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RESUMEN

El niicleo celular es una estructurs moleculir muy
compleja, altamente dindmica y organizada en compartimientos
refacionados con Ja expresion génica. Uno de estos compar-
timicntos son ks speckles que también son conocidas como
compartimientos de factores de splicing o patron: motcad
cuanclo se analiza por microscopia de fluorescenci. Bl paron
moteado estd constituido de 20 a 30 manchas brillintes on
donde se concentran bis moleculas de splécing Este patron
moteado se ha observado en eclulis de mamikero en cultino
recientemente en diferentes eélulas de vanos tejidos de rt, En
ambos, su morfolog se modifica dependiendo de fa activicdad
fisiologica,  También se ha ohservado que ¢l namero v ke dis-
uibucion de motas parecen variar entre tejicdos, lo que sugicre
que su organizacion depende de b diferenciacion celulary por

cllo parece estar determinido genéticamente.

El presente estudio se enfocd aanalize si k distribu-
cion de los ficlores de splicing en verebrados primitivos ¢s
similar a4l observada en cClulas en cultivo v oeniggidos de
mamiferos. Se estudiaron varios tejidos de b bamprea empet
geminds, realizando un reconocimiento - histologico de esta
especie por medio de T tincion hematosilinacosing, pues L
informacion hibliogritica s escasa. Se levo a cabo un anlisis
por Western Blot con el uso de anticucrpos contra b uilia de
proteinas SR, un factor de splicing rico en ¢l dipéptido serina-

argining, paca determinar la presencia de estas proteinas en la

Limprea. Se realizuon inmunotluorescencias v microscopia con-

focal de diferentes waicos pastun andlisis de mayor resolucion
sobre e morfologi de Lis motas, realizindo cortes Gpticos de
neuromds, hepatocios o cclalas de T notocorda, que por su
timano faakit el anabias Con Leenica de inmunolocatizacion
cromogenicat seconto ol numero de motas - presentes por
ntcleo. Ademis, fragmentos de higado de L geminis se proce-

SATON XL NICKOSC e troniesd de transmision.,

Almismo tiempo que se realizo el andlisis histologico
genertl de krespeae, se corobord L existencia de epitopos de
lis proteinas SRenesiricies de proteinas totales de lamprea
que fuetan reconoados por b anticuerpo heterdlogo utilizado.
S¢obsenaron patrones moteados en todas s ¢Clulas de
corzon, cerehbro, branguiis, pacl, muaseulo, cartlago, corddn
espindl. notocordht e Bagn b B analisis confocal v kv inmunolo-
calizacion cromogenica mostro que ¢l numero de motas vana
entre los diferentes tpos celulares, sicndo mis abundante en
neuronas vomenes en notecorci Utraestructuriimente en
hepateiios no se b camulos degrinulos intercroma-

tninos, simo una red fibregrnakar dispersa en el nucleoplasma.

Los resuttados indican L presencia de panrdn motea-
doen miicleos de celulis de diferentes wjidos de laimprea y sug-
ieren que este patron se origino haee s de 400 millones de

AR08,
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SUMMARY

The cell nucleus is a very complex molecular
structure, highly dynamic and organized in compurt-
ments related to gene expression. One of these com-
partments is the so called speckles also known as splic-
ing factor compartments or speckled pattern, when ana-
lyzed by fluorescence microscopy. The speckled pattern
is composed of some 20-50 bright spots where the splic-
ing molecules are concentrated. This pattern has been
observed in cultured mammalian cells and recentdy in
different cells of several rat ussues. [n both cases, its
morphology chinges depending upon the physiological
activity. [t has also been observed that the number and
distribution of speckles seems to vy among tissues,
suggesting that its organization depends on cellular di-
fferentintion and therefore seems to be genetically deter-

mined.

This work was conducted to see whether or
not the splicing factor distribution in- primitive verte-
brates is simifar to that observed in cultured cells and
mammitlian tissues. We studied several tissues of the
lamprey Lampetra geninis, performing as alirst step i
histological recognition of the species by hematoxiline
cosin, due to the absence of hibliography on this
species. A western blot wis conducted by using antibod-
ies against the SR protein family, a serinc-arginine rich

splicing factor, o determine the presence of these pro-

teins in lamprey. Immunolluorescence and confocal
microscopy was performed in dilferent tissues to a bet-
ter resolution analysis on the morphology of speckles,
miking optical sections of neurons, hepatocytes and
notochord cells, that heciuse of their size, make the
analvsis casier. By chromogenic immunolocalization, we
count the number of speckles per cell nucleus.
Morcover, frugments of L geminis liver were processed

for trumsmission electron microscapy.,

At the same time of the general histological
study of the species, we monitored the presence of epi-
topes ol the SR protein of kimprey by using the heterol-
ogous antibady. Speckled pattern were observed in
heart, brain, brancheas, shin, muscle, cartilage, spinal
cord, notochord and fiver cells. Confocal analysis and
chromaogenic immunolocitization showed that the num-
her ol speckles varies aimona the different cell types,
heing more abundant moneerons and 1o lesser extent
in notochord. Uliaswuctrally, in hepatocvtes no aggre-
aites of interchronutin granules, but a dispersed fibro-

aranubar network in the nudeoplism was observed,

The results indicate the presence of speckled
pattern in cell nuclet of different tssues of lamprey and
suggest that this pattern swas ariginated more that 400

million vears ago.
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INTRODUCCION

En cl ndcleo celular de las células de
mamifero en cultivo los factores de splicing estin dis-
tribuidos en dominios nucleares conocidos como
patrén motcado o compartimientos de factores de
splicing, estos compartimientos eran considerados
artefactos propios de los cultivos. Sin embargo, se ha

demostrado que en el nacleo celular de virios tejidos

diferenciados de mamiferos se mantienen estos
dominios, ademis son dinamicos v reflejan fa activi-
dad wranscripcional v del splicing. Por lo tanto, el
presente estudio se enfocd a explorar como es la
organizacion celular de los factores de splicing en
distintos tejidos de vertebrados primitivos y si su

morfologi cambia de un wido a otro.
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OBJETIVOS

1. Conocer la distribucidn celular de los factores de “splicing” en células de tejidos de vertebrados primitivos (Lampetra

ZEMINIS), - mmiiimninei

2. Describir Ia histologfa de Lampetra geminis a wes diferentes niveles como una contribucién a fa biologia de la especie.

DISENO EXPERIMENTAL

Colecta del material bioldgico

|

Identificacién taxondmica de
Lampetra geminis

|

Reconocimiento y familiarizacién de la
histologia de Lampetra geminis

|

|

Observacién de la organizacion nuclear de los
factores de splicing del pree-mRNA

|

de splicing y cuantificacion de las motas

Andlisis morfoldgico de la organizacién celular de los factores

|

Anilisis ultraestructural de nicleos
celulares de hepatocitos

Deteccion de protefnas SR p--eeeroomoomeioommaaanaes :

T S

¢ ‘Técnica histoldgica convencional
: Tincién Hematoxilina-Eosina

d Anilisis por SDS-PAGE y
H Western Blotting

Microscopia

---------- i inmunofluorescente confocal,

Inmunolocalizacién cromogénica

Microscopia electrénica de transmision
Técnica convencional y
preferencial para ribonucleoproteinas

TESIS CON
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ANTECEDENTES

L TRANSCRIPCION

La tanscripcién es el primer evento de la
expresion génica y los pasos generales para que se lleve
a cabo son: inicio de la transcripeion, alargamicnto v ter-
minacion. La sintesis de RNA (rRNA, mRNA, tRNA) i par-
tir de un molde de DNA es mediada por la RNA
polimerasa (RNAP).  En cucariontes existen tres RNAPs
que difieren en su composicion de subuniclacles, en su
sensibilidad hacia —amanitina y en el grupo de genes que

transcriben:

a. RNA polimerasa I Transcribe los genes del RNA
ribosomal (rRNA).

b. RNA polimerasa . Transcribe los genes del RNA
mensajero (MRNA) y algunos de los genes de los
RNAs pequenos nucleares (sSnRNAs) como los Ul,
U2, U3, Ui v US.

¢. RNA polimerasa 11 Transcribe genes de los RNAs
pequenos citoplismicos (SCRNAs), los genes del RNA
de translerencia (1IRNA), los genes de otros snRNAs
como el U6 y el 7SLRNA. También transcribe los

genes del rRNA 38,

La transcripeion requicre de regiones promo-
toras que generalmente contienen s siguientes sefales:
la caja TATA, localizada 19-27 by corriente arriba del

punto de inicio de la transcripeion, la caja CAAT cor-

riente arriba, v una o niis copias de la GG, consistente de
las sccuencias GGGCGG o sus variantes v rodeada de
cajas CAAT. La caja TATA generalmente estd rodeada por
sceecuencias ricas en GC v contraly fa cleecion del punto
de inicio de i uansenpaon. Las cajas GC y CAAT
pueden funcionar en cualquier oricnticion y controlan
L unidn de fa RNAP al DNA. Sin embargo ninguna de las
dos senales son esenciales par gque ¢l promotor fun-
cione, pues algunos genes no poscen una caja TATA y
aun asi pueden iniciar la transcripeion (Graur & Li,
2000y,

La RNAP no inicia la transcripcion por si
misma. Depende de los factores generales de transcrip-
cion TFID (que reconoce Ta caja TATA por delante del
THEA. TFHUB v TFIE, que se

ensamblan secuencialmente para formar ¢l complejo de

punto de iniciacion),

transcripeion.

Ademis de fas senales en la region promotora, hay
otro tipo de seaales lamadas intensiticadoras (“enhancers”),
que se localizan fuera de la region promotora pero pueden
intensificar L iniciacion de b transcripeion (Lewin, 2000). Un
intensificador puede consistir de virios: elementos modu-
faclores, pueden funciomr en cualguer direccidn v pueden

ser regiones lanqueadas 570 3 de un intron.

TESIS CON
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Después de unirse al promotor, Jt RNAP abre
una region localizada del molde de DNA, de forma que
quedan expuestos los nucledtidos de ambas cadenas de
una pequena zona de DNAC Una de las dos cadenas
expuestas del DNA actda como  patron para el
aparcamicnto  de  bases  complementarias  con
monomeros de ribonucledsido wifosfato entrantes, dos
de los cuiles se unen entre si por ki RNAP y se inicia una
cadena de RNA.  Entonces, la molécula de RNAP se
mueve progresivamente 2 o largo del DNA, desenrollan-
do la hélice de DNA lo neeesario pariexponer una nuevit
region de fa cadena patron para el aparcamiento de
bases. De esta forma, la cadena de RNA va creciendo
nucleotido a nucledtido en direccion 33" El proceso
de elongicion de x cadena continua hasta que ly enzima
encuentra una segunca secuencia especial del DNA, T
seial de terminacion, en cuyo momento it RNAP se se-
para tanto del DNA patron como de la cadena de RNA
recién formada dando como resuliado el transerito pri-

mario o pre-RNA (ribosomal, transferencia o mensajero).

2. Procesamicento del mRNA.

Los transcritos producto de ka RNAP I se cono-
cen con el nombre de RNAs heterogencos nucleares
(hnRNAs) pues unit de las primeras caracteristicas uti-
lizadas para distinguirlos de otros RNAs del micleo fue la
variedad de sus tmaios. Muchos de estos transcritos
estin destinados a abandonar el nucleo como moléeulas
de mRNA yamedidit que son sintetizados, son moditica-
dos covalentemente en ambos extremos, 57 v 37, de
manera que se diferencian climmente de los ranscritos
producidos  por las  otras  RNA  polimerasas,
Posteriormente, estas modificaciones (capping , splicing
y poliadenilacion) serin Gtiles para su funcion como

moléculas de mRNA en el citoplisma (Alberts, 199+4),

2.1 Capping del extremo 5

En todas las célulus de cucariontes, el
extremo 3 de todos los pre-mRNAs es modificado
covalentemente por la cstructura llamada cap
(m7GppN), la cual es requerida para el splicing, la
exportacion del mRNA del ndcleo al citoplasma, fa ini-
ciacion de la traduccion v lu proteceion del mRNA
contra exonucleasas 5°3° (Wahle v Keller, 1997). Esta
estructura es esencial para el crecimiento celular (Ho
et al., 1998a).

L estructura cap m~GppN del mRNA cucari-
onte se forma cotranserpaonalmente por tres reac-
ciones enzimidticas: (i) ¢l tilostto (pppN) del extremo
5" del RNA naciente es hidvolizado wun difosfato (ppiN)
por ke RNA wifosfatasa: (i ¢l extremo del difosfato es
protegido por un capuchon con unit guinosing mono-
fosfatadi (GMPY por GTP:RNA guanililiransferasa; v (iii)
¢l cap GpppN s metikido por S-adenosilmetionina
(AdoMet):RNA (guanina-NT metiltansferasa (Shuman,

1995).

EF mecanismo de L guanililacion del cap se da
por la transferencia de GMP desde GTP al disfosfato 5
terminal del RNA ocurre en una reaccion de dos fases
que involucraa lrenzima GMP Ly GMPse une a la en-
zinnna taves de un enkace tosto-amidi (0Ny a el grupo -
amino de un residuo de lisma dentro de un motivo con-
sevido KeDG (motivo D, L proweina consiste de dos
dominios con una hendidura protunda entre cllos, El
sitio de union de ln GTP esui compuesta por motivos Iy
otros cinco motivos (I, Bl IV, V oy VI).  El grupo
—amino del sitio activo de Lys en el motivo | se posiciona
cerca def losfato de GTP. La estructura cristalina revela

un gran cambio conformacional en ke enzima enlazada a
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GTP, de un estado abierto a uno cerrado, que une ¢l
motivo VI entra en conticto con las fosfatasas v de GTP
y reorienta los fosfatos para en linea atacar por ¢l sitio
activo de fa Lys. Cuando el cristal se bata en nunganeso
se forma la enzima covalente intermediaria CMP (mono-
fosfato de citiding).  Sin embargo, solo la enzima en fa
conformacion cerrada es activi, Los cambios conlorma-
cionales coordinan ki entrada del substrato, la reaccion
quimica y la salida det producto durante la calisis (Ho
et al., 1998a).

En ¢l capping cxisten varios eventos con
potencial regulador incluyendo (i) aquelios que influven
¢l objetivo de Ia enzima capping para la maquinaria de
transcripeion v (i) aquellos que afectan laactividad de fa
enzima capping (Mo et al., 19981). Los estudios realiza-
dos sugicren que la guaniliimnsferasa de namiteros v
levaduras, se enlizan por union directt al dominio cu-
boxilo terminal (CTD) de L subunicdad mas grande de
RNAP I1. La interaccion guanilil trnsferasa-CTD os cven-
tual en i fosforikicion del CTD; posteriormente, of cap-
ping puede ser regulado por la fosforilicion v desfosfo-
rilacion del CTD durante I clongacion transcripeional

(Ho et al., 1998D).

La wansferencia de un grupo metilo de 8-
adenosilmetionina @ i N7 de i base guanina resulta en
m7GpppN, tambicn lamado cap 0, que se encuentieen ¢l
extremo 3’ del pre-mRNA de s fevadurs v phntas. Eleap
0 puede ser madificado por wes metilismsterasas adi-
cionales itk Sadenosilmetioning. L metlacion det grupo
OH-2"de la ribosa del primer nucledtido coditicado genera
el cap 1, ko metilacion adicional del grupo OH-2 del segun
do nucleatido genera el cap 2. El cap 1 v 2 se encuentrun
en céluls de mamiferos.  Las metiliciones son catalizadas

por dos distintas 2-O-metiltsnsferasas (Hoef al., 19980).

