ ultraestructural y una sonda de poly(dT) biotinada en células
Hela, Visa et al. (1993), encontraron que una parte de la poblacién de granulos
pericromatinianos contiene poly(AY RNA. Debido a que los granulos de Lacandonia
presentan un comportamiento citoquimico e inmunocitoquimico similar a los granulos
pericromatinianos, en este trabajo utilizamos hibridacién in situ ultraestructural con una sonda
de oligo dT para detectar si los granulos de Lacandonia contienen poly(A) RNA. Nuestros
resultados muestran que las fibras pericromatinianas e intercromatinianas asi como gran parte
de los granulos de Lacandonia contienen poly(A) RNA, lo que apoya la hipétesis de que estas
particulas contienen mRNAs y que son estructuras equivalentes a los granulos

pericromatinianos (Agredano-Moreno y Jiménez-Garcia 2000).
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Asi mismo, en este trabajo utilizamos hibridacion in situ ultraestructural usando como sonda
el DNA gendémico para detectar los dominios enriquecidos en RNA total en los nticleos de L.
schismatica. El RNA se localiza en el nucléolo, en las fibras v en los granulos de Lacandonia.
En 1998, Lépez-Velazquez et al., empleando un procedimiento similar para detectar RNA
total en los ntcleos de higado de raton detectaron marcado con la sonda en el nucléolo, el

componente fibrilar y en los granulos pericromatinianos.

- Los granulos de Lacandonia contienen proteinas SR

Se ha propuesto que los granulos de Lacandonia son estructuras equivalentes a los granulos
de Balbiani, los cuales estan enriquecidos en proteinas SR (Visa et al., 1996). Para conocer si
los granulos de Lacandonia contienen proteinas SR, en este trabajo llevamos a cabo
inmunolocalizacién ultraestructural con el anticuerpo 3C5 para detectar proteinas SR. Los
resultados obtenidos muestran que hay dos componentes enriquecidos en proteinas SR en los
nucleos de L. schismatica: 1) un gran ntmero de granulos de Lacandonia y 2} las fibras que

los interconectan (Agredano-Moreno y Jiménez-Garcia 2000).

Actualmente se sabe que las proteinas SR en los nicleos de los anillos de Balbiani se unen al
pre-mRNA a lo largo del exén y lo acompafian en su trayectoria desde los sitios de
transcripcion hasta el poro nuclear, lo que ha permitido sugerir que estas proteinas son activas
no solo en el evento de “splicing” sino también en procesos post-transcripcionales de la
expresion génica como el transporte del mRNA hacia el citoplasma (Alzhanova-Ericsson, et

al.. 1996). Debido a que fos granulos de Lacandonia tienen un comportamiento citoquimico ¢

"
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mmunocitoquimico similar a los granulos de Balbiani, sugerimos que las proteinas SR tienen
un papel en eventos post-“splicing” en los granulos de Lacandonia, lo que se ve reforzado por
el hecho de que las proteinas SR se presentan en muchos de los granulos ubicados en el

nucleoplasma lejos de los sitios de transcripcidén activa donde ocurre el proceso de

maduracion de los pre-mRNAs.

- La abundancia de los granulos de Lacandonia varia durante el desarrollo

de la flor

Se ha propuesto que los granulos de Lacandomia son equivalentes a los granulos
pericromatinianos. El nimero de estos Gltimos varia durante la diferenciacidn celular en
animales (Vdzquez-Nin et al., 1980; Zavala et al., 1992; Zavala y Vazquez-Nin, 1997). El
comportamiento de los GPCs depende del tejido. Por ejemplo, las células de etapas muy
tempranas en la formacion de la notocorda se caracterizan por la presencia de abundantes
granulos pericromatinianos, por el contrario, en estadios mdas avanzados, el numero de
granulos pericromatinianos disminuye. Estos cambios coinciden con eventos importantes de
la diferenciacion y la maduracion celular (Zavala y Vazquez-Nin, 2000). Se ha observado un
comportamiento muy particular durante la maduracion funcional de las neuronas embrionarias
y las fibras esiriadas durante la sinaptogenesis y en las células epidérmicas. En el caso de las
células nerviosas, durante la transformacion de neuroblastos a neuronas maduras, los granulos
pericromatinianos muestran un marcado incremento que se mantiene hasta el momento de la

eclosién.



