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RESUMEN



En plantas, como en el resto de eucariotas, el núcleo funciona como un

conjunto de dominios integrados, en los que se produce la replicación, transcripción,

procesamiento y transporte del RNA. La matriz nuclear constituye la estructura

compleja que proporciona el soporte físico para estos procesos.

La existencia en células de A. cepa de una matriz nuclear formada por tres

dominios morfológicos fundamentales: lámina, matriz interna y matriz nucleolar;

análoga a la de otros eucariotas, nos ha llevado a intentar identificar los componentes

básicos de la misma, con el fin de determinar si la organización y significado funcional

de la matriz nuclear es común en eucariotas.

Las técnicas de fraccionamiento celular nos han permitido estudiar, de forma

total o parcialmente independiente, los distintos dominios de la misma, y establecer

sus perfiles polipeptídicos mono y bidimensionales, que muestran la complejidad de

las diferentes estructuras matriciales.

Mediante anticuerpos específicos, hemos comprobado que los dos tipos de

laminas de vertebrados están conservados en plantas, y presentan valores de peso

molecular y punto isoeléctrico muy semejantes. La identificación de laminas en su

lámina, demuestra que presenta una organización semejante a la del resto de

eucariotas, y que estas proteínas están mejor conservadas que los filamentos

intermedios citoplásmicos, que no forman un citoesqueleto organizado en el

citoplasma de células de plantas, y apoya el origen ancestral de dichas proteínas

dentro de la familia de los filamentos intermedios.
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La matriz interna presenta una gran estabilidad en plantas, a diferencia de la

de células animales, como demuestra su resistencia a la extracción con RNasa,

tampones de alta fuerza iónica, diiodosalicilato de litio y soluciones reductoras.

La detección inmunológica de distintos componentes de la matriz interna, como

la topoisomerasa II y DNA residual; antígenos presentes en los gránulos

intercromatínicos, así como proteínas relacionadas con los filamentos intermedios y

los ensayos de asociación de secuencias MAR heterólogas, han determinado la

definición de dos subdominios estructurales dentro de la misma, uno fibrilar, que se

correspondería con el nuclecesqueleto básico, contendría proteínas de tipo filamento

intermedio, y sería el soporte estructural para el anclaje de los ‘Ioops” de DNA, y el

otro de estructura fibrilogranular, del que forman parte los gránulos intercromatínicos,

que estaría implicado en el metabolismo nuclear del RNA.

El desarrollo de un procedimiento de aislamiento de matrices nucleolares a

partir de nucleolos aislados, nos ha permitido efectuar un análisis detallado de su

composición proteica, y demostrar su composición compleja. Su organización

estructural es semejante a la que presenta el dominio correspondiente de las matrices

nucleares totales, demostrando que no son artefactos obtenidos durante el proceso

de aislamiento. Su gran estabilidad frente a los distintos agentes desestabilizantes

indica que su mantenimiento estructural depende, al menos parcialmente, de un

esqueleto propio, y no de otros elementos matriciales. La caracterización de la

nucleolina y la fibrilarina como componentes de las matrices nucleolares, y el análisis

de su distribución topológica mediante microscopia confocal, demuestra que la matriz
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nucleolar es el soporte nucleoesquelético de los ‘loops” de rDNA y de los complejos

que intervienen en el procesamiento de los RNAs ribosómicos.

Por tanto, todo parece indicar que el modelo de organización y funcionalidad

de la matriz nuclear de células de A. cepa, es semejante al descrito para otros

eucariotas, si exceptuamos la alta estabilidad de la matriz interna, que parece ser una

característica general de la matriz nuclear de plantas. Es por tanto una estructura

altamente conservada, como demuestra a su vez el hecho, de que matrices nucleares

de A. cepa sean capaces de ligar secuencias MAR de sistemas heterólogos.

La existencia de un grupo de organismos dentro de eucariotas, los

Dinoflagelados, que carecen de nucleosomas e histonas, nos llevó a investigar si

presentaban una matriz nuclear responsable de la organización supramolecular de su

DNA atípico. El desarrollo de un procedimiento de extracción de células de

Amphidinium cafleraa encapsuladas en microbolas de agarosa, nos ha permitido

obtener matrices nucleares “in situ”, demostrándose que presentan una organización

similar a la de animales y plantas superiores. La identificación de proteínas

inmunolágicamente relacionadas con las laminas de vertebrados en su lámina,

confirma el origen ancestral de estas proteínas del grupo de los filamentos

intermedios, muy conservadas a lo largo de la evolución. La presencia de un

homólogo de la topoisomerasa II en ellas, unida a su capacidad de asociar

específicamente secuencias MAR heterólogas, demuestra que la matriz nuclear juega

un papel fundamental en la organización del DNA no nucleosómico de los

dinoflagelados.
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Por tanto parece que la matriz nuclear es una adquisición evolutiva temprana

del núcleo eucariota, que no depende de nucleosomas e histonas, por lo que los

mecanismos que controlan los dos niveles de organización de la cromatina en

eucariotas, serán molecular y evolutivamente independientes.
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El núcleo celular, en el que reside la información genética de las células

eucariotas, ha sido objeto de estudio a lo largo de décadas, de tal forma, que en la

actualidad hay acumulada una gran cantidad de información acerca de los

mecanismos moleculares implicados en la expresión génica. Sin embargo, las

respuestas a como se organizan dichos procesos y su regulación dentro del núcleo

todavía son muy limitadas.

Replicación, transcripción, procesamiento y transporte del RNA, son procesos

complejos, resultado de la actuación coordinada de distintos factores proteicos,

actividades enzimáticas y secuencias de DNA, situados mas o menos próximos a los

genes sobre los que van a ejercer su acción. Por otra parte, gracias a distintos

estudios bioquímicos, de microscopia electrónica, biología molecular y celular, se sabe

que dichas actividades y componentes nucleares, no se encuentran de forma dispersa

en el núcleo, sino que se localizan en dominios discretos dentro de sus límites. Todo

ello, llevó a proponer, que dichas regiones del núcleo, donde se llevan a cabo estos

procesos debían tener un soporte estructural complejo, al que se denominó matriz

nuclear “in situ” (Berezney, 1984). Por tanto la matriz nuclear seria la estructura

responsable de la organización topológica y coordinación de las funciones nucleares

de una forma dinámica (Revisiones: De Jong y col., 1990, Van Driel y col., 1991,

Jackson, 1991, Berezney, 1991, Stuurman y col., 1992a).
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1.- LA MATRIZ NUCLEAR COMO ESTRUCTURA

AISLADA

Desde que en los años 40 Mayer y Gulick, 1942, demostraron la existencia de

una serie de proteínas nucleares resistentes a la extracción con soluciones de alta

fuerza ónice, gran cantidad de estudios ¡levaron a confirmar que no constituían un

grupo proteico aislado, sino un retículo ribonucleoproteico de fibrillas , que como toda

estructura en si, podría ser aislada (Revisión: Agutter y Richardson, 1980>. Fueron

Berezney y Coffey, (1974), los primeros que, basándose en todos los estudios

anteriores, desarrollaron un método mediante el cual obtuvieron matrices nucleares

aisladas a partir de núcleos aislados de hígado de rata.

La matriz nuclear se define como la estructura proteica residual, que se

obtiene al someter núcleos interfásicos a extracciones sucesivas con detergentes no

iónicos, soluciones de alta y baja fuerza iónica, y posteriores digestiones con

nucleasas exógenas (Berezney y Coffey, 1974 y 1977, Comings y Okada, 1976,

Agutter y Richardson, 1980).

A lo largo de las dos últimas décadas, se han podido aislar matrices nucleares

de una gran variedad de células eucarioticas, desde eucariotas inferiores (Herían y

col.. 1979, Mitchelson y col., 1979, Waitz y Loidí, 1988, Eberharter y col., 1993), a

invertebrados (Fisher y col., 1982), vertebrados (Agutter y Richardson, 1980,

Berezney, 1984) y plantas (Revisión: Moreno Díaz de la Espina, 1995).
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1.1.- DOMINIOS ESTRUCTURALES DE LA MATRIZ NUCLEAR

En general, independientemente de la especie, se distinguen de forma

constante tres dominios fundamentales en toda matriz nuclear, la envuelta nuclear

residual o complejo lámina-poros, el nucleolo residual, y la matriz interna que conecta

la lámina con el nucleolo residual (Bouteille y col., 1983, Berezney, 1984, Verheijen

y col., 1988).

La lámina está formada por un retículo de fibras ortogonales, en intimo

contacto con la cara interna de la envuelta nuclear a la que se asocian los poros

complejos (Gerace y Burke, 1988, Nigg, 1989, Dessev, 1992). El nucleolo residual

presenta una estructura fibrilar muy compacta (Berezney y Coffey, 1977, Bourgeois

y col., 1987) y la matriz interna aparece como una estructura formada por fibras y

gránulos, de naturaleza ribonucleoproteica (Kaufmann y Shaper, 1984, Verheijen y

col., 1986, He y col., 1990, Spector, 1990).

Existe un acuerdo mas o menos unánime en cuanto a la estructura de la

lámina, sin embargo no ocurre lo mismo en lo que se refiere a la matriz interna y el

nucleolo residual. En la matriz interna se pueden distinguir componentes propiamente

nucleoesqueléticos, que forman el complejo entramado de filamentos en torno a los

cuales se organizan y ensamblan la mayor parte de las proteínas y los complejos

multiméricos que componen las matrices. Dichos filamentos que constituyen el

nucleoesqueleto base, quedan visibles cuando las matrices se obtienen aumentando

gradualmente la fuerza iónica de las soluciones utilizadas en la extracción (He y col.,
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1990, Nickerson y col., 1990).

Como era de esperar, desde los primeros estudios de aislamiento de matrices,

se han generado multitud de procedimientos de obtención de las mismas, a partir de

un gran número de tipos celulares diferentes. Aunque todos tienen como base la

permeabilización de los núcleos aislados con detergentes, para hacerlos accesibles

a la digestión con nucleasas y a la extracción con distintas soluciones, que eliminan

la mayoría de los ácidos nucleicos y todos los componentes solubles o debilmente

unidos, dan lugar a matrices de diferente composición, ultraestructura y con distintas

actividades enzimáticas asociadas, viéndose principalmente afectado el dominio

fibrilogranular que constituye la matriz interna. Parece claro que existen una serie de

puntos claves en todo proceso extractivo, de los que dependen las características

estructurales, composición y estabilidad de la matriz interna (Stuurman y col., 1 992a).

Ha sido precisamente la labilidad de la matriz interna, cuya composición y apariencia

varia en función del procedimiento utilizado, unida a la dificultad inicial existente para

la observación de las matrices nucleares “in situ” en células enteras, la que ha

originado opiniones controvertidas acerca, por un lado, de la existencia de la matriz

nuclear como estructura real y no como artefacto del proceso extractivo, y por otro,

sobre cuales serían los factores responsables de su integridad estructural, en caso

de que existiese como tal (Cook, 1988, Jack y Eggert, 1992, Hoffman, 1993).
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1.2.- FACTORES ESENCIALES PARA EL AISLAMIENTO DE

MATRICES NUCLEARES. MODIFICACIONES Y RESULTADOS

En términos generales con la variedad de procedimientos utilizados, se ha

tendido, en primer lugar, a optimizar aquellos puntos del proceso considerados

esenciales para la obtención final de unas matrices nucleares lo mas semejantes a

las obtenidas “in situ”. En segundo lugar, se ha intentado identificar los factores que

mantienen la estructura como tal, y en tercer lugar, a la aplicación de distintas

técnicas preparativas, con el fin de poder observar mejor al microscopio electrónico

el resultado final de dichos procesos extractivos (De Jong y col,, 1990).

Un paso fundamental es el aislamiento de núcleos. En general, no se utilizan

soluciones en condiciones fisiológicas con el fin de evitar problemas de agregaciones

entre ellos. Pero sin embargo, estas condiciones pueden dar lugar a la extracción de

algunos elementos y reorganización de otros, produciendo finalmente estructuras

distintas a las reales, o artefactos. Para evitarlo, Jackson y Cook, (1985),

desarrollaron un método mediante el cual incluían las células en microbolas de

agarosa, de manera que posteriormente se podían someter a extracción con

soluciones en condiciones mas o menos fisiológicas. En otros casos, se optó por una

estabilización por calor, mediante la cual se somete a los núcleos (Gasser y Laemmli,

1986) o a las células, previamente a la extracción nuclear (Fisher y col., 1989), a

temperaturas entre 37 y 42~C antes de continuar con el proceso de aislamiento. Pero

existe un problema en este caso, ya que se ha comprobado que el calor, puede

originar artefactos tales como un elevado contenido proteico en las matrices debido
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a la asociación inespecifica de proteínas que no son componentes habituales de las

mismas, redistribución de componentes proteicos, variaciones ultraestructurales e

incluso de su funcionalidad (Evan y Hancock, 1985, McConnel y col., 1987, Belgrader

y col., 1991b, Martelli y col., 1991b, 1992, 1994, Wachberger y Coss, 1993, Warters

y col., 1993). Aunque no se sabe bien como se produce dicha estabilización, lo que

parece claro es que no es debida a la formación de puentes disulfuro (Evan y

Hancock, 1985, Belgrader y col., 1991 b).

Una vez obtenidos los núcleos, un paso fundamental para la obtención de

matrices nucleares, es la extracción de la cromatina una vez realizada la digestión con

DNasa. Para ello se utilizan distintos tipos de procedimientos:

1- Por un lado están los que utilizan soluciones de alta fuerza ióriica (Berezney

y Coffey, 1974, Kaufmann y Shaper, 1984, Stuurman y col., 1990), o un aumento

gradual de la fuerza iónica desde moderada a alta (Fey y col., 1986a, He y col.,

1990). Ambos tipos de procedimientos se utilizan cuando se quieren realizar estudios

ultraestructurales de las matrices. El hecho de que en algunos casos el aumento de

la fuerza iónica se lleve a cabo de forma gradual se debe a que permite una

preservación mejor de la ultraestructura de las muestras obtenidas.

Sin embargo utilizando procedimientos semejantes, con células del mismo

origen, se obtuvieron estructuras finales diferentes (Berezney y Coffey, 1974,

Aaronson y Blobel, 1975, Dwyer y Blobel, 1976), en las que se veía afectada

principalmente la matriz interna, estructura mucho mas lábil que la lámina, que llegaba
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2- Otro tipo de procedimientos son los que se basan en la utilización de

soluciones de baja fuerza jónica, mas próxima a las condiciones fisiológicas. Se

extraen las histonas con 3,5-diiodosalicilato de Li (LIS), previamente a la digestión con

enzimas de restricción de los fragmentos de DNA mas debilmente unidos a las

proteínas matriciales (Mirkovitch y col., 1984). La introducción de este tipo de

procedimientos se debe a que la extración con soluciones de alta fuerza iónica puede

originar desplazamientos de los puntos de anclaje de los “íoops” de DNA, e incluso

precipitación de los complejos de transcripción en las matrices y reorganización de

sus componentes. Estos procedimientos se han utilizado de manera sistemática para

estudios de asociación de DNA a las matrices nucleares. El inconveniente que

presentan es que se necesita, en el caso de células animales, realizar una

estabilización por calor previamente a la extracción con LIS, originando, como se ha

comprobado, asociación inespecífica de proteínas a la matriz (McConnell y col., 1987).

En el caso de células vegetales, debido a la resistencia de su matriz interna, este

paso no es necesario (Avramova y Bennetzen, 1993).

2.- FUNCIONES ASOCIADAS A LA MATRIZ

NUCLEAR

Paralelamente al aislamiento de matrices nucleares, distintos experimentos han

demostrado que la matriz nuclear no solo constituye el soporte esquelético del núcleo,

sino que a ella se asocian la mayoría de las funciones nucleares.
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Una de ellas es la organización de los “íoops” de DNA, que se encuentran

anclados en sus bases a la matriz (Razin, 1987, Bodnar, 1988, Getzenberg y col.,

1991, Pienta y col., 1991, Jackson y col., 1992, Razin y Vassetzky, 1992>, mediante

secuencias denominadas “matrix associated regions” (MAR), las cuales se

identificaron en gran cantidad de organismos desde levaduras, anfibios, insectos,

aves, y mamíferos (Gasser y col., 1989, Gasser, 1991, Boulikas, 1993) y

posteriormente en plantas (Hall y col., 1991, Slatter y col., 1991, Breyne y col., 1992,

Avramova y Bennetzen, 1993, Paul y Ferí, 1993, Dietz y col., 1994>. También se han

caracterizado algunas de las proteínas de la matriz a las que se unen dichas

secuencias (Hakes y Berezney, 1991b, Von Kriesy col., 1991, 1994, Ludérusy col.,

1992, 1994, Dworetzky y col., 1992>.

Otra de las funciones asociadas es la replicación del DNA. Existen estudios en

los que se ha determinado la asociación del DNA recién sintetizado a la matriz

nuclear (Berezney y Coffey, 1975). A su vez el estudio de la distribución de los

lugares de replicación, apoya la existencia de una estructura subyacente que la

mantenga (Pardolí y col., 1980, Dijkwell y col., 1986, 1991, Nakayasu y Berezney,

1989, Cook, 1991, Jackson, 1991, Neri y col., 1992, Hassan y Cook, 1993, Hozák y

col., 1993a y 1994b). La asociación de actividades enzimáticas como la de las

polimerasas cx y [3,DNA primasas, y la de la topoisomerasa II, en este último caso

con un papel en replicación, transcripción y estructural, ampliamente demostrado

(Berrios y col., 1985, Wood y Collins, 1986, Tubo y Berezney, 1987, Kaufmann y

Shaper, 1991, Anderson y Roberge, 1992, Zini y col., 1994), confirman el papel

fundamental que juegan las matrices en la replicación del DNA.
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Finalmente, se han acumulado abundantes datos que involucran a la matriz

nuclear en la síntesis, procesamiento y transporte del RNA. Se ha comprobado que

la transcripción es un proceso altamente localizado (Wansink y col., 1993), con los

genes activos presentando una distribución en dominios. Por un lado se sabe que los

genes con una alta actividad de transcripción se asocian a la matriz nuclear (Ciejek

y col., 1983), así como el RNA que se está sintetizando (Ciejek y col., 1982), la

actividad de la RNA polimerasa (Jackson y Cook, 1985) y distintos factores

relacionados con la transcripción, como receptores esteroideos (Carmo- Fonseca,

1988).

Al igual que sucede con la transcripción, también se han detectado asociados

a las matrices distintos factores de procesamiento del RNA (Zeitlin y col., 1989); en

correspondencia con los estudios realizados por Spector (1990), que indican la

existencia de un retículo, dentro del núcleo, formado por regiones ricas en snRNPs,

que intervienen en el procesamiento del RNA. Sugiriendo ambos la existencia de un

nucleoesqueleto como soporte físico de este proceso. Carter y col., (1991 y 1993),

hablan de una distribución de RNAs poliadenilados así como de distintos factores

involucrados en el procesamiento del RNA, en dominios discretos. Todos estos datos

coinciden con aquellos que demuestran la existencia de snRNPs y hnRNPs, que

contienen RNAs en distintas fases de procesamiento, asociados a la matriz nuclear

(Verheijen y col., 1988). Además el hecho de que se desorganice la matriz interna al

utilizar RNasa en el proceso de obtención de matrices, en algunos tipos celulares,

apoya el papel fundamental que jugarían los componentes ribonucleoproteicos como

parte integrante de ellas (Fey y col., 1986a y 1986b).
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El RNA una vez procesado tiene que ser transportado al citoplasma. Lawrence

y col., (1989) y Xing y Lawrence, (1993) han demostrado, que los transcritos de RNA

se disponen formando cadenas altamente insolubles, desde el interior del núcleo

hacia la envuelta nuclear, lo que indica que tienen que estar unidos a la matriz

nuclear.