2.2 Poliadenilacion

El otro tipo de modificacion covalente se
realiza en ol extremo 3" de casi todos los mRNAs eucit-
riontes donde se adiciona una cola de poly(A) de hasta
200 residuos de adenosina, previo rompimiento del
MRNA.  La poliadenifacion esti involucrada en todos
los aspectos del metabolismo del mRNA - (Varani y
Nagai, 1998), s¢ ha propuesto que esta estructura pro-
porcioni estabilidad al mRNA pues su remaocion provo-
ai o degradacion de ciertos mRNAs. Ademids estd
involucrada en el wansporte de los mRNAs maduros
del nucleo hacia el citoplisma v promueve la eficiencia
en faomraduecion de fos mRNAs (Bentley, 1999).
Aunque ol tillo de polveds no estinvolucrado directa-
mente en el splicing. se ha obsenado in vivo que la
poliadenitacion v el splicing esun ligados (Wahle y

Keller, 1997,

La reaccion de pohadenilacion inicia con el
reconocimiento de umi secuencia senal representa-
di por el hexanucledtido AAUAAA (necesaria para el
rompimiento v la polindenilicion) que es reconoci-
da por un CPSF (fuctor de especificidad  de
rompimicnto v poliadenilacion)y: Ta umion al pre-
MRNA se realiza por un complejo multiproteico adi-
ciomal, ¢l CstFF (factor de rompimicento v estimu-
laciony, Elrompimicnto del pre-mRNA se realiza 10
a4 30 nucleotidos corriente abaio de i senal AAUAAA
v posteriormente es poliadenilado por la enzima
Polvy polimerasa (PAPY asociadie con el complejo
CPsE. Bl GstF interactun directamente con el ele-
mento Menhancer” rico en GU corriente abajo, a
raves del componente CstF-0-4 vl union del factor
de especificidad de rompimiento (CE-Iy a la seial

AAUAAA (Varani v Nagai, 1998,
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La reaccion de poliadenilacion se realiza en dos
etapas: en la primeri una secuencia corti oligo(A) (~10
residuos) sc adiciona en ¢l extremo 3" catalizada por la
enzima poly(A) polimerasa después det rompimiento
enclonucleolitico en un sitio especifico, en b segunda
ctapa la poly(A) clonga la cola oligo(A), creciendo pro-
gresivamente en presencia de CPSF y PABP (Wahle,
1993; Lewin, 2000).

2.3 Splicing (corte y empalme)

En 1977 mediante la téenica de los “bucles R”
se descubrid que [ mayoria de los genes de cucariontes
estdn interrumpidos, se visualizaron al microscopio clec-
uodnico complejos de mRNA y DNA aparcados que per-
miticron comparar ks secuencias de nucleotidos entre
ambas moléeulas de il forma que las regiones del DNA
que no hibridaban con lis secuencias del RNA se visua-
lizaron en forma de bucles de DNA. Este metodo
primero sc aplico para ¢ andlisis de las secuencias de
DNA y mRNA del adenovirus huniino, observiindose que
el DNA viral contenia secuencia que no se encuentisibiin
en el mRNA maduro. Estudios similares dieron los mis-
mos resultados para ¢l gen de L globina v de L ovoal-
bamina de vertebrados, entonees a las sccuencias pre-
sentes en ¢l DNA pero no en ¢l mRNA se les llama
intrones y a las sccuencias presentes tinto en el DNA
como ¢n el mRNA se les denoming exones (Alberts,

1994).

Entonces, ¢l transcrito primario del RNA men-
sajero o pre-mRNA contiene exones ¢ intrones (secuen-
cias codificantes y no codificantes); los intrones deben
ser cortados y los exones empalmiados part completar s
maduracion del mRNA, este proceso es un evento post-

transcripcional v se le conoce coma corte v empalme o

splicing. En lo sucesivo nos referiremos a este proceso
como splicing.  Existen dos grupos de intrones caracte-
rizaclos por el mecanismo espeaifico por el cual son cor-
taclos del tanserito primario - Los imranes del grupo 1 se
circterizn por no mostrar conservicion de secuencias
en los sitios de splicing v se autocliminan por reacciones
de transesterificacion: micnteas gue los intrones que son
transcritos por RNAP 11 son limados intrones spliceoso-
males o del grupo 11 por presentar la secuencias conser-
vadas en los sitios de cortes 37(GUY v 37 (AG) (Lewin,

2000).

Elsplicing es una ctapa integral en el proceso
global de fa expresion genica v es un nivel en la que
puede ser regulada. L chiminadion de lis secuencias
intronicas de los transcritos det pre-mRNA v T unién de
exones es un proceso diamico muy ordenado que
involucra ¢l ensamble de un grian complejo ribonucleo-
proteico conacido como spliceosoma (Kambach el al.,
1999).  El spliceosoma catabiza el reconocimiento pre-
ciso v corte del intron, asi como L union de los exones.
El fracaso en la remocion de los intrones o alguna inex-
actitud en su corte podra atterar el inicio del marco de
lecturt del mRNA conduc - dan b una aleracion de la
secuencit de ammaoicidos « por o tanto en su funcion.
Bl splicing inexacto puede alectar Ty estabilidad del
mRNA o ¢l transporte. El correcto splicig esti mediado
por secuencias conservidas deb pre-mRNA, por las
SNRNPs spliceosomales upe © v numerosos fictores pro-
teicos no-snRNPs como protemas hnRNP, proteinas SRy
fas proteinas que contienen kis cijas DEAD o DEAH
(RNA-dependientes de ATPawas o KNA helicasas depen-

dientes de ATPy (Brown v Simpson, 1998).

2.3.1 Reacciones catatiticas del splicing . El

splicing se realiza mediante un mecanismo de transes-
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terificacién en dos pasos, uno de ruptura y otro de liga-
do (Fig. 1) (Adams et al., 1996). En ¢l primer paso
catalitico, el pre-mRNA se corta en el enlace fosfodicster,
en el sitio de corte del extremo 3' del pre-mRNA, que
une al primer exon con el intron v se creit una estructurst
molecular en forma de reata de vaquero tlariaty entre el
intrdn y el segundo exon, con la produccion de un
extremo 3' libre en el primer exan, En la segunda reac-
cidn, sc rompe el sitio de corte en el extremo 3° del pre-
mRNA, se libera el intrdn en forma de lariar v se ligan los
dos exones resultantes.  El larial se forma por L pro-
duccion de un enlace fosfodiéster entre ¢l extremo 37
libre del intrén v ¢l grupo 2'0H de un residuo de adeni
na (A), localizado en el mismo intron en una posicion
que es similar en los diferentes cucariontes v que se
denomina ¢l sitio de empalme o branchpoint (Newman,
1994, Adams et al., 1996 Hastings, 2001 Lihemann e
al., 1990).

2.3.2 Ciclo dlel spliceasoma. El transcrito del
pre-mRNA se asocia con proteinas haRNPs, con las
cuales puede definir las regiones intron/exon en vir-
tud de las secuencias de union especificas, adenis
auxilian la asociacion v estabilidad de ovros fiactores
de splicing. Para determinar el ensamblaje v ol ciclo
del spliceosonia se han usando principalmente sis-
temas de vertebrados v levaduras (Brown v Simpson.
1998). Bl spliceosoma consiste de cinco ribonucleo-
protemas pequenas nucteares U U200, U5y Lo,
ademis de aprosimadamente 115 protemnas spliceo-
somales distintus (Zhou et al,, 2002y, El spliceosoma
actlia a traves de una multitud de interacciones RNA-
RNA, RNA-proteina v proteina-prateini pact un corte
preciso de cada intron v fa unidn de los exones en un
correcto orden (Ozawa y Umezawa, 2001; Hastings y

Krainer, 2001).

—

Sitio de corte 5' branch site - Sitio de corte 3'
N Y 4

su AMOU A py—ac () Exon 2¢

20H

Ruptura en el sitio de corte 5'

Paso 1 y formacion del lazo.

u

o
o .

A AG

Ruptura en el sitio de corte 3'
y ligado de los exones.

Paso 2

>Qoc

OH +

"o ]

Figura 1. fMecanismo def spliting dof pre-mRNA. & 0én esquemdtica do fas dos etapos de lo

seaccion de spliong (Madificada de Luhemenn etel

La GISnRNP se recluta para el sitio de corte 3
donde el extremo 3’ de I UlsnRNA interactda con el
sitio de corte 57 por medio del aparcamiento de bases,
entre ¢l primer exon v el nwon en ausencia de ATP
(complejo de presplicing. il tracto de polipirimidina
(situaddo entre el branchpoint v ¢l sitio de corte 3" es
limitado por el U2AF cvertebradosy Mud2p tlevaduras) e
interacti con el sitio de core del complejo UGi-5'. Bl
spliceosoma se constituve de it siguiente manera:
primero ¢l UBSnRNP reconoce seeuencis en el sitio de
splicing " en el pre-mRNA. poste-riormente U2snRNP
se une al sino de ramificacon Figo 23, Una vez ocurrida
dicha union, ¢l complejo pre-cnsamblado U4/U6/US se
asocia it los snRNPs va unidos v al pre-mRNA con el US
¢ interactia con as secuencias exonicas 5y 3
Posteriormente la asociacion de U se desestabiliza, U
se une al extremo 3 del intron v i hélice U-4/U6 se desa-

parea parcialmente permitiendo ki asociacion de U6 con
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A—YYYYYYYYYY-AG[Exon 2]

mANA[Exon 1]GU

[Exon 1] GUZ—-SA—YYYYYYYYYY—AG

Complejo E

ATP

3 . \ " uoars
(Exon 1) GU ATV YV Y Y Y- AG- —_—

@ U2snRNP
Py

. ; ?E flsFaar
U1 e / SFab
snRNP v ) 'S«
" . Uzares k] 3')
Exon 1 Guzj;\—wvvvvwvv-;\c \G [Exon 2]

U4IUBUS
= SNRNP

snANP

LT, ueae S35
A-—‘(YVYYYYYYY—AG-

Complejo A
UiUeUs
SNRMNP
Figuia 2. Ensamble del spliccosoma. En el compleyo €, UTsnRHP e unen en el extremo 5° (GU), y UZ<0RNP <o unen dshiimente v+ 21k cerca del extremo 3° (AG) en

via independiente de ATP, tal vez wia mteroccion entie SF-3b y el tieterudunero UZAF y/o UTsnRIP. En presenca de ATP, el ti-sti®liF . b » US se une o la regidn 5', en
patte a través de las interacciones entie Pip8 y el pre-mRUA, y U250RHP que establemente se une al BPS. Estos dos eventos puedar: ..ccivit aparentemente de forma indepen-

diente (Modificado de Hastings y Krainer, 2001).

U2 para la formacion det complejo U204 Ua,

Finalmente la Us sale dejando un complejo U24°6 con
U2 unido al punto de ramificicion v U6 asocado al
extremo 3" del intron. Esta interaccion altimente orgini-
zada de los RNAs v proteinas os 1o que permite a
macuinaria celular del splicing. que los intrones del pre-
mRNA scan climinados de forma correcta (Lithrmann e

al., 1990; Reed, 2000; Hastings v Kratiner, 2001,

2.3.3 Biogénesis de lus UsnRNP. La biogénesis

de s UsnRNPs es un proceso compleio v imuchos aspec-
tos aun no estin del todo entendidos, pero en general,
cadda particula UsnRNP ¢s una moléeuls compleja que

consiste de utt UsnRNA mas un conjumto de siete protei-

mas Smoque forman ud esiractura core, nids otras 4

particulas especificas.

Los UsnRNPs £71, 12, U v U3 son transcritos
por kit RNAP 11 como un precursor snRNA (pre-UsnRNA)

que es monometilado por b estructura cap m7GpppG
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Figuia 3. Via de biogénesis de U1. Esta via es similar paras ks meléculas UsnRHPs U1, U2, U4 y US. La excepcidn es U8, ya que <o’ unt ia de biogénesis diferente, Los
cajas negros indican los sitios Sm de los UsnRNA's (Modificeda de Paushkin ef af., 2002).

(m7G). El pre-UsnRNA primero se export al citoplasmit SNRNP. L exportacion depende de fictores como: el
en forma de complejo donde se inicin o ensamble a cap v su complejo CBC rcemplon de union al cap), el
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receptor de exportacion CRM1/Xpol y RanGTP, adenyis
de PHAX (adaptador fosforilado para la exportacion de
RNA). Una vez en el citoplasma PHAX os destostorilado
y el complejo se desensambla. La desfosforifacion ¢s

dirigida por la hidrélisis de GTP (Willy Lithrnunn, 2001).

El precursor UsnRNA interactii en formi orcle-
nada con sicte proteinas Sm: /13, D3, D2, DL E Fy G
para formar la estructura core Sm snRNP. Alguna
mutacion en esta estructura core puede conducir a
enfermedad de atrofia muscular espinal (Piushkn ef al.,
2002).

rodiméricos distintos (D 1D2, BD3 v FEG), unidos por la

Estas proteinas forman tres complejos hete-

interaccion de sccuencias altumente consenadas s

sitos Sm, 3-PuAu--6Gpu-3" (Will v Lithrmann, 200),

Despuds del ensamble con el core Sm UsnRNP,
el cap m7G del snRNA se hipermetilva by foro 22,7t
metilguanosina (m3G) por una metl wansterasa. L
maduracion del extremo 3" del UsnRNA involuera [y rup-
tur con ki RNAsa 1 seguida de un recorte por L exoso-
mi, un complejo de mualtiples exaribonucleases 37 v/o
por miembros de Ta familia de exonucleasas como

RNasa D (Fig. 3).

La importacion de la UsnRNP requicre una
senal de localizacion nucleir (NLSY que se ensambki en
la estructurn core Sm, especificamente con los comple-
jos DID2 v B, Elcap es reconocido por la Snurmportina-
1 que interactai con kimportni que es el Sictor gene-
ral de importacion. Ya en el nacleo: ke senal de Jocali-
zacion nuclear, ko importing v ko snurportini-1 - son
desensamblados mediante: RanGTP (Lithemann e al.,
1990; Will v Lithrmann, 2001; Paushkin e al., 2002),
Estas estructuras UsnRNPs inicialmente quedan almace-

nadis en los cuerpos de Cajal (CBs) donde se ensamblan

con otras proteinas v fimhnente se concentran en las
speckles nucleares o cumulos de grinulos intercroma-
tinianos donde serin reclutados por el spliceosoma

(revisado en Tollervey v Giceres, 2000).

Lt biogénesis de L UosnRNP ¢s diferente a las
demiis UsnRNPs, yvit que es tnmseritt por fa RNAP L,
adquiere umi estructurst cap -monometil v todo el ensam-
ble se realiza en el nacleo. Postenormente es modificada
por la pseudoridilacion v 2-O-menlacion, procesos catali-
zados por snoRNPs que se encaenian en el nucléolo. La
UOsnRNA carece de un sivo Sy ki formacion de la
UOsnRNP involucrit ki asociicion con ™ proteinis seme-
jantes o las Smo(LSm2, 1Sms Lsee e 1Sm3, 1SmG, LSm7 y
LSm8) con o tucto de U et el extremo 3°que ademis le
proporcionan estibilidad paca of ensiomble del CesnRNP

(Will v Lithrmann, 2001,

251 Proteinis SR Las proteinas SR son factores
de splicing na snRNPs, que presentan repetidos del
dipeptido scrina-argining v constitven una familia de
fosfoproteinas nucleares esencades para el splicing cons-
titutivo, @mhicn pueden regstar of splicing alternativo
(Hastings v Krainer, 2001, Esas proteimas pucden ser

divididias con base en suestrsonn en

Iy Las protemas SR (20-75 Kbas que contienen uno o dos
motivos de reconocimiento i KNA 1RRMs) v un dominio
cuboxilo termunad. Estas protemas s subdividen en dos
arupos. proteinas SR de tipo i e o Las de tipo 1 se
aanictenzn por ki presenci ce dos KRMs v un dominio car-
boxilo terminal rico en of dipepudo argininassering conoci-
dos como dominios RS. Lis protenas SR de tipo 1 presentan
un solo RRM v su dominio RS

2y Proteinas refacionadis o s SR e tienen umil estruce

ura del motivo distint ab de L fnilia de proteinas SRy
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Ec’: Diversos aminodcidos

H RRM -» Motivo de Reconocimiento del RNA
] Gly -= Traclo de Glicinas

M 5R 6 Rs -~ Dominios ricos en Serna/Argining
[eh Reslduos de Serinp Fosforilados

Figura 4. Estiuctuta de lo proteina SF2/ASE, protaino SR der tips |

pucden o no contener un RRM (Giceres v Krainer, 1997).

Las proteinas SR interactdan v median fa for-
micion de fa red proteina-intron cruzado-exon cruzado,
quc es importante para la seleccion del sitio de corte, asi
como las interacciones que funcionan en ctipas poste-
riores cen ¢l ensamble del spliceosomea iCaceres y

Krainer, 1997).