En este trabajo analizamos si los granulos de Lacandonia presentan un comportamiento
comparable a los granulos pericromatinianos durante el desarrollo de la flor de L. schismatica
para lo cual seleccionamos las etapas de pre-antesis (etapa de boton floral, es decir, antes de
que la flor abra) y post-antesis (flores abiertas). El andlisis estadistico de los resultados
utilizando la prueba de Cochran indica que los granulos de Lacandonia son muy abundantes
en etapas pre-antesis y que cuando las flores abren su nimero disminuye. Lo anterior indica
que los granulos de Lacandonia se comportan de manera similar a los granulos
pericromatinianos durante el desarrollo y que los cambios en su frecuencia se pueden
correlacionar con la produccién de proteinas requeridas durante eventos importantes en la
maduracion de los tejidos florales (Agredano-Moreno y Jiménez-Garcia 2000). En pre-antesis
ocurren todos los eventos importantes en el desarrollo de la flor como son la maduracién de
los carpelos y los granos de polen y el proceso de la fecundacion (Marquez-Guzman et al.,
1993). Es en esta etapa cuando los granulos de Lacandonia son abundantes. Por el contrario,
su namero decrece en etapas post-antesis cuando solo quedan las paredes de los granos de

polen en las anteras, y la flor abre para dispersar los frutos que contienen a las semillas.

- Obtencion de una fraccién enriquecida en granulos de Lacandonia

En las fracciones de granulos de G. biloba obtenidas se presentan componentes granulares de
32 nm de didmetro de dos tipos: 1) los componentes granulares asociados a fibras que forman
agrupaciones fibrogranulares en las que los granulos se unen entre si a través de fibras como

en las cuentas de un rosario y que constituye el componente mayoritario de las fracciones




nucleares obtenidas y 2) los granulos no asociados a fibras que se observan como particulas

aisladas. Este tipo se presenta en menor proporcion.

En las micrografias electronicas de nucleos in situ de L. schismatica y G. biloba procesados
para microscopia electrénica de transmisién, se observan abundantes granulos de Lacandonia
asociados a fibras dispuestos en un arreglo fibrogranular y granulos de Lacandonia libres en
el nucleoplasma en menor proporcion. La organizacion de los granulos observados in sifu en
los tejidos de ambas especies y procesados para microscopia electrénica v la organizacién de
los grdnulos observada en las fracciones enriquecidas en granulos es similar. Lo anterior
indica que el procesamiento para la obtencion de las fracciones enriquecidas en granulos no es

agresivo y permite conservar la organizacion de dichas particulas.

Por otra parte, el tamafio y forma de los componentes granulares de las fracciones nucleares
es similar al de los nucleos in situ, lo que indica que hay una buena conservacién de las
moléculas que componen estas particulas. Ademas, es muy importante hacer notar que el
aislamiento de las fracciones enriquecidas en granulos corrobora el hecho de que estas
particulas son muy abundantes y que representan un buen modelo para analizar la hipotesis de

que estas particulas son dominios intranucleares enriquecidos en mRNAs.
En el futuro es necesario analizar la presencia de mRNA en los granulos de Lacandonia por

medio columnas de oligo-dT. Si hay mRNA en estas particulas es necesario estudiar la

expresion de esos mRNAs en un sistema de traduccion in vitro.
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Este estudio apoya la hipétesis de que estas particulas contiene mRNAs, va que la hibridacion
in sity ultraestructural con una sonda de poli-T marca muchos granulos de Lacandonia en los

nucleos estudiados.