Ante tal cúmulo de evidencias, en la actualidad parece no haber dudas acerca

de la existencia de una matriz nuclear responsable de la compartimentalización de los

procesos de replicación, transcripción, procesamiento y transporte del RNA. Es

necesaria una estructura en la que se van a concentrar por un lado el DNA para ser

transcrito, junto con toda la maquinaria necesaria para la expresión génica específica

de cada tejido (Nelson y col., 1986, Bodnar, 1988). (Revisiones: Cook, 1988, De Jong

y col., 1990, Berezney, 1991, Jackson, 1991, Van Driel y col., 1991, Stuurman y col.,

1992a, Hoffman, 1993).

3.- COMPOSICION PROTEICA DE LAS MATRICES

NUCLEARES

El conocimiento de las proteínas que componen la estructura nucleoesquelética

sigue siendo el punto mas oscuro en el estudio de las matrices nucleares, a pesar de

todos los avances realizados.

Se sabe, que en general, las proteínas estructurales, como las del
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citoesqueleto y matriz extracelular, están altamente conservadas a lo largo de la

evolución. Esto ha llevado a pensar que, dada la semejanza existente en cuanto a la

organización nuclear entre distintas especies, pudiera suceder algo semejante con las

proteínas de la matriz nuclear. Un dato significativo es que actualmente se pueden

aislar matrices nucleares de levaduras (Amati y Gasser, 1988), plantas (Moreno Díaz

de la Espina y col., 1991, Krachmarov y col., 1991) y mamíferos (Berezney y Coffey,

1974).

La composición proteica de la matriz es compleja, con proteínas entre 20-200

KD (Berezney, 1984, Verjeijen y col., 1988), aunque existen diferencias en lo que se

refiere a los componentes mayoritarios. Así mientras en mamíferos y aves oscilan

entre 45-75 KD (Revisiónes: Berezney, 1984, Kaufmann y Shaper, 1984, Verheijen

y col., 1988), en eucariotas inferiores, son mas abundantes las proteínas de bajo peso

molecular, entre 14 y 40 KD (Wunderlich y Herían, 1977, Mitchelson y col., 1979),

mientras que las plantas, que tienen un gran número de bandas de menos de 70 KD,

presentan como mayoritarias las del rango 40-60 KD (Cerezuela y Moreno Díaz de

la Espina, 1990, Cerezuela, 1991).

Lo que se ha comprobado es que la composición depende mucho del

procedimiento de extracción utilizado. Está claro que la forman al menos dos

estructuras, lámina y nucleoesqueleto interno, con una composición polipeptídica

totalmente distinta (Kaufmann y Shaper, 1984). La lámina se encuentra bastante bien

caracterizada, y se sabe que esta constituida por proteínas de tipo filamento

intermedio, denominadas laminas, que están bastante bien caracterizadas (Aebi y col.,
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1986, Fisher y col., 1986, Gerace, 1986, Krohne y Benavente, 1986, Franke, 1987).

La composición de la matriz interna, es la que se ve mas afectada con el

método de aislamiento; hasta tal punto que en función de éste, puede haber una serie

de componentes accesorios, que no son constituyentes del nucleoesqueleto básico,

que aparezcan en mayor o menor proporción; de aquí la importancia de identificar las

proteínas realmente estructurales de la matriz nuclear.

Mediante análisis bidimensionales, se han detectado mas de 200 proteínas

como componentes de las matrices nucleares, de las cuales podemos diferenciar dos

grupos, las proteínas comunes, es decir, que se encuentran en gran variedad de

lineas celulares, y proteínas que dependen tanto del tipo celular, como del estado de

diferenciación de éstas (Fey y Penman, 1988, Nickerson y col., 1990, Stuurman y col.,

1990). Parece ser, además, que dicha variación, no depende tanto de modificaciones

postransíacionales, sino mas bien de la expresión de distintos genes que codifican

para proteínas matriciales, o “splicing” alternativo de un número limitado de genes de

proteínas matriciales (Fey y Penman, 1988).

Por otra parte, la existencia de una serie de proteínas comunes en las matrices

de células de orígenes distintos, indicaría una conservación evolutiva de las mismas,

que tendrían un papel fundamentalmente estructural, o bien serían las responsables

de lunciones básicas nucleares independientes del estado de diferenciación o tipo

celular; como es el anclaje de los “loops” de DNA, pues está demostrado que la unión

de secuencias MAR es independiente del tipo celular (Gasser y Laemmli, 1986,
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Ludérus y col., 1992, 1994).

La identificación de dichas proteínas es el punto mas complicado. Hemos

comentado que el estudio de las proteínas de la lámina está bastante avanzado, sin

embargo existen lagunas enormes acerca de los componentes de la matriz interna.

Se han identificado algunas proteínas que se asocian a ella como la topoisomerasa

II (Berrios y col., 1985), proteínas reguladoras como la calmodulina (Ver: Nickerson

y col., 1990), proteínas de los hnRNPs (Verheijen y col., 1988), o la fibrilarina

asociada a matriz nucleolar (Ochs y Smetana, 1991).

Sin embargo en cuanto a las proteínas que constituyen por sí mismas la matriz

interna, la información es mucho menor. Kaufmann y Shaper, (1984>, se refieren a

ellas como mucho menos estables que las del complejo lámina-poros. Constituyen un

grupo muy variado, como se deduce de los estudios que se están llevando a cabo en

los últimos años con anticuerpos monoclonales desarrollados contra proteínas

matriciales de distintas células (Chaly y col., 1986, Lehner y col., 1986, Nicherson y

col., 1990, Nakayasu y Berezney, 1991).

Los estudios de Nakayasu y Berezney (1991), en matrices de células de hígado

de rata han llevado a identificar una serie de proteínas mayoritarias, 8 para ser mas

exactos, las matrinas, muy distintas a las de la lámina, que forman parte de la matriz

interna. Además se han estudiado sus secuencias, mostrando los característicos

“dedos de zinc”, secuencias específicas de unión a DNA (Belgrader y col., 1991a,

Hakes y Berezney, 1991a).
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Otra proteína que se ha identificado como componente del nucleoesqueleto de

células de mamíferos es la NuMA (Nuclear Mitotic Aparatus Protein) (Yang y col.,

1 992a). El hecho de que se haya descrito la matriz interna compuesta por estructuras

filamentosas, con filamentos de 10 nm (He y col., 1990) dispuestos formando un

retículo semejante al de las proteínas de tipo filamento intermedio en el citoplasma

(Jackson y Oook, 1988>, da pie a pensarque sean proteínas con estructura semejante

a los filamentos intermedios, descritas en el núcleo de células eucariotas las

responsables de dicha organización. Si además tenemos en cuenta que la proteína

NuMA aparece fuertemente asociada al núcleo después de extracción con 2 M CINa

y digestión con DNasa (Lyderson y Pettijohn, 1980), y que su estructura, con un

dominio central en hélice sobreenrrollada (coiled coil) es semejante a la de los

filamentos intermedios (Yang y col., 1992a), parece indiscutible que es una de las

proteínas nucleares candidatas a organizar el esqueleto nuclear, en asociación con

otras proteínas, probablemente del mismo tipo (Mirzayan y col., 1992).

4.- MATRIZ NUCLEAR DE PLANTAS

Existen muchos datos que muestran la existencia de una gran similitud en la

organización nuclear de células de especies de eucariotas muy diferentes (Jimenez

García y col., 1989). Conforme se ha ido estudiando la organización estructural, y

relaciones estructura-función en el núcleo de plantas, se ha comprobado que salvo

algunas diferencias, presenta una organización básica, en lo que a sus procesos

fundamentales se refiere, muy semejante a la de animales (Risueño y Moreno Díaz

de la Espina, 1979, Jordan y col., 1980, Luck y Lafontaine, 1982 y 1983, Moreno Díaz
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de la Espina y col., 1982 y 1992, Nagí, 1985, Risueño y Medina, 1986, Deltour y

Mosen, 1987, Martin y col., 1989 y 1991, Medina y col., 1989, Medina y col., 1990,

Vazquez-Nin y col., 1992). Por tanto es lógico pensar que los elementos estructurales

responsables de dicha organización pueden estar también conservados.

Sin embargo, como suele suceder, los estudios en plantas se desarrollan

mucho mas tarde que en animales, y en la actualidad los datos de que se dispone

acerca de sus matrices nucleares son mas bien escasos, y generalmente dirigidos a

datos muy puntuales (Tabla 1 y Moreno Díaz de la Espina, 1995). Uno de los

principales problemas radica en el material de partida, que presenta muchos

problemas para su procesamiento: es muy difícil obtener núcleos aislados en buenas

condiciones y en cantidad suficiente de tejidos vegetales; no existen cultivos celulares

desarrollados más que para un número muy limitado de especies, todas

dicotiledóneas, y la metodología para la obtención de matrices nucleares “in situ” sin

tener que aislar los núcleos, muy útil en el caso de células tanto animales (Jackson

y Cook, 1985, y Jackson y col., 1988)) como de eucariotas inferiores (Waitz y Loidí,

1988), no es aplicable al material vegetal, debido a la existencia de la pared celular.

Por lo tanto el material de partida son siempre núcleos aislados, bien sea a partir de

protoplastos (Saxena y col., 1985), o de tejidos vegetales directamente (Kuehl, 1964).

El aislamiento se debe realizar en unas condiciones que alteren lo menos posible la

composición final de las matrices.
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componentes de dichas estructuras intercromatínicas que permanecen en la matriz.

Podemos hablar de dos dominios estructurales en la matriz interna, uno

formado por fibras, principalmente proteico, cuyos constituyentes son proteínas

fibrilares, denominado matricina; y el otro formado por partículas ribonucleoproteicas

conectadas entre sí por dicho componentes de naturaleza fibrilar (Comings y Okada,

1976, Berezney, 1984).

En cuanto a la organización estructural de la matriz interna de plantas existen

pocos datos concretos. En células de A. cepa se ha observado que es semejante a

la descrita en sistemas animales (Berezney, 1984), formada por fibras de 5-10 nm y

gránulos de 20-25 nm. Es parecida al retículo ribonucleoproteico que se observa en

los núcleos de cebolla teñidos con EDTA, ya que ese retículo se ha observado que

permanece en las estructuras nucleares residuales teñidas de la misma manera

(Moreno Diaz de la Espina y col., 1991). La tinción con oxinitrato de bismuto ha

revelado que los gránulos intercromatínicos son parte integrante de la matriz interna

(Cerezuela y Moreno Díaz de la Espina, 1990), como sucede en células animales

(Kryzowska- Grucca y col., 1983).

Su composición proteica es aún si cabe mas enigmática. Desde que Chaly y

col., (1986), detectaron la existencia de determinantes antigénicos semejantes en

matrices nucleares de células de mamíferos, insectos y plantas, se ha intentado

caracterizarlos, para determinar el grado de conservación de los mecanismos

responsables de la organización nuclear en eucariotas. Se han detectado asociadas
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a la matriz nuclear de plantas proteínas que presentan reactividad cruzada con

proteínas del grupo de los filamentos intermedios de animales, que en algunos casos

reaccionaron también con algunos anticuerpos contra diferentes laminas; pero con la

diferencia, con respecto a células animales, de que su localización no quedaría

restringida a la lámina como tal, sino que se asociarían también a la matriz interna

(Beven y col., 1991, Frederick y col., 1992, McNulty y Saunders, 1992). El problema

que ha determinado que existan tan pocos datos concluyentes en plantas, ha sido la

ausencia de anticuerpos monoespecificos. La mayoría de los estudios que se están

realizando mas recientemente, empiezan por la obtención de anticuerpos contra

determinantes antigénicos propios de cada especie, localización de dicho antígeno en

las distintas regiones matriciales, y finalmente, intentar aislar la proteína contra la que

reacciona, su secuenciación así como estudio del papel funcional que juega

(lvachenko y col., 1993, Masuda y col., 1993).

4.3.- SECUENCIAS MAR DE PLANTAS

Como se ha mencionado, una de las principales funciones de la matriz nuclear,

es la organización de los “loops” de DNA (Razin, 1987, Pienta y col., 1991>. Las

secuencias de DNA responsables de su unión a las proteínas matriciales, tienen unas

características determinadas, una localización específica con respecto a los distintos

genes y se denominan secuencias MAR, las cuales se han caracterizado en gran

variedad de especies eucariotas (Ver: Gasser y col., 1989). En plantas se han

identificado secuencias MAR propias en distintas especies (Hall y col.,1991, Slatter

y col., 1991, Breyne y col., 1992, Avramova y Benetzen, 1993, Paul y Ferí, 1993>,
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comprobándose además mediante ensayos de asociación, que matrices nucleares de

las mismas, son capaces de ligar específicamente secuencias MAR de animales (Hall

y col., 1991, Breyne y col., 1992, Mlynarova y col., 1994). También, recientemente se

ha visto que dichas secuencias, de plantas, se asocian específicamente a matrices

nucleares de mamíferos (Dietz y col., 1994). Todosestosestudios, parecen indicar

por tanto que los mecanismos de reconocimiento DNA-proteínas están muy

conservados, no solo dentro de las células animales, sino a lo largo de la evolución

del núcleo en eucariotas.

5.- DINOFLAGELADOS

Los dinoflagelados constituyen un grupo

organismos unicelulares que pertenecen al grupo de

plancton marino. El interés que despiertan radica

pudiendo producir graves problemas sanitarios

características celulares, fundamentalmente de su

nos interesan a nosotros.

tan amplio como diverso de

las algas y que forman parte del

por un lado en su toxicidad,

y ecológicos, y por otro en sus

núcleo, punto de vista desde el que

Si bien cuando se hace un estudio de sus caracteres citoplásmicos, se observa

que son típicamente eucariotas, a nivel nuclear, presentan rasgos que les hacen

únicos. Tienen un gran número de cromosomas (Spector, 1984), permanentemente

condensados, y unidos a la envuelta nuclear durante la división celular (Oakley y

Dodge, 1974). Constituyen el único grupo dentro de eucariotas que carece de

histonas (Rizzo, 1981) y nucleosomas (Herzog y Soyer, 1981, 1983, Soyer-Gobillard
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y Herzog, 1985). Su DNA contiene gran proporción de 5-hidroximetiluracilo, que es

una base rara en eucariotas, en sustitución de timidina (Rae, 1976, Rae y Steele,

1978, Steele y Rae, 1980). Además presentan una meiosis atipica (Himes y Beam,

1975). Aunque existen algunas excepciones dentro del grupo, ¡oque llama la atención

es que no existen otros organismos con este conjunto de características nucleares tan

peculiares (Ver: Herzog y col., 1984, Spector, 1984, Dodge, 1985, Taylor, 1987a,

Rizzo, 1987, 1991).

Como consecuencia de ello, se ha especulado mucho sobre la posición que

estos organismos ocuparían en la evolución. El hecho de que morfológica, así como

bioquimicamente, sus cromosomas fuesen muy semejantes a los nucleoides

bacterianos, dio lugar a que se les considerara como organismos intermedios entre

procariotas y eucariotas, que habrían surgido al principio, o en la base de la evolución

de los organismos eucariotas (Ver: Loeblich, 1984). Uno de los principales puntos en

los que se basan los que los consideran eucariotas inferiores, es que su DNA se

organiza sin la presencia de nucleosomas, que constituyen uno de los órdenes de

organización del DNA eucariota (Kornberg, 1977), e intervienen en el control de la

expresión génica en los diferentes tipos y estados de actividad celulares (Getzenberg

y col., 1991). El DNA eucariótico tiene cuatro niveles de organización. La estructura

básica de partida es la doble hélice del DNA, que se origina cuando dos cadenas de

DNA antiparalelas se unen mediante puentes de hidrógeno entre sus bases e

interacciones hidrofóbicas. El segundo orden lo constituye la fibra nucleosómica. Los

nucleosomas al microscopio electrónico se observan como partículas de 12.5 nm de

diámetro, con un núcleo proteico formado por dos copias de cada una de las histonas
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H2A,H2B,H3 y H4 que interaccionan con fragmentos de DNA de 200 bp, que se

enrollan alrededor de ellas formando la fibra nucleosómica de 10 nm. Todavía puede

aumentar mas el grado de compactación del DNA, dando lugar la fibra nucleosómica

al filamento de 30 nm, proceso en el que juega un papel fundamental la histona H1.

Estos filamentos de 30 nm son los que van a constituir los “loops” de DNA, que se

encuentran anclados a la matriz nuclear y constituyen el nivel cuaternario de

organización y control de la cromatina eucariótica.

Los dinoflagelados al carecer de nucleosomas, tienen que tener un modo

diferente de empaquetamiento del DNA y por tanto de control de la expresión génica.

Todas estas peculiaridades, han dado lugar a que se propongan distintos

modelos para explicar como se estructuran sus cromosomas (Oakley y Dodge, 1979,

Spector y col., 1981, Herzog y Soyer, 1983, Herzog y col., 1984, Spector 1984,

Dodge, 1985). Todas ellas parecen coincidir en que están formados por cadenas de

DNA que se empaquetan superhelicoidalmente, dando lugar a una doble hélice. En

dichos cromosomas se distinguen dos zonas, el cuerpo central o cromonema, que

presenta DNA asociado a un componente proteico, y que sería el encargado de

mantener la estructura, y la zona periférica, mas difusa, en la que se localizaría el

DNA que está activo en transcripción (Sigee, 1984). En ambas regiones Soyer-

Gobilard y col., (1990) han localizado 8-DNA y Z-DNA, formando “loops” continuos

(Gakley y Dodge, 1979, Dodge, 1985).

Los estudios acerca de la estructura de su DNA, la organización de sus genes
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ribosómicos, conservación de proteínas, el metabolismo del RNA, tipo de replicación

etc. así como la organización de su citoplasma, han provocado que cada vez se

consideren mas como eucariotas que como procariotas, al contrario de lo que se

pensaba en un principio.

5.1.- NUCLEO DE DINOFLAGELADOS. COMPOSICION

5.1.1.- DNA

El alto contenido de DNA nuclear en dinoflagelados, es una característica que

les aproxima más a eucariotas (Spector, 1984, Rizzo, 1987>. Estudios de

renaturalización del mismo, han demostrado que éste está formado por secuencias

de DNA únicas, intercaladas con DNA repetitivo como sucede en eucariotas (Alíen y

col., 1975), cuyo contenido oscila entre un 55% y un 60% del total.

Una característica propia es que presentan grandes cantidades de 5 OH-metil

uracilo en sustitución de la base timidina (Rae, 1976), sin embargo, si en un principio

se pensó que podría ser responsable de la estructura poco usual de sus cromosomas,

se ha demostrado que no es así (Rae y Steele, 1978>. No parece que tenga

actualmente ninguna función, podrían ser simplemente los restos de algún

requerimiento necesario en un momento determinado, que permanece sin un

significado especial.

En cuanto a la biosíntesis del DNA, que inicialmente se pensó la realizaban de
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forma continua como en procariotas, se tienen evidencias, en distintas especies, de

la existencia de una fase 5 perfectamente diferenciada, lo que constituye una

característica de eucariotas (Galleron y Durrand, 1979, Spector y col., 1981>.

5.1.2.- PROTEíNAS

Una vez demostrada la ausencia de nucleosomas que organicen el DNA debido

a la ausencia en ellos de histonas (Herzog y Soyer, 1981), distintos estudios

electroforéticos de las proteínas nucleares de distintas especies de dinoflagelados,

han demostrado que presentan proteínas básicas de bajo peso molecular, muy

semejante al de las histonas, pero en una proporción respecto al contenido en DNA

muy inferior a lo que sucede en eucariotas, en que la relación proteínas básicas-DNA

es siempre superior a la unidad. Además se ha comprobado que la afinidad de dichas

proteínas por el DNA es muy baja con respecto a la de las histonas (Rizzo, 1981,

Rizzo y col., 1982, Vernet y col., 1990, Geraud y col., 1991, Sala Rovira y col., 1991).

Estos datos están a su vez apoyados por los de Yen y col., (1978), que demuestran

que solamente un 20% del DNA se encuentra en regiones protegidas cuando se

hacen estudios de “crosslinking” con psoraleno, y se distribuyen en grupos de 10-15

kb separados entre si por zonas de 30 It no protegidas.