Los dominjos SR funcionan como activadores
del splicing. mediante la fosforilacion v destostorilacion
(Hastings v Krainer, 2001, La fosforilacion es mediada
por cinasis especificas como Lt SRPRs, CLKRs. PITSLRE,
PIKs; micnuas que la desfosforilacion es mediada por
fosfatasas como la PPL, PPIA, PP2C (Misteli ef af., 1998,

Yeakley et al., 1999; Misteli, 2000).

Aunque ¢ estado de fosiorilacion de s pro-
teinas SR inlluve en su localizacion subcclubar, ¢ mecu-
nismo por el que se lleva acabo no es clro. Se haniden-
tificado dos uansportadores especiticos para proteinas
SR, TRN-SR v TRN-SR2, pertenecientes a ki fumilia de las

importinas de proteinas transportdoras nucleares, que

. tuia proteina posee 248 ao, 744 nudedtides de marco de lectur it

RS SR Tipo i Tipo H
1 SF2/ASF SC35
SRp30c sggzo
e
ﬂ - Co0 SRpSS
i SRp75S
é‘lA
i
H1Y l.

Pesrerny

;:: 128 ‘ostatasas

“a o

A e i
PP

Ak x

interactian con ¢l dominio RS de SF2ASFE, se ha obser-
vado que la fosforilacion de “os domitos RS ¢s requeri-
i para lainteraccion entre s protemas SRy TRN-SR2
(lai et al., 2000). Enlevaduras ¢ observa que la fosfori-
lacion de sitios especificos pucde influenciar i locali-
zacion cefular v Lactividied - o L protennas SR, Existen
numerasos sitios de fosfordacon potencid reconocidos
por varias cinasas de actividid distini, por ejemplo,
cuando una proteinit SRose foidian en citoplasma v es
lostorilada hasaimente, es mor el nucleo v su blan-
co son Lis speckfes nucleares Tamibien se conocee que la
fosforilacion de s protemas SR es antagonizada por la

mietilacion derginimas CYur v Fa 20000

Estudios recientes indican que estos factores
funcionan en maltiples ctapas durante el ensamble del
spliceosomer. Tambicn estor myolueradas en el reclu-
tamiento de Lis snRNPsspliceosonralesy en famediacion
de fas interacciones entre fos componentes spliceoso-
males parasitios de corte especitic os vdetine los exones
¢ intrones (Newman, 1991 Hastoes v Krainer, 2001),

por clemplo. cditan of reccaesenio de las UlsnRNP
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para el sitio de corte 3'. También forman un puente
entre los sitios de corte 3"y 3’ vin internieciones mediante
dominios SR involucrando UHSnRNP asaciado a Ly pro-
teina UL-70K en el sitio de corte 37 v T subunidad de
35kDa del factor de splicing  heterodimerico U2AF-
65/33, que se une en el sitio de corte 37 (Wu v Maniatis,
1993). L familia de proteinas SR tambien purticipa en
todas las etapas de la reaccion del splicing. tacilitando cf

reclutamiento del complejo trissnRNP Ua/L6.US.

Se han enconttado dominios SR en vanios L
tores asociados con componentes de it transeripaon,
incluyendo los factores asociados al CTD v en ¢l fuctor
de rompimicnto m(CF-Im) del extremo 37, esto ha suge-
rido la existencia de comunicacion enwre el splicing. 1a
transcripcion v el progesimicnto del extremo 37 Ly cual
es mediada por interacciones gque involucran proteinis
con dominios SR (Ciceres v Krainer, 19973 Maniatis y

Reed, 2002).

Las proteinas SR son altimente conservadas,
que s¢ encuentian en metazoarios voen plints (Fig. 5).
Miembros individuales de o esta familia de proteinas
muestra una mavor homologin i aves de Lis especies
que i otros miembros de i familia dento de ke misna
especie. Adenis de T familia de proweinas SR de regu-
laclores de splicing existe uni clase de proemas que
conticnen dominios parccidos o los RS, Humados
polipéptidos relacionados a las proteinas SR (SRips) o
proteinas semejantes i las SR,y tambicn estan imolucrit-
dos en I regulacion del splicing (ver Longtoan of al.,
2000).

Algunos experimentos bioguimicos sugicren

que fas proteinas SR son funcionaimente redundantes,
sin embirgo owros estudios sugieren que cada proteina
probablemente desempena ab menos ana funcion no
redundinte. Tales el caso de i protena SR SRp33/B32,
que esoesencial pare el desareollo apropiado de
Drosopbiler v T proteina TraZ que determina el sexo del
individuo, ademas de rewsar o splicing alternativo
(Ring v Lis. 19903 Otro cjeniplo es da proteinia ASF/SF2,
que es esencial para L viabilidad de Las e¢lulas B de pollo

(Wang er al., 1990).

Las mutaciones enios senes de alguna proteina
SR pueden provocar defectos en el desarrollo o en el peor
de los casos Ta muerte de alesnos organismos. Por ejem-
plo. en los nematodos Ceere s elegans v Ascaris
lumbricoides, se comprobo aue sinum deticiencia en el

estado de tosforilacion de L prawemas SR producto de

Ui MULCion genica, prosossiiioon de L funcion de
L protein gue resultn oo cn s desarrodllo embri-
oo Ast musmo, mutacoties o deleciones de una
cimasit que fosforilie proteniis SR, conlleva a deficiencias
en B fostorilicion. lo que presoca mualmente defectos en
¢l desarrollo o ke muerte Jos e duos Porlo tanto, las
protemits SR en afgunos casos determman la actividad de
splicing ¢n estudos discretos del prograni de desarrollo
embrionano dhongman of af 2000 En A lumbricoides
s observo que fas protens - s damanie ol desarrollo
enbrionirio se fovalizan el coophsma junto con la
RNAP 1 antes de L activacion gemca ded c-goto, v con-
forme se va desarrollindo, By cismimucion de proteinas
en el citophisma v anment e ol oo celular; también
se ubseno que cuando se e of desarrollo, se activa la

fosforilacion de los dominios SR eSanford v Bruzik, 2001).
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Homo sapiens
RGGPPFAFVEFEDPRDAEDAVYGRDGYDYDGYRLRVEFPPSGRGTGRGGGGGGGGGAPRGRYGPPSRRSENRVVVSGLPPSGSWQDLKDHMR
EAGDVCYADVYRDGTGVVEFVRKEDMTYAVRKLDNTKF: "HEGETAYIRVKVDGPRIPSYGKARORSRSRIRERERENSRERSYSPRRIRGS
PRYSPRH® %

Mus musculus

MSKSESPKEPEQLRKLFIGGLSFETTDESL® "HFEQWGTLTDCVVMRDPNTK®'RGFGFVTYATVEEVDAAMNARPHKVDGRVVEPKRAV SR
EDSQRPGAHLTVKKIFVGGIKEDTEEHHLRDYFEQYGKIEVIEIMTDRGSGKKRGFAFVTFDDHDSVDKIVIQKYHTVNGHNCEVRKALSKQ
EMASASSSQRGH . GSGNFGGGRGGGFGGNDNFGRGGNFSGRGGFGG: GGGYGGSGDGYSGFGNDGSNFGGGGSYNDFGNYNNQSSNEFGPM
KGGNFGG: . SGPYGGGGQYFAKPRNQGGYGGSSSSSSYGSGRRE

Gallus gallus
MSYGRPPPDVEGMT%LKVDNLTYRTSPDTLRRVFEKYGRVGDVYIPRDRYTK
GRPPDSHH T RGPPPRRYGSGFYG "PRRRRR . eI e T Y
HoHSPPPTSKRESN.- . SKSPPKSPEEEGAVSS

FAFVRFHDKRDAEDAMDAMDGAVLDGRELRVQMARY
SBRTOERIEL TSKAHSARECKSKSSSVY SRER

SK

Drosophila melanogaster

MG. - NECRYVGNLPPDYRDKDYQDLFHKFGKVTFVDLKNERGPPFAFVEFEDARDADDAVKARDGYDYDGYRLRVE FPRGGGPGSYRGGNRN
DRSRDGGGRMGGRGPPAK © QYRVMVTGLPASGSWODLKDHMREAGDVC FADTYKDGSGVVEFLERHEDMKYAIKKLDD - F* HEGEVAYI
RVREDSGDNDRGGGGGGSGGGGGGSGGGG  DYRD .- F5. PRRRGTPTYSPVRRQ

Chironomus tentans

MVG 'VYVGGLPYGTRERDLEKFFKCYGRTRDILIKNGYGFVEFEDYRDADDAVYELNGKGLLGERVVVEPARGTARGGSHRDRYDDRYGRR
GRYTRYNNS - #SN"~ YGPPLRTRYRLIVENLS “VSWQDLKDYMRQAGEVTYADAHKQONRNEGVVEFAT LKDMKTAIEKLDDTELNGRRIRL
VEDTRRGRRGH. . STT.'I'~ : R* " "R PUORES VKT EGUHIKSPAERKK L DRYSEK FLURUEDSAR

Caenorhabditis elegans
MPRGGSRQKVYVGNLPGDVREKEVEDI FHKYGRIKYVDIKSGRG PAFAFVEFEDHRDAEDAVRARDGYEFDGRRIRVEFTRGVGPRGPSGRP
LQDGGDHRCGDFRGGRGGGRGGFPﬂRRTGYRVIVFGLPPTGSWQDLKDHNRDAGDVC&ADVARDGTGVVEFTRYEDVKYAVRKLDDTKFRSH
EGTAYIRVREDNSSGGGSGGGGRD: <. - . 'PRAERRASPKYSPR-. -5 "h ik

Schistosoma japonicum
MNRYGi:' PPRIDGMVSLKVDNLAYRTTIDDLRRVF. "'FGEVGDIIPRDPYTSFE. *GFAFVRYCTDREADCAIRGMDGHKVDGREVRVQRAK
YGRPTPNRRR . VTPRRNGR>. : ' FSSGRDR* - PRRINDRYRLPSSPRHY =" SL *ERR

Arabl opsis thaliana

Ms” “TVYVGNLPGDIREREVEKLFSKYGPVVOIDLKVPPRPPGYAFVEFDDARDAEDAIHGRDGYDFDGHRLVELAHGGRF)SDDTRGS
FNGGGRGGGRGRGRGRQDGG - GP.: LERVLVTGLPbRAoWﬁDLhDHMRhGGDVCFSQVYRDARGTTGVVDYTCYEDMKYALKKLDDTEF
RNAFSNGYVRVREYD ~KD ! ..p G ‘YSK SoGR IV EeT “SPKAKSU# P PAKST. SPG

oryza sativa

MO HRN . #TIYVGNLPGDIREREVEDLFYKYGRLDIDLKIPPRPPGYAFFEDPRDADDAICGRDGYNFDGYRLRVELAHGGRGQSYSYDRPRE
YSSGRRGGV: b i "EYRVMVTGLPSSASWOQDLKDHMRRAGDVCFSDVYREAGATVGIVDYTTYEDMKYAIRKLDDSEFRNAF-*AYIRIICLL
DAFDCDLSSTCSYFYD:!. V. "SPSPVDE- I. > "TPVSSP "+G VSKSP

Mativa sativa

MSHFG: GPPDISDTYSLLVLNITFRTTADDLFPLFDKYGKVVDIFIPKDRRTGE: +GFAFVRYKYADEASKAVDRLDGRMVDGREITVQFA
KYGP AERIQKGRIIETSP JKS - PSPSKRRHRDDYKEKDYRR: - " " YDRHERDRHRGRDRDHRRF i} ‘ASPGYKGRGRGRHDDER
SIPh "PSPRY.IPSPKi . PSPKRIPSPKY - PSLKY ' ISPQKSVSPRKSPLRESPD: 1. RGGHH

Figura 5. Secuencia de aminodcidos de la proteina SF2/ASF. Al comporar las secuencias de la proteina SF2/ASF de varias especies se
aprecio cietta conservacion. Las regiones color rojocorresponden o los dipéptidos arginina-serina (RS) o serina-arginina (SR), que consti-
tuyen o los dominios SR, localizados en el dominio carboxilo terminal. 25
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2.3.5 Proteinas con cajy DEAD y DEALL las
proteinas con ciajas DEAD- v DEAH son enzinws conoci-
das como RNA helicasas que desenrollan ¢l pro-mRNAL
Esta actividad de desenrollamicnto esti asociado con la
hidrdlisis de un nucleosido trifosfato (NTP), preferen-
cialmente ATP. De la Cruz v colaboradores 11999, sugie-
ren que estits proteinas actian en diferentes capas
durante el ensiamble y desensamble del spliceosoma, lo
que les conficre velocidad, precision v direccionalidad,
ademds actdan en diferentes sistemas como lo han cor-

roborado en Saccharomyces cerevisicic.

Las proteinas Prp3p y Prp28p de caja DEAD, v
las proteinas Bre2p de caja DEAH, conducen el ensamble
de los componentes del spliceosoma, Prpsp activit
U2snRNP en las ctapas wempranas del splicing. 1 2snRNP
sustituye el branchpoint que une a la proteinis. Prpdp
puede, portanto, tener actividad RNA helicasay o activi-
dad de disociacion RNA-prowind. Prp2sp o requiere
para ki disociacion dependiente de ATP de U Ty ebreem-
plazo de Ul por U6 en el sitio de corte 37 Raghunathan
v Guthrie (1998) demostraron que Bre2p osttinvoluera-
da en f disociacion de TasnRNA por Uosnk™A v ol
spliceosoma que ocurre previo a by primerd reaccion
cattlitica. Otras dos protemas de g DEAH. Prp2p y
Prp16p, cstin involucradas tinto en la primers como en
la segunda ctapa de wansesterifiacion. Finheanie, his
proteinas de cafn DEAH Prp22p v Prasp son requendas
para liberar el mRNA madwro v desensamblar o spliceo-

soma (Dela Cruz.et al., 1999 Xill y Lithrmaon, 2001),

3. DOMINIOS INTRANUCLEARES DEL SPLI-
CING (PATRON MOTEADO)

El ndcleo fue la primera estructura intracelular

descubierta y originalmente descriti por Franz Bauer en
1802 (Harris, 1999) v despues popularizaca por Robert
Brown, Elanilisis de ks subostrocrars nacleares se difi-
cultd a causa de las limitaciones weenologicas, pero en
los ainos 1980°s ¢l usw de la microscopia de fluorescencia
para el estudio de protemis del nacleo de eelulas quimi-
camente fijadas utilizindo e cromogenos como
fluoresceina, rojo Texis, rodaning, cte, permitio obser-
var detalles en b arquitectura nudclear, estableciendo la

existencin de varias estructuras intranacleares morfologi-

camente distinguibles vrele e especiilmente con

Ly expresion gemicn chunds - \bsielis 20010 Spector,
2000, En algunos casos fos donmos mostraron ser
estructuras dindnucas que presenradban un rapido inter-
cimbio de protemas corn b e feoplasma (Misteli,
2000, Entre los compartineentos acledares mejor estu-
diados s¢ encuentran o necleoto, of compartimiento
perinuclear. los cucrpos e i oncoprowina de la
leuceme promiclociic (B3 Caerpos de Cajal y los
compartimentos de fctores despcig  SEFCsy también
conacidos coma speckles o patror moteado, que en lo
SUCESive NOs referiremos o cilos como patron moteado
tFig. o0 Spector, 201 Toe s oo conpartimentos
nucleares no estan detimdos por s cmbrnas v el andlisis
de a dinamica de estos compartmentos demostraron
que sus proteims residentes estan continumente. en
intercambio con el nucleopios Misteds, 2001,

Las motis nucleres Tueron descritas en base a
su - distintd morfologia antes det descubrimiento del
splicing del preamRNASine s H7S L naturaleza de
estos dominios ha sido corroscrsiel sin embargo, su
refevancia fisiologica esuttheen bren establecida (Misteli
y Spector, 1998y, Ocupan sorosamadamente 20%  del
volumen total nucleary pros oo s concentraciones

de factores de splicing v se3 A Adenids, contienen
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Figuio &
factores de transernpeion, Lictores parachpr oo ento Gt N o eraentos de
del extremo 30 protemds rbeosondies (N o, R N L I R . © woico Como
La purificacion biogunmica de Las estractinis s icires SCCONTICTLL s P ot SNA I mareados
que corresponden al patron moteado, indics e este son colocalizidos conestos oo o8 puiitos, sin embar-
comprartimicnto contiene cerca de 150 pros e Mintz, ao tambicn e localian e o vocloeminios tuera de
el al., 1990 s smos de s oo o G paeden ser
sitos desdnnacen, desde <t tores son reclu-
El patron moteado morfologeament presenta tdos, Usando hibrddace s 2 e Toorescente, varios
dos regiones: una region central muay belante v oun pre-mRNAs especiicos se Bassbooa do como manchas
pawon difuso: por microscopain electronic o region bri- extendidis, Tos enes s e andientes estdn
lante comesponde a comulos de granulos szter ronae posiciomidos Wl frad de o onor e Paesto que el
tinianos (GICsy, mienuss que ol patron diftiso corres- splicing ocurre por o ge enal corasonpeionalmente,
ponde a fibras pericromatinizmas (Fakan, 1994 estos sitios de trsorpes s vhicn represen-
EF marcaje de los RNA nacientes he ostrado tr sitios de splicies del e e Spector,
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1991b). Sin embirgo fa mayoria de los factores e spli-
c/ng del plé-mR;\':\ no son localizados en sitios do tuns-
cripeion activa, pero si estin enriguecidos en el paton
moteado (Fig. 7).