Por otra parte, la obtencidén de una fraccién enriquecida en granulos permitird en un futuro
estudiar la composicion, proporeion y organizacion de las proteinas y el RNA que contienen
los granulos de Lacandonia y por lo tanto contribuird a conocer el papel citofisiologico de

estas particulas en los niicleos.

Los estudios citoquimicos, inmunocitoquimicos y de hibridacion in situ realizados hasta el
momento han permitido empezar a dilucidar la composicién molecular de estas particulas.
Hasta el momento sabemos que estos granulos: 1) son RNPs, 2) no contienen los factores de
“splicing” que forman snRNPs 3) contienen proteinas SR recientemente involucradas en
eventos post-“splicing” y 4) contienen poly(A)'RNA. Lo anterior sugiere que contienen
mRNAs. Sin embargo, es con el andlisis bioquimico de las fracciones enriquecidas en
granulos lo que permitird conocer si son mRNAs y la composicion precisa de proteinas y
RNA de estas particulas v de las fibras que los interconectan. Ademads, seria interesante
conocer si la compesiciéon molecular de los granulos observados como particulas individuales

es la misma que la de los granulos asociados a las tibras.

Por ultimo, la organizacion tridimensional de los granulos y la relacién fibra-granulo es

importante para determinar las interacciones moleculares entre ambos componentes y conocer



si los granulos no asociados a fibras se liberan de estas ultimas, El estudio de la relacion fibra-

granulo se puede estudiar a mayor resolucién con el microscopio de fuerza atdmica.

En la tabla que se anexa al final de esta seccion se resumen las caracteristicas de los granulos

de Lacandonia, los granulos de Balbiani y los granulos pericromatinianos.
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GRANULOS

PRESENTES
EN

LOCALIZACION

TAMANO

COMPOSICION
MOLECULAR

GRANULOS DE LOS
ANILLOS DE Balbiani

(Beerman & Bahr 1954)

Glandulas
salivales de
Chironomus

El nucleoplasma
que rodea los
Cromosomas
politénicos v a los
anillos de Balbiani

~50 nm

-RNPs

-Sensibles a la
digestidén enzimatica
de pronasa-Rnasa
-Se desconoce si
contienen
poly(A)RNA
-Proteinas SR

(hrp43, etc)

GRANULOS
PERICROMATINIANOS
(GPCs)

(Watson 1962)

Mamiferos

Periferia de la
cromatina
compacta

30-50 nm

-RNPs

-Sensibles a la
digestion enzimatica
de

pronasa-Rnasa
-RNA
-PolyA+RNA

-Se desconoce si

contienen proteinas
SR

GRANULOS DE
Lacandonia (GLs)

(Jiménez-Garcia et al,,
1992)

Plantas

Espacio inter y
pericromatiniano

~372 nm

-RNPs
-Sensibles a la
digestion de
pronasa-Rnasa
-RNA
-Poly(A)' RNA
-Proteinas SR

Resumen de las caracteristicas de los GL, los GPCs y los GB
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CONCLUSIONES