En cuanto al papel que jugarían estas proteínas en los cromosomas, se han

detectado en los “loops” de DNA extracromosómicos, así como en la zona

correspondiente al rDNA nucleolar, por lo que parecen implicadas en procesos de

expresión génica tanto ribosómica como no ribosómica, además de tener un cierto
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papel estructural, pues en los cromosomas en división se distribuyen de forma

semejante (Geraud y col., 1991, Sala-Rovira y col., 1991).

5.1.3.- METALES

Los estudios mediante microanálisis de rayos X, del núcleo de dinoflagelados,

y mas concretamente de sus cromosomas, han demostrado la presencia de niveles

elevados de metales de transición como hierro, cobre, zinc y níquel como

componentes de ellos (Kearns y Sigee, 1980, Sigee y Kearns, 1982), cuya presencia

se ha probado que no se debe a un artefacto como consecuencia del tratamiento de

los tejidos. Los metales se consideran componentes estructurales fundamentales de

los cromosomas de dinoflagelados, pudiendo ocupar el puesto de las histonas, pues

se ha comprobado que se asocian a los grupos fosfato del DNA. Posteriormente

Herzog y Soyer, (1983), estudiando los componentes responsables del mantenimiento

estructural de los cromosomas, en los que definieron hasta 6 niveles de organización

de los filamentos nucleares, desde la fibra de 6 nm, hasta la de 50 nm, determinaron

que el Ca2~ y el Mg2~, eran indispensables para el mantenimiento de los mismos,

llegando a definir los lugares de unión de estos. Cuando estos cationes se secuestran

utilizando agentes quelantes, los cromosomas presentan una estructura mas

extendida o relajada, es decir que se necesitan para mantenerlos en el estado de

condensación permanente típico.

Estudios realizados en células Hela (Lewis y Laemmli, 1982), han mostrado

que os cromosomas metafásicos de las mismas presentan una estructura esquelética
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de naturaleza metaloproteica con calcio y cobre como componentes. Por tanto, estos

resultados unidos a los obtenidos en dinoflagelados indicarían que detrás de un

estado permanente de condensación de los cromosomas existiría una estructura

metaloproteica, que a su vez interaccionaría con el DNA.

5.1.4.- RNA

Los dinoflagelados se caracterizan por presentar uno o varios nucleolos que

permanecen organizados a lo largo de todo el ciclo celular, incluso durante la mitosis,

a diferencia del nucleolo de eucariotas. Debido a que sus cromosomas se encuentran

permanentemente condensados, los cromosomas del NOR se observan claramente

entrando en el nucleolo, apareciendo parcialmente descondensados en su interior,

(Soyer y Haapala, 1974, Spector y Triemer, 1981).

En cuanto a los rRNAs, debido a su peso molecular, coeficiente de

sedimentación (5>, grado de metilación de sus bases, así como estudios de

secuenciación, se podrían considerar como formas primitivas de los rRNAs de

eucariotas superiores (Ver: Herzog y col., 1984). Sin embargo, estudios referentes a

sus snRNAs, han demostrado la gran similitud de estos con los de eucariotas

superiores (Reddy y col., 1983 y 1985, bu y col., 1984), que a su vez coinciden con

los resultados de secuenciación de los 5S y 5.8S RNAs (Hinnebusch y col., 1981).

En cuanto a la estabilización de los cromosomas de los dinoflagelados, también

se ha comprobado que el RNA juega un papel fundamental. Estudios de
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desorganización de los cromosomas utilizando distintas nucleasas, variando las

concentraciones, etc, han llevado a la conclusión de que podría existir cierta

proporción de RNA estructural necesario para el mantenimiento de la organización de

los mismos (Soyer-Gobillard y Herzog, 1985).

Estudios de este mismo grupo (Herzog y Soyer, 1983, Herzog y col., 1984) han

llevado a definir que los nucleofilamentos cromosómicos se organizan helicoidalmente

dando lugar a una estructura muy compacta, en la que se distinguen hasta 6 niveles

de organización. Parece ser que el RNA estructural intervendría estabilizando el último

de los niveles de organización. En cuanto a la forma en que se produce dicha

estabilización existen dos posibilidades, mediante la formación de híbridos RNA-DNA,

de forma que moléculas de este tipo se han estudiado en A. carterae (Galleron y

Durrand, 1978), o bien, la otra posibilidad, que no excluye la primera, es mediente

conexiones que se producirían entre zonas de DNA distantes gracias a ese RNA

estructural. Dichas uniones, podrían producirse mediante interacciones metálicas entre

RNA y DNA, ya que los cromosomas sufren una desorganización semejante cuando

se tratan con RNasa A y con agentes quelantes (Herzog y Soyer, 1983),

Por tanto vemos que estos organismos han desarrollado un sistema de

estabilización de la cromatina característico, mediante interacciones entre metáles,

proteínas no histónicas y RNA. La cromatina nunca pasa de forma condensada a

descondensada en condiciones fisiológicas; y replicación, transcripción así como

división <dando lugar a los cromosomas en forma de Y> suceden con la misma

estructura.
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5.2.- POSICION EVOLUTIVA DE LOS DINOFLAGELADOS

Parece cada vez mas claro, gracias a los estudios de secuenciación del rRNA

24-28S, que los dinoflagelados no son organismos tan primitivos como se pensaba

en un principio, y que constituyen un grupo mas relacionado con levaduras y ciliados

(Lenaers y col., 1991, Sogin, 1991).

Además de todas las características nucleares propiamente eucariotas, de las

que ya hemos hablado, como son la existencia de una envuelta nuclear, uno ovarios

nucleolos, el huso mitótico extranuclear, una fase 5 perfectamente diferenciada, la

presencia de DNA repetitivo, la organización en “tandem’ del rDNA, así como la

homología de las secuencias de los rRNAs y los snRNAs (Ver:Herzog y col., 1984);

los estudios filogenéticos realizados gracias a los datos de secuenciación del 55 RNA

y los snRNAs, han demostrado que se habrían separado del tronco eucariota después

que los hongos, y mas aún, que la divergencia de estos se produce en el mismo

punto que animales y plantas. Todo ello indica que la ausencia de nucleosomas e

histonas se debería a una pérdida en algún punto de su evolución, por una pérdida

del conjunto de genes de las histonas (Cavalier- Smith, 1981), sugiriendo que

sobrevivieron gracias a su mitosis característica, la cual se podría considerar como

una preadaptación a dicha pérdida. Debido a la distinta organización y composición

de su cromatina, sus cromosomas tendrían una estructura tan peculiar (Loeblich,

1984).

Por otra parte, si observamos su citoplasma, comprobamos que
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estructuralmente presenta la complejidad del citoplasma típico eucariota, de manera

que en conjunto los dinoflagelados poseen los 22 caracteres universalmente

considerados como propios de eucariotas (Cavalier-Smith, 1981), a pesar de tener

unas pocas características procariotas. Este hecho hace muy dificil pensar en la

posibilidad de que los dinoflagelados constituyan un grupo de organismos que ha

evolucionado de forma independiente a partir de organismos procariotas.

Por tanto podemos considerar a los dinoflagelados como una adaptación en la

evolución de la cromatina de eucariotas, con un cromosoma característico que se ha

originado como consecuencia de la necesidad de empaquetamiento de grandes

cantidades de DNA, de forma alternativa a los nucleosomas.

Por todo ello el llegar a conocer la organización cuaternaria del DNA de

dinoflagelados, y su organización estructural dentro del núcleo, es fundamental para

determinar como han evolucionado los mecanismos que regulan la expresión génica.

De aquí, que teniendo en cuenta el papel fundamental de la matriz nuclear como

soporte para todos estos procesos, su estudio en dinoflagelados aportaría datos muy

interesantes.
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OBJETIVOS



Los estudios sobre la matriz nuclear de células vegetales realizados hasta el

presente, han demostrado, que las plantas poseen una matriz nuclear de composición

proteica compleja, con una organización ultraestructural semejante a la de animales.

Sin embargo, existe muy poca información acerca de sus componentes específicos,

y la funcionalidad de los mismos. La caracterización de los componentes proteicos de

las matrices de plantas y su distribución en dominios funcionales es, sin embargo,

muy importante para analizar el funcionamiento integrado de los distintos dominios

nucleares en ellas, y determinar el grado de conservación de los mecanismos

responsables de la organización nuclear en eucariotas.

Avanzando en esta línea consideramos muy

nuclear del único Phylum eucariota que carece de

dinoflagelados, ya que el aislamiento de una matriz n

un lado, a determinar la organización cuaternaria de

un indicativo del momento evolutivo de aparición de

de conservación en eucariotas.

interesante analizar la matriz

nucleosomas e histonas, los

uclear en ellos, contribuiría por

su DNA atípico, y por otro, sería

la matriz nuclear, y de su grado

Los objetivos concretos del presente trabajo son:

1.- Fraccionamiento de los componentes de las matrices nucleares de A. cepa,

con el fin de realizar un estudio detallado de los componentes específicos de cada

dominio, su organización topológica y funcionalidad.
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2.- Investigar la presencia de proteínas de tipo lamina, mediante anticuerpos

específicos para cada uno de los subtipos descritos en vertebrados, para conocer sus

características especificas, el grado de conservación evolutiva de las mismas, así

como su distribución topológica en la matriz nuclear.

3.- Determinación de la asociación de los complejos de anclaje de los “íoops”

de DNA a la matriz interna, mediante detección específica de algunos de sus

componentes como la topoisomerasa II y el DNA residual de las matrices; así como

ensayos de asociación de secuencias MAR heterólogas a las mismas. Estos estudios

contribuirán a determinar el papel que juega la matriz nuclear de A. cepa en la

organización de los íoops de DNA, y que dominios están implicados en esta función.

4.- Investigar la presencia de proteínas de los gránulos intercromatínicos y su

distribución en la matriz nuclear, para confirmar a dichas estructuras como

componentes de la matriz de A. cepa, y determinar los dominios de la matriz a los

que se asociarían los complejos de “splicing”.

5.- Estudiar la existencia de un nucleoesqueleto interno y su relación con las

proteínas de tipo filamento intermedio, en la matriz de células de A. cepa.

6.- Obtención de matrices nucleolares aisladas, e identificación de sus

componentes en células de A. cepa. Investigación inmunológica de la presencia de

nucleolina y fibrilarina como componentes residuales de las mismas, y análisis de su

distribución topológica, que nos permitirá determinar el significado funcional de este
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dominio matricial.

7.- Obtención de matrices nucleares de dinoflagelados. Análisis de sus

características estructurales, estableciendo la relación con las de las matrices

previamente descritas en eucariotas superiores.

8.-Identificación en la matriz nuclear de dinoflagelados, de proteínas implicadas

en la formación de los “loops” de DNA en eucariotas superiores, como son la

topoisomerasa II y las laminas; así como ensayos de asociación de secuencias MAR

de otros eucariotas. Estos estudios nos permitirán determinar, si la matriz nuclear de

dinoflagelados está implicada en la organización de su DNA no nucleosómico en

“loops”, y demostrar si los dos niveles de organización de la cromatina (nucleosomas

y “loops’) son independientes. Los resultados tendrán una gran repercusión en la

posición taxonómica de este PhyLum, acerca de la cual existe todavía una gran

controversia, ya que confirmarían la posición claramente eucariota del mismo.
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MATERIAL Y METODOS



1.- MATERIAL

1.- PLANTAS

EsDecie

Se han utilizado células proliferantes de meristemo radicular de AII¡um cepa L,

variedad francesa, procedentes de bulbos obtenidos comercialmente.

Cultivo

Los bulbos, pelados y lavados, germinaron en tubos cilíndricos de vidrio, con

agua filtrada como medio de cultivo, que se cambió cada veinticuatro horas. El

proceso se efectuó a temperatura ambiente, tardando las raices 48 h

aproximadamente en alcanzar entre dos y tres centímetros de longitud.

2.- EUCARIOTAS INFERIORES. DINOFLAGELADOS

Esoecies

Se han utilizado tres especies de Dinoflagelados (D¡nophyceae), de vida libre,

autóctonos de las costas portuguesas, representativos de tres etapas evolutivas del

Phylum; Amphidinium carterae, Hulburt, (Gimnodinia/es) (Taylor, 1987b), un
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dinoflagelado relativamente evolucionado; Alexandr¡um Iusitan¡cum, Balech,

(Perid¡niales) (Balech, 1985), relativamente poco evolucionado; Gymnodinium

sp/endens, Labour, (Gimnod¡n¡ales), situado en el entronque evolutivo de las especies

más evolucionadas.

Cultivos

- Amph¡dinium carterae, Hulburt.

Procedencia: Faro (costa sur de Portugal).

Medio de cultivo sintético DV (Provasoli, 1968). (Apéndice 8. n9 1).

- Alexandrium Iusitan¡cum, Balech.

Procedencia: Laguna de Obidos (costa oeste de Portugal).

Medio de cultivo ASP
7 (Provasoli, 1963), (Apéndice 8. n

9 1)

- Gymnodin¡um splendens.

Procedencia: Figueira de Foz (costa oeste de Portugal).

Medio de cultivo ASP
1+ASP2 (1:1> (Provasoli, 1963). (Apéndice B. n

9 1>.

Condiciones de cultivo

:

Los cultivos crecieron a temperatura constante de 19±19C,con ciclos de

iluminación de 14 horas de luz/lO horas de oscuridad, en cámaras con lámparas

fluorescentes de luz blanca Iría. Todos los medios llevaron mezcla antibiótica AM9 de

(Provasoli, 1968), en proporción 1/1 00 (Apéndice 8. n9 2).
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Los cultivos en fase exponencial de crecimiento se transfirieron de frascos

Erlenmeyer de 75 ml a otros de 1000 ml y después de 25 días, estaban en fase

estacionaria temprana listos para realizar los estudios correspondientes.

La densidad y la fase concreta de los cultivos se determinaron al microscopio

óptico, utilizando en el primer caso una cámara de contaje de células.

II.- METODOS

1.- FRACCIONAMIENTO CELULAR

1.1- ALLIUM CEPA

1.1.1.- Aislamiento de núcleos.

Cuando las raíces alcanzaron una longitud adecuada, se hicieron tomas de sus

meristemos de unos 2 mm de longitud y se introdujeron en el medio de aislamiento

de núcleos de Greimers y Deltour (1981), variación de los medios de aislamiento de

Kuehl (1964) y Honda y col., (1966), (Apéndice B. ~q 3).

Los núcleos se aislaron según el método descrito por Moreno Díaz de la

Espina y col., (1991).

Se trocearon los meristemos en el medio de aislamiento (proporción 3/1,
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medio/meristemos) y se desgasificaron durante 15 mm para favorecer su penetración

al interior de los mismos. Después de una noche a 49C en el medio, se

homogeneizaron con tres golpes consecutivos de 15 sg cada uno, con un

homogeneizador ULTRATURRAX de alta velocidad (20.000 rpm). El homogeneizado

se filtró a través de tres filtros de 30, 50 y 100 pm de luz de malla, superpuestos en

orden decreciente de fuera hacia dentro.

Se repitió el proceso otras dos veces con el material retenido en los filtros,

resuspendido en medio fresco.

Todos los pasos se llevaron a cabo sobre hielo.

Todo el material filtrado se sometió a un mímimo de tres centrifugaciones

sucesivas en una centrífuga refrigerada SIGMA 2KV, a 2400 rpm, 4~C, 15 mm. El

sedimento obtenido cada vez, se resuspendió en medio fresco para obtener al final

núcleos limpios.

En caso necesario, la fracción se purificó por ultracentrifugación diferencial en

presencia de sacarosa según Kuehl (1964).

El grado de pureza e integridad de los núcleos se comprobó al microscopio

óptico tiñéndolos con verde de metilo-pironina, contrastando el RNA de rolo y el DNA

de azul. El rendimiento se estimó con una cámara de recuento de Neubauer.
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1.1.2.- Aislamiento de matrices nucleares en condiciones de alta fuerza

jónica.

Los núcleos se sometieron a extracciones sucesivas para eliminar la mayoría

del DNA, RNA, lípidos y proteínas solubles.

El método utilizado fue el descrito por Cerezuela y Moreno Diaz de la Espina

(1990>, que supone una inversión en el orden de las extracciones con respecto al de

Berezney y Coffey (1974), adelantándose las digestiones enzimáticas a la extracción

con alta fuerza iónica (2 M NaCí).

La secuencia de extracciones utilizada fue la siguiente:

1~- Predipestión con ONasa 1

.

- Resuspensión de los núcleos en una solución de DNasa 1 en TM (Apéndice

A. Tabla 1), incubándolos en ella 30 mm a temperatura ambiente.

- Centrifugación durante 10 mm a 2500 rpm.

- Lavado con TM 10 mm, 2500 rpm.

2~- Extracción con Tritón X-100

.

- Se resuspendieron los núcleos en la solución de TX-100 al 0.5% en TtvI

donde se incubaron 15 mm en hielo.

-Centrifugación a 2500 rpm durante 10 mm y a 4~C.

- Lavado con TM en iguales condiciones.
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3~- Digestión con nucleasas exógenas

.

- Resuspensión en una solución de DNasa 1 y RNasa A en TM (Apéndice A.

Tabla 1), incubando 1 h a temperatura ambiente.

- Centrifugación a 2500 rpm, 4~C, 10 mm.

- Se lavó el sedimento con TM 10 mm, a 2500 rpm.

4§~ Extracción con baia fuerza iónica

.

- Resuspensión en LM (Apéndice A. Tabla 1). Incubación 15 mm en hielo.

- Centrifugación a 2500 rpm, 49C, 10 mm.

9- Extracción salina <2 M NaCIL

- Se resuspendió el sedimento en medio HS (Apéndice A. Tabla 1), y se incubó

30 mm en hielo.

- Centrifugación a 3000-3500 rpm, 49C, 10 mm.

- Tres lavados en TM de 10 mm, 3000-3500 rpm.

Tras este último paso obtuvimos las matrices nucleares (NM). Se controlaron

al microscopio óptico, tiñéndolas con rojo Ponceau 0.2% en lOA al 3%, comprobando

el rendimiento con una cámara de Neubauer.

Al final se lavaron 3x10 mm con Tris HCI 0.1 M.

A todas las soluciones se añadieron, en el momento de uso, 1 mM PMSF como
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inhibidor de proteasas y 20 mM DII como reductor.

1.1.3.- Extracción de matrices nucleares con urea.

Con el fin de extraer lo más posible las proteínas de la matriz interna y matriz

nucleolar, se sometieron las matrices tras la extracción con HS, a extracción adicional

con una solución de urea 4 M, máxima concentración posible para evitar la

desorganización de las proteínas de tipo filamento intermedio. El proceso fue el

siguiente:

- Resuspensión de la muestra de matrices nucleares en solución de urea 4 M

(Apéndice A. Tabla 1), incubándose en ella 45 mm en hielo.

- Centrifugación a 3500 rpm, a 4~C, 10 mm.

- Lavado con TM y con Tris 0.1 M como anteriormente.

El procedimiento completo se esquematiza en la Tabla 1 del apéndice A.

1.1.4.- Aislamiento de matrices nucleares par el metoda de LIS.

Nos hemos basado en el procedimiento de Mirkovitch y col., (1984).

La muestra de partida fueron núcleos aislados según se indica en el apartado

1.1.1. Estos no se estabilizaron a 42~C, paso necesario en el caso de células

animales (Mirkovitch y col., 1984), ya que en otras espécies vegetales se ha

51.



comprobado que no es necesario (Avramova y Bennetzen, 1993, Stephanova y col.,

1993). El proceso fue el siguiente:

1~- Predigestión con DNasa 1

.

- Incubación en solución de UNasa ¡ en tampón de digestión (DB) (Apéndice

A. Tabla II), 30 mm a temperatura ambiente.

- Centrifugación a 2500 rpm, 10 mm.

- Lavado en DE 10 mm, 2500 rpm, 49C.