Una de las funciones del pareon moteac fue
sugerida del trabajo con cclulas efe adis conaden-
ovirus. Durante ¢l estado intermedio do Linfeccion, dos
transcritos virales se acumularon en o espacio interero-
matiniano v se ohservo que los faciores desplicine am-
bién sc acumularon en estos sitios de toeseripe el
resultando en L reduccion de las motss nucleires. Esto
llevd a proponer que los frctores de sp/ring son reclu-
tados de las motas a los sitios de transcripeion activa

(Jiménez-Garcia v Spector, 1993).

A0t APoYAr eslo, Cnovarios Sistenas experi-
mentales los factores de splicing se erconmtraron ssocii-
dos con LONes ACUVOS, POro estinierer sasentes e ioci
inactivos, sugiriendo una organizacion cinamica de los
factores de splicing in viro (Huang » Spector. 1996),
Tomando venrajde faauofluorescer o de la GEP L pro-
teina verde Nuorescentes, este modens S recutinrento
fue dircctamente probado para L v ccdvacion de fas
propicdades dindmicas del factor de cplecing SE2ASF
en células vivas por microscopiz de Lipsos de tiempo.
Un mecanismo de reclutamiento nocoesr se mostio gue
sobre I activacion de transcripcional e g gene 2n rito,
los factores de splicing del pre-mRNA - onreclutados de
fis motas nucleares donde se corceren, i stios de
transcripeion (Mistelief al . 19970 Tste s eesodv reelu-
tamiento parece coordinar espacialmenre ke neserip-

cion v el splicing del pre-mRNA dentro o adicleo celular.

En celulas interfasicas en ooomiento, Tos fae-
tores de splicing pavecen disociarse wontinuamente de

las motas en uma forma de transceripeion-dependicnte de

la RNAP UL posil

continuo de ticrores doosn faa

mente Jctivos Ast ung

SUDNINIAN S tores e

cion  Misteli e ai 1997,

(105

2001).

R SITHSUO
wnes consitutivie
vos A parron moteado es

s ahos e n‘.mscl'ip-

Lis mots no con cvos deosplicing - del pre-

mRNA

L pestera de Lis onas

partimentos. L tuncies el

el almacen. ensambic de
mel.

INLONEeS O Seres e

En L sobrceapre o

Lamavorande bos oo onos se encnentrian en

[

e dentro de Tos come
ructeido parece ser
soeonenenres del spliceoso-
aenes gue contienen

ceoactores de splicing

son reddistribuides de Le o aeescasitios de expre-

SION. Sinembareo, estis cheaeones sugieren que los

factores de splicing oo

et sendo prossiee
s i

muea e fas motas

Lol recbatam

destde s motie ot

do un ciclo deorsionl

Adenis T acamule ion

1

S ate s mueven hacia un
P - RNA rambien se

s ef e 2000

e Jee ctores de .\'/)/i(‘l'llg

P o esit ivoluera-

s osterilacon (Fig, 8).
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Figura 8 Padlu

fornacisn |

splicing es pronsoy cengion, e

arboailo terming

de ranscripeion ¢s dependiente de! Gaminio corhiesilo
terminal de la subunidad muds grandi de T RNAPIL
También se ha observado que todi T maguinaria de
procesamiento del RNA esti unida isiologicamente a la

maquinaria de transcripeion (Dande s Misteli, 2001

Aunque en células en cultiva se ha estudiado ¢l
comportamicnto del patron moteado o experimertos en
los que se abite Lt trnseripeion, recio nsesente se o ostue
diado fa distribucion espacial de los fcnores de splicig en
células de tjidos obtenidos de muestee de atero de ratas.
En este organo ha sido posible detersar ia presencar de
una organizcion simlaren motas, e efido docpite-
lio endometrialy glindalar, asrcome eoonaseular y de estro-
mit. En el dtero este paton se meditics cando keactividad
ranscripeional cunbin durinte of oo esmal Tambien se
modifica en expenmentos en donde 2casacion produce
reduccion de los niveles de estrudioly pordo anto s nive-
les de transcripeion cambian. En s castdas que redben
inyecciones intrperitoneales: de e, indican gre ¢
paudn moteado se recupertcuando e pen b tisadad

transcripcional (George-TCller et al . 2000,

Carotes de d'eng por los motas o compattiniientor da fact oo de sl i

anloor -5 nde fuctores de sphaine o el paten e
ultacion de factores en genas adtivos e fadil tin po: o2
200 {tomado d» Dundr y Misteli, 2001).

2 L

En Drosophila vrescaaegor sehan descrito
las omegn speckles distribuics cn fos espacios intercro-
matininos: sin embargo. son diferentes a ks speckles
nucleares pues no correspond: 1 cumulos de grinulos
intercromatiniano-. aders, aovas nudeares con-
ticnen protentts SRoncas e sereaarginmg como - |3
SC33 v La SRS, fas cuitles no« han Tocalizado dentro
de ks omega speciles. Estas oonega speckles contienen
transcritos relacionados con e ot atico y eliciencia de

las hnRNPs v otras proteinas o weaadas con b anion al

RNA en el nucleo celular . Prasaih o al., 2000).
31 Granulos Tnter ronumee -

Swilt en 1939 (limener-Garci of al . 1989)
observo por primertver los arinalos intercromatinianos
(GICsy como estructuris esfers s con un dametro que
vt de 20000 250 70 Fregaente crre se encientrin for-
mitndo agregados en el nuciceniisen v se interconectan
con fibrillas detgadas que fore e ara i red en el espas

v Bembard, 1969)

(Fig. 91 Los GICs ~onabnndas tos en nackeos de cordas
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dos y tienden a agruparse en camulos; en otros animiles
(artrépodos, anélidos, cnidarios, etc.) estos grinulos son
escasos y dispersos; mientras que en plantas no forman
cimulos y también son cscasos y dispersos (Jiménez-

Garcia et al., 1989).

Los GICs fucron estudiados durante ¢l ciclo
celular en células animales usando contrastes preferen-
ciales para ribonucleoproteinas, plata amoniacal v anti-
cuerpos dirigidos contra snRNPs, reportindose gue
durante Ia mitosis se dispersan en ¢l citoplisma, desa-
parecen a finales de la welofase v reaparecen en las ¢élu-
las hijas (Ferreira ef al., 199-1; Thiry, 1995y, En plantas
como Miunt cepa v Lycopersicon esculentum, por
medio de contraste con oxinitrito de bismuto se ha
observado que los GICs tienen una serie de caracteristi-
cias comunes a los GICs de animales, son sensibles al
tramicnto de pronasa seguido de RNasa y poscen un
alto contenido de fosfoproteinas (Moreno Diaz. de la

Espinael al., 1992).

Los GICs son chiaimente reconocibles dentro
del componente nucleoplismico lamado “la matriz
nuclearinterna”, esto fue observado mediante nucleasas

y estriaecion de nucleos con detergentes voamor-

Fort WERUIRAN e
BT AR B
RS :"’": o ‘.’“ PR

Figuia 9. Mic

como particlzs mas obeutss. ¢ comating compect; f, £ivas pericomatinianas; n, nuckéolo; ne, envoltura nuclear; i, comules fe qrang's;

fos pericramatinianey,; o, ribocoma: (Temada de fimenez-Garcia ef al., 1989).

“ elechidrica do Traniision: de ur 1udeo de hepateito de conejo (x35,000), tedido con la téenica prefers i o pare +

tiguadores con alto y bajo contenido de siles (Berenzney
y Coffery, 1977).

En cortes finos de higido de ratdén marcados
con anticuerpos especificos contrit snRNPs, se observd
que los GICs contienen altas cantidudes de snRNPs,
sugiriendo una funcion de almacén v/o ensamble de fac-
tores de splicing (Fakan ef al., 198-1). Estudios cinéticos
previos muestran un bajo nivel de marcaje con uridina
tritiada lo que sugiere la presenciit de RNA mds bien

estable o de vida media larga (Fakan v Bernhard, 1971).

Sc sabe que otros componentes esenciales
para el splicing estin presentes en los cimulos de
GICs o asociados a cllos, estos incluyen a hnRNPs
(Fakan et al., 1984), los snRNAs Ul y U2 (Huang y
Spector, 1992; Carmo-Fonscca et il 1992), v el factor
de splicing SC35 (Fu v Maniatis, 1990). Ademis, las
proteinas SR se asocian fuertemente a fos GICs cuan-
do se realiza el ensamble del spliceosoma in vitro
(Neubauer et al., 1998y, Posteriormente se observd
un movimiento de estos tactores de procesamiento y

maduracion del pre-mRNA desde los GICs hacia las

FPCs, en donde realizan su funcion (liménez-Garcia y

Spector, 1993).

———
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Recientemente se purificaron los GICs de
hepatocitos de ratén por espectrometria de masas,
donde sc identificaron 33 proteinas conocidas y rela-
cionaclas con ln maduracidn del pre-mRNA y tres protei-
nas nuevas (POP, KIAAD324 v KIAAODIT) de las que sc

desconoce su funcion (Minmz et al., 1999).
3.1 Fibras Pericromatinianas.

Las fibras pericromatinianas fueron descritas
en 1969 por Monneron v Bernhard en cortes ultrafinos
utilizando el contruste preferencial para ribonucleopro-
teinas.  Son fibras que aparecen enrolladas irregular-
mente, concentrzidas en ¢l limite de L heterocromatina
y en el espacio intercromitiniano, tienen un didmetro
que vara de 30 a 50 °A v hast 200 °A de fargo, aunque
se puden encontrar fibras entremezcladas con grinulos
pericromittianos v transiciones de fibras a grinulos
(Monneron v Bernhard, 1969, Las FPCs son fuerte-
mente marcadas despuds de pulsos cortos de uridina tri-
tiadu y son sensibles a inhibidores de Lo RNAP 1L por lo
que sc¢ considera representan transcritos nacientes
(Fakan, 199). Se ha demostracdo que contienen pre-
mRNA protegido por un muterial proteico y RNAs rela-
cionados con su maduracion postranscripcional. Se les
consideri como estructuras presentes en cuciriontes
superiores (Jiménez Garcia v Segura Valdez, 1993) (Fig,

10).

En experimentos realizados con hepatocitos
de rta se observa que by cantidad de FPCs disminuye v
posteriormente es restablecido por administracion de
cortisol (Petrov v Bernhard, 1971, Tambicn la sintesis
de RNA s inhibida  por medio de aamaniting que
induce una disminucion en el nimero de FPCs (Petrovy

Sekeris, 1971). Por el contririo, L densidad de fibras

pericromatinianas aumenta durante la preimplantacidn
de embriones de ratén, correspondiendo a los cambios
en la tasa de sintesis de RNA (Fakan y Odartchenko,
1980).

Experimentos con autorradiografia de alta re-
solucién, muestran que el mRNA s¢ marca rdpidamente
y se encuentra asociado i las FPCs en la cromatina activa
y en la periferia de la cromatina compacta (Fakan y
Bernhard, 1971; Bachellerie ef al., 1975) lo mismo se

encontrd en cultivos primarios de hepatocitos, ambos

bajo condictones normales (Fakan ef al., 1976).

3 oesquen ot de 't cganizaddn ultgestiuctural del
nddeo celular interfdcico do mamiterce Sa mugetar los principales componentes.
EN, envoltura nudeor; LN, laming swcler; BN, matriz nuclear; C, comating; N,
nudéolo; CH, cuerpo nucleares; CBs, cuerpos de (ajal; GPC, grdnulos pericromatini-
onos; GIC, grénulos intercromatinignes; FPC, fibras pericomatinianas (Temado de

Figuia 10, Represents

liménez-Garcio y Sequic-Valdéz, 1993; medhzas de Monneron y Bernhord,
1969).
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Monncron y Bernhard sugiricron que las FPCs
pueden representar la expresion morfolégica i situ de
la - transcripcion del RNA extranucleolar, ya que sc
encuentran en las regiones pericromatinianas tnscrip-
cionalmente activas (Fakan, 1994), ¢sto se corroboro
con los experimentos realizados por Fakan y Puvion en
1980, quicnes Hlegan a la conclusion de que las FPCs son
los clementos estructurales que contienen el RNA trins-

crito de la region pericromatingani,

En las FPCs se han localizado las snRNPs Ul y
U2 (ribonucleoproteinas pequenias nucleares ricas en
uracilo) (Visa et al., 1993), la proteina SC35 (compo-
nente del spliceosona) (Spector et al., 1991), asi como
poly(A)+RNA (Visa et al,, 1993), proponiendo que en
estas estructuras ribonucleoproteicas son los sitios
estructurales para el splicing  del pre-mRNA (Jimener-
Garcia y Spectory 1993). Finalmente, ¢f hecho de que
RNAP 11, ks proteinas SR fictores de splicing v o factor
de rompimiento CstF puedan ser detectados en sitios de
transcripeion indica que todas ks ctapas de proce-
samicnto nuclear ocurre, por o menos parcialmente, en
los sitos de transcripeion, es decir, en las FPCs (Misteli y

Spector, 1998).

3.3 Cuerpos de Cajal.

Inicisimente se describieron como cucerpos
nucleolares accesorios por Santiago Ramon y Cajal y pos-
teriormente fueron renombrados como Cuerpos de
Cajal (CBs), aunque tambicn suclen ser conocidas como

cuerpos espiralacos (Gall, 2000).

Los CBs son estructuras esféricas pequeias
con 1a 3 copias por ntcleo, el rango de su tamino varia

entre 0.1-1.0 m. Los CBs contienen un gran namcro de

componentes, incluyendo las snRNPs spliceosomales,
los snoRNAs; U3, U7, US y U14, los factores de transcrip-
cion TFIF y TFIIH, ¢l factor de rompimiento-estimu-
lacion, el factor especifico de rompimiento y poliadeni-
lacidn, y componentes nucleolres como la fibrilarina,
Noppld0 vy la  prowina  1B23 (Gall,  2000).
Desafortunadamente se desconoce la funcion exacta de
los CBs, sin embargo maltiples estudios han dado evi-

dencia de sus posibles funciones.

Los CBs sc encuentran dentro del nucleoplas-
ma, pero se han detectado dentro del nucléolo de célu-
las de carcinoma mamario en humano, indicando que
pueden pasara través del nucléolo. Recientemente se ha
mostrado que los CBs son estructuras muy moviles que
pueden viajar por todo ¢l nucleoplasma (Platani ef al.,
2000).

Otros estudios sugicren que los CBs pueden
estar involucrados cn ¢l wransporte y maduracion de
snRNPs y snoRNAs (fig. 11). Sleeman v Lamond (1999)
reportaron que las proteinas Smode la estructura core
marcadas con GFP y asociadas con UsnRNAs son reim-
portadas al nicleo, donde pasan dircctamente a los CBs,
posteriormente Jo atrviesan v alcanzan su destino final
en los SFCs o paron moteado. Cuando se inhibe la
exportacion de los snRNAs el nucleoplasmi al citoplas-
ma con leptomicina B, s¢ provoca un agotamiento pro-

gresivo de las snRNPs en los CBs (Carvalho ef al., 1999).