1. Los granulos de Lacandonia contienen poly{A) RNA al igual que los GPCs

2. Los granulos de Lacandonia contienen proteinas SR al igual que los GB

3. El nimero de granulos de Lacandonia es mas abundante en etapas pre-antesis y

disminuye en etapas post-antesis

Los puntos mencionados anteriormente sugieren que los granulos de

Lacandonia son equivalentes a los GPCs y a los GB

4. Una fraccion de nucleos de G. biloba presenta componentes granulares de ~32 nm

diametro que son morfoldgicamente similares a los GL.
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candonia granules are abundant non-typical extranucleolar ribonucleoprotein particles found in the nucleus
Lacandonia scliismatica, a rare plant showing spatial inversion of sex organs. In the present study, changes in
e number of Lacandonia granules during flower development, and the presence of SR proteins and poly(A)”
NA in the nuclei of L. schismatica were analyzed by electron microscopy, immunoelectron microscopy and
trastructural in situ hybridization. Qur results show an important reduction in the number of Lacandonia
anules in the nuclei of cells of opened (post-anthesis) in relation to unopened (pre-anthesis) flowers, where
anules are very abundant. The SR family of splicing factors and poly(A)* RNA are present in both perichro-
atin fibers and Lacandonia granules. The developmental behavior, the presence of SR proteins, recently
volved in post-splicing events, poly(A)” RNA and the reported absence of srtRINPs splicing factors in Lacan-
nia granules, suggest that these particles are involved in postranscriptional events as storage and/or frans-
ore of mRNAs. A similar situation is present in other nuclear RNF as perichromatin granules present in
amumnals and Balbiani ring granules of salivary glands of Chironomus. Based on similarities in morphological,
velopmental behavior, immunocytochemistry and in situ hybridization results, we conclude tha’t Lacan-
iia, perichromatin and Balbiani ring granules may be also functionally similar structures. 2000 © Editions
ientifiques et médicales Elsevier SAS

honucleoprotein / SR proteins / ultrastructural in situ hybridization / Lacandenia schismatica /
wer deveiopment

. INTRODUCTION

wandonia sclusmatica (Lacandoniaceae: Triuridales) is

ering plants (Martinez and Ramos, 1989; Mdrquez-
Guzman et al., 1989). This feature has been proposed to
be originated as a macroevelution event. For that rea-

vendemic and rare plant species (Diario Oficial, 1994),
om the Lacandona Forest in Chiapas, México (Mar-
tez and Ramos, 1989; Martinez et al,, 1994; Reyes-
arcia and Sousa, 1995), showing spatial inversion of
xual organs, @ characteristic not found in other flow-

“orrespondence and reprints

scandoma, perichromatin and Balbiani ning granules are related

son and to try to understand its origin, several studies
have been made on its biology, including cell biology
studies. Briefly, L. schismatica 1s a saprophyte flowering
plant where androecium 1s surrounded by gynoecium
(Martinez and Ramos, 1989; Marquez-Guzmadn et al.,
1989). An endotrophic mycorrhyza is present (Palacios-
Mayorga and Pérez-Silva, 1993). Pollen grains germi-
nate within the anther and its reproduction is cleisto-

Agredano-Mareng and Jiménez-Garcia
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gamuc (Marquez-Guzmadn et al., 1993), an aspect that
may explain the lack of genetic variation (Coello et al,
1993}, It elso has a characteristic embryonic sac
(Vazquez-Santana et ab., 1998). The chromosome num-
ber 1 n=9 (Davidse and Martinez, 1990). In the cell
structure, normal organelles are evident {Jiménez-
Garcia et al,, 1998), but no chloroplast and photosyn-
thesis activity are observed. The cell nuclei, however
are large and contain reticulated chromatin as in other
plants Interestingly, a new rbonucleoprotein (RNP)
particle known as Locandving granules 1s present among
chromatin sirands (Jiménez-Garcia et al., 1992; Agre-
dano-Moreno et al., 1994)

Lacandoiia granules are very abundant, 32 nm in dia-
meter intranuclear RNPs. They are intermediate in
size and distribution between the well know wnter-
chromatin and perichromatin granules found wn ani-
mal cells. The granules are also present in other
members of the same order Triuridales (iménez-
Garcia et al., 1992). They have been considered struc-
tures related to perichromatin and Balbiam ring
granules according to their cytochemical and immu-
nocytochemical characteristics (Agredano-Moreno et
al., 1994}. Here, we present further evidence of this re-
lation, since the number of Lacandenia granules varies
during different developmental stages of the flower,
as observed for perichromatin granules durning differ-
entiation of animal ceils {Vdzquez-Nin et al., 1980;
Zavala et al., 1992; Zavala and Vdzquez-Nin, 1997). in
addition, we present uitrastructural in situ hybridiza-
tion evidence that they contain poly(A)* RNA as
found in some perichromatin granules (Visa et al,
1993}, then supporting the notion that these particles
may contain mRNA (see Vazquez-Nin and Echever-
ria, 1996). Furthermore, immunoelectron localization
showed that SR proteins, a family of proteins related
to splicing and post-splicing events (see Manley and
Tacke, 1996), are also present in Lacandoma granules,
similar to what is found in Balbianu ring granules
(Alzhanova-Ericsson et al., 1996).