2~- Extracción con solución LIS (Apéndice A. Tabla II)

.

- Incubación 10 mm, a temperatura ambiente con solución LIS.

- Centrifugación a 2500 rpm, 10 mm, a temperatura ambiente.

- Lavados 4x10 mm, en DB, 2500 rpm, a temperatura ambiente.

3t Digestión con nucleasas

.

- Incubación con solución de DNasa 1 en DE (Apéndice A. Tabla II), 1 h 30 mm

a temperatura ambiente.

- Centrifugación a 2500 rpm, 10 mm, a 4~C.

- Lavar 6x10 mm en DE.

- Congelar las muestras a -709C en DE con 50% de glicerol

Todas las soluciones llevaron 1 mM PMSF, 20 mM DII, 20 pg/ml aprotinina.

Proceso esquematizado en la Tabla II del apéndice A.
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1.1.5.- Aislamiento de nucleolos.

Se partió de núcleos aislados en medio de extracción sin acetato magnésico,

ya que el ión Mg2~ estabiliza los núcleos e interfiere con su ruptura.

El método seguido fue el descrito por Martin y col., (1992a>, para aislamiento

de nucleolos por sonicación.

Una vez lavados los núcleos, se resuspendieron en medio de extracción de

nucleolos (Apéndice A. Tabla III).

Seguidamente se procedió a sonicarlos (amplitud 10 m), sobre hielo,

controlando al microscopio óptico su ruptura. Con 10 golpes de sonicación de 15 sg

cada uno se rompieron satisfactoriamente la mayoría de los núcleos de la muestra sin

afectar significativamente a la morfología de los nucleolos.

Los nucleolos se purificaron centrifugándolos a través de un colchón de

sacarosa 1.5 M (Apéndice A. Tabla III). Se controlaron al microscopio óptico

tiñéndolos con verde de metilo-pironina.

1.1.6. Extracción de matrices nucleolares.

Los nucleolos aislados y limpios se sometieron a:
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V- Digestión con DNasa l y RNasa A

.

- Se resuspendieron los nucleolos en una solución de DNasa 1 y RNasa A en

TM (Apéndice A. Tabla III). Se incubaron 1 h a temperatura ambiente.

- Se centrifugaron a 3000 rpm, 10 mm, a 49C.

- Se lavaron con TM, 10 mm, a ‘WC.

2~- Extracción con alta fuerza jónica (2 M NaCí’>

.

- Resuspensión en HS (Apéndice A. Tabla III>, incubando 30 mm en hielo.

- Centifugación a 3000 rpm, ío mm, a 49C.

- Lavados con TM 3x10 mm, 3000 rpm, 49C.

- Finalmente lavados con Tris HOI 0.1 M 3x10 mm, 4aC.

Todas las soluciones llevaron 1 mM PMSF y 20 mM DTT. (Esquema del

proceso en Tabla III del apéndice A).

1.2.- DINOFLAGELADOS

Encaosulación en microbolas de agarosa

.

Para preparar las matrices nucleares “in situ”, se encapsularon las células de

dinoflagelados en microbolas de agarosa. Los componentes estructurales quedan así

inmovilizados evitándose desplazamientos y deformaciones que pudiesen dar lugar
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a artefactos a lo largo de las sucesivas extracciones posteriores. La agarosa es

permeable y a su través pueden pasar libremente proteínas de hasta 1.5x108 D de

peso molecular. El método utilizado fue el de Jackson y Cook (1985), modificado.

12~ Concentración de los cultivos centrifugándolos a 500-1000 rpm, 30 mm.

2t Posteriormente se lavaron en tampón A (Apéndice A. Tabla IV), y se

centrifugaron a 500-1000 rpm, 10 mm a 189C.

39~ El sedimento se resuspendió en tampón A y se procedió a la

encapsulación. En un tubo de centrífuga de fondo redondo se mezclaron:

- 1 volumen de agarosa Low Melt (Bio Rad) al 2.5% en tampón A, a 259C.

- 1 ó 2 volúmenes de células en el tampón A.

- Rápidamente se añadieron 2 volúmenes de parafina líquida por cada volumen

de células en agarosa fundida, agitándose la mezcla en un vortex durante 30 sg.

Se dejó enfriar en hielo 5 mm. Se añadió exceso de tampón, y se lavaron las

microbolas 2 veces centrifugando 5 mm, a 700 g (2500-3000 rpm). Todo el proceso

a 49C.

La preparación se controló al microscopio óptico, observándose la mayoría de

los dinoflagelados en el interior de las bolas, que presentan un diámetro variable con

valor medio 400±170 iim.
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1.2.1.- Extracción de células enteras. Obtención de fracciones de matrices

nucleares y citoesqueleto.

A todos los medios se añadieron 1 mM PMSF y 20 mM DTT en el momento

de uso.

1~- Lisis del citoplasma

.

- Las microbolas con las células se resuspendieron en tampón B (Apéndice A.

Tabla IV), con TX-100 al 3% para eliminar la mayoría de los pigmentos que contienen

en el citoplasma, y se incubaron en hielo 3x20 mm, centrifugando cada vez a 2500

rpm. 10 mm, a 49C.

Aquí se separó una fracción como control de núcleos sin extraer y se continuó

con el resto.

2t Predigestión con ONasa 1

.

- Se resuspendieron las bolas en una solución de

Tabla IV), incubándose 30 mm a temperatura ambiente.

- Se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 mm y a 4~C.

DNasa en TM (Apéndice A.

32.. Extracción con LM

.

- Resusperisión en solución LM (Apéndice A. Tabla IV), 15 mm en hielo.

- Centrifugación 10 mm a 2500 rpm y 4~C.
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49~ Digestión con DNasa 1 y RNasa A.

- Resuspensión en la solución de DNasa 1 y RNasa A en TM (Apéndice A.

Tabla IV), 1 h a temperatura ambiente.

- Centrifugación a 2500 rpm durante 10 mm, a ‘WC.

5Q~ Nueva extracción con LM

.

- En las mismas condiciones que la realizada en el punto 3Q~

6~- Extracción con 1-45

.

- Resuspensión en solución HS (Apéndice A. Tabla IV), 45 mm, en hielo.

- Centrifugación 10 mm a 2500 rpm, a 4~C.

- Posteriormente se lavaron con TM 3x10 mm, a 49C y otros 3 lavados iguales

con Tris HOI 0.1 M pH=7.4.

La extracción se controló al microscopio óptico en contraste de fase.

La preparación de matrices nucleares puede efectuarse sin encapsular las

células, variando la velocidad de centrifugación.

El proceso experimental se esquematiza en la Tabla IV del apéndice A.

12.2.- Obtención de matrices nucleares par el método de LIS.

El proceso es exactamente igual al descrito en el apartado 1.1.4. para matrices
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nucleares de Acepa (Apéndice A. Tabla II). La única variación fue que antes de iniciar

la extracción hubo que eliminar los pigmentos del citoplasma de las células de

A.carterae, con Triton X-100 al 30/o en TM, incubando durante periodos de 20 mm y

centrifugando después 10 mm a 2000 rpm entre extracción y extracción, hasta su

eliminación casi total.

2.- ANALISIS DE PROTEINAS

2.1- ELECTROFORESIS MONODIMENSIONAL

La electroforesis de proteínas se realizó en geles verticales de poliacrilam ida,

SDS-PAGE (Laemmli, 1970>, de forma que las proteínas se separaron en función de

su peso molecular.

La concentración de poliacrilam ida se determinó en función del rango de peso

molecular de las proteínas objeto de estudio. La más usada fue loo/o para el gel de

separación y 4% para el de concentración, separándose bien las proteínas en el

intervalo 10-110 KD. Cuando quisimos ampliar el rango de separación hasta 220 KO,

fue del 8% el de separación y 4% el de concentración.

Se utilizaron cubetas de electroforesis de dos tipos, PROTEAN II de BIO-RAD

para hacer geles grandes, y la cubeta MINI-PROTEAN II de BIO-RAD para geles

pequenos.
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Las muestras, una vez lavadas con Tris HCI 0.1 M, se congelaron a -20~C y

se liolilizaron para después valorarlas.

En el caso de las muestras de dinoflagelados, los pigmentos residuales, que

interfieren con el SDS, se eliminaron con eter de petróleo (50-709C), según Zurdo y

col., (1991>. Posteriormente se liofilizaron nuevamente las muestras.

Se han utilizado dos métodos de valoración de proteínas, ambos colorimétricos.

El de Lowry y col., (1951), en el que se prepara una curva patrón con BSA de forma

que el rango de detección queda establecido entre 30 y 300 pg.proteína/ml. El

segundo está basado en el de Bradford, (1976), es el método comercial de BIO-RAD,

con las ventajas sobre el anterior de ser más rápido, la absorbancia permanece

estable más tiempo, y está libre de la mayoría de las interferencias del Lowry.

Una vez valoradas, las muestras se disociaron en tampón de disociación

(Apéndice B. n9 4>. La disolución en él se realizó 24 h antes de la electroforesis, y se

facilitó con unos golpes de sonicación. Los restos sólidos que quedaron se eliminaron

por centrifugación. Antes de cargar las muestras se hirvieron 10 mm. La cantidad de

proteina por pocillo, fue de unos 25 pg en un volumen máximo de 100 pl para geles

grandes y 5 ó 10 pg en un volumen máximo de 25 pl para los pequeños.

Se utilizó tampón de electrodos de Laemmli (1970) (Apéndice B. n9 5).

Se utilizaron patrones de BtO-RAD, de alto rango de peso molecular (200 KD-
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45 KD) en los geles al 8%, y de bajo rango (97 KD-14 KD) en los geles al 10%.

En la PROTEAN II, se llevó a cabo la electroforesis, con una intensidad de

corr¡ente constante de 20 mA por placa para el gel de concentración, y 40 mA por

placa para el de separación. Como tiene circuito cerrado de refrigeración, se realizó

a temperatura ambiente.

En la MINI-PROTEAN II, se realizó con voltaje constante de 50 V el gel de

concentración y 120-150 V de separación. Al no estar refrigerada, se introdujo en

hielo durante todo el proceso.

Finalizado el proceso, las proteínas de los geles se transfirieron a membranas

de nitrocelulosa o alternativamente se tiñeron con azul de Coomassie (Apéndice B.

n9 6). incubándolos en la solución 30 min-1 h, en agitación constante. Después se

decoloraron (Apéndice 6. n9 7) hasta ver las bandas. Finalmente se conservaron en

metanol 10% y se fotografiaron.

En el caso de geles en que la cantidad de proteína no fue la suficiente para ser

detectadas con Coomassie, se tiñeron con plata, según se describe a continuación:

1- Fijación en 50% etanol y 10% acético: 30 mm o noche.

2- Incubación en 5% etanol+1% ácido acético: 15 mm.

3- Lavar con H
2Odd: 3x5 mm.

4- Incubación en Na25203.5H20 0.2 gIl (recién preparado): 1 mm.
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5- Lavar con H2Odd: 3x30 sg.

6- Incubar en AgNO3 2 g/l, 37% de ácido fórmico 750 pl/l: 20 mm en oscuridad.

7- Eliminar el exceso de AgNO3 con H2Odd: 2x20 sg.

8- Revelado, 2 ó 3 mm con: Na2CO3

HCOH

Na2S2O3.H20

9- Parar el revelado con ácido acético 5%: máximo de 10 mm, si

tiempo se puede producir un descenso del color de las bandas.

2.2- ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

60 g/l.

0.5 mI/l.

20 mI/l.

es mas

Basada en la descrita por O’Farrell (1975>. Las proteínas

dependiendo de su peso molecular y su carga. Una sola banda

monodimensional puede corresponder realmente a varias proteínas de

molecular pero con distinto punto isoeléctrico (pl).

se separan

en un gel

igual peso

Las muestras se valoraron como en el apartado (2.1>.

La cubeta utilizada fue la MULTIPHOR II de PHARMACIA.

2.2.1.- lsoelectroenfoque. (¡EF).

Es la primera dimensión. Las proteínas se separan en función de su carga. Los

geles utilizados fueron los de PHARMACIA. Son geles de poliacrilamida que contienen
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un gradiente de pH inmovilizado, en nuestro caso de 3.0-10.5, creciente desde ánodo

a cátodo.

El tampón de muestra lleva Pharmalitos (Apéndice 8. n9 8).

Una vez rehidratados los geles de ¡EF, se cargaron las muestras, 40 pg de

proteína por pocillo en un volumen máximo de 40 pl. Se hizo a temperatura ambiente

porque la cubeta tiene un circuito de refrigeración. Las proteínas cargadas en el

ánodo migraron hasta la zona en que el pH se igualó con su pl, lugar donde su carga

se hizo 0, quedando inmovilizadas.

La duración

esquematizado en

de esta primera parte fue de unas 22-24 h. El proceso queda

la tabla que se presenta a continuación:

V mA W TIEMPO

1~ Fase 300 Max. Max. 3 h.

2~ Fase 300-1400.

Intervalos

de 30 mm.

Max. Max. 4 h.

3? Fase 1400 Max. Max. 13 h.

Q Fase 2000 Max. Max. 3-4h.
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2.2.2- SOS-PAGE.

Es la segunda dimensión. Los geles se polimerizaron en las mismas

condiciones que para una electroforesis SDS-PAGE monodimensional, con una

concentración de acrilamida del lO0/o el gel de separación y 4% el de concentración.

Los patrones utilizados fueron de rango de peso molesular bajo, coloreados de

BIO-RAD.

Los geles de ¡EF, con las proteínas separadas según su carga, se equilibraron

en solución de equilibrio (Apéndice E. n9 9>.

El proceso se realizó en dos fases de 10 mm cada una. En la primera, las tiras

se introdujeron en dicha solución con 25 mg de DTT/10 ml. En la segunda, la

solución llevó 0.45 g de odoacetamida/lO ml.

Las tiras de IEF no utilizadas inmediatamente, se guardaron en nevera a -209C

ó -80~C hasta su uso.

Una vez equilibradas las tiras de IEF se colocaron sobre el gel de

concentración de la segunda dimensión. Las condiciones del proceso fueron las

siguientes:

12~ 20 mA - Hasta que la muestra sale de las tiras de ¡EF: alrededor de 25 mm.
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2~- 50 mA - Hasta que la muestra entra en el gel de separación: 5 mm.

39~ 50 mA - Se desplaza el buffer de ánodo al lugar en que estaba la tira de

IEF: hasta el final del proceso, lh 30 mm.

El cálculo de los pesos moleculares relativos de las bandas o “spots”, según

se trate de electroforesis monodimensional o bidimensional, se hizo siguiendo el

método de Weber y Osborn (1969), basado en la proporcionalidad directa existente

en los geles de SDS-PAGE entre la movilidad electroforética y el peso molecular.

La adscripción de ‘spots” en los geles bidimensionales se realizó perfilándolos

en hojas transparentes de acetato, a partir de fotografías de los geles

correspondientes, obtenidas todas ellas a iguales aumentos. La comparación de los

distintos geles se hizo manualmente, superponiendo las transparencias sobre las

fotografías de las distintas fracciones, utilizando los patrones de peso molecular como

referencia. Una serie de “spots” que aparecían bien preservados en las diferentes

fracciones, se utilizaron como marcadores para comparar el resto de las proteínas.

2.3.- ELECTROTRANSFERENCIA

La transferencia de las proteínas de los geles a membranas de nitrocelulosa

se realizó de dos formas:
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2.3.1.- Sistema de transferencia semiseco.

La cubeta utilizada fue

ELECTROBLOITER, con tampones

de MILLIPORE, MlLlBLOTTM~GRAPHlTE

de baja fuerza iónica (Apéndice B. n9 10>

Condiciones de transferencia:

Intensidad de corriente

Voltaje

Tiempo

Las proteínas quedan adsorbidas

grupos funcionales accesibles.

2.5 mA/cm2.

10-20V.

45 mm.

a la membrana de nitrocelulosa con sus

La efectividad de la transferencia se observó tiñendo las membranas con rojo

Ponceau 0.2% en tricloroacético al 3%, la tinción es reversible y se elimina

simplemente lavando con H
2Odd.

Este sistema es parcialmente efectivo, ya que en el gel, si teñimos con

Coomassie, se siguen viendo muchas bandas después de la transferencia.

2.3.2.- Sistema de transferencia húmedo.

La cubeta utilizada fue la MINI-PROTEAN II de BIO-RAD con el módulo MINI

TRANS-BLOT para geles de 7.5x10 cm y para los de mayor tamaño, el standard
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TRANS-BLOT. Se siguió el método descrito por Towbin y col., (1979).

El tampón de transferencia en este caso es único (Apéndice B. n9 11). Las

condiciones de transferencia fueron:

Voltaje 100 y constantes.

Tiempo . 1 h.

Intensidad 250-260 mA de media.

En ambos casos las membranas se guardaron a -20~C ó -809C. hasta su uso.

2.4- INMUNOBLOTTING

Las proteínas transferidas al tener sus grupos funcionales reactivos expuestos,

pueden reaccionar con anticuerpos específicos, o con antisueros. Para detectar la

reacción se utilizaron anticuerpos secundarios unidos a marcadores visuales como es

el caso de la peroxidasa, que se tiene que revelar mediante una reacción química. El

protocolo que se siguió fue:

- Prelavado de las membranas con PBS+0.5% Tween 20: 10 mm.

- Bloqueo de las posibles uniones inespecíficas de los anticuerpos a las

membranas: incubación durante 30 min-1 h con una solución de proteínas

inespecificas, que en nuestro caso fue de leche en polvo descremada al 5% en

PBS+0.50/
0 Tween 20.

- Incubación con el anticuerpo primario diluido en solución de bloqueo
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(Apéndice A. Tabla y): durante 1 h 30 min-2 h.

- Lavados con 0.5% Tween 20 en PBS: 3x10 mm.

- Incubación con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, especifico

contra la clase de inmunoglobulina y especie del anticuerpo primario, diluido en la

solución de bloqueo (Apéndice A. Tabla VI): 1 h.

- Lavados con PBS+0.5% Tween 20: 3x10 mm.

Para visualizar las proteínas reconocidas se utilizaron dos métodos, cuya

diferencia está en el sustrato con que se hace reaccionar a la peroxidasa,

provocándose en un caso una reacción colorimétrica y en otro quimioluminiscente:

a) Después de los lavados, las membranas se incubaron con una solución

formada a partir de otras dos que son:

Diaminobencidina 0.20/o (P/V> en metanol.

4-Cloronaftol 0.6% (P/V) en metanol.

La solución final queda de la siguiente forma:

10% de (diaminobencidina 0.20/o en metanol).

100/o de (4-cloronaftol 0.6% en metanol).

0.020/o de H202.

Las bandas se observan de un color gris-violáceo al cabo de unos segundos

o minutos según la intensidad de la reacción. Después de lavar con H2Odd 5 mm, se

fijaron con H2S04 10 mM unos segundos, volviéndolas a lavar con H2Odd y
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dejándolas secar.

1$ Utilizando un sistema de detección basado en una reacción

quimioluminiscente provocada por la peroxidasa:

- Se incubaron las membranas con los reactivos ECL de Amersham para

Western Blotting, 1 mm a temperatura ambiente.

- Una vez secas las membranas, se expusieron a una película fotográfica X-

OMAT de KODAK, en un soporte para exponer autoradiografías, durante un tiempo

variable según la intensidad de la reacción, de forma que la emisión luminosa

impresiona la película detectándose la banda o bandas correspondientes.

Este sistema es más sensible. Mientras que el cloronaftol detecta un mínimo

de 500 pg de proteína, el sistema quimioluminiscente tiene su rango por debajo de

1 pg.