Existe evidencia de que los CBs se asociian con
loci cromosdmicos especificos, pues frecuentemente se
encuentran asociados con genes de histonas repetidos
en tindem en cromosomas de anfibios y en genes repeti-
dos en tindem que codifican para los snRNAs como el

U1, U2, U4 UIL y UI2 en ndcleos interfisicos de
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mamiferos. Se ha observado que factores involucrados
con la transcripcion, el capping, clsplicing, la poliadeni-
lacidn y el rompimiento del pre-mRNA, inicialmente son
encontrados en los CBs en ovacitos, permitiendo Lt posi-
bilidad de que la maquinaria de o RNAP I sea preen-
samblada en los CBs con otros clementos de la
magquinaria de procesamiento parat formar complejos de
multi-subunidades transcripcionalmente competentes,
lamadas transcriptosomas de kit RNAP 11, Esto también
puede ser aplicado para ¢l ensamble de los transcripto-

somas de la RNAP 1y la 11 (Gall et al.. 1999; Gall, 2000).

4. EVOLUCION DE LOS CORDADOS

En los cordados sc¢ han encontrado diversas
afinidades con numerosos grupos de invertebrados, por
cllo hay maltiples teorias sobre su filogenia. Se les ha
comparacdo con fos anélidos v los artropodos. Debido a
la segmentacion v por ks semejanzis que mucestr su
aparato excretor con el de los anfioxos, han sido scnala-
dos como proximos it un antecesor comun con los cor-
daclos, sin embargo, estas semejanzs son superficiales
puesto que la segmentacion de unos v otros tiene dife-

rencias fundamentales.

Existe una teorfi que senala a los equinodermos
como ¢l punto de contacto mis viable entre cordados ¢

invertebridos, sobre todo a los equinodermos sedenta-

Figura 11, Tres posibles modelos de las funciones da los (Bs. Los genes poro
snRMAs frecuentemente estdn asociodos con los (8s. Estos organelos pueden
jugar un pape! en su actividad transcripcienal. Los (B funcionan en lo madu-
1acion de snRNPs que son expartados después de la nanscripcion af citoplosma,
donde son ensambladas o particules suRMPs v reimiportadas a los (Bs, posterior-
mente pason a fravés del nudléato v olcanzan las metas. El preensamble de los
nansaiptosomas de la RNAP 1, 1l'y Ili de subunidodes recién sintetizadas, puede
teclizaise en los (Bs antes de que los transcriptasomas se involucren en la tigns-
cripcin de genes especificos (fomado de Dundr v Misteli, 2001).

rios (cistoideos, blastoideos v crinnideos), ya que son las
formas que presentan mivor semejanza y relaciones con
Phoronis y Cephalodiscus, it los que s les considerit como
los cordados mis primitivos. Aun en aquellos hemicorda-
dos que no pasan por ¢l estado de torparia, como en
Balanoglossus, ¢s notble que ¢l origen v fa distribucién
de las cavidades celomicas resultan muy parecidas a las de
los cquinodermos (fig. 12). Sin embirgo, debido a la
carenciia de estructurits duras por parte del ancestro de los
cordados, no hay restos fosiles que representen su histo-

ria evolutivit (Alvarez del Villar, 1977 Nelson, 1995).

Los animules que actudlmente se conocen
como procardados, son formas modificadas y aun regre-
sivas. Algunos de ellos podrian representar estadios por
los cuales pasé ¢l phylum en su desarrollo filogenético a
principios del palcozoico; pero se debe tener en cuenta
que en estratos del Ordovicico, aparecen restos de ver-

tebrados Agnatos (Alvarez del Villar, 1977; Nelson, 1995).

................. Calcicordata
............ Urocordata (tunicados)
.- ---- Cefalocordata  (anfioxus)
[ Yunnanozoon
-------- Craniata (pez bruja y vertebrados)

Figuio 12. Filogenia del phylum Chorcata {tomedo Je hitp//aaw.phylogeny.ari-
zona.edw/lree/eukaryotes/animol/chordata/chordato html).
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5. BVOLUCION DE LOS VERTEBRADOS

Los -vertebrados surgicron de algin tipo de
invertebrado ancestral, pero no se sabe con certeza a
cual grupo. Los primeros fGsiles que se conocen de los
vertebrados son fragmentos ce hueso del Ordovicico
(440 a 309 millones de afos), que con toda certeza re-
presentan un grupo de ciclostomos, los Ostracodermos
que estin totalmente diferenciados de sus antecesores
los invertebrados (Bockelie v Fortey, 1976). Estos peces
primitivos presentan una armadura dérmica dsea bien
desarrollacda. No presentan aletas pares como tienen los
peces nyiis avanzados y su boca es muy pequei, proba-
blemente erun filtradores como el anfioxo, que ingeria el
agua por ki boca y la expulsaban por las hendiduras bran-
quiales (Stahl, 1974). Los Ostracodermos se diversifi-
caron y dieron lugar a los peces con mandibulas y aletas
pares, posiblemente los plicodermos que aparecen en
las rocas del Silirico y ¢l Devanico (ver tbly 1),
También se cree que dieron lugar a peces sin mandibula
pero tendicron a restringirse v junto con otros grapos

desaparecio (Stahl, 1974).

Oua hipdtesis filogendtica, sostenida sobre
todo por Jeffies (1967, 1968), considera que los verie-
brados proceden de los Carpoideos, organismos con
simetria biliteral con un fuerte esqueleto calcdreo plano
donde normalmente se incluyen en los Equinodermos.
Los Carpoideos aparccen o comienzos del Cimbrico
medio y desaparecen en ¢l Devonico medio. Jeffies los
considera como un grupo de transicion entre los equi-
nodermos y los cordados, asemejindose i los miembros
mils avanzados de s enormes larvas con armadura de
los tunicados. No obstante, el primer cordado que se
conoce careee de esqueleto v se encuentra tambicn en

¢l Cimbrico medio.

5.1 Caracteristicas Generales de los Vertebrados.

Todos los cordidos poscen alguna forma de
crineo y algtn indicio de vériehras. La organizacion de
un vertcbrado es parecida a la del anfioxo, pero con la

adicion de rasgos especiales:

1° La extremidad anterior del sistema nervioso
se diferencia para dar un cerchro complejo, asociado
con Organos receptores especializados como son la
nariz, e} ojo y el oido. Por medio de estos receptores los
vertebrados pueden responder i unit mayor diversidad

de aspectos ambientales que ningtin otro animal,

2° La organizacion del aparato locomotor per-
mite efectuar movimientos complejos para adaptarse a
las condliciones registradas por los Grganos receptores.
El proceso de fa natacidn, consistente en principio en fas
ondulaciones que recorren hacii atris el cuerpo del ani-
mal, se va perfeccionando gracias a lis modificaciones en
la forma del pez, que permiten los desplazamientos ripi-
dos y los cambios bruscos de dircccion. Junto a las ale-
tas medius, que ya se encontraban en el anfioxo, se
desarrollan aletas pares cuva mision al principio es dar
estabilizacion y direccion pero que luego, con la apari-
cion de los animales terrestres. se convierten en organos
de locomocion sobre suclo, en ¢l aire y finalmente, con
la adquisicion de las manos, en un organo capaz de alter-
ar el medio ambiente en pravecho del propio organis-

mao.

3° El cerebro, dedicado en un principio a la
coordinacién de las funciones motorias y sensitivas, se
transforma progresivamente v llega a presidir odas las fun-
ciones orgdnicas, otorgando a los vertebrados el impulso

que constituye una de sus principales caracteristicas.
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4°, Bl sistema circulatorio presenta dos de las
caracteristicas fundamentales de los vertebrados: L exis-
tencia de un corazdn divido por lo menos en tres
ciimaras, ascgurando una ripicla circulacion sanguinea y
Ia poscsion de hemoglobina en los globulos de la sangre,
cuya funcion es llevar grandes cantidades de oxigeno a
los tejidos. Este cficiente sistema circulinorio es uno de
los factores principales en el ¢éxito bioldgico que han

obtenido los vertebrados.

5. El sistemu excretor consiste de una serie de
embudos y tibulos derivados del mesadermo, cuya prin-
cipal funcidn es comunicar el celoma con el exterior
(Alvarez del Villar, 1977).

6. EVOLUCION DE LAS LAMPREAS :

Las lampreas se han investigado por su tenici-
dad para fa vida, su adaptabilidad, y su capacidad genéti-
ci para responder exitosamente a los problemas que se

han encontrado por millones de anos.

Las lampreas pueden representar un linaje de
Ostricodermos que ha conservado muchas caricteristi-
cas primitivas carecen de mandibulas y aletas pares, por
cjemplo, pero han perdido el esqueleto dseo. Es prob-

: Fanerozoico (presente a 544 m.a. )

Mesozmco

Cenozoico Proterozoico (544 a 2500 m.a.), Atqueozomo
i 65ma. 65a245ma 12452 544 ma. {2500 a 3800 m.a.}, Hadeano (3800 a 4600 m.a.)
h
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ble que.en las lampreas y en algunos otros peces el
cartilago sea una adaptacion embrionaria que se ha con-
servado en el estado adulto, constituyendo por lo tanto
una caracteristica neoténica en dichas formas (Stahl,
1974). La informacion sobre Agnatos, data de por lo
menos hace 450 millones de anos (ordovicico) (Tabla 1).
Fésiles de ostracodermos, cordados primitivos de agui,
son comunes en depositos de esa edad, encontrados
principalmente en Ingluerra v Escocia.  Estas formas
mandibuladas alcanzan un alto nivel de abundancia y un
desarrollo morfologico diversificado por el fin de la si-
guiente edad geoldgica (Silirico).  Los ostracodermos
estaban cubicrtos mas o menos por placas externas de
hueso vy algunos de cllos aparentemente estaban adapta-
dos a una actividad de vida mis hien para hibitos de
madriguera. Poseian un nostrilo simple entre sus ojos y
también ojos pinciles o medios caracteristicos de las
lampreas y del pez bruja. Existen evidencias de que
algunos ostracodermos ticnen esqueletos de hueso, de
los cuales ciertos investigadores concluyen que el
esqueleto de cartilago de los ciclostomos modernos es
una caracteristica degenerativi.  Los ostriacodermos al
parccer eran filtradores (parecicos a las larvas de las lam-
preas) v se estinguiceron en el Devonico, aparentemente
por fa incapacidad de competir exitosamente con los

vertebrados mandibulados (Moffett, 1966).

Precambrico (544 a 4600 m.a.)

Tablal. Aporicidn de los ancestios de las fampreas (Ostracodermos), representado en la escala del tiempo geoldgico. * Carbonifero (1 m.o.; época actual); m.o. millones de adios.
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6.1 Posicion en cl Reino Animal de las Lampreas

Las lampreas estin agrupadas dentro de [a familia Petromyzonidae, son en la actualidad los Gnicos represen-
tantes de los vertebrados mds primitivos y pertenecen 4 un grupo conocido como Agnatos que significa “peces sin
mandibula” (Janvier y Lund, 1983) (Tabla 2).

REINO  SUBREING RAMA  GRADO  SERIE PHYLUH SUBPHYLUM SUPERCLASE CLASE ORDEN FAMILIA
g8
&£.8  Protoctista
. _Fungi
B .
g Porifera
ng_ Placozoa
Hydrozoa
Animalia ki Cnidaria Sc;phema
) E e i Antheroa. . . ...
- Cenophora_ . . . Ll O,
2] n . Turbellaria
5 B Platyhelmintes Trematoda
g g . . Cestoda .
L] = Hesozoa
= Nemertina
_____________ Gnathostomulida B
Rotifera
Gastrotricha
Kinorhyncha
Nematoda
Nematomorpha
Acanthocephala .
CoPapulida oI
Sipunculida .
Henoaplacophora
Amphincura
Hollusea Gastropoda
Bivalvia
Scaphopoda
. Cephalopoda
Echiura
’ Polychaeta
Anelida Oligochaeta
e e e e Hirudinea ...
 Poganophora ~ 777777
Tardigrada ™~ "7 Tttt : Tt
Onychophora )
Trilobitomorpha
g ) Merostomata
H Chelicerata Arachnida
B e Phycnogonida . ...
8 Cefalocarida
- Arthropoda Branchiopoda
Ostracoda
Crustacea Mystacocarida
- Copepoda
] m Branchiura
| [ Cirripedia
g = Malacostraca .
3 = Insecta
‘% L Diplopoda
B Uniramia Psaum olda
B mphyla
] . Cliloppoyda
.. Pentastomida
Phoronida
oo Bryozea ..
ccBmtoprocta T T
. Brachipoda Dol lTITTTITTITTT
_Chaetognatha R
Crinoidea
Echinodesmata Stellercidea
Echinoidea
e el i I Holothuroidea e e—eaan
% Hemichordata Enteropneusta
g . Pterobranchia
g Urochordata Larvacea
] Thaliacea
- J Ascidiacea ...,
= Cephalochordata __ - T Amphioxi ...

Tabla 2. Posicidn taxondmica de los Agnatos en el Reino Animal (Alvarez del Villar, 1977; Margulis y Schwotz, 1982; Barnes, 1985; Mlbets, 1994).
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REINO  SUBREINO RAMA  GRADO  SERIE PHYLUN SUBPHYLUM SUPERCLASE CLASE ORDEN FAMILIA

Osteostraci
Petromyzonida  Petromyzonidae
Lampetra
Petromyzon
. Caspiomyzon
Cephalaspides Ichthyomyzan
Agnatha® Eudontomyzon
Geotria
- Chordata? i Mordacia
L Anaspida . ... .. ...
g Preraeid l(luluom%cl
.8 teraspides oelopepida
H Cania® - P . Hixim]:\opldu _______________
& (Yertebrata) Prerichthyes
Corrostei
Aranthodii
Elasmobranchli
Holocephali
Gnasthotoma Dipnor
Teleostomi
Amphibia
Reptifia
Aves
Hammalia

e . Attt

1 Organismos con una organizacién celular bien definida. Las células presentan un niicleo que contiene la mayor parte del DNA celular rodeado por una doble membrana; en
el citoplasma se distinguen varios organulos caracteristicos donde se llevan acabo la mayoria de las reacciones metabélicas.

2 Organismos con diferenciacién celular que presentan dos o tres capas germinales; con cierto grado de desarrollo en érganas y sistemas, .a circulacién se lieva acabo en
una cavidad central. Poseen un tubo digestivo complejo abierto en cada uno de sus extremos. Sistema nervioso con un grado progresivo de especializacion estructural y

funcional, )
3 Presentan icjidos o conformaciones tisulares y sistemas de drganos. ) .
4 Poseen lado izquicrda y derecho. Cefalizacion o concentracion de estructuras sensoriales en la cabeza. Movimiento activo unidireccional, usando la cabeza para orientacién.

5 Cavidad del cuerpo limitada con mesodermo

6 Desarrollo a partir de huevos de requlacion. Segmenlacion radial o bilateral, formacién del ano a partir del blastoporo. Formacién del celoma por enterocelia {por separacién
del ubo digestivo primitivo).

7 Notocordio, hendiduras branquiales en fa faringe y un cordén nervioso dorsal; huevo presente sélo en las fases preadultas o durante toda la vida; celoma enterocélico;
desatrollo mediante larvas provistas de cola o bien directo.

8 Crdneo cartilaginoso u 6seo en cuyo interior se aloja el cerebro; nolocordio en el embrién y a veces también en el adulto. Posee una columna vertebral formada por carlilago
o por huesos de sustitucion; branquias o pulmones derivados de la faringe; celoma bien desarrollado; circulacion cerrada; corazén con dos, tres o cuatro cdmaras, excresién
mediante pronelros, mesonefros o metancfros; sistema endocrnine complejo; sexos normalmente separados; diversos sistemas de fecundacion.

9 Notocordio permanente durante toda su vida; esqueleto interno de naturaleza carlilaginosa, sin verdaderos dientes (dérmices); una sola abertura nasal; poseen ojos pineales.