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Electron microscopy

Flowers ot Lacandoma schismatica in stages pre-anthesis
{un-opened, when bud flowers contain pollen grains at
the three-cell stage and carpels are at early stage of de-
velopment) and post-anthesis {opened, when fertiliza-
tion already occurred and only pollen walls remain in
anthers) (Mérques-Guzman et al., 1993) were fixed for
1 h in a mxture of 6% glutaraldehyde and 4%
paraformaldehyde, buffered in PBS (pH 7.2). Postfix-
ation was made 1 1% osmuum tetraoxide overnight.
Samples were subsequently dehydrated in a graded se-
ties of ethanol and embedded in an cpoxy resin (gly-

Lacandoma, penchromatn and Balbian ring granules are related
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cide ether 100, Merck) Thin sections of €0-90 nm
thickness were contrasted with conventional uranvl ac-
etate-lead citrate. The number of Lacandonia granuies n
somatic cells from the receptacle or the teguments in
the carpels per square micrometer in pre-anthesis and
post-anthesis stages, was determuned on x 40 000 elec-
tron micrographs. A total of five different nuclei were
measured for each stage. Statistical analysis using the
Cochiran’s test was used.

2.2. Immunoeiectron microscopy

Fragments of flowers were fixed with a mixture of 0.5%
glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde for 1 A at room
temperature. Lowicryl K4M embedding was conducted
as described (Roth, 1986) 60-90 num thin sections were col-
lected on formvar coated gold grids. Grids were floated in
Tris-buffered saline (TBS) containing 20 mM Tris {(pH 7.6),
150 mM Na(Zl, 20 mM sodium azide, 1.0% Tween-20 and
10% bovine serum albumin {BSA), and 10% normal goat
serium (NGS) for 60 min. Sections were then incubated in
anti-SR monoclonal antibody 3C5 {Turner and Franchi,
1987}, diluted 1:30 in TBS at 4°C for 16 h in a humidified
chamber. As negative conirols, some grids were floated
on TBS with no 3C5 antibody. Grids were washed for
15 min in TBS and then incubated with goat-anti-mouse
[gM secondary antibody coupled to 10 nm colloidal gold
particles, diluted 1:10 in TBS for 1 h at room temperature.
After incubation, the grids were rinsed for 15 min in TBS
and 10 min with water. Finally, samples were stained
with uranyl acetate and lead citrate.

2.3. In situ hybridization of poly(A)* RNA

In situ hybridization to poly(A)* RNA was made as de-
scribed with medifications (Huang et al., 1994). An oligo
dT 20 mer dT5; biotin-labeled {Boehringer) was used as
probe for in situ hybridization to poly(A)" RNA Lowic-
ryl sections were coilected on formvar coated gold grids.
Grids were floated in 10 uL of the hybridization mixture
containing oligo dT[5], 2 x S8C, 1 mg/mL of tRNA, 10%
dextran sulfate, and 25% formamide. Other grids were
floated on the hybridization mixture containing no oligo
dT 20 mer dT,y as for negative controls. Hybridization
was performed at 42°C in a humudified chamber over-
night. After hybridization, grids were rinsed in 4x $5C
for 15 min and then incubated in: streptavidin conjugated
with 10 nm colloidal gold particles, diluted 1:20 1n
4 x SSC at 4°C overnight. Grids were rinsed three times
for 5 min each, PBS three times for > min each in deion-
ized water. Uranyl acetate and lead citrate were used for
conirast. In addition, in situ hybridization to detect total
RNA (Lopez-Veldzquez et al., 1998) was performed us-
ing genomic DNA from L. schismabicn as a probe. DNA
was extracted according to standard protocols (Sam-
brook et al, 1989).
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igure 1, High magnificaticn of Lacandoma granules in the interphase nucleus of Lacandoma schusmatica. Abundant granules (targe
rrows) interconnected by fibers (small arrows), are seen in the mterchromatin and perichromatin space surrounded by the reticu-
sted chromabin (C) Ribosomes (r) are seen in the cytoplasm (Cy). =« 82 000. Bar, 200 nm.