En los experimentos de inmunoblotting se han realizado distintos controles:

controles negativos omitiendo la incubación con el anticuerpo 1~, para comprobar la

especificidad del anticuerpo 2fl; controles positivos haciendo reaccionar los anticuerpos

1~ con las proteínas contra las que se desarrollaron, o con proteínas semejantes con

las que deberían reaccionar, para ver la especificidad de los anticuerpos 1~
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2.5- ENSAYOS DE ASOCIACION DE SECUENCIAS MAR A MATRICES

NUCLEARES

Las muestras utilizadas fueron por un lado matrices nucleares obtenidas por

el método de extracción con LIS siguiendo los estudios realizados por Izarraulde y

col., (1988) y Ludérus y col., (1992), y por otro,matrices nucleares extraídas con HS

(2 M NaCí), ya que en ensayos de este tipo llevados a cabo en otras especies de

plantas (Avramova y Bennetzen 1993; Stephanova et al 1993> se ha demostrado que

se comportan de forma semejante en cuanto a capacidad de ligar DNA exógeno.

Como control se han utilizado matrices nucleares de hepatocitos de rata que

se sabe ligan secuencias MAR específicamente y con una gran afinidad (Ludérus y

col., 1992). Dichas matrices obtenidas según Mirkovitch y col., (1984>, difieren con

respecto a las de A.cepa y A.carterae en que los núcleos se estabilizaron a 42~C, 20

mm. no fue necesaria la predigestión con DNasa ¡ y la digestión se llevó a cabo con

enzimas de restricción (Eco Rl, Hind III y Xho 1>, en lugar de con nucleasas (Ludérus

y col., 1992).

La secuencia MAR utilizada para el estudio ha sido la del gen de las histonas

de Drosophila (Mirkovitch y col., 1984). Los ensayos los hemos realizados según

Ludérus y col., (1992).
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A- Marcado de los fragmentos de DNA con [32P1-dATP

.

Los fragmentos de DNA obtenidos tras tratar el plásmido pBR322, que contenía

la secuencia MAR de Drosophila, con los enzimas de restricción Hind III, Eco Rl, Aco

¡ y Pst 1, se marcaron radiactivamente con [w32P]-dATPutilizando el fragmento

Klenow de la RNA Pol 1 de E.coli (Maniatis y col., 1982).

Protocolo:

DNA (1 mg/mI>

Tampón

dATR mezcla

(dGTP, dTTP, dCTP; 0,5 mM

H
20

Fragmento Klenow

[cx-
32P]-dATP(3000 Ci/mmol, 10

lOpL

ipE

lpL

cada uno>.

6 pl.

....lpL

mci/mí)

- Se añadió todo menos dATP’ y [a-32PJ-dATPy se incubó durante 15 mm a

temperatura ambiente.

- Se añadieron los nucleótidos incubándose 30 mm a temperatura ambiente.

- Se añadieron 130 pl de tampón TE (Apéndice B. n9 12)

- Se separaron los fragmentos de DNA de los nucleótidos que no se
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mediante cromatografía con una columna Penefski (Maniatis y col.,incorporaron

1982>:

a- Se llenó una jeringuilla de 1 ml con Sephadex G50 disuelto en TE,

habiendo colocado un trozo de algodón esteril en la base.

b- Se introdujo en un tubo de corex de centrífuga y se centrifugó 1 mm en

una centrífuga Hettich a 1300 rpm.

Se repitió el proceso añadiendo 150 pl de TE.

d- Se yació el tubo de corex, y se colocó en el un eppendorf, introduciendo

la jeringuilla en él.

e- Se colocó la mezcla marcada radiactivamente en la jeringuilla (150 pl),

y se centrifugó en una centrífuga de mesa Homef 15 sg en posición 7,

luego 75 sg en 1.

Los

mezcla de

nucleótidos no incorporados se quedaron en la columna, recogiéndose la

fragmentos de DNA marcados.

5- Preparación de las muestras

.

Las matrices de A.cepa y A.carterae se

EDIA, con el fin de eliminar toda la posible DN

que algo permaneciera que no actuase sobre

Todas las muestras se llevaron a 100

equivalentes nucleares/lOO pl>, junto con la

lavaron con DE sin Mg2, y con 5 mM

asa que pudiera quedar, y en caso de

los fragmentos de DNA.

pl finales con DE (concentración 106

cantidad de DNA sonicado de E.coli,



como competidor no específico, apropiado a cada muestra, entre O y 100 pg.

C- Ensayo de asociación propiamente dicho

.

a- A cada muestra se le añadieron 3 pl de la mezcla de DNA marcada con

incubándose a 379C durante una noche, de forma que las secuencias MAR se

asocien a las matrices desplazando a las endógenas.

b- El DNA no asociado se separó del ligado mediante centrifugación a 10000

rpm. 5 mm, de forma que se recogen:

Sobrenadante=DNA sin asociarse.

Sedimento=matrices nucleares+DNA asociado.

c- Finalmente se separaron los fragmentos de DNA de ambas muestras en

geles de agarosa, para lo cual hubo que precipitar los fragmentos de DNA tanto de

sedimentos como de sobrenadantes:

1- Los sobrenadantes que contenían los fragmentos no unidos se

trataron con 0.05 volúmenes de ácido acético y 2.5 volúmenes de etanol absoluto, a

-20~C. 15 mm.

- Después se centrifugaron 45 mm, a ‘WC en una centrífuga eppendorf.

- Los precipitados se lavaron con etanol 700/o, y se centrifugaron a

10.000 rpm, 10 mm.

- Finalmente los precipitados de DNA se resuspendieron en tampón TE

(Apéndice B. n~ 12) y se les añadió tampón de muestra para la electroforesis en geles

de agarosa (Apéndice 8. n9 13).
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2- Los sedimentos que contenían las matrices con los fragmentos de

DNA que se les unieron, se trataron primero con proteinasa K (Apéndice B. n9 14> con

el fin de digerir las proteínas y que quedaran solo los fragmentos de DNA. Los

incubamos a 379C, 3 h, después de los cual se centrifugaron 5 mm a 10.000 rpm , de

forma que no debía quedar sedimento alguno.

- Posteriormente se precipitó el DNA como en el caso de los

sobrenadantes.

Una vez que se tuvieron listas las muestras de DNA, se procedió a separar los

fragmentos en un gel de agarosa al 1% en TBE (Apéndice 8. n9 15) previamente

polimerizados.

El tampón utilizado para el proceso fue lEE.

Se colocó el gel en la cubeta, se cubrió con TEE, y se cargaron las muestras

en los pocillos, contrastando siempre cada sobrenadante con su sedimento

correspondiente para facilitar la comparación. Junto con las muestras se cargó un

pocillo con la mezcla de todos los fragmentos que se utilizaron en el ensayo, para

tener un control de los que se unieron y también para comprobar que estaba en buen

estado el DNA marcado.

El proceso se realizó a 120 V.

Una vez terminada la electroforesis, se dejó secar el gel 30 mm sobre papel

de f¡ttro, y ya seco, se colocó sobre papel de filtro nuevamente, se cubrió con plástico
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sarangrap y se introdujo en un soporte de exposición de autoradiografías dejándolo

exponer con una película durante una noche a -709C. Al día siguiente se reveló

observándose la señal.

2$.- TINCION CON BISMUTO PARA PROTEíNAS FOSFORILADAS SOBRE

PROTEíNAS TRANSFERIDAS

La técnica ha sido descrita por Moreno Díaz de la Espina y col., (1993b).

Se fijaron las membranas de nitrocelulosa con glutaraldehido (CA> al 6% en

PBS. 1 h a temperatura ambiente. Se lavaron con PBS para eliminar los restos de

fijador. 3x10 mm y otros 3x10 mm con trietanolamina (TRA> 0.2 M pH=7. Tras los

lavados se procedió a la incubación con la solución de nitrato de bismuto:

- 1 parte de una solución de 400 mg de tartrato de sodio disueltos en 10 ml de

NaOH 1 N reciente, a la que se añaden lentamente 200 mg de nitrato de bismuto

hasta su disolución.

- 2 partes de 0.2 M TRA pH=7.

Mezclar justo en el momento de la tinción, pH final 7-1.5.

La membrana se incubó en dicha mezcla 1 h a temperatura ambiente. Se lavó

con TRA 0.2 M pH=7. El Bi que reaccionó con las proteínas se revelé con (NH
4>25 al

0.5% •

.74



El agua que se utilizó para hacer todas las soluciones fue bidestilada, hervida

y enfriada justo en el momento de usarla, ya que el bismuto precipita con mucha

facilidad.

3.- PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA

ELECTRONICA

3.1.- FIJACIONES

El método de fijación utilizado dependió de la finalidad de la muestra.

Las muestras podían ser de dos tipos, sedimentos o muestras manejables

individualmente. En el caso de los sedimentos se procedió resuspendiendo estos en

los fijadores y soluciones de lavado, y recuperándolos por centrifugación. En el

segundo caso las muestras se sumergieron en las soluciones, que se fueron

reemplazando con pipeta.

3.1.1.- Fijación para microscopia electrónica convencional.

a- Fiiación con glutaraldehido 3%

Se preparó en el momento de uso a partir de glutaraldehido (CA) comercial al

25% (TAAB), en cacodilato 0.025 M pH=7.
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El protocolo de fijación fue el siguiente:

Resuspensión de los sedimentos o inmersión de las microbolas de agarosa en

GA al 30/o, en el último caso se desgasificaron durante 30 sg para favorecer la

penetración del fijador a las células. Fijación 1 h a temperatura ambiente.

Posteriormente se lavaron con cacodilato 0.025 M 3x1 h para eliminar los restos de

fijador.

En el caso de sedimentos, se pasó a preincluirlos en agar:

Se preparó agarosa al 2% en H2Odd, calentándola para que se disolviera. Una

vez disuelta se dejó enfriar, y justo antes de que solidificase, se añadió sobre el

sedimento, se mezcló con una aguja enmangada, y se dejó solidificar. Una vez sólido,

se sacó del eppendorf el bloque, y se troceó con una cuchilla. Las porciones se

lavaron 30 mm a 4~C, con PBS, para eliminar las impurezas del agar. A partir de aquí

se siquió manejando cada porción como una muestra individual.

5- Postfiiación con tetróxido de osmio

.

El ácido ósmico se preparó 24 h antes de ser utilizado:

Se cogió una ampolla de 0.5 g de tetróxido de osmio, se introdujo en agua

caliente, y luego fría para que el tetróxido de osmio cristalizase en las paredes de la

ampolla, que se introdujo en mezcla crómica para limpiar el cristal.

Posteriormente se sumergió 2 h en H2Odd para limpiarla, lavando también con ella

la varilla que se va a utilizar. Pasado ese tiempo se introdujo la ampolla dentro de un



frasco topacio, se calentó la varilla al rojo vivo y se rompió la ampolla, añadiendo muy

rápido 25 ml de H.,Odd para disolver el tetróxido de osmio. Se obtuvo así una solución

de ácido ósmico al 20/o. Se diluyó con tampón cacodilato 0.05M pH=7 en proporción

1:1 de forma que obtuvimos una solución al 1%.

Las muestras se sumergieron en la solución, tras desgasificar 30 sg, se

incubaron en ella 1 h a temperatura ambiente. Se lavaron 3x30 mm con cacodilato

0.025 M pH=7.

3.1.2.- Fijación para inmunocitoquimica.

Para microscopia electrónica se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4%, o

bien mezclas de fijadores, PFA 4%+GA 0.25%.

Preparación de PFA al 4% en PBS pH=7.4 (Apéndice B. n9 16):

El PBS se calentó a 609C, se añadió el PFA, de forma que se formó una

suspensión. Una vez en frío se añadió NaOH 1 N gota a gota para disolver el PFA

del todo. Se ajustó el pH a 7.4.

La fijación se realizó a 4~C durante 2 h. Posteriormente se lavó la muestra con

PBS tres veces sucesivas de 10 mm cada una.
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3.1.3.- Fijación para tinción con Bismuto.

Se preparó GA al 6% en tampón cacodilato 0.025 M pH=7.2 en el momento de

uso.

Se fijaron las muestras 2 h a temperatura ambiente, y se lavaron 3 veces

sucesivas de 1 h cada una en el mismo tampón.

3.2.- DESHIDRATACION, INFILTRACION E INCLUSION EN LR WHITE

Deshidratación

.

Todas las muestras una vez fijadas, se sometieron a deshidratación, para

inclusión en resinas acrílicas, en una serie gradual de alcoholes de la siguiente forma:

Etanol al 30% . . 30 mm 49C.

Etanol al 50% 30 mm 49C.

Etanol al 70% Noche 49C.

Etanol al 900/o . . ... 6omin 49C.

Etanol 100% . 30 mm 49C.

Etanol “ 30 mm 49C.

Etanol . . . . 30 mm 49C.
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Infiltración e inclusión

.

Se utilizó la resma comercial LR White (London Resin), que viene preparada

para usarla directamente.

La infiltración se llevó a cabo en tres fases:

Fase 1- Etanol al 100%/LR White 2/1 3 h- 4~C.

Fase 2- Etanol al 100%/LR White 1/2 3 h- 49C.

Fase 3- LR White 3-4 días, ‘WC, cambiando la resma.

La inclusión se realizó utilizando cápsulas de gelatina. Las muestras se

depositaron en el fondo y se cubrieron con resma hasta llenar totalmente las cápsulas.

Se taparon e introdujeron en una estufa a 60~C durante 20-22 h para su

polimerización.

3.3- ULTRAMICROTOMIA

En los diferentes bloques de inclusión se seleccionó la zona de interés, y se

talló la pirámide, conteniendo las muestras seleccionadas al microscopio óptico, con

un PYRAMITONE LKB 11.800.

Una vez talladas las piezas, se obtuvieron cortes ultrafinos con un

ultramicrotomo REICHERT ULTRACUT E recogiéndolos sobre rejillas de níquel, cobre

u oro según su uso posterior. Los cortes se realizaron con una cuchilla de diamante
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de DIATOME.

3.4.- CONTRASTACION DE LOS CORTES: ACETATO DE URANILO;

CITRATO DE PLOMO

Acetato de uranilo.

Se preparó una solución de acetato de uranilo al 5% en H2Odd. Se filtró y

centrifugó 15-20 mm a 3000 rpm. (En oscuridad>.

Protocolo de tinción:

Se flotaron las rejillas sobre gotas de acetato de uranilo, con los cortes en

contacto con la solución, 20 mm. en oscuridad. Al final se lavaron bien con agua

bidestilada varias veces.

Citrato de plomo.

Se preparó la solución como se indica:

Citrato de plomo

NaOH

H2Odd

0.02 g.

0.05 ml.

5mL

Se hirvió 15 mm un tubo de centrífuga, con unas lentejas de NaOH, en H2Odd

previamente hervida y enfriada. En él se mezcló el citrato de plomo el H2Odd y NaOH

so



10 N. Se agitó bien y se puso parafina sobre la solución. Se centrifugó 5 mm a 700

g.

Protocolo de tinción

Las rejillas se depositaron sobre gotas de citrato de Plomo 1 mm. Se realizó

dentro de una cámara húmeda y en presencia de unas lentejas de NaOH para que

el plomo no precipitase con el CO2 del aire. Luego se lavaron abundantemente en

H2Odd.

4.- TECNICAS CITOQUIMICAS

4.2.- TINCION CON BISMUTO PARA PROTEíNAS FOSFORILADAS

La técnica se basó en la de Puvion Dutilleil y Laithier, (1987).

Los cortes ultrafinos procedentes de bloques fijados según se indicó en el

apartado (3.1.4) se recogieron sobre rejillas de cobre, se tiñeron con las soluciones

que se indican en (2.4) incubando en la solución final durante 30 mm. Posteriormente

se lavaron con H20 bidestilada 3x10 mm.

La observación al microscopio electrónico se hizo a 60 KV, sin contrastación

adicional.
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5.- TECNICAS INMUNOCITOQUIMICAS

5.1.- INMUNOFLUORESCENCIA

Se partió de las muestras obtenidas en el apartado 1. Los sedimentos se fijaron

con PFA 0.4% en PUS pH=7, 30 mm a temperatura ambiente, se eliminó el fijador por

centrifugación, y se lavaron con PUS varias veces. Seguidamente se hicieron frotis

sobre portas cubiertos con una solución de Poli-L-lisina al 0.10/o.

Protocolo

:

Los portas se lavaron bien con alcohol al 96%, 15 mm. Se secaron y se

cubrieron con la solución de Poli-L-lisina al 0.1% durante 30 mm en un ambiente

húmedo. Se eliminó el sobrante, se lavaron con H2Odd, y se dejaron secar a

temperatura ambiente toda la noche. Hasta su utilización se guardaron en nevera a

-20
9C.

Antes de la reacción inmunocitoquimica se permeabilizaron los frotis con Triton

X-100 10/o, entre 30 mm y 1 h.

Reacción inmunocitoguimica

:

- Incubación en solución de bloqueo PBS+0.05% de Tween 20+2% de USA,

durante 30 mm a temperatura ambiente.

- Para la incubación con el anticuerpo 1~ se siguieron dos procedimientos

diferentes:

a) Incubación de los frotis con los anticuerpos V~ diluidos en solución de
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bloqueo (Apéndice A. Tabla VII), 1 h 30 mm, en cámara húmeda y a temperatura

ambiente.

b> Utilizando microondas (Medina y col., 1994):

Se colocaron los portas en una cámara húmeda, sobre parafilm. Se añadió

sobre ellos 1 ml de solución de anticuerpo 1~ y se aplicaron las microondas durante

18 sg, pasados 30 sg se les aplicó otro golpe de microondas de 18 sg, controlando

siempre que la superficie tuviese liquido.

- Se lavaron después con PBS±0.05%Tween 20 en abundancia, dejando los

portas cubiertos con dicha solución 2x10 mm.

- Incubación con el anticuerpo 2? conjugado con FITC, en solución de bloqueo

(Apéndice A. Tabla VIII>, 1 h a temperatura ambiente.

- Lavados con PBS+O.O5% Tween 20 abundantemente, y 2x10 mm. Lo mismo

se hizo a continuación con H2Odd.

- Para evitar que la fluorescencia decayera rápidamente se montaron las

preparaciones con un medio anti-fading: 90% de glicerol (VN> y 0.1% de p-

difenilamina (PA’) en PBS, pH=9 con tampón carbonato/bicarbonato. El anti-fading

llevó fluorocromo HOECHST 33342 al 15% (VN) que se une al DNA, sirviendo como

referencia para la ubicación de la reacción fluorescente.

Se hicieron controles negativos para comprobar que las reacciones no eran

inespecíticas. Para ver la especificidad de los anticuerpos 2~, los controles en lugar

de incubarse con el anticuerpo 1~ se incubaron con tampón de dilución o con

inmunoglobulinas de la especie productora del anticuerpo. Controles con anticuerpos
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desarrollados contra proteínas no relacionadas y también controles positivos para

comprobar la reactividad de los anticuerpos it

La reacción se observó con un microscopio de fluorescencia con un filtro cuyo

margen de transmisión es de 450-490 nm. La fluorescencia del Hoechst se observó

con un filtro ultravioleta, con un máximo de transmisión a 365 nm. Se tomaron

fotografías de la reacción con el Hoechst, la reacción del anticuerpo con FITC, y de

contraste de fase.

5.2.- MICROSCOPIA CONFOCAL DE BARRIDO POR LASER

Esta técnica presenta varias ventajas respecto a la microscopia de

epifluorescencia. Además de su mayor resolución y sensibilidad, permiter efectuar

secciones ópticas en diversos planos de la muestra, eliminando de esta forma la

fluorescencia fuera del plano focal.

Las muestras para microscopíca confocal se prepararon como las de

fluorescencia convencional, excepto que las fracciones se depositaron sobre portas

excavados cubiertos con polilisina, y se dejaron secar al aire para impedir su

aplastamiento. Posteriormente la incubación con los anticuerpos y el montaje se

hicieron según el método convencional.

Las preparaciones se observaron en un microscopio confocal de barrido por

laser TCS 4D de Leica, con un laser multilínea de argon/krypton de 75 mW para
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488nm, 568 nm y 647 nm, equipado con un microscopio invertido Leitz DMIRB con

objetivos PL Fluotar: x16 y x40; y una unidad CPU Motorola 68040. Para la

observación del FITC el laser de argon/krypton se ajustó a 488 nm. Las imágenes se

registraron mediante secciones ópticas de 0.8 im de espesor y se fotografiaron

directamente del monitor de color de 21” de alta resolución (1280x1024 pixels>.