6.2 Caracteristicas generales de las Laimpreas

Las lampreas carccen de mandibula inferior y
toda su boca esti circundlada por un disco redondo pare-
cido @ una ventosa dentro det cual, en los adultos, hay
unos desarrollados dientes dsperos v cormeos (fig. 13),
estos varfan en la posicion y en ¢l nimero entre las
especies, y constituyen una avada valiosa para su identi-

ficacion (Maitland, 1980).

Las lampreas también poscen algunos otros
7ISE0s muy caracteristicos y combinan caracteres primi-

tivos (esqueleto cartilaginoso, carecen de mandibulas, 7

figura 13. Boc succionudora de la lanipza Petiomyzon, moztrando los dientes

arcos branquiales, ausencia de aletas pares, nostrilo dor epidénmicas (lomada de

sal medio u orificio nasohiposifial,  hemoglobina http://wwa.ucmp.berkeley.edu/vertebrates bozalfish/petio htm).
1
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monomérica) y caracteres altamente especializados
(presencia de tiflocele, velo ¢ hidroseno). A diferencia
de sus ancestros directos, poseedores de una cubierta
resistente, los agnatos actuales no poseen exoesqueleto
alguno, es decir, su tegumento esti totalmente despro-

visto de escamas (Hubbs y Potter, 1971).

En la actualidad se reconocen alredledor de 40
especices de lampress en el mundo.  El patrdn de dis-
tribucidn de estos organismos es antitropical; ya que se
localizan al norte y al sur de la isoterma de los 20°, apro-
ximadamente a partir de los 30° de latitud en ambos
hemisferios, siendo ln temperatura del agua el factor mis
importante que determina este pawon.  De fas 40
especies de fampreas reconocidas 20 son especies
pareadas o satélite. Estas especies de limpreas son mor-
fologicamente similares, pero no tienen diferentes histo-

rias de vida (Vladykov y Kott, 1979).

En la Mesa Central de México existen dos
especies, Lampetra spadicea (especie pardsita y migra-
toria) y L. geminds (especie no pardsita), su distribucion
estit restringida a las cuencas del rio Duero-Lerma-
Chapala y def rio Grande de Morelia-Cuitzeo (Alvarez del
Vitlar, 1966) (Fig. 14). Las lampreas mexicanas consti-
tuyen una excepeion al patron general de distribucion,
vit que sc distribuyen alrededor de los 20° de latitud
norte (Hubbs y Potter, 1971).  En 1994, Lyons v col.
(1994), plantearon que L sperdicea aparentamente habia
sido climinada de la cuenca Lerma/Chapala/Santiago y
debia ser considerada una especie en peligro de extin-
¢ion; su descenso en abundancia v distribucion se lo
atribuyeron a la degracacion ambiental. Sin embargo, al
parccer ésta especie actualmente estid extinta aunque no
existe reporte oficial.  En ¢l caso de L geminis cstos

mismo autores reportan que histdricamente se conocin

de las cabeceras de los rios Ducro y Grande de Morelia y
localmente era comin en ambos rios teniendo un drea
de distribucidn pequefia y que ki contaminacién y modi-
ficacion del hibitat ponia en peligro algunas pobla-
ciones. Recomendaron que debia considerarse como un
caso de proteccion. Actualmente estd considerada una
especie en Peligro de Extincion, al igual que L spadicea
(Lyons el al., 1994).

Las lampreas presentan dos tipos de ciclo de
vida. Uno de cllos lo presentan especies pardsitas, en las
cuales la fase adulta dura entre tres y cinco afos, estas
especies pueden estar restringidis a sistemas fluviales.
El otro tipo es llevadlo a cabo por lampreas no parisitas,
cuyu fase adulta es muy corta durante la cual no existe
alimentacion, se encuentran restringidas 2 agua dulce
sienclo mids comunes en riachuelos y pequefios rios
(Hardisty y Potter, 1971), comoa cs ¢l caso de las especies

mexicans,

Young (1950) propuso que las formas no
pardsitas cvolucionaron a partir de formas pardsitas a
través de un proceso de pacdomorfosis parcial.  Este
proceso es un rasgo caracteristico en la filogenia de las
lampreas, Gnico entre los vertebrados, que involucra una
tendencia hacia la eliminacion de la alimentacién en los
estacdios  postmetamdificos y una extension en la
duracién del periodo farvario aunado a un rdpido desa-

rrollo gonidico previo a ln metamorfosis.

Un mecanismo de aislamiento reproductivo
que puede estar implicado en la diferenciacion de las
especies satélite, es n homogamia (Hardisty y Potier,
1971). Esta hipdtesis sugicre que el acto del desove

depende de Ia aplicacion de presion por parte del

macho en una posicidn precisa del aparato genital de fa
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Rio
Lerma

Lago de Cuitze:D

,\/\"/. Charo
Morelia ’

\‘\‘ Parque Nacional

Arroyo Irapeo

j————— Escala: 50 Km ———

Fig. 14. Esquema representativo del sis-
tema Rio Lermo, Logo de Cuitzeo-Rio
Grande de Morelia en el Centro de
México, mostrando los locolidodes donde
se han capturado Lampreas, incluyendo
el Parque Haciona! Insuigente José Maria
Morelos y el Arroyo lrapeo. La estrella
indico registios de

Insurgente J.M. Morelos Lampena spadicea (especie extinta) y los

citeulos de L. geminis (Tomado de Lyons

19 30° —— etal, 1994).
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hembra durante el amplexo, dado que las especies
parcadas difieren en la longitud total, la presion ejercida
por los machos de Ia otra especie durante el amplexo no
ocutrird en la posicion precisa del aparato genital de la
hembra, por tanto la homogamia pucde ser un mecanis-
mo asociado con el aislamiento reproductivo entre las

especies satélite (Beamish y Neville, 1992),

En afos recientes han declinado las pobla-
ciones de lampreas de rio, principalmente a causa de ks
presas, la contaminacion y la pesca excesiva (Doolittle,
1994). En algunos lugares del mundo, las lampreas adul-
tas de talla grande habian sido y todavia se usan como
alimento para humanos, pues son consideradas como
un manjar.  Sin embirgo, se han reportado algunas

muertes por exceso en su consumo (Moffett; 1966).

6.3 Biologia de Lampetra geminis

Lampelra geminis o lamprea de Jacona, es una
especic endémica del centro de México (Fig. 14), (Lyons
et al., 1994) y de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
(NOM-ECOL-039-94) sc encuentra en peligro de extin-

cion.

6.3.1 Diagnosis. Lampetra geminis s una lam-
prea de tamano pequefo con esqueleto cartilaginoso,
no tiene hibitos pardsitos v su longitud médxima es de
aproximadamente 150 mm. La kimina lingual transversal
por lo comin estd poco desarrollada, algunos de los
dientes circumorales son rudimentarios o estin ausentes
y la kimina supraoral no lleva caspides suplementarias.

6.3.2 Coloracion. Cubre al cuerpo mds o
menos uniformemente, una pigmentacion gris oscura

que se extiende sobre el labio superior; se exceptian las

aletas dorsales, Ia regidn ventral de toda la longitud,
incluyendo el pedinculo caudal y la regidn subranquial
que presentan tonos de color marfil. La mancha pig-
mentaria prebranquial es muy notable. La pigmentacion
de I region cefilica, no llega a los orificios branquiales.
La segunda dorsal presenta algunas manchas oscuras en
su base y no hay pigmento en la estructura precursora

de la lengua (Alvarez del Villar, 1966).

6.3.3 Distribucion. Lampetra geminis presen-
ta una distribucion no continua, con una poblacién en el
rio Ducro y sus afluentes y otra en algunos afluentes del
rio Grande de Morelia (Alvarez del Villar, 1966; Guerra-

Magana y Polico, 1996).

03.4 Aspectos Bioldgicos. Lampetra geminis
es una especic que puede completar su ciclo de vida en
dreas proximas a los sitios en que se transforman.  Los
amocetos nicen en las cabeceras de los rio Celio y Duero
durante la temporada fria (meses de noviembre, diciem-
bre y enero), aproximadamente en un lipso de tres se-
manas los huevecillos fecundados realizan su desarrollo,
al final del cual Ias larvas alcanzan a medir aproximada-

mente un centimetro de longitud.

Las pequedas larvas muy pronto buscan un
lugar donde enterrarse, prefiriendo los fondos suaves o
ligeramente arenosos, de donde apenas sobresale su
porcidn anterior, cuando se perturba el fondo donde se
encuentran protegidas, nadan ripidamente buscando un
nuevo sitio donde instalarse.  La estructura anatdmica
det embudo oral y de la faringe de las larvas revela sus
hibitos filtradores; en csta etapa del ciclo de vida son
organismos planctofagos, alimentindose principalmente
de algas de los géneros: Rbizolenia, Pleurosigma,

Pinularia, Stauroneis, Amphora, Cocconema; clo-
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roficeas filimentosas, ademds de algunos rotiferos, cilia-
dos y uno que otro flagelada cuglenoidino, que se com-
prabé con eximencs del contenido intestinal (Alvarez
del Villar, 1966).

El estadio de amacetos dura tres afos (Alvarez
del Villar y Guerra, 1971), al cabo de los cuales alcanzan
tallas hasta de 130 mm de longitud, después atraviesan
por una metamorfosis. Asimismo, desde que inician sus
cambios metamorficos no sc alimentan y sufren atrofia
del intestino ya que toda la cavidad abdominal es ocupa-
da por las génadas, tres o cuatro meses despuds, estin
sexualmente maduros.  Después de una especie de
cortejo prenupciil que incluye ¢l amplexo (abrazo sin
copula), hembras y machos descargan sus gonadas, sien-
do la fecundacion externa. Estos organismos presentan
un desarrollo gonddico sincrénico, lo que significa que
todos los gametos ticnen el mismo grado de macdurez,
resultando en un solo desove en ki vida, seguido por la

muetrte de los reproductores.

Después del desove, los huevecillos quedan
depositados en cl fondo suave, éstos son esféricos con
diimetro de 0.8 a 0.95 mm, de superficic lisa y sin fila-
mentos adherentes. La metamorfosis ocurre entre abril
y agosto de cada ano. De manera paulatina fa abertura
oral va adoptando su forma circular suctora, al mismo
tiempo que picerde las fimbrias caracteristicas de la lrva,
primero desaparecen las del Tado dorsal, luego las late-
ales v por altimo las del borde ventral; aparecen en el
interior del embudo oral las cispides precursoras de los
dientes queratinosos, ademis de T lengua raspadora; se
perfilt también cierta independencia anatomica de los
conductos faringeo v esofigico; los ojos que estabian

ocultos bajo los tegumentos, se hicen aparentes,

Las aletas impares, que en las larvas son
pequenos plicgues, en los adultos sexualmente maduros
forman verdaderas aletas dorsales notablemente ensan-
chadas. Es entonces que se puede notar el dimorfismo
sexual, pues en Iy hembra se desarrolla un pliegue a
manera de aleta anal y en los machos una papila “anal”,
semejando un organo peniforme y en la regién poste-

rior del cuerpo, cierta curvatura hacia abajo.

En los amocetos se ha observado el fenémeno
de disminucion en la longitud, reducciones que ocurren
en los meses de agosto y noviembre de los primero tres
anos de vida larvaria. Esta disminucidn es atribuida a la
influencia de la temporada de luvias, debido a que las
larvas filtran mayores volimenes de agua por la reducida
concentracién planctonica, aunado a que la corriente
crecida remueve el sedimentos donde se alojan estos
organismos, quienes al quedar al descubierto, nadan
contra la corriente hasta enterrarse de nueva cuenta. La
disminucion de alimento junto con el excesivo consumo
de energia, se traduce en el acortamiento de su longitud
(Alvarez del Villar, 1966, Alvarez y Guerra, 1971).
Durante la época de invierno sufren una segunda dis-
minucion, al bajar la temperatura del medio, disminuye
su temperaturst corporal y por lo tanto, su metabolismo
se ve reducido, lo que se traduce en un acortamiento de

I longitud (Alvairez del Villar y Guerra, 1971),

6.3.5 Aspecios Ecoldgicos. Se conoce muy
poco acerca de los requerimientos ccoldgicos de esta
especic; por sus hibitos filtradores al parecer no tolera
aguas contaminadas. Durante la etapa farvaria y en un
corto lapso del estado adulto, habita en arroyos con
poca corriente, aguas cristalinas y frias, con substratos

blandos y poco pedregosos cubiertos de limo y arcilla.
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La temperatura del agua no parece ser un fac-
tor limitante para la reproduccion ni para el desarrollo
de la larva. Los datos disponibles con respecto a este
parimetro, oscilan entre 162 y 22.5 C en el rio Celio
(Alvarez del Villar, 1966), en ¢l rio Ducro a la altra de
Etticuaro cs de 10.5 Cy en el arroyo del Parque Nacional
Insurgente Morelos es de 15 y 17.2 C en febrero y agos-

to respectivamente (Diaz-Prado ef al., 1993).

6.3.6 Estudios Moleculares. Debido a que las
lampreas son el grupo de vertebrados mds primitivos,
han sido objcto de numerosos estudios moleculares.
Entre ellos, podemos citar el trabajo de Shintani y cola-
boradores, quicnes analizaron Ia presencia de respuesta
inmune adaprtativa. La principal evidencia encontrada
fue a nivel histoldgico, pues observaron la presencia de
linfocitos en trcto digestivo y en ovatrio. Ademds encon-
traron ln expresion del gen PUT (= Spi-B), el cual
pertencee o una familia génicit involucrada en la diferen-

ciacion de linfocitos (Shintani et al., 2000).

En otro cstudio, Robson y coladoradores
encontraron que las lampreas expresan ¢l gen de la
Lamprina, una proteina estructural de la matriz
extriicelular de varias estructuras cartiliginosas y de na-
turaleza no coligena y altamente hidrofdbica, que com-

parte caracteristicas bioquimicas con la clastina de los

vertebrados superiores (Robson, 1993). Este gen pre-
sentil secuencias repetidas en tindem similares a las
obsetvadas en la elastina y en algunas proteinas estruc-
turales de invertebraclos, como por ejemplo, proteinas
del corién de insectos y ki seda de las arafias. Estas simi-
litudes son un cjemplo de convergencia secuencial que
resulta de fa divergencia de una proteina ancestral
comtn existente hace mids de 500 millones de afos
(Robson, 2000).

Especificamente sobre Lampetra geminis, se
realizd un estudio para describir su diversidad genética
cn cinco poblaciones, Para este fin, en cada poblacidn se
utilizaron como estimadores: el indice de diversidad de
Shannon, la diversidad nucleotidica y lu heterocigosidad.
Los tres estimadores indican que existe un grado de va-
riabilidad considerable dentro de las poblaciones de L.
geminis. Ademis se realiziron otras prucbas moleculares
que indican que no existen diferencias significativas en los
valores de diversidad genética entre poblaciones, los va-
lores de divergencia nucleotidica y de la distancia genéti-
ca dle Nei indican que el grado de diferenciacion genética
cntre las pobliciones es minima (Mejia-Guerrero, 2000).
Esto significa que sc puede ascgurar la existencia de esta
especie en peligro de extincion, sin embargo, fa transfor-
macion del ambiente realizada por el hombre puede

provocar la extincidn local de las poblaciones.
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METODOLOGIA

COLECTA. El material bioldgico utilizado en
este estudio consistio de 3 cjemplares de Lampetra ge-
minis (Alvarez del Villar, 1969) colectado con Ia ayuda de
coladeras o redes de acuario en el wroyo del Parque
Nacional Insurgente José Maria Morelos (2 cjemplares) y
¢l arroyo Irapeco (1 ejemplar), Morelia, michoacin (ver
Fig. 14) (permiso otorgado por [a SEMARNAT segun ofi-
cio No. SGPA/DGVS-7478). Los organismos colectados
se transportaron al laboratorio y sc destinaron para dife-

rentes téenicas siguiendo cl diseio experimental,

WESTERN BLOT. El tjido sc cortd en trozos
pequedios y s¢ homogenizo en un politron (Brinkman
instruments) durante 3 minutos en una solucion de
CHAPS 10mM, HEPES 20 mM pH 7.5, NaCl 150mM y
CaCl2 70 mg, utilizando 4ml de esta solucion por g de
tejido. Bl homogenizado se centrifugd a 10 000 rpm
durante 20 minutos y ¢l sobrenadante fue usado para
determinar la concentracion de proteinas totales me-

diante ¢l método de Bradford (Bradford, 1976).