3. RESULTS

3.1. Abundance of Lacandonia granules
luring flower development

acandona granules (Jiménez-Garcia et al., 1992) from
everal tissues of the plant L. schismatica are very
ibundant 32 nm-diameter RNT intranuclear particles
fuguie 1), We analyzed their number during flower
levelopment The mean value of granules in pre-an-
hesis 18 x=25 = 3 5.D. {figure 2a), a hugher value than
he mean of v=19 £3 5.D. found in post-anthesis stages
figioe 20y (P < 0.03).

3.2. Localization of SR proteins
n Lacandonia granules

Anoether enterion of equivalence of Lacandenn granules to
serichromatin and Balbiam ring granules we used, was
The presence vt SR protemns found m the Balbiani granules

-acandoma, penchromatin and Batbiani ring granules are related

{Alzhanova-Ericsson et al., 1996). We analyzed the locali-
zation of SR proteins in the ruclei of L. sciusmatica using
the anti-SR proteins monoclonal antibody (figure 3). We
observed very intense labeling in the nucleus, with no la-
beling i the chromatn or in the cytoplasm. On the other
hand, label was not present in negative controls when first
antibody was not used. The labeled non-chromatin re-
gions of the nucleus of L. sclusmaiica are domains contaimn-
ing abundant Lacandonia granules interconnected with
fibers (iménez-Garcia et al., 1992). While fibers are very
mntensively labeled, not all the granules seem to be deco-
rated with gold particles.

3.3. Localization of poiy{A)* RNA

in Lacandonia granules

[nn the nucler of L schismatica intense gold labeling after
insitu hybnidization to poly{A)” RNA was found in the

non-chromatin area, including a considerable numbes
of Lacandonm granules that were labeled individualhy
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Figure 2. Abundance of Lacandomia granules during Hlower development. In somatic cells from the recaptacle or teguments,
Lacandomia granules (arrows) are more abundant in interphase nuclei of flowers dunng pre-anthesis (a) than in post-anthesis stages
{bl. C, chromatin. x 52 000. Bar, 200 nm

(fiiire 4} and associated fibers. With a genomic DNA
probe, labeling was found also in Lacandonm granules
and associated fibers (not shown).

4. DISCUSSION

4.1. The number of Lacandonia granules
varies during flower development
in Lacandonia schismatica

Smee Lncandoma granules have been proposed to have
simular ~tructures to perichromatin and Balbian: ring
granules according to thewr cytochemical and immuno-
cvtochemical features, we investigated 1f they also be-
haved as perichromatn granules of animals during
development. 1t has been previously shown that the
number of perichromatin granules changes during dif-
terentiabion in ammal cells (Vazquer-Nin et al, 1980;

Lacandoma, perichromatn and Balbiani ring granules are related

Zavala et al., 1992; Zavala and Vézquez-Nin, 1997). For
example, the number of perichromatin granules in-
creases both in muscle and nerve cells after synaptic
contact, perhaps due to an alteration of the rate of tran-
scription to transportation to the cytoplasm of mRNA,
that characterizes a new cellular phenotype with a dif-
ferent physiological stage. A similar situation is cob-
served in experiments using endoraetnal epithelial
cells treated with estradiol (see Vdzquez-Nin and
Echeverria, 1996). These observations support the ne-
tion that perichromatin granules play a role in postran-
scriptional events as transport of mRNA from the
nucleus {o the cytoplasm. To test whether Lacaindoma
granules present the same behavior, we analvzed their
vanation during flower development. We decided to
study cells of flowers in pre-anthesis (unopened, bud
flowers with pollen grains at the three celled stage) and
post-anthesis (opened, at the stage when only pollen
walls remain in anthers) stages, because it is now docu-
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ire 3. Immunoelectron microscopy localization of SR proteins in the interphase nuclei of L. schismatica. Gold particies intensely
el Lacandonia granules (large arrow) and fibers (small arrow) that intercornect them. Chromatin (C) 1s not labeled by the 3C5

ibody. x 94 000. Bar, 200 nm.