5.3.- INMUNOMARCADO CON ORO

Como la anterior, esta es una técnica indirecta. Se utiliza un anticuerpo

primario que reconoce específicamente un epitopo en la superficie del corte, dicho

anticuerpo es reconocido por un anticuerpo 2~ marcado con oro coloidal.

Los cortes de las muestras procesadas según el apartado 3.1.2., se recogieron

sobre rejillas de níquel.

Protocolo

:

Todo el proceso se realizó a temperatura ambiente y flotando las rejillas sobre

las gotas de las distintas soluciones.

- Se prelavaron las muestras con PBS+0.05% Tween 20, 10 mm.

- Bloqueo con PBS+0.05% Tween 20+20/o de suero normal o BSA, 30 mm.

- Incubación con los anticuerpos VS diluidos en solución de bloqueo (Apéndice

A. Tabla IX), 1 h 30 min-2 h.
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- Lavados con PBS+0.05% Tween 20, 3x10 mm.

- Incubación con los anticuerpos 29s conjugados con oro coloidal diluidos en

solución de bloqueo (Apéndice A. Tabla X), 30 mm.

- Lavados con PBS+0.05% Tween 20, 3x10 mm.

- Lavados con H2Odd, 3x10 mm.

- Los cortes se dejaron secar 5 mm y se tiñeron con acetato de uranilo al 5%,

en oscuridad, durante 5-10 mm, lavando finalmente con H2Odd.

Los controles negativos fueron como los de mm uno fluorescencia.

6.- METODO DE CUANTIFICACION DEL INMUNOMARCADO

Para analizar la distribución del marcado en los experimentos de

inmunolocalización con oro para microscopia electrónica, se realizó un análisis

cuantitativo semiautomático estudiando la densidad de partículas en cada

compartimento de las matrices nucleares.

En cada caso se partió de 30 micrografías con aumentos constantes entre

10.OOOx-20.OOOx. Dichos negativos al positivarse se ampliaron por 3 sobre papel

fotográfico de 1 8x24 cm.

El ordenador utilizado fue un TANDOM TARGET 586SXI16MHz, conectado a

un tablero digitalizador SUMMAGRAPHICS SUMMASKETCH PLUS. El software lo

preparó la empresa Filosoft. Para calcular el número de partículas por unidad de área,
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el programa necesita que se delimite el contorno de cada estructura que interese, así

como contar todas las partículas de oro micrografía por micrografía. Se puede ir

siguiendo el proceso en la pantalla para evitar posibles errores. Automáticamente se

asignan las partículas de oro a su compartimento correspondiente, obteniéndose para

cada uno su área, número de partículas y densidad de marcado (número de partículas

por unidad de area>. Estos datos se procesaron matemáticamente con la hoja de

cálculo SYMPHONY de LOTUS CORPORATION. Según el anticuerpo estudiado se

evaluó su mayor afinidad por la matriz nucleolar, la matriz interna o la lámina.

La representación gráfica de los resultados se hizo en histogramas utilizando

el programa HARVARD GRAPHICS.
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RESULTADOS



1.- ALLIUM CEPA

1.- AISLAMIENTO DE MATRICES NUCLEARES.

ORGANIZACION ESTRUCTURAL

Las matrices nucleares se obtuvieron a partir de núcleos aislados (Apéndice

A. Tabla 1).

Cuando se observaron los núcleos aislados teñidos con verde de metilo-

pironina, al microscopio óptico, se comprobó que presentaban una buena

preservación estructural, distinguiéndose los nucleolos muy densos y las masas de

cromatina condensada (Fig. 1 a).

En secciones ultrafinas de núcleos aislados fijados con glutaraldehido-osmio

y contrastados con acetato de uranilo, se observan con detalle las masas de

cromatina condensada, el nucleolo con sus componentes bien diferenciados, la

envuelta nuclear y la región intercromatínica rica en fibras y gránulos (Fig. 1 A).

Una vez comprobado que los núcleos aislados conservaban las características

principales de los núcleos “in situ”, se sometieron a la secuencia de extracciones con

soluciones de alta y baja fuerza iónica, detergentes no iónicos y nucleasas, para la

obtención de matrices nucleares (Apéndice A. Tabla 1>.
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El rendimiento de matrices nucleares recuperadas fue de un 75%-80% respecto

a los núcleos de partida, dato que se determinó utilizando una cámara de

NEUBAUER. Las matrices aisladas teñidas con rojo Ponceau, se observan al

microscopio óptico como estructuras laxas, diferenciándose el nucleolo residual y el

retículo correspondiente a la matriz interna (Fig 1 b>.

A nivel de microscopia electrónica se distinguen tres componentes principales

como ya había sido descrito previamente por Cerezuela y Moreno Diaz de la Espina

(1990>, y Moreno Diaz de la Espina y col. (1991) en A. cepa. Una lámina, que se

corresponde con los elementos residuales de la envuelta nuclear, es fibrilar, con los

poros complejos asociados a ella y muestra claramente continuidad con las fibras de

la matriz interna. El nucleolo residual, exclusivamente fibrilar, con fibras de 10 nm

como las de la matriz interna. Finalmente la matriz interna, que conecta el nucleolo

residual con la lámina, formando un retículo fibrilogranular con fibras de 10 nm y

gránulos de 20-25 nm (Fig. 1 B).

2.- COMPOSICION POLIPEPTIDICA DE LAS MATRICES

NUCLEARES

2.1.- PERFILES POLIPEPTIDICOS MONODIMENSIONALES

Las proteínas de los núcleos, matrices nucleares y matrices nucleares extraídas

con urea, se separaron sometiendo las muestras a electroforesis monodimensional,

en geles de poliacrilamida al 10%, siguiendo la técnica de Laemmli (1970).
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Las tracciones nucleares presentan un gran número de componentes

polipeptídicos distribuidos en un amplio rango de pesos moleculares. Aparecen como

mayoritarias proteínas de bajo peso molecular entre 14-2 1 KD, correspondientes a las

histonas de la zona central del nucleosoma, también las isoformas de la histona H1

en el rango de 35-40 KD, así como proteínas alrededor de 70 KD. (Fig. 2).

Como ya se ha demostrado por Moreno Díaz de la Espina y col. <1991), en las

matrices nucleares de A. cepa la mayoría de las bandas se sitúan en el rango entre

12 y 70 KD (Fig. 2>, siendo mayoritarias las bandas entre 35-60 KD y desapareciendo

en su mayoría los polipéptidos de alto peso molecular. También son componentes

constantes de las matrices proteínas de bajo peso molecular en el rango de las

histonas de la zona central del nucleosoma, que sin embargo no reaccionan con el

anticuerpo anti-histona H ~. Parte de esos componentes de balo peso molecular se

deben a la RNasa residual que se queda asociada a las matrices nucleares después

de las digestiones y que como podemos observar si corremos solo RNasa en un gel

de 10% de poliacrilamida presenta alrededor de 17 KD de peso molecular (Fig. 2).

Las matrices nucleares extraídas con urea presentan un perfil distinto de las

obtenidas por el procedimiento convencional. Contienen numerosas bandas ya que

no se consiguen eliminar la matriz interna y la matriz nucleolar. Algunas bandas son

comunes en ambos tipos de matrices, pero la extracción con urea concentra otras que

no aparecen como mayoritarias antes de la extracción (Fig. 2).
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2.2- PERFILES POLIPEPTIDICOS BIDIMENSIONALES

En geles bidimensionales, se aprecia claramente el número tan elevado de

proteinas que componen los núcleos de células de A. cepa, ya que proteínas que

podrían parecer la misma en geles monodimensionales, se separan en función de su

pl. Se distinguen alrededor de 350 “spots”, correspondientes a proteínas que se

distribuyen entre 12 y 105 KD de peso molecular principalmente, con abundantes

componentes de caracter ácido y neutro (Fig. 3 A>.

Como se observó al comparar los perfiles monodimensionales, hay un claro

descenso en el número de “spots” entre núcleos y matrices nucleares. En el caso de

las matrices nucleares el descenso del número de “spots” con respecto a los núcleos

enteros es considerable, distinguiéndose unos 190 con un enriquecimiento en

aquellos situados dentro del rango de 35-70 KD. Los correspondientes a proteínas de

bajo peso molecular son muy pocos con respecto al total, y presentan pís ácidos o

neutros. De los 190 “spots” hemos identificado 50 en común con las fracciones de

núcleos enteros, algunos de los cuales aparecen mas concentrados en las matrices

(Fig. 3 8>.

La extracción con urea 4 M elimina muchas de las proteínas presentes en las

matrices nucleares totales. Sobre todo desaparecen componentes de caracter ácido.

Los perfiles polipeptidicos de dichas fracciones revelan 50 “spots”, de los cuales se

distinguen 34 comunes a las matrices nucleares extraidas por el procedimiento

convencional, en el rango de peso molecular de 30-70 KO. La mayoría de ellos son
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de carácter neutro o básico, y aparecen concentrados al haber desaparecido un gran

número de componentes de las matrices nucleares (Fig. 3 C>.

3- CARACTERIZACION DE LOS COMPONENTES DE LA

LAMINA. DETECCION DE LAMINAS

Como ya se ha comentado anteriormente, la extracción con urea no

desorganiza la matriz nuclear ni consigue extraer en su totalidad las proteínas de la

matriz interna y matriz nucleolar. Sin embargo sí reduce el número de proteínas que

componen las matrices y por tanto aparecerán enriquecidas las proteínas de tipo

filamento intermedio que resisten esta extracción, las laminas. Por este motivo, en los

experimentos de caracterización de laminas de plantas, utilizamos fracciones de

matrices extraídas con urea, que fueron incubadas con anticuerpos contra filamentos

intermedios y diferentes tipos de laminas de vertebrados (Tabla 2).

3.1.- INMUNOBLOTTING

Cuando las proteínas transferidas de matrices nucleares extraídas con urea se

hicieron reaccionar con el anticuerpo IFA, que reconoce un epitopo muy conservado

dentro de los filamentos intermedios (Pruss y col., 1981), presente también en las

laminas (Lebel y Raymond, 1987>, reveló dos bandas, una de 65 KD y otra de 58 KD.

Con el fin de comprobar si realmente estábamos detectando proteínas nucleares tipo

filamento intermedio (IF), y nuestros resultados no se debían a contaminación de las

fracciones con proteínas del grupo de los IF citoplásmicos durante la extracción,

92



realizamos controles con anticuerpos que reconocen determinadas proteínas de la

familia de los IF y que reaccionan en plantas: anti-vimentina; AFB (Hargreaves y col.,

1989a) anticuerpo que reconoce proteínas de tipo lE del citoplasma de células de

zanahoria (cuyos datos no se muestran> y el anticuerpo MAC 322 que reacciona con

un epitopo de lE altamente conservado entre animales y plantas (Ross y col., 1991>,

en ningún caso reconocieron dichas bandas (Fig. 4).

El siguiente paso consistió en la utilización de diferentes anticuerpos anti-

lamina para comprobar si las proteínas reconocidas por el IFA pertenecen a este

grupo y en su caso ver de que tipo son. Un anticuerpo policlonal desarrollado contra

laminas de poíío (Sticky Hausen, 1980), en fracciones de matrices semejantes a las

utilizadas con el IFA, reveló la banda de 65 KD reconocida por este último (Fig. 4).

Para comprobar la reactividad del suero, hicimos un control positivo, de forma que

cuando se le hizo reaccionar con proteínas de E. coiL que contenían la lamina LIII de

Xenopus donada, transferidas a membranas de nitrocelulosa, la banda

correspondiente a la lamina LIII de Xenopus fue reconocida por el mismo (Fig 4>,

confirmando que el epitopo reconocido por el suero está muy conservado entre aves,

plantas y anfibios.

Para caracterizar mejor la proteína o proteínas contenidas en la banda

identificada por el suero policlonal, continuamos nuestros estudios utilizando una serie

de anticuerpos monoclonales específicos contra las laminas B~ (L3-288) yA (LS- 484)

de pollo y las laminas LI (L7-4A2) y LII (L7-8C6> de X. laevis (Stick y col., 1988),

comprobándose que reconocen todos ellos una banda más o menos intensa a la

93



o
,

c~
r-

co
(f>ííi

—

—

ti4$

*

z

(ooCo

©

or

CD0
0

rc
O

11
o

,1
<

‘ir-
CoII,

fi

t—
..

1’

Y

©

~1

6
____

A
,

1
D.9..

t
¡

2z

1
~

4
4

a

Li.
w

A
a



NM Cebolla

~~1~)
Coom. Ls

~1

2K
IFA MAC322

97

66

42

31

y
Lii.,. Liii

¡
e)

Ls

o



97—
66~

3½...
2½..

B2 L¡ L1¡ A

o



misma altura que dicho suero policlonal (Fig. 5) por lo que se hizo necesario un

estudio sobre proteínas de matrices nucleares extraídas con urea, separadas en geles

bidimensionales y transferidas a membranas de nitrocelulosa, con el fin de comprobar

si dicha reacción se debía a una o varias proteínas.

Atendiendo a los resultados obtenidos que se resumen en la Tabla 2, vemos

que el anticuerpo IFA reconoce una serie de “spots’ de los que el más abundante se

corresponde con uno de 58 KD y pl=5, el resto son uno de 64 KD y pl=5.75 y tres de

65 KD y pl= 6.5, 6.8 y 7.1 (Hg. 6 B). Por su parte el suero policlonal contra laminas

de poíío detecta un solo “spot” que aparentemente se correspondería con el

reconocido por el IFA de 65 KD y pl=6.8 (Fig. 6 C>. En cuanto a los anticuerpos

monoclonales, el L7-4A2 reconoce un “spot” de 64 KD y pl más ácido 5.75 KD (Fig.

6 D>, y el L3-4B4 reacciona con un “spot” grande de 65 KD, pl=5.65, y uno mas

pequeño de igual peso molecular y pl=6.7, en torno al que se intuyen con mucha

menor intensidad otros dos uno a cada lado que recuerdan a los reconocidos por el

IFA (Fig. 6 E).

3.2.- INMUNOFLUORESCENCIA

Con el suero anti-lamina de pollo, se ha realizado inmunofluorescencia sobre

frotis de núcleos y matrices nucleares de forma que se detecta la fluorescencia en la

periferia de los núcleos (Fig. 7 A). En las matrices nucleares, aparte de la localización

periférica, la fluorescencia aparece también a modo de “spots” en su interior (Fig. 7

B>. Queda descartada cualquier reacción con la matriz nucleolar, cuya ubicación se
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TABLA 2.- PROTEíNAS
DISTINTAS ESPECIES Y
NUCLEARES DE ALL¡IJM

RECONOCIDAS POR ANTICUERPOS ANTI-LAMINA DE
ANTI-FILAMENTOS INTERMEDIOS EN LAS MATRICES
CEPA.

Abreviaturas.- P: policlanal. M: monoclonal. sd: sin determinar. 1-D: blot monodimensional.2-D:
blot bidimensional. Intensidad de la reacción: fuerte (+++); intennedia <++); débil <+); sin reacción
(—).



Figura 6.- Detección, mediante inmunoblotting, de proteínas tipo lamina entre las
proteínas de matrices nucleares extraídas con urea, separadas en geles
bidimensionales, transferidas a membranas de nitrocelulosa, utilizando anticuerpos
anti-lamina de diferentes especies y el IFA. A.- Perfil polipeptídico bidimensional de
matrices nucleares extraídas con urea (NM+U>, teñido con plata. 5-E.- Resultados de
los inmunoblots con los anticuerpos, revelados mediante la reacción de la peroxidasa
con la mezcla cloronaftol-diaminobencidina o utilizando el sistema de amplificación
quimioluminiscente para anticuerpos con peroxidasa ECL (Amersham). B.- Anticuerpo
IFA. C.- Suero anti-lamina de pollo. D.- Anti-lamina LI de X. laevis. E.- Anti-lamina A
de pollo. Se observa que el anticuerpo IFA reconoce varios “spots” entre 58-65 KD,
de los cuales el suero policlonal reconoce uno de 65 KD y pl=6.8. El anti-lamina LI
de X. laevis reconoce otro mucho mas ácido con pl=5.75 y Pm=64 KD. El anti-lamina
A de poílo reconoce varios de 65 KD, uno de ellos muy abundante de pl=5.65 KD, y
el resto de pls=6.7-6.5, de menor intensidad.
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aprecia claramente en las imágenes de contraste de fase (Fig. 7 G y H), ya que en

la zona correspondiente a los nucleolos y matrices nucleolares no se distingue

fluorescencia. La cromatina tampoco tiene nada que ver con la reacción, como se

comprueba al observar la fluorescencia de núcleos marcados con los anticuerpos y

teñidos con Hoechst (Hg. 7 A, D y G). Cuando las muestras se incubaron con suero

normal en lugar del anticuerpo primario, no se aprecia ninguna fluorescencia (Fig. 7

C).

3.3.- INMUNOMARCADO CON ORO

Al incubar secciones ultrafinas de matrices nucleares, incluidas en LR White,

con el suero anti-lamina y posteriormente con un anticuerpo secundario marcado con

oro coloidal, se observó que el marcado se distribuía por la lámina así como por la

matriz interna, pero no por el nucleolo residual (Fig. 8 A>. Este dato se confirma con

el resultado de la cuantificación en que se ve que las partículas de oro se distribuyen

aproximadamente por igual ente la matriz interna y la lámina (Fig. 9>. Los controles

en que se suprimió la incubación con el anticuerpo primario estaban totalmente

desprovistos de marcado (Fig. 8 B>.

Los datos anteriores concuerdan con los que se obtuvieron cuando se hizo

reaccionar el mismo anticuerpo con núcleos aislados, en que se observan las

partículas de oro en la periferia así como en las regiones intercromatínicas (Fig. 8C>.
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4.- CARACTERIZACION DE LOS COMPONENTES DE LA

MATRIZ INTERNA

La matriz interna, de naturaleza fibrilogranular, ha sido el componente de la

matr¡z que ha presentado mas dificultades para el estudio de sus componentes, ya

que con los distintos métodos de extracción utilizados ha sido imposible obtener

fracciones en que este dominio fuera mayoritario. Con el fin de caracterizar sus

componentes, lo que hicimos fue investigar ¡a presencia en ella de proteínas que se

sabe son componentes de las matrices (Tabla 3).

Hemos utilizado anticuerpos contra tres tipas de proteínas. La topoisomerasa

II, proteína con un papel estructural, ya que interviene en el anclaje de los ‘ioops” de

DNA a la matriz, además de ser una proteína necesaria en todos los procesos en que

interviene el DNA, produciendo roturas reversibles que afectan a las dos cadenas de

la doble hélice del mismo, para evitar las tensiones que se producirían al avanzar las

horquillas de replicación y transcripción. También hemos investigado la presencia de

una proteína de tipo filamento intermedio presente en la matriz nuclear de zanahoria,

así como la presencia de un componente de los gránulos intercromatínicos de células

animales. Gracias a estos estudios hemos podido definir los distintos dominios de la

matriz interna en función de la distribución de sus componentes.

4.1.- DETECCION DE TOPOSISOMERASA II

Hemos utilizado un anticuerpo policlonal desarrollado en conejo contra un
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TABLA 3.- PROTEINAS DE LA MATRIZ INTERNA DE ALLIUM CEPA IDENTIFICADAS
MEDIANTE INMUNOBLOTTING.