La concentracion de proteinas totales por ul
fue muy baja, por lo tanto, sc tomaron alicuotas de 1000
ul de muestras y se concentraron cuatra veces por liofi-
lizacion en ¢l speed-vac (Freeze Diyers) por aproxi-

madamente 2 horus, y se resuspendicron en 40 ul de

agua desionizada para obtener una concentracion mds

elevada de proteinas totales (ug/ul).

Las proteinas totales y los marcadores de peso
molecular pretedidos (BenchMarkTM Invitrogen) y se
separaron por electroforesis en geles desgasificados de
acrilamida bis-SDS al 12,5%, bajo condiciones reductoras
utilizando -mercaptoetanol. Los geles se corricron a 200
V/19mA, a 4°C (Towbin et al., 1979). Finalizada la elec-
troforesis los geles se bloguearon con agua destilada y
solucion de wansferencia (Tris base 25 mM, glicina 192
mM, metanol 20%, pH 8.3) durante 10 minutos con cada
solucién. La transferencia de proteinas a membranas de
nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham Pharmacia
Biotech) se realizd en seco en un Trans-Blot SD (Bio-Rad
laboratories) a 15V/62 mA por 15 minutos. Los sitios de
unién no especifica de las membranas se bloquearon
con solucion bloqueadora de membranas (Zymed
Laboratories) durante | hora a temperatura ambiente y

agitacion constiante.

Las membranas de nitrocelulosa se incubaron
con cl anticuerpo monoclonal anti-SR 3C5 (Turner y
Franchi, 1987, donado por el Dr. D. Spector) y el anti-
cuerpo individual anti-SC35 (Fu y Maniatis, 1990) cn

dilucidn 1:75 con solucion bloqueador, a 4°C durante
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toda la noche en agitacion constante.  Después de cua-
tro lavados de 10 minutos cada uno con buffer de TBS-T
(Tris base 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0.05%, pH
8.0), las membranas s¢ incubaron con el anticuerpo
secundario anti-IgG de raton conjugado con peroxidasa
(Chemicon International, Inc) en dilucion 1:5000 con
TBST, una hora a temperatura ambiente y agitacion cons-
tante.  Despugés las membranas se lavaron cuatro veces
con TBST y se revelaron con el sistema de deteccion
para quimioluminiscencia (ECL; Amersham Pharmacia
Biotech) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
En cuarto oscuro la reaccidn de quimioluminiscencia se
expuso a una pelicula para rayos X (X-OMAT; Eastman
Koclak Company) por tres minutos. La pelicula se reveld
en una mdquina para procesamicnto ripido de Kodak
(RP-OMAT).

Algunos geles de electroforesis se tifieron con
azul brillante de Coomasic R-250 al 0.1% (pAv) en una
mezela de metanol-icido acético-agua (5.0%-7.5%-
87.5%) durante 30 minutos y se destificron con una solu-

cién de metanol-dcido acético (5.0%-7.5%).

Tanto peliculas como geles, se digitalizaron

con una cimara digital DC-120 de Kodik.

MICROSCOPIA OPTICA. Lu lamprea Lampetra
geminis, fue decapitada previa anestesia con éter y fijada
en paraformaldehido al 4% dituido en PBS (buffer de fos-
fatos 0.015 My NaCl 0.15M, pH 7.3), a temperatura am-
biente durante 24 hrs. Después se - hicicron tres lavados
con PBS de 5 minutos. Trozos pequenos del organismo
sc colocaron en canastillas de inclusion para continuar
con ¢l proceso de deshidratacidn utilizando alcohol etili-
¢o en concentriciones crecientes de 30,40, 30, 60, 70, 80

y 90% por 15 minutos y dos lavados con ctanol al 100%

(15 y 45 min). Se prosigui6 con un bario de xilol por 45
minutos ¢ impregnacion con parafina por 1 hora; la
preinclusion se realizd en paraplast durante toda la
noche y se finalizo con la inclusién en paraplast fresco,
todo este procedimiento se realizé en un procesador de
tejido automdtico (Shandon) de acuerdo al proce-

dimiento seguido por Ham y Cormack (1983).

Una vez obtenidos los bloques de inclusion se
hicieron cortes de 2 a 3 «m de grosor que se montaron
cn portaobjetos cubiertos con gelatina (gelatina al 0.1%,
sulfato de cromo y potasio 0.01%; Gall y Pardue, 1971).
Para realizar las tinciones posteriores, los cortes se
desparafinaron a 60°C por 20 minutos y se re-hidrataron
con xilol y bafios de etanol en concentraciones decre-
cientes (100, 96, 70 y 50%) por cinco minutos en cada
uno y tres lavados con agua destilada por cinco minutos

cada uno,

Tincion con Hematoxilina-Eosina. Primero se
realizé la tincién con hematoxilina por 2 minutos, las
laminillas se lavaron con agua de la {lave para poder
diferenciar ripidamente con alcohol-icido. Este colo-
rante se vird con agua amoniacal y las laminillas se

lavaron dos veces con agua corriente durante 1 minuto.

La scgunda tincion se realizdé con eosina
durante 1 minuto, seguida de lavados de un minuto con
alcohol-acetona (1:1) y alcohol absolutosxilol.  Las
laminillas tedidas se pasaron por xileno (3 veces, 1 min-
uto cada uno) y se montaron con medlio de montaje acu-
oso Entellan (Merck Corporation) (Lynch et al., 1992).
Se realizaron las observaciones correspondientes en un
microscopio Zeiss y para ¢l digitalizado de imigencs se
utilizo un sistema de circuito cerrado conectado al soft-

ware Image Pro Plus version 4.0.
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Para las reconstrucciones topoldgicas de las .

imigenes capturadas se utilizd el programa computa-

cional Adobe Photoshop version 6.0,

Inmunofluorescencia. Los cortes desparafina-
dos y re-hidratados se sometieron a una recuperacion
antigénica con proteinasa K lista para usar (Dako
Corporation, 53020) a temperatura ambiente por 10
minutos, transcurriclo este tiempo se lavaron dos veces
con TBST (Tris base 0.05M, NaCl 0.3M y Tween 20 0.1%)
por 5 minutos. Se realizd una incubacion con solucion
bloqueadora  (Bloqueador  Universal,  Vector
Laboratories, Inc.) diluido en TBST, durante 10 minutos
a temperatura ambiente, posteriormente se realiziron

dos lavaclos mds con TBST por 5 minutos.

Las laminillas se incubaron con el primer anti-
cuerpo monoclonal 3C5 contra la familia de proteinas SR
en dilucidn 1:20 en TBST durante toda ki noche a 4°C en
cdmara himeda, posteriormente las faminillas se lavaron
dos veces con TBST por 5 minutos parit fa incubacion
con cl anticuerpo secundario anti-raton anti-lgG conju-
gado con FICT (Jakson ImunoRescarch Laboratories, Inc
41845) diluido 1:20 en TBST por 90 minutos a tempe-

ratura ambicnte en oscuridad y cimara hameda.

Los cortes se laviron dos veces con TBST por
5 minutos y sc realizo una contra tincion con DAPL (4°,6-
diamidino-2-fenilindole, Roche) dituido 1:20 en TBST, cl
exceso de DAPI se retiro y se realizo el montaje con
medio  para fluorescencia  Vectashield  (Vector
Laboratories, Inc.). Cada laminilla se selld cuidadosa-

mente con esmalte de uias (Spector y Smith, 1986).

Las preparaciones se observiron en un micros-

copio optico con epifluorescencin Nikon eclipse E-800

con objetivo de 100X.y las imdgenes se registraron por

“medio de pelicula fotogrificn ektachrome ASA 400 de

Kodak. R

Inmunolocalizacion Cromogénica. Los cortes
desparafinados e hidratados se sometieron a una recu-
K (Dako

Corporation, 53020) 4 temperatura ambiente por 10

peracién  antigénica con  proteinasa
minutos, transcurrido este tiempo se lavaron dos veces
con TBST (Tris base 1M, NaCl 3M y Tween 20 0.1%) por
5 minutos. Se realizo una incubacién con solucién blo-
queadora (Bloqueador Universal, Vector Laboratories,
Inc.) diluido en 2 ml de TBST, durante 10 min a tempe-
ratura ambiente, posteriormente se realizaron dos lava-

dos mis con TBST por 5 minutos.

Las laminillas se incubaron con el primer anti-
cuerpo monoclonal 3C5 contra la familia de proteinas SR
en dilucién 1:20 en TBST durante toda la nochea 4°C en
cimara himeda, pasado este tiempo las laminillas se

lavaron dos veces con TBST por 5 minutos.

La deteccion se llevo a cabo incubando con el
anticuerpo secundario anti-IgG de ratén conjugado con
fosfatasa alcalina (Bochringer Mannheim Biochemica)
diluido 1:20 con TBST durante una hora a temperatura
ambicnte y camara hamedi. Se continud con tres lava-
dos con TBST por 5 minutos y ¢l revelado con el sis-
tema de sustrato para Fast Red (Dako Corporation)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La mezcla se
filtrd y se uso inmediatamente después de preparada.
El desarrollo del color se monitorco bajo un microsco-
pio dptico y la reaccion se detuvo con lavados en agua
carriente (Cox y Singer, 1999). Las laminillas se mon-
taron con medio de montaje acuoso Faramount (Dako

Corporation).
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El precipitado de este cromdgeno posec
propiedades fluorescentes semejantes al rojo Texas (Cox
y Singer, 1999), pero a diferencia del rojo Texas esta fluo-
rescencia es permanente o que nos permitié utilizar
estas laminillas para ¢l conteo de motas en campo claro
y realizar cortes dpticos meridianos con el microscopio

conlocal.

Microscopia Inmunofluorescente Confocal. Se
utilizaron las laminillas con inmunolocalizacion cro-
mogénica.  Las observaciones se realizaron con un
microscopio confocul Noran acoplado a un microscopio
invertido Nikon Diaphot 200 y sc utilizd el objetivo GOX.
A cada niacleo celular se le hicieron 10 cortes pticos
meridianos de 0.1 m a diferentes aumentos y fas imi-
genes obtenidas se reconstruyeron tridimensionalmente
con el software 3D de Intervision para la estacion de tra-

bajo Indigo de Silicon Graphics.

Cuantificacion de las Motas. Para cuantificar el
nuamero de motas presentes por nicleo de célutas neu-
ronales, hepatocitos y células del corddn espinal, se uti-
lizaron las laminillas con inmunolocalizacion cromogéni-
ca. Los nicleos sc observaron en un microscopio Zeiss
con cl objetivo 100X y fas imidgencs se digitalizaron uti-
lizando un sistema de circuito cerrado conectado al soft-
ware Image Pro Plus version 4.0. A lus imdgenes cap-
turadas se les madificd ¢l fondo, ¢l contraste y el brillo
haciendo que las motas resaltaran, para lo cual se utilizo
¢l programa computacional Adobe Photoshop version
6.0. El conteo se realizo manualmente directamente en

¢l monitor.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Técnica Convencional. El higado se obtuvo

ripidamente después de haber decapitado a las lam-
preas previa anestesia con éter. El tejido se colocd en
una gota de solucién fijadora (paraformaldehido 4% /
glutaraldehido 2.5%, diluidos en PBS pH 7.3) y se cortd
cn pequerios fragmentos, posteriormente se pasaron a
solucion fijadora fresca por 2 horas a temperatura am-

biente.

Después de fijada la muestra, se siguid la téc-
nica convencional de postfijacion durante una hora con
1% de tetraodxido de osmio (0sO4); deshidratacion con
concentraciones crecientes de etanol al 50, 70, 80, 90 y
96% durante 5 minutos cada uno y tres cambios con
ctanol al 100% durante 5 minutos. Como agente inter-
mediario entre la resina epoxica y el etanol se realizaron
tres baios en dxido de propileno por 5 minutos cada

uno.

Las muestris se sometieron a preinclusion en
oxido de propileno-resina epoxica en una relacion 1:1
por toda la noche, continuando con la inclusidn en
resina epoxica fresca al 100% y-la polimerizacion 260 °C

por 24 hrs.

De estas inclusioncs, se realiziron cortes semi-
finos de 250 nm que se tificron con azul de toluidina y
cortes finos de 60 nm empleando un ultramicrotomo
Ultra Cut E tipo 701704 (Reichert-jung). Los cortes finos
se recogicron sobre rejillas de cobre de 200 mesh y se
contrastaron con acetato de uranilo al 3% (20 minutos) y
citrato de plomo al 0.3% (3 minutos) (Bozzolay Russell,
1992; Vitzqquez-Nin y Echeverria, 2000). Las rejillas fueron
analizadas en un microscopio electrdnico de transmision
EM-10 de Zeiss operado a 80 kv, se obtuvieron micro-

grafias que posteriormente se analizaron .
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Técnica preferencial para ribonuclcoproteinas.
Se siguid la técnica convencional para microscopia clec-
tronica de transmision, pero se realizaron dos modifica-

ciones:

1. Se omitid la osmificacion.

2, El contraste se realizd con la téenica preferencial para
ribonucleoproteinas con EDTA de Monneron y Bernard
(1969), utilizando acetato de uranilo al 3% durante 3
minutos, EDTA 0.2 M pH 6.8 durante |8 minutos y citra-

to de plomo al 0.3% durante 2 minutos.
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RESULTADOS

Identificacién taxondmica de Lampeira geminis, cl ver-

tebrado mis primitivo viviente

La identificacion taxondmica de L. geminis se
realizé utilizando el articulo de Alvarez el Villar (1966)
quien describe por primera vez esta especie, y el articu-
lo de Lyons y col. (1996), quienes corroboran las difer
encias entre las lampreas endémicas de México. Ambos
trabajos coinciden en que las caracteristicas observadas

mds evidentes que presenta L. geminis, son:

1) Estructuras bucales del disco oral:

. la kimina lingual transversal es poco desarrollada,

b. algunos de sus dientes circumorales son rudimentarios
o estdn ausentes (debido a sus hdbitos no pardsitos), y

c. la kimina supraoral que no lleva ciispides suplemetarias,

2) Externamente:

a. se distingue por una mancha pigmentaria prebran-

quial, y

b. en la segunda aleta dorsal presenta manchas oscuras

en la base.

Con estas caracteristicas se determind que los
cjemplares colectados en el ro del Parque Nacional Insur-
gente Jos¢ Marfa Morelos y en el arroyo Irapeo de Morelia

Michoacin, corresponden a b especie Lampetra geminis (Fig, 15).
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Figura 15. Imdgenes de Lampena geminis en uno de sus habitals naturales, el Parque Hacional Insurgente José Mario Morelos, Morelio, Mich. A) Ejemplar donde se puede
comparar su tamaiio con respecto o la hoja de un dibol. B} Organismo  sosteniéndose fuertemente de una roca con la boca, para evitar que se la leve lo coniente del rio, ad,
aleto dorsal adyacente; ac, aleta coudal; b, boca; o, ojo; pb, pores branquiales; sad, sequnda oleto dorsal.
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Reconstruccidn topoldgica de Lampetra geminis

Con el objeto de reconocer algunos tipos celu-
lares de In lamprea, se llevo acabo una reconstruccion
topoldgica de la misma, ya que no esiste informicion de
la histologia para esta especie. Aungue no se ha descrito
la histologia de L. geminis, se conoce b descripcion para
otras especics.  Con ayuda de marerial bibliogrifico
donde describen la morfologia de limpreas parisitas se
logrd realizar la reconstruccion topoldgica de cuatro
cortes histoldgicos a diferentes niveles de la especie
mexicana, reconociéndose las estructuras sefaladas en
las figuras 16, 17, 18 y 19 (Hardisty y Potter, 1971;
Wischnitzer, 1972; Bracegirdle y Miles, 1978).  Este
reconocimicnto y familiarizacion de In especie permitio
distinguir con mayor facilidad diversas estructuras por
microscopia de inmunofluorescencia y confocal, princi-
palmente estructuras con tipos celulares grandes como

cl del corddn espinal.
Deteccion de proteinas SR en vertebrados primitivos

Para detectar la presencia de factores de splic-
ing y la especificidad de los anticuerpos monoclonales
3C35 y SC35 en L. geminis, sc realizo la deteccion de pro-
teinas SR mediante SDS-PAGE y Western Blot.