nted that important events such as pollination, fertil-
tion and formation of floral organs in flower
velopment of L. sclusmiatica take place in the unopened
wer bud (Marquez-Guzmén et al,, 1993; Vdzquez-San-
wa et al, 1998}, Expression of flower-specific genes re-
ed to these events must be developmentally regulated
d we should visualize changes in the abundance of
candenia granules (proposed as a pull of mRNAs). Dut-
; Hower development Lacandonia granules indeed dis-
wyed a similar pattern of vanation Results showed that
> number of Lacandonia granules is more abundant in
opened than in opened flowers so a correlation be-
een the abundance of granules and flowering develop-
nt is present. We propose that the abundance of
candoma granules may be developmentally regulated.

2. Lacandonia granules contain SR proteins

candoma granules are labeled with a monocional an-
ody to SR protens, In mammalian cells, splicing fac-

candonia, perichromatin and Balbiani ning granules are related

tors include snRNPs and non-snRNP molecules as
SC35, SF2/ ASF and other SR proteins that are charac-
terized and localized in a speckled pattern in addition
to being diffusely distributed in the nucei. This pattern
corresponds to interchromatin granules and perichro-
matin fibrils. The SR proteins are a family of remark-
ably conserved essential splicing factors present in a
wide range of organisms that vary from Droseplula to
humans (see Manley and Tacke, 1996). They are n-
volved in both essential and alternative splicing in vitro
and/orin vivo (Krainer et al., 1991; Fu et al., 1992; May-
eda etal., 1992; Cdceres et al., 1994). This family shares
a similar structural organuzation, consisting of one or
two amino-terminal RNA recognition motifs (RRMs)
and an extensively phosphorylated carboxy-terminal
domain that is rich in serine/arginine dipeptides (RS
domarn). Tt has been propoesed that SR proteins could
be active not only in splicing but also i other post-
splicing processes such as intranuclear transport and
translocation through the pore complex (Blencowe ot
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Figure 4. Non-sotopic ultrastructural in situ hybridization to detect poly(A)* RNA m the interphase nuclei of L. schismatica.

Lacandoma granuies (large arrows) and fibers (smalt arrow) i the interchromatin and perichromatin space are intensely labeled.
% 110 000 Bar, 200 nm,

al, 1995, Wang and Manley, 1995; Alzhanova-Ericsson
etal, 1996) Studies in mammalian cells and in the sali-
vary glands of the dipteran Chirenomus tentans support
a pust-splicing role for SR proteins additional to their
splicing role. Some SR proteimns stay bound to the splic-
g compleaes through splicing reaction and also re-
main in the exon-product complex Overexpression of
the SR protein SC35 canainhubit splicing and can result
- an accamtlation of unspliced pre-mRNA that is
travsported efticiently into cytoplasm, indicating that
SR protems can affect the stability and/or facilitate
transport of pre-mRNA (Wang and Manlev, 1995)
More recently {Alzhanova-Ericsson et al., 1998), it was
tound that the protein hrp43, which belongs to the SR
tamily of splicing factors and which 1s a major compo-
nent ot Balbiam ring granules, stays bound to these par-
ticles at multiple sites along exon and accompanies
them from the gene to the nuclear pore. In plants, less
15 known about the structure and function of the sn-