ANTICUERPO TIPO PROTEIt4A WCALIZACIO?<
TOPOLOGICA

PROTEíNA DEL
SISTEMA

HOMOLOGÓ
Antí-topoisomerasa P 215 KD ini (+++) 175-180lCD

II lámina (++)
Num (-fA-)

Anti-proteina PlOS Nl (-) mi &anular 105 KD
nuclear

JIM 63 Nl 120 KD mi (-HA-) 92 KD-zanahoria
lámina (++)

Num_(-1-)

Abreviaturas.- P: policlanal. M: monaclonal. ¡ni: matriz interna. Num:
determinar. Intensidad de la reacción: fuerte (+++); intermedía (++); débil

matriz nucleolar. sd: sin
(+); sin reacción (-),



fragmento sintético de la secuencia de la topo II humana (Tsai-Pflugfelder y coL,

1988> comercializado por Cambridge Research Biochemicais. Este anticuerpo, en

Western blots procedentes de líneas celulares que sobreexpresan topo II reconoce

una banda entre 175-180 KD (Smith y Makinson, 1989).

4.1.1.- lnmunoblotting.

Dicho anticuerpo incubado con proteínas de matrices nucleares de cebolla,

separadas en geles de poliacrilamida al 8%, transfer¡das a membranas de

nitrocelulosa, ha revelado una banda de unos 215 KD que podría ser un doblete,

apareciendo a su vez otra muy tenue de 70 KD,que podría corresponder a un

producto de degradación (Fig. 10 A). Este peso molecular, está en el rango descrito

para la topoisomerasa II de especies vegetales.

4.1.2.- Inmunofluorescencia.

Los resultados que se obtuvieron al hacer reaccionar el anticuerpo con trotis

tanto de núcleos como de matrices nucleares, muestran en el caso de los núcleos,

la fluorescencia localizada en el nucleoplasma (Fig. 10 B). Sin embargo en el caso de

las matrices nucleares, se observa que la reacción no es homogénea en toda la

muestra. Aunque la fluorescencia se localiza en la matriz interna y nucleolar, existen

matrices en las que es mas intensa la correspondiente a la matriz nucleolar, en otras

se sitúa, casi exclusivamente, en la zona de la matriz nucleolar, y finalmente, en otros

casos, no sólo no destaca la fluorescencia de la matriz nucleolar respecto a la de la
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matriz interna, sino que llega a ser menor (Fig. 10 E).

Cuando se observan las matrices nucleares en las que se ha suprimido la

incubación con el anticuerpo primario, el resultado obtenido fue negativo, sin

fluorescencia (Fig 10 D).

4.1.3.- Inmunomarcada can oro.

Cuando se incubaron secciones de matrices nucleares con dicho anticuerpo,

al revelarse la reacción con un anticuerpo secundario conjugado con oro, se observó

que las partículas de oro se di~tribuyen a lo largo de los tres componentes de la

matriz nuclear, si bién el marcado de la lámina y matriz nucleolar se sitúa

predominantemente en los puntos de contacto de la matriz interna (Fig. 11 A). Los

controles se observaron desprovistos de marcado (Fig. 11 8).

Al cuantificar los resultados se observó que las partículas de oro se distribuyen

por los tres componentes de la matriz, principalmente en la matriz interna, siendo

considerable el marcado asociado a lámina y matriz nucleolar (Fig. 12).

4.2.- LOCALIZACION DEL DNA ASOCIADO A MATRIZ NUCLEAR

El DNA residual asociado a las matrices, debido a su baja proporción, menor

del t9%, no se detecta mediante inmunofluorescencia con DAPI pues su límite de

detección está en una concentración de DNA del 5%. Por eso hemos utilizado un
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anticuerpo monoclonal anti-DNA en secciones que reconoce DNA de cadena doble

y sencilla (Boehringer Mannheim), con el fin de determinar la localización topológica

del DNA residual en los distintos dominios de las matrices.

Cuando utilizamos el anticuerpo combinado con uno secundario conjugado con

oro, al microscopio electrónico se observó que en las matrices nucleares el marcado

es muy bajo. Las partículas de oro se distribuyen por todos los componentes, aunque

la mayoría se encuentran en la matriz interna, apareciendo los granos aislados, o

alineados siguiendo algunas fibrillas (Fig. 13 A).

Dicho resultado contrasta fuertemente con el obtenido en núcleos aislados, en

que como era de esperar el marcado es abundante y específico, concentrándose

fundamentalmente sobre las masas de cromatina condensada. En cuanto al nucleolo,

el marcado se sitúa en los centros fibrilares heterogéneos, careciendo totalmente de

él, tanto el componente fibrilar denso como el componente granular (Fig. 13 8). Estos

resultados son semejantes a los observados cuando se realizó la reacción “in situ”

(Martin y col., 1989). El control negativo apareció desprovisto de marcado (Fig. 13 C).

Cuando hicimos la cuantificación del marcado de DNA residual, los datos

anteriores se confirmaron. La densidad de marcado es baja en los tres componentes

de las matrices nucleares, con una densidad de partículas de oro ligeramente superior

en la matriz interna que en la lámina y matriz nucleolar (Fig. 14 B). En contraste con

los resultados obtenidos en el caso de los núcleos “in situ”, en que el número de

partículas en las masas de cromatina condensada es muy alto, y mucho menor las
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situadas en los espacios intercromatínicos y nucleolo, en que se observa la

distribución del marcado en cada uno de sus componentes (Fig. 14 A>.

Si comparamos los datos de localización de DNA residual con los de la

topoisomerasa II, parece haber una colocalización de la fracción insoluble de la misma

con el DNA residual en la matriz nuclear (Figs. 11-14). Por lo tanto si tenemos en

cuenta el papel que juega la topoisomerasa II en el anclaje de los “íoops” de DNA a

las matrices, dicho DNA residual se correspondería con las secuencias

correspondientes a los puntos de anclaje de los “loops” a la matriz, que quedarían

protegidos de la digestión por la topoisomerasa y otras proteínas del complejo de

anclaje, pero quedarían accesibles a la reacción con el anticuerpo, al quedar

expuestos los epitopos en la superficie del corte.

4.3.- DETECCION DE LA PROTEíNA DE LA MATRIZ INTERNA 1-IOMOLOGA

A LA RECONOCIDA POR EL ANTICUERPO JIM 63 EN DAUCUS CAROTA

El anticuerpo JIM 63 es un monoclonal, desarrollado contra preparados

protéicos de matrices nucleares de zanahoria, Daucus carota, que en el sistema

homólogo, reconoce una proteína de 92 KD aparentemente relacionada con los

filamentos intermedios, y de distribución intranuclear (Beven y col., 1991>.

4.3.1.- lnmunoblotting.

Cuando se hizo reaccionar el anticuerpo con proteínas de matrices nucleares
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de cebolla transferidas a membranas de nitrocelulosa, la banda reconocida fue de 120

KD (Fig. 15).

Para determinar a que compartimento de la matriz se asociaba el antígeno

reconocido por dicho anticuerpo procedimos a hacer experimentos de

inmunofluorescencia e inmunomarcado para microscopia electrónica.

4.3.2.- Inmunofluorescencia.

Cuando se incubaron con el anticuerpo JIM 63 frotis, tanto de núcleos como

de matrices nucleares de A. cepa, la fluorescencia se localiza en el nucleoplasma en

el caso de los núcleos (Hg. 16 A>, y en los componentes internos en el caso de la

matriz nuclear (Fig. 16 B). Se hicieron controles negativos incubando solamente con

el anticuerpo secundario, y en ellos no se detectó ninguna fluorescencia (Fig. 160).

4.3.3.- Inmunomarcado con oro.

Los datos anteriores quedaron confirmados al observar la reacción del

anticuerpo en secciones ultrafinas de matriz nuclear incluidas en LR White. Las

partículas de oro conjugadas con el anticuerpo secundario se asocian a la matriz

interna y matriz nucleolar principalmente. En cuanto al marcado en la lámina, se

localiza aparentemente en los puntos de contacto de la matriz interna con ella (Fig.

17 A>- En la Fig. 17 8 se aprecia como el control negativo, en que se omitió la
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incubación con el anticuerpo primario, prácticamente carece de partículas de oro. A

mayores aumentos se observan mas claramente los resultados (Fig. 18 A). A su vez

los datos obtenidos en núcleos enteros confirman la localización intranuclear de la

proteína en A. cepa, que se detecta en las regiones intercromatínicas de los mismos

(Fig. 18 B).

El histograma, que representa los datos de la cuantificación de la reacción,

confirma la distribución obtenida de los resultados anteriores, revelando la mayor

densidad de marcado asociado a la matriz interna, siendo mucho menor en el resto

de los componentes (Fig. 19).

4.4.- DETECCION DEL ANTíGENO NUCLEAR HOMOLOGO A UNA

PROTEíNA COMPONENTE DE LOS GRANULOS INTERCROMATÍNICOS DE

CELULAS HUMANAS

Estudios ultraestructurales previos habían demostrado que los gránulos

interoromatínicos son componentes constantes de la matriz interna de las matrices

nucleares de A. cepa (Cerezuela y Moreno Díaz de la Espina 1990, Cerezuela, 1991).

Cuando utilizamos la tinción con bismuto, preferencial para determinadas

proteínas fosforiladas, en las que están enriquecidos los gránulos intercromatínicos

(Moreno Díaz de la Espina y col., 1993b), se observa que dentro de la matriz interna,

fibrilogranular, se contrastan solamente los componentes granulares de 20-25 nm que

se corresponderían con con estas estructuras (Fig. 20 8).
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Sabiendo que los gránulos intercromatínicos forman parte de las matrices

nucleares, el siguiente paso fue intentar identificar sus componentes, para lo cual

hemos empezado a realizar estudios con anticuerpos específicos.

En este caso el anticuerpo utilizado ha sido uno monoclonal, 780-3, distribuido

comercialmente por ICN Biomedicals, que reconoce preferencialmente una proteína

de los gránulos intercromatínicos de células humanas, de 105 KD, que está

relacíonada con proliferación.

4.4.1.- lnmunoblotting.

Al incubar el anticuerpo sin diluir sobre proteínas transferidas a membranas de

nitrocelulosa, tanto de núcleos como de matrices nucleares, no conseguimos

resultados específicos, ni siquiera después de tres días de incubación a temperatura

ambiente, y de utilizar para revelar la reacción el sistema de detección de máxima

sensibilidad ECL de Amersham.

4.4.2.- Irimunomarcada con oro.

Después de los resultados anteriores, y para comprobar si realmente podía

existir un homólogo a dicha proteína en la matriz nuclear de A. cepa, se incubaron

con el anticuerpo cortes ultrafinos de matrices nucleares incluidas en LR White. Como

ya se conocía la baja reactividad del mismo, el periodo de incubación se prolongó

hasta dos días en algunas preparaciones, aunque también se hizo siguiendo las
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condiciones habituales.

Los resultados obtenidos fueron positivos, observándose que el anticuerpo

presentaba una clara especificidad por la matriz interna, pero no de una forma

generalizada, sino que las partículas de oro se depositaron sobre los componentes

granulares de la misma, careciendo la matriz nucleolar y la lámina de marcado

significativo (Fig. 20 A). Si se compara el resultado obtenido con el anticuerpo, con

los datos de tinción con bismuto, vemos claramente que los gránulos con los que se

asocia el marcado coinciden con los ligan bismuto (Figs. 20 A y 20 8). A mayores

aumentos se observa con mas detalle la asociación del marcado a los gránulos de la

matriz interna (Figs. 21 A y 21 8).

El grado de marcado inespecífico que se podría deber al anticuerpo

secundario, se determinó en cortes en que se omitió la incubación con el anticuerpo

primario, los cuales carecían de marcado (Fig. 20 C).

La cuantificación del número de partículas por unidad de área en los distintos

compartimentos de la matriz nuclear, confirman la especificidad del marcado en los

componentes granulares de la matriz interna (Fig. 22>.

5.- MATRIZ NUCLEOLAR. AISLAMIENTO DE NUCLEOLOS Y

MATRICES NUCLEOLARES

A lo largo de los estudios realizados sobre la matriz nuclear de A. cepa, hemos
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comprobado la existencia de una matriz nucleolar como componente constante de las

mismas. Esta matriz nucleolar, es resistente a la digestión con nucleasas y extracción

con soluciones de alta fuerza iónica, y su presencia es independiente de posibles

estabilizaciones por formación de puentes disulfuro, o calor durante el proceso

(Cerezuela y Moreno Diaz de la Espina, 1990).

Al microscopio óptico se observan las matrices nucleolares como estructuras

redondeadas en el interior de las matrices nucleares (Fig 23 0), aparentemente más

densas que el resto de las estructuras matriciales, pero mucho mas laxas que los

nucleolos “in situ” (Fig. 23 A).

Con el fin de caracterizar los componentes proteicos de la matriz nucleolar sin

interferencias por parte de los componentes tanto de la lámina como de la matriz

interna, decidimos preparar matrices nucleolares a partir de nucleolos alsiados

(Apéndice A. Tabla III).

Obtuvimos nucleolos con un alto grado de pureza, libres de restos de

cromatina, como se observa en las imágenes del microscopio óptico (Fig. 23 B), y con

una preservación estructural muy buena como se demuestra al compararlos con los

nucleolos que se encuentran dentro de núcleos aislados (Fig. 23 A). Su estudio al

microscopio electrónico demostró que los nucleolos aislados mantenían su integridad,

así como la distribución de los tres componentes clásicos de los nucleolos ~insitu”:

centros fibrilares, rodeados por el componente fibrilar denso y en la periferia el

componente granular (Fig 23 E).
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Posteriormente los nucleolos aislados se sometieron a extracciones sucesivas

con nucleasas y 2 M NaCí, en presencia de DTT, dando lugar a las matrices

nucleolares aisladas. Estas aparecen mucho mas laxas que los correspondientes

nucleolos y de tamaño ligeramente inferior al microscopio óptico (Fig. 23 B y 23 D).

5.1.- ORGANIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LA MATRIZ NUCLEOLAR

AISLADA

La matriz nucleolar aislada presenta una buena preservación morfológica,

conservando una organización semejante a la de aquellas que forman parte de las

matrices nucleares (Comparar Fig. 23 0 y 23 D). Al microscopio electrónico se

observan como estructuras exclusivamente fibrilares, formadas por fibras de 10 nm,

sin partículas preribosómicas n¡ componente granular, que es lo que las diferencia

fundamentalmente de los nucleolos aislados (Figs. 23 E y 23 F). En ellas, suelen

observarse estructuras redondeadas, fibrilares, menos densas a los electrones, con

un diámetro medio de 0,27625±0.07802pm, que se corresponderían con los centros

fibrilares del nucleolo aislado, constituyendo por tanto el único componente estructural

del nucleolo que permanece como tal en la matriz nucleolar (Fig 23 F).
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5.2.- COMPOSICION PROTEICA DE LAS MATRICES NUCLEOLARES

5.2.1..- Estudio de la composición polipeptídica en geles

monodimensionales.

Cuando se comparan los perfiles polipeptidicos, en geles monodimensionales,

de núcleos, nucleolos aislados y matrices nucleolares aisladas, se observa que son

claramente distintos. Los nucleolos presentan un perfil polipeptídico distinto del de los

núcleos aislados, con proteínas mayoritarias que no aparecían como tales en los

núcleos enteros, entre ellas las bandas de 88, 57, 55, 20, 21 y 14 KO. Aunque las

histonas de la zona central del nucleosoma aparecen como componentes de ambas

fracciones, no sucede lo mismo con las variantes de la histona H1, en el rango de 35-

40 KO de peso molecular, que son componentes mayoritarios de los núcleos pero no

de los nucleolos de células proliferantes de A. cepa (Moreno Diaz de la Espina y col.

1991. Vazquez Nin y col., 1992). Una vez sometidos a extracciones sucesivas, se

comprobó que en su mayoría dichas bandas permanecen en las matrices nucleolares.

La banda de 57 KO aparece menos concentrada en las matrices nucleolares, que

muestran un enriquecimiento en otras proteinas de 33, 38, 46, 64, 70 y 76 KD. Como

en el caso de las matrices nucleares totales, las matrices nucleolares también

presentan abundantes componentes de bajo peso molecular que migran con las

histonas del núcleo del nucleosoma (Moreno Díaz de la Espina y col., 1991, Mínguez

y Moreno Díaz de la Espina, 1993b) (Fig. 24).
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5.2.2.- Estudio de la composición polipeptídica en geles bidimensionales.

Al someter ambas fracciones a electroforesis bidimensional, las diferencias

previamente detectadas aparecieron de forma mas clara, de manera que bandas que

parecian comunes realmente correspondían a proteínas de igual Pm pero pl diferente,

que se presentan en diferente proporción en ambas fracciones (Hg. 25>. En geles de

matrices nucleolares aisladas teñidos con plata se observan hasta 140 ‘spots’, con

una gran mayoría de proteínas ácidas (Fig. 25 B), a diferencia de los nucleolos en

cuyos geles se pueden distinguir hasta 180 “spots” que se distribuyen en un rango

muy amplio de pl y Pm (Fig. 25 A). Entre nucleolos y matrices nucleolares se han

identificado 37 ‘spots’ en común con pesos moleculares entre 27 y 80 KD (Figs. 25

A y 25 B), y solamente 35 con las matrices nucleares totales (F¡g. 25 B-D). Estos

datos demuestran la compleja composición de las matrices nucleolares aisladas,

asociadas a las cuales se encuentran otras proteínas además de las exclusivamente

esqueléticas, como en el caso de la matriz nuclear.

6.- CARACTERIZACION DE LAS PROTEíNAS DE LAS

MATRICES NUCLEOLARES

Con el fin de caracterizar las moléculas o estructuras implicadas en el

mantenimiento estructural del nucleolo, hemos realizado en las matrices nucleolares,

experimentos de inmunolocalización de dos proteínas nucleolares mayoritarias,

involucradas en la transcripción y el procesamiento del rONA, fibrilarina y nucleolina.

En primer lugar mediante inmunoblotting con el fin de detectar la presencia de dichas
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proteínas en nuestras fracciones y posteriormente completando el estudio con datos

de inmunomarcado con oro e inmunofluorescencia para determinar su localización.

6.1.- LOCALIZACION DE NUCLEOLINA EN LA MATRIZ NUCLEOLAR

La nucleolina es una proteína multifuncional implicada en la regulación de la

transcripción del rRNA y que se asocia al rDNA y a los precursores de los rRNAs en

el nucleolo de células eucariotas, siendo mayoritaria en el nucleolo de células

animales en crecimiento exponencial. La existencia de una proteína semejante a la

de células animales en A. cepa ya ha sido demostrada (Martín y col., 1992a), y

aunque presenta un peso molecular menor que la de vertebrados, conserva las

mismas características de solubilidad, distribución así como fosforilación que la de

mamíferos (Medina y col., 1993). Debido al interés que podría tener descubrir la

posible asociación de esta proteína con el nucleolo residual, así como las

implicaciones funcionales derivadas de ello, decidimos analizar su presencia en la

matriz nucleolar. Para ello hemos utilizado por un lado tinción con bismuto que tiene

una alta afinidad por esta proteína y por otro detección inmunológica con dos

anticuerpos antinucleolina.

6.1.1.- Tinción con Bismuto.

La tinción con oxinitrato de bismuto, utilizada después de fijación con

glutaraldehido, que bloquea la reacción inespecífica con los grupos aminos de las

proteínas, ha demostrado ser altamente selectiva en núcleos de células
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meristemáticas de A. cepa contrastando exclusivamente los gránulos

intercromatínicos, así como un retícula dentro del componente fibrilar denso del

nucleolo que contiene la nucleolina (Fig 26 C) (Moreno Diaz de la Espina y col.,

1993b). Cuando se tiñeron siguiendo el mismo procedimiento matrices nucleares de

A. cepa se observó que se contrasta la matriz nucleolar, pero no uniformemente, sino

de forma semejante a los nucleolos, siguiendo un retículo (Fig 26 8). En cuanto al

resto de la matriz, aparecen contrastados los componentes granulares de la matriz

interna que se corresponden con los gránulos intercromatínicos como vimos

anteriormente (Fig. 20 8).