Con el método de Bradford se determind que
la concentracion de proteinas totales en ¢l homogeniz-
do de la lamprea cra de 3.5 wg/ul. Para obtener un
homogenizado mis concentrido, 1 muestia se liofilizd
obteniéndose una concentracion final de 14 wg/ul de
proteinas totales. En la figura 20 se mucestra la separacion
de 70 y 80 ug de proteinas totales por medio de SDS-
PAGE, donde se observan gran cantidad de bandas co-

rrespondientes a diversas proteinas.

Las bandas producto del Western blot se
observan en Ia figura 21, donde los anticuerpos mono-
clonales 3C5 y SC35 pertenccientes a la familia de pro-
teinas nucleares SR, reconocieron proteinas SR homélo-
gas a las que reconocen en mamiferos, confirmando la
monocespecificidad de los anticuerpos y a la vez la pre-
sencia de protefnas SR en tejidos de vertebrados primi-

tivos.

El anticuerpo monoclonal 3C5 reconocié dos
bandas principales muy evidentes, que corresponden a
proteinas de 130 y 38 kDa. Con lo que respecta al anti-
cuerpo monoclonal $C335 sélo se observd una banda
muy conspicua que corresponde a una proteina de 35
kDa; sin embargo, se observa una banda poco evidente
que puede corresponder a la proteina SC35 pero en

estado desfosforilado.
Organizacion nuclear de los factores de splicing

Para estudiar la organizacion de los factores de

splicing en los nicleos interfisicos, se realizaron experi-

mentos de marcaje inmunofluorescente en cortes de
tejidos cle L. geminis, usando el anticuerpo monoclonal
3C5 conua proteinas de la familia SR y el anticuerpo
secuendario contra inmunoglobulinas totales conjugado
con FITC. Sc observo que los factores de splicing en los
niicleos celulares de tejidos como el corddn espinal,
picl, notocorda, higado, esofago, muisculo, poros bran-
quiales, cartilago y branquias de este vertebrado primiti-
VO sC organizin en un patron moteado simitar al de célu-
las en cultivo y células diferenciadas de mamiferos (Fig.
22).

Morfoldgicamente los diferentes tipos celu-

lares observados no presentan un patrdn moteado ca-
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Figura 16. Reconstruccin topolégica de L. geminis a nivel de ojos, encéfolo y abertura bucal donde se pudieton teconocer algunas otros estructuras (Hardisty y Potter, 1971;

Wischnitzer, 1972; Bracegirdle y Miles, 1978).
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Figura 17. Reconstuccidn topoldgica de L. geminis o nivel de notocordo, esdfago y sacos branquicles, donds estos dltimos ocupan mds del 50% de la cavided (Hordisty y

Potter, 1971; Wischnitzer, 1972; Brocegirdlo y Miles, 1978).
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Figura 18. Reconstruccidn fopoldgica de L. geminis o nivel de catazén y socos branquiales. A éste nivel solo se pudieron reconacieron algunas estiucturas (Hardisty y Potfer,
1971; Wischnitzer, 1972; Bracegitdle y Miles, 1978). 52
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Figura 19. Reconstruccidn topoldgica de L. geminis o nivel ovarios (Haidisty y Potter, 1971; Wischnitzer, 1972; Bracegirdle y Miles, 1978).
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Figuta 20. SDS-PAGE de Proteinas totales de Lampetia geminis (Lg) en gel de
ailomidasbis ol 12.5% en condiciones reductoras y teiiido con azul de
Coomassie. PM, marcadores de peso molecular.

racteristico, sin embargo, si se aprecia que ¢l namero de
motas cambia de un tipo celular a otro (Fig. 23), lo cual
se corrobord mediante un andlisis cuantitativo de las

motas.

Anilisis Morfoldgico de la Organizacidn celular

de los factores de splicing

Con ayuda de la microscopii confocal se
pudo realizar la reconstruccion de algunos nticleos
de neuronas a partir de 10 cortes meridianos (Fig. 24
y 25) observindose que no existe un patron especifi-
co en la organizacion de los factores de splicing den-
tro del mismo tipo celular. Sin embargo, es impor-
tante mencionar que con estas iniigenes se pudo
observar tanto motas redondas como de forma irre-
gular en una misma célula (Fig. 26), lo cual nos indi-

ca que en vertebrados primitivos cxiste el mismo

PM

Lg(70 o PM LE(T0) Lg(30)

Wb Y T

217 wua t‘!’xﬁn" A 217 ewer
16.5 - 168 wenn
a b

Figura 21. Deteccidn de proteinas SR mediante inmuncbloting. o) con anti-3C5 y
b) con onti-SC35.

patrdn moteado de los factores de splicing que en las
células en cultivo y células diferenciadas de tejidos de
mamiferos y posiblemente se modifique con la activi-

dad transcripcional.

Andlisis Ultraestructural de hepatocitos

Con la téenica preferencial para ribonucleo-
proteinas, se observd que el patrén moteado de los
nticlcos de L geminis, al parecer no corresponden a
cimulos de grinulos intercromatinianos y fibras pericro-
matinianas, sino ns bien, a una red fibrogranular exten-
dida por todo ¢l nucleoplasma. Se observaron algunos
grinulos intercromatinianos que fueron escasos, disper-
50s ¥ NO se agrupan en cumulos como en los nicleos de
las células animales (Fig. 27). También, esporddicamente
se llegaron a observar algunos grinulos pericromati-

nianos en el nucleoplasma,
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Figuro 22. Localizacién inmunofluorescente de nucleos celulates de varios tejidos de L. geminis, visualizados por microscopia de inmunofluarescencia de proteinas SR. En los
diferentes tejidos s observa el patrdn moteado nuclear caracteristico de células en cultivo y de células diferenciodas de momiferos. Bara = 2 um.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN.
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Corazén Piel
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Poros Branquiales Notocorda Intestino

Cartilago Cordén Espinal

Figura 23. inmunolocalizacidn de protefnas SR en nicleos celulares individuales de varios tejidos de L. geminis. En cado niicleo se observa el patién moteado nudear y se
observo que el nimero de motos difiere en cada tejido. Barro = 0.5 um.
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Figura 24. Diez cortes 6pticos meridianos de 100 nm y su respectiva reconstruccion de una region deif corddn espinal de £,
geminis, observados por microscopia confocal (reaccion cromogénica) donde se aprecian varias neuronas. Aumento 1X .
Cada corte Barra = 2 um.

Figura 24. Diez cortes Gpticos meridianos de 100 nm y su tespectivo reconshuccion de una regin del cordén espinal de L. geminis, observados por mictoscopia confocal (reac-
cién cromogénic) donde se aprecion varios neuronas. Aumento 1X . Cada corte Bana = 2 um.
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Figura 25. Cortes dpticos meridianos de 100 nm de grosor de una neurona y su respectiva reconstruccion posterior a una inmunofluorescencia con ef anticuerpo anti-3C5 y
abservados por microscopfa confocal, donde se observan motas de diferentes tamafios v diferentes formas (redondas y circulares). Aumento 5X. Baria = 1 um. 38
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Figura 26. Inmunolocalizacidn de proteinas SR por reacadn cromogénica (AP-FastRed) en neuronas de L. geminis. (A) corte dptico meridiano de vorias nevronas

obsevado (1X), (A') reconstruccion con 10 cortes dpticos meridianos. (B) corte dptico meridiono observado de una sola neurona (5X), {B') reconstiuceién con 10
cortes Gpticos, donde se pueden observar motas redondas y da forma inegular ademds de un cuerpo de Cajol (CB).

Andlisis Cuantitativo del Patrdn Moteado

Con la téenica de inmunolocalizacidn cromogénica se realizé ¢l conteo de motas en 300 nicleos de neuronas,
hepatocitos y célufas de la notocorda (Fig. 28) que al ser las células de mayor tamafio nos permiticron realizar un conteo
miis preciso. En los nicleos de las neuronas se contaron 26,95 motas en promedio, en hepatocitos 20.8533 y en los
nucleos de las células de la notocorda 8.93 (grfica 1).

59
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Figura 27. Micrografias electidnicas de transmision de rucleos e *

< it
. 3 AN, ]

“atus de L geminis. (4 Lo - teiido con acetoto de wranilo-citiato de plomo, donde se observa que
la organizacion nuclear es similar a o de un hepatocito de mamifrso. Barra == 2um (B) Nucleo tei: 1 con acetato de wranilo-EDTA-citiato de plome; se observa la red fibro-

gionular (RFG), algunos grdnulos intercromatiniades (61Cs) dispersos y un grénulo pericomatinianc (GP(). @, cromating; en, envoltuia nuclear; n, nucléolo; 1, ribosomas.
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nificar uno mayor actividad transcripcional y pot lo tanto de splicing.
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DISCUSION

Lampetra -geminis, cspecie endémica de
México y representante de los veitebrados - primitivos

vivientes

Alvarez del Villar (1996) realizé una compara-
cion morfologica y morfométrica entre amocctos y
organismos adultos procedentes del rio Duero y Jacona
del Estado de Michoacin, asi como del Lago de Chapala
en ¢l Estado de Jalisco.  El autor encuentra diferencias
significativas en la longitud total, y longitud relativa de
muchos rasgos anatomicos externos, asi como en la den-
ticion y hibitos alimenticios, situacion que lo lleva a
describir una nueva especie (Tetraplenrodon geminis).
En estc mismo trabajo cl awtor realiz algunas observa-
ciones importantes, entre las que  destacan que
Lampetra spadicea después de i metamorfosis
adquicre hibitos hematdfagos que mantiene aproxi-
madamente 2 afios antes de alcanzar la madurez sexual,
mientras que los individuos postmetamarficos de L.
geminis permanceen de 3 a + meses sin alimentarse
hasta alcanzar I madurez sexual; I reproduccion en
ambas especics ocurre durinte los meses de noviembre
a enero, posterior a la cual sobreviene la muerte de los

individuos.

Asi mismo, Lyons y col. (1996) compararon
ambas especies, resultando que L spadicea cs mids
grande que L. geminis. Proporcionalmente tiene mis
corta la altura de la primera aleta dorsal, fa altura del
cuerpo y las longitudes branquial, caudal y postorbital, y
mds grande la longitud del ojo. La relacion entre la lon-
gitud total y las longitudes prebranquial, preorbital y del
disco, tambic¢n difieren entre L spadicea y L. geminis.
Por lo tanto se concluye que L. spadicea y L. geminis son

morfologicamente distintas.

Desafortunadamente, no se colectd ningtin
cjemplar de L spadicea. Sin embargo, se realizaron
comparaciones con ejemplares pertenccientes a la
coleccion de Ictiologia de la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas del IPN. Con estas comparaciones y
las caracteristicas distintivas obscrvadas, se llegd a la con-
clusion de que los cjemplares colectados pertenecen a la
especie L. geminis, pucs las dos especies de lampreas
endémicas de México son distintas en varios aspectos y

no pucde haber confusion.

El andlisis histologico realizado confirma la
estructura tisular basica de lampreas, que a su vez per-

mitid llevar a cabo los estudios de inmunofluorescencia
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en tejidos reconocibles.
las proteinas SR estin presentes en los vertebrados

primitivos

Las bandas observadas producto del Western
blot, donde los anticuerpos 3C5 y SC35 reconocieron
proteinas SR homdlogas a las que reconocen en
mamiferos, confirman la presencia de estas proteinas en

lamprea.

Las bandas observadas estuvieron en las posi-
ciones esperadas. En cultivos celulares de mamiferos, el
anticuerpo 3C5 reconoce bandas de 130, 73, 50, 38, 32y
22 a 25 kDa. En cl homogenizado de L geminis sc
reconocieron 9 bandas de pesos moleculares semejantes
a las de cultivos celulares. El anticuerpo SC35 reconoce
una proteina de 35 KDa requerida para el splicing del
pre-mRNA y el ensamble del spliceosoma (Fu &
Maniatis, 1990).

Las proteinas SR son una familia de factores de
splicing esencial las cuales evolutivamente son alta-
mente conservadas (Longman ef a/., 2000) y su presen-

cia en tejidos de lamprea nos lo confirny

Los resultados entonces nos permiten tener fa
certeza de que los anticuerpos utilizados reconocen un

juego de proteinas homologas en lamprea.

Organizacién Celular de Factores de splicing en

Vertebrados Primitivos

Los andlisis de inmunofluorescencia mostriron
que las proteinas SR estdn presentes en el nucleoplasma
de ndcleos interfisicos de lamprea y se organizan en un

patrdn moteado. A pesar de presentar ndcleos relativa-

mente pequenos, los patrones moteados en diferentes
tejdos fueron observados claramente. Asi, ademis de la
concentracién de factores en ciimulos, se observd tam-
bién un patrdn de tincién difuso en el nucleoplasma,

exceptuando al nucleolo.

Diversos estudios indican que las proteinas SR
sc reclutan de las motas a sitios de transcripcion y la fos-
forilacién de serinas de los dominios SR es necesaria
para el reclutamiento (Misteli et al., 1997; Misteli et al.,
1998). Las motas son estructuras subnucleares que son
ricas en factores de splicing para el pre-mRNA y estin
localizadas en las regiones intercromatinianas del nu-
cleoplisma de células de mamiferos. A nivel de micros-
copiit de fluorescencia se observan como estructuras
irregulares que varian en tamano y forma, y cuando se
examinan por microscopia electrdnici se observan como
cumulos de grinulos intercromatinianos. Lis motas son
estructuras dindmicas y sus componentes proteicos y
RNA-proteina pueden ciclar continuamente entre las
motas y otras localizaciones nucleares, incluyendo sitios

de transcripeion activa.

Andlisis - Ulraestructural de  hepatocitos de  un

Vertebrado Primitivo

Como es bien sabido las estructuras nucleares
de naturaleza ribonucleoproteica se encuentran en ani-
mutles, plantas y hongos, sin embargo presentan varia-
ciones en tamafo, abundancia y distribucion (Jiménez
Garcia et al, 1989). A nivel de microscopia de fluores-
cenciy las particulas ribonucleoproteicas como cdmuios
de grinulos intercromatinianos y fibras pericromatinia-
nas se observan como compartimientos nucleares cono-
cidos como patrén moteado, speckles o compartimien-

tos de factores de splicing (Misteli, 2000). En vertebra-
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dos primitivos, ultraestructuralmente el patrdn moteaclo
corresponde a una red fibrogranular y no a estructuras
bien - definidas..como . las estructuras . descritas por

Monneron y Bernhard (1969).

En lampreas, existe fa presencii de un patrdn
moteado con microscopia de fluorescencia, sin embargo
la ausencia de camulos de grinulos intercromatinianos
sugicre que las motas podrian tener una estructura
fibrosa bdsica. Los grinulos intercromatinianos podrian
ciclar entre una mota y otra, transportando las proteinas

del splicing.
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CONCLUSIONES

1. La reconstruccidn topoldgica de los cortes histolégicos de Lampetra geminis, revelan una organizacién tisular carac- -

teristica de otras especies de lampreas.

2. Los factores de splicing no snRNPs en tejidos diferenciados de lamprea se organizan en un patrén moteado, semejante |

al observado en los nicleos de células en cultivo y células de tejidos diferenciados de mamiferos.” El patrdn incluye zonas

de alta intensidad incluida en un ambiente difuso de tincion.

3. El nimero de motas de los nicleos de veriebrados primitivos varia de un tejido a otro. Los nicleos celulares de las

células de Ia notocorda presentaron menor niimero, el de los hepatocitos mds y en las neuronas el mayor niimero.

4. En lampreas, ultraestructuralmente las motas parecen corresponder a una red fibrosa y no a cimulos de grdnulos inter-

cromatinianos y fibras pericromatinianas.

Las conclusiones mencionadas sugicren que ¢l pairén moteado parcce estar determinado filogenéticamente,
pues estin presentes desde mamiferos hasta vertebrados primitivos. Por ello la presencia de los factores de splicing en
dominios nucleares conocidos como patrdn moteado, speckles o compartimientos de factores de splicing, parccen haber

sido seleccionados en un proceso que favorecié la compartamentalizacion intranuclear del procesamiento del RNA.
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