Lacandoniz, perichromatin and Balbiani ring granules are related

RINPs and non-snRINPs (see Luehrsen et al., 1994), and
only recently members of the SR family of splicing fac-
tors have been characterized (Lopato etal., 1996a, b). SR
protemns are mostly markers for interchromatin gran-
ules and perichromatin fibers {(see Spector, 1993). Since
Locandomnr granules are negative for snRNP (Agre-
dano-Moreno et al., 1994), therefore indicating that
they are not interchromatin granules, we tested if they
behaved as Balbiani ring granules instead, whuch also
contain SR proteins. In the present work we found that
SR proteins in the nucleus of the plant L. scliismatica, are
abundant in the interchromatin and perichromatin re-
gion and are component of Lacandonia granules. The
antibody 3C5 recogruzes a family of SR proteins that
are evolutionary conserved (Manley and Tacke, 1996);
based on that, we used 3C3 antibedy to recognize SR
proteins in plants. [n a previous study we found thatn
contrast to clusters of interchromatin granules, Lacan-
dosia granules do not contain snRNDPs (Agredano-Moreno
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al, 1994). The presence of SR protemns in perichromatin
ers agrees with a role n splicing. Howes er, the pres-
ce of SR proteins also m Lacandonia granules sup-
rts an additional role, as proposed for some SR
ofeins in mammahan and Clirorronis cells (Blencowe
al, 1995, Wang and Manley, 1993; Alzhanova-Erics-
n et al, 1996) We conclude that SR proteins present

Locandoniig granules mayv play a different role to
licing. This role may be structural or related to pos-
nscriptional events such as storage and/or transport
mRNAs.

3. Lacandonia granules contain poly(A)* RNA

dding a tail of adenine residues 1s a characteristic fea-
re of MRNA maturation, [t represents a good marker
- determine the presence of mature messages. Using
v {A)” RNA has been shown to colocalize with splic-
g factors in speckles, as well as being diffusely dis-
ibuted throughout the nucleoplasm and cytoplasm
arter et al., 1991, Visa et al., 1993, Huang et al., 1994).
 the present work, we also used oligo (dT) probes to
stect poly(A)” RNA m the nucleus of L. schisnmafica by
trastructural in situ hybridization. Label was present
perichromatin fibers where transcription and splic-
g are proposed to take place (see Spector, 1993; Fa-
in, 1994} In addition, Lacandonia granules were also
beled as perichromatin granules (Visa et al, 1993).
e presence of poly(A)" RNA in perichromatin and
wandoitia granules supports the hypothesis that these
articles may contain mRNAs. Poly(A) tails are present
 essentially all mRNAs and they have a variety of dif-
rent functions, such as the control of mRNA turnover
1d translocation efficiency. Nonetheless, some of the
My{AY RNA i speckles may be stable and therefore
robably does not represent pre-mRNA or mRNA
{uang et al., 1994). [n addition, in the present work we
arformed ultrastructural in situ hvbridization by us-
g genomuc DNA as a probe, to detect at high resolu-
an the presence of total RNA in RNP particles in the
wn-chromatin region of the nucleus. In addition to the
wcleolus and cytoplasm Lacandema granules are do-
ains ennched v RNA, further supporting the
My(A)T RNA experiments Recently, this same ap-
vach of using total DNA as a probe in high resclu-
nnsita hy br1d17ahon protocols also supported the
ea that perichromatin granules contain RNA (Lo-
1z-Veldequez et al, 1)98 Vazquez-Nin et al,, 1999).
rrichromatn granules are considered RNP parhcles
hich contain mature mRNA. In fact, several lines of
1dence support this 1dea (see Vizquez-Nin and
‘heverria, 1996), A strong in situ evidence is the pres-
ce of poly{ &) RNA in at least a fraction of perichro-
atin granules (Visa et al , 1993)

We conclude that Lacandoina granules are ultra-
-ucturaily related to perichromatin and Balbian

candonia, perichromatin and Balbiani ring granules are related
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ring granules, based on morphological, developmen-
tal behavior, ummunocytochermical, in situ hybridiza-
tion and enzyme sensitivity evidence
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