La aplicación de la técnica de impregnación con bismuto sobre proteínas de

matrices nucleares separadas electroforéticamente y transferidas a membranas de

nitrocelulosa, fijadas con glutaraldehido (Moreno Díaz de la Espina y col., 1993b),

detecta una banda de aproximadamente 58 KO. Para confirmar si realmente dicha

banda corresponde a la nucleolina, hemos realizado estudios de inmunoblotting e

imunocitoquimicos utilizando dos anticuerpos policlonales, uno de ellos desarrollado

contra la nucleolina de hamster (Martín y col., 1992a), y el otro contra la de células

T4 de ratón (Warrener y Petryshyn 1991) (Apéndice A. Tablas V, VII y IX).

6.1.2.- Inmunoblotting.

Cuando se utilizó el anticuerpo antinucleolina sobre proteínas de matrices

nucleares totales transferidas a membranas de nitrocelulosa, reconoció una banda de

58 KO. semejante a la detectada en núcleos y nucleolos aislados de A. cepa con
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anticuerpos antinucleolina de distintas procedencias (Martín y col., 1992a, Moreno

Díaz de la Espina y col., 1993b), así como a la banda que se contrasta mediante

tinción con bismuto en esta fracción (Fig. 26 A).

El resultado al hacer reaccionar el anticuerpo con proteínas de matriz nucleolar

fue semejante, reconociendo la misma banda de 58 KO que, sin embargo, no aparece

como un componente mayoritario de estas tracciones a diferencia de lo que luego

veremos con la fibrilarina (Fig. 24>.

6.1.3.- Inmunofluorescencia.

Al incubar con los anticuerpos antinucleolina matrices nucleares y nucleolares,

y observarlos mediante inrnunofluorescencia indirecta, comprobamos que la reacción

se asociaba con la matriz nucleolar, tanto aislada como formando parte de las

matrices nucleares enteras (Fig. 27 A y 27 B). El control negativo, en que se omitió

la incubación con el anticuerpo primario, carece de fluorescencia (Fig. 27 C). Si

tenemos en cuenta que en el proceso de obtención de las matrices se han utilizado

soluciones de baja tuerza jónica, con las que se solubiliza la mayoría de la nucleolina

nuclear (Cerdido y col., 1993>, podemos tener la certeza de que la detectada es la

fracción insoluble de la proteína que está fuertemente unida al esqueleto nucleolar.

6.1.4.- Inmunomarcado con oro.

Estos datos se confirmaron al observar la reacción de los anticuerpos al
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microscopio electrónico, mostrando como las partículas de oro se acumulan en el

nucleolo residual, tanto en el caso de las matrices nucleares enteras (Hg. 28 A), como

en el de las matrices nucleolares aisladas (Figs. 29), aunque aparezcan algunas

partículas asociadas a la matriz interna en las matrices nucleares. Cuando en la

incubación se suprimió el anticuerpo primario, las muestras aparecieron desprovistas

de marcado (Fig. 28 3). La cuantificación de los datos reveló que la reacción era

específica de la matriz nucleolar, así como que el marcado era ligeramente interior

cuando se analizaban los datos en matrices nucleolares (Fig. 30 8) aisladas que

cuando estas se encontraban formando parte de matrices nucleares (Fig.30 A).

6.2.- DETECCION DE FIBRILARINA EN LA MATRIZ NUCLEOLAR

La fibrilarina es una proteína nucleolar muy conservada, que se caracteriza por

asoc¡arse a los snoRNAs U3,U5 y U13 formando parte de las partículas

ribonucleoproteicas que participan en el procesamiento del pre-rRNA (Fournier y

Maxwell, 1993). En las distintas especies se caracteriza por tener un Pm de 34-38

KO, un pl básico (8.5-10), y un alto contenido en glicina y en N
5-N6dimetilarginina.

Al formar parte, la fibrilarina, de los complejos multiméricos responsables del

procesamiento del rRNA, su presencia como componente de la matriz nuoleolar,

aparte de un posible papel estructural, tendría un significado funcional muy importante

en la matriz nucleolar.

Para detectar su presencia en la matriz nucleolar de A. cepa hemos utilizado
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dos anticuerpos, uno es un suero autoinmune (S4), que reconoce dicha proteína

nucleolar (Lischwe y col., 1985, Ochs y col., 1985)>, y el otro es un anticuerpo

monoclonal que reconoce un epitopo de la proteína B36 de Physarum (Christensen y

col., 1986) (Apéndice A. Tablas. y, VII y IX).

6.2.1.- lnmunoblotting.

En blots monodimensionales de proteínas de matrices nucleolares, el suero

autoinmune reconoce una banda mayoritaria de 37 KO junto con otra banda de menor

concentración que presenta una movilidad ligeramente superior, análogas a las

detectadas en núcleos o nucleolos aislados (Hg. 24). Teniendo en cuenta que el

procedimiento de aislamiento de las muestras se ha realizado en condiciones

reductoras, así como a bajas temperaturas podemos descartar por un lado la

estabilización de las proteínas durante el proceso de aislamiento, y por otro una

posible degradación de la proteína.

6.2.2.- Inmunofluorescencia.

Los datos de inmunofluorescencia, obtenidos con los mismos anticuerpos en

matrices nucleares muestran que la fluorescencia se localiza en el nucleolo residual,

careciendo de marcado significativo el resto de los componentes de las matrices (Hg.

31 A). Las observaciones de contraste de fase permiten apreciar el buen grado de

extracción de las matrices nucleares (Fig. 31 B), que confirman que la presencia de

fibrilarina no se debe a una extracción deficiente de las matrices.

113





La distribución topológica de la proteína en la matriz nucleolar se analizó

mediante microscopia de fluorescencia confocal. Se obtuvieron imágenes de

secciones ópticas seriadas de matrices nucleares incubadas con dichos anticuerpos,

y se observó que la reacción se localizaba en el nucleolo de forma específica (Eigs.

32 A), distribuyéndose en dominios discretos dentro de la matriz nucleolar como se

observa una vez eliminada toda la fluorescencia localizada fuera de foco (Fig. 32 8),

que por su número no corresponden con los centros fibrilares, como se confirmará

mas adelante con los datos del inmunomarcado con oro.

6.2.3.- Inmunomarcado con oro.

El inmunomarcado con oro para microscopia electrónica confirma los datos

anteriores de distribución específica de la fibrilarina en la matriz nuclear, y a su vez

permite estudiar su distribución en los componentes del nucleolo cuya resolución

queda por debajo de la del microscopio confocal. Las partículas de oro aparecen

asociadas a la matriz fibrilar del nucleolo mientras que los centros fibrilares aparecen

desprovistos de marcado (Fig. 33 A y 33 8). El control negativo aparece desprovisto

de marcado (Fig. 33 0)
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7.- ENSAYOS DE ASOCIACION DE DNA

7.1.- MATRICES NUCLEARES OBTENIDAS POR EL METODO DE LIS.

Los métodos de obtención de matrices nucleares en los que las condiciones

de fuerza iónica son semejantes a las fisiológicas, se introdujeron debido a que se

pensaba que las soluciones de alta fuerza jónica podían producir reorganización de

los puntos de anclaje de los ‘íoops’ de DNA y la precipitación de los complejos de

transcripción en las matrices. Por ello el método de LIS ha sido el de elección para

estudios de asociación de DNA y secuencias MAR a las mismas . Se basa en la

eliminación de histonas previamente a la digestión con nucleasas (Mirkovitch y col.,

1984). Sin embargo tiene el problema en células animales, de la necesidad de

estabilización por calor que puede producir la asociación inespecífica de proteínas.

En nuestro caso no ha sido necesario el paso de estabilización por calor ya que las

matrices conservaban su estructura sin desorganizarse, característica ya observada

de forma general en plantas (Breyne y col., 1992, Avramova y Bennetzen 1993).

Las matrices de A. cepa obtenidas por el método de LIS sin estabilización se

caracterizan porque presentan mas histonas que las obtenidas extrayendo con alta

fuerza iónica (Fig. 34 A), siendo lo más característico la presencia de las variantes de

la histona H1, entre 35-40 KO, en cantidad considerable, que no aparecen en las otras

matrices. Este resultado coincide con los obtenidos en otras especies de plantas (Hall

y col.. 1991, Breyne y col., 1992) y en sistemas animales (Mirkovitch y col., 1984). En

la figura 34 8 se observa el perfil polipeptidico bidimensional de las matrices LIS, y
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se aprecian claras diferencias con respecto al de las matrices obtenidas en

condiciones de extracción con soluciones de alta fuerza iónica (Comparar Figs. 3 y

34 B>.

7.2 - UNION DE SECUENCIAS MAR A LAS MATRICES NUCLEARES

Las secuencias MAR, son las secuencias de DNA que se unen

específicamente a las matrices nucleares, constituyendo los puntos de anclaje de los

“loops’ de DNA a las mismas. Se sabe que dicha unión es específica y reversible, y

que la capacidad de interacción está altamente conservada a lo largo de la evolución,

de forma que secuencias MAR de orígenes distintos se pueden intercambiar, como

demuestran los estudios realizados “in vitro” (Cockeril y Garrard, 1986, Phi Van y

Strátling 1988, Izaurralde y col., 1988). Por ello hemos iniciado estudios de asociación

de secuencias MAR a nuestras matrices nucleares de A. cepa según los experimentos

de Ludérus y col. (1992). Las muestras utilizadas fueron matrices nucleares obtenidas

por el método de LIS (Mirkovitch y col., 1984), con la variante de que en lugar de

enzimas de restricción utilizamos ONasa 1. También hemos utilizado matrices

nucleares obtenidas por el procedimiento que seguimos normalmente en el laboratorio

basado en el de Berezney y Coffey (1974), con el fin de comprobar si el

comportamiento era igual, o dicha capacidad de unión se perdía al utilizar soluciones

de alta fuerza iónica.

Corno DNA exógeno se ha utilizado la secuencia MAR del conjunto de genes

de las histonas de D. melanogaster (Mirkovitch y col., 1984). La afinidad por las
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matrices de A. cepa se comprobó mediante experimentos de competición con

fragmentos de DNA inespecíficos, que no contienen secuencias MAR, como

fragmentos de restricción del plásmido pBR322 o DNA de E. colí sonicado.

Una vez incubadas las matrices nucleares con fragmentos de restricción del

plásmido pBR322, entre los que estaban los que contenían la secuencia MAR antes

mencionada, en presencia y ausencia de DNA de E. col¿ se separaron los fragmentos

unidos a las matrices, de los solubles, y se estudiaron utilizando geles de agarosa.

Al analizar los resultados nos encontramos con un inconveniente, debido a la

utilización de DNasa en lugar de enzimas de restricción en el procedimiento de

obtención de matrices nucleares. Al digerir absolutamente todo el DNA, las matrices

nucleares, incubadas solamente con los fragmentos de restricción del plásmido,

unieron todos los fragmentos y no solo aquellos que contenían la secuencia MAR. En

presencia de DNA de E. coilse aprecia como el que se une mas especificamente es

el que contiene dicha secuencia (Fig. 35 A), sin embargo se necesitó elevar

muchísimo los niveles de DNA de E. coIi para conseguir que el resto de los

fragmentos se eliminaran, y asociados a las matrices se encontraran exclusivamente

los indicados, sin embargo por algún error en el procedimiento experimental se

observa que dichos fragmentos deberían estar en las fracciones de matrices ya que

no aparecen entre los fragmentos no unidos, pero dichas muestras no dieron señal

alguna en los geles. Los resultados fueron iguales tanto en el caso de matrices

obtenidas con soluciones de alta fuerza iónica como de las obtenidas con soluciones

de baja fuerza jónica (Hg. 35 B).
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II.- DINOFLAGELADOS

Aunque, desde un principio, hemos dispuesto de tres especies de

dinoflagelados, de vida libre, para realizar nuestros estudios de organización

ultraestructural del núcleo de estos organismos, Gimnodin¡um splendens, Alexandrium

tusftanícum y Amph¡diníum carteras, la especie que finalmente hemos utilizado para

los estudios de matriz nuclear ha sido A. carteras, debido a sus características

especiales, que facilitaron la preparación de matrices nucleares de forma masiva.

Crece con facilidad en cultivo de forma que hemos podido partir de grandes

cantidades de muestra, no posee teca y el contenido en DNA de su núcleo es bajo

en relación con otras especies de dinoflagelados.

1.- ENCAPSULACION DE LAS CELULAS EN MICROBOLAS DE

AGAROSA

La encapsulación se realizó con el fin de evitar que durante el proceso

extractivo, para obtener las matrices nucleares, las células sufrieran cualquier tipo de

alteración morfológica, o desplazamiento y redistribución de sus componentes. Las

células de A. carterae encapsuladas en microbolas de agarosa al 0.5% y observadas

al microscopio óptico en contraste de fase, presentan una buena preservación si las

comparamos con las observadas libres en solución tampón (Figs. 36 A y 36 B). El

número de células por microbola fue elevado, presentando éstas un diámetro de unas

400±170pm. En el interior de las células, bien sea en las microbolas o libres, el
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núcleo presenta una posición distal y se diferencia claramente del citoplasma en

microscopia de contraste de tase, ya que este último es mucho mas refringente

debido a la gran cantidad de pigmentos que contiene. Cuando las células

encapsuladas se observaron al microscopio electrónico mostraron muy buena

preservación estructural, con la pared celular intacta, núcleo y citoplasma

perfectamente preservados, sin ningún tipo de alteración, lo que demuestra que la

agarosa es perfectamente permeable permitiendo el paso de fijadores y demás

soluciones (Fig. 37 A y 37 8>. En el citoplasma se distinguen claramente mitocondrias,

plastidios, vacuolas y gránulos de almidón. El núcleo presenta el nucleolo próximo a

la envuelta nuclear, los cromosomas típicos de Dinoflagelados, y entre ellos la región

pericromosómica fibrilogranular (Fig. 37 B).

2.- MATRIZ NUCLEAR. ORGANIZACION

ULTRAESTRUCTURAL

Una vez comprobado que el proceso de encapsulación no afectaba a las

características estructurales de las células, y que la agarosa realmente tiene un papel

protector, permitiendo el paso de soluciones y componentes a su través, las células

se sometieron a extracción secuencial, para la obtención de matrices nucleares ‘in

situ”. Al observarlas al microscopio óptico se comprueba la eliminación drástica de

componentes que conduce al descenso acusado de color del citoplasma como

consecuencia de la eliminación de pigmentos. En el citoplasma se aprecian como

estructuras residuales mas evidentes los restos del pirenoide y el citoesqueleto. El

núcleo permanece en su posición característica y altamente extraído (Fig. 36 0).
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El efecto de la extracción se aprecia con mayor detalle al microscopio

electrónico. El citoplasma carece de todas sus estructuras membranosas, quedando

reducido al citoesqueleto de naturaleza fibrilogranular, que conecta la matriz nuclear

con la pared celular (Figs. 38 A y 39 A). Dentro del citoesqueleto se aprecian de

forma evidente los elementos residuales del pirenoide, distinguiéndose perfectamente

sus conexiones con el citoesqueleto general. Los espacios ocupados anteriormente

por las membranas del pirenoide, cloroplastos y mitocondrias aparecen vacíos (Fig.

38 B).

La matriz nuclear permanece en posición distal con una oganización

morfológica constante semejante a la del resto de eucariotas, con su lámina, nucleolo

residual y el retículo que constituye la matriz interna. Las áreas previamente ocupadas

por los cromosomas en los núcleos enteros aparecen como zonas vacías (comparar

Hg. 39 A con Hgs. 37 A y 37 8). A mayor aumento se aprecia con mayor detalle la

organización de dichas matrices (Figs. 39 B y 40 A).

La lámina forma una capa continua rodeando a la matriz nuclear, unida hacia

el interior con la matriz interna y conectada hacia el exterior con el citoesqueleto (Fig.

39 B>. La lámina también se puede observar en células de dinoflagelados sin extraer

debido a su buen grado de desarrollo en algunos de estos organismos, de forma que

aparece como una capa de organización fibrilar, muy densa, adosada a la cara interna

de la envuelta nuclear (Hg. 40 B). La matriz interna es un retículo formado por fibras

elementales de 5 nm organizadas en otras de mayor diámetro, con pocos

componentes granulares, constituyendo los componentes residuales de las regiones
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pericromosómicas (Hgs. 40 A y 8). En ella se aprecian unos cuerpos formados por

fibras de 10-15 nm que se contrastan preferencialmente cuando se tiñen las matrices

con bismuto (Eigs. 41 A y B) y parecen semejantes en su organización morfológica

a los “coiled bodies’ de eucariotas superiores. La matriz nucleolar presenta una

estructura fibrilar muy semejante a la de otros eucariotas (Hg. 39 B).

3.- COMPOSICION PROTEICA DEL COMPLEJO MATRIZ

NUCLEAR-CITOESQUELETO

El patron polipeptídico de células enteras de A. carterae presentan un gran

número de bandas en el rango entre 125-14 KO, destacando como mayoritarias

bandas de 120, 79, 66, 64, 60, 57, 44, 34 KD y componentes de bajo peso molecular

interior a 24 KO. En los perfiles de fracciones de matrices nucleares con

citoesqueletos, se observa que disminuye el número de componentes, desaparecen

en gran parte los de bajo peso molecular, y se enriquecen en bandas de 120, 79, 51,

28 y 26 KO (Fig. 42).

Una vez comprobada la existencia de una matriz nuclear insoluble en

dinollagelados y estudiadas sus proteínas de forma general, el siguiente paso

consistió en estudiar el significado funcional de estas matrices nucleares y su papel

en la organización de los “loops” de DNA, dato fundamental, debido a las

características nucleares especiales de dichos organismos. Por ello iniciamos la

caracterización de las proteínas supuestamente involucradas en la organización

topológica de los “íoops” de DNA en eucariotas: laminas y topoisomerasa II.
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3.1.- DETECCION DE LAMINAS EN LA MATRIZ NUCLEAR

Para determinar si las laminas son componentes de la matriz nuclear de

dinoflagelados, hemos utilizado los mismos anticuerpos que en el caso de A. cepa.

Un anticuerpo policlonal que reconoce laminas de pollo (Stick y Hausen, 1980) y los

anticuerpos monoclonales L34B4 que reconoce laminas tipo A de poílo y L74A2 que

reconoce la LI de X. laevis (Stick, 1988). También el anticuerpo IFA (Pruss y col.,

1981), que reconoce un epitopo muy conservado de todas las proteínas tipo filamento

intermedio, como control junto con el MAC322 que reacciona con un epitopo muy

conservado de la citoqueratina 8, presente en animales y plantas (Ross y col., 1991).

3.1.1.- lnmunoblotting.

Las proteínas de fracciones de citoesqueleto-matriz nuclear, transferidas a

membranas de nitrocelulosa, se hicieron reaccionar con el anticuerpo IFA, revelando

tres bandas, una mas gruesa de 66 KD y otras dos menos intensas de 62 y 58 KD.

Por su parte los anticuerpos monoclonales antilaminas tipo A L34B4 y tipo B L74A2

reconocen ambos dos bandas mayoritarias de 62 y 50 KD, mientras que el suero

policlonal reconoce dos bandas mayoritarias de 58 y 50 KO (Hg. 43).

3.1.2.- Inmunofluorescencia.

Una vez comprobada la existencia de proteínas antigénicamente relacionadas
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con las laminas en la matriz nuclear, había que determinar su localización topológica.

Se incubaron frotis de células extraídas de A. carterae con el suero antilamina, y se

observó la reacción por inmunofluorescencia indirecta, apreciándose claramente la

intensa fluorescencia del núcleo contrastando con la débil autofluorescencia que estos

organismos presentan a nivel de citoesqueleto (Figs. 44 A y O). Si comparamos ahora

dichos resultados con los obtenidos al incubar las células con el IFA que produce

fluorescencia de todos los filamentos intermedios residuales de la célula, vemos que

aparece fluorescente todo el citoesqueleto debido a la presencia de proteínas de tipo

filamento intermedio en esta estructura, mientras que las zonas vacias por efecto de

la extracción no aparecen fluorescentes (Figs. 44 6 y D).

3.2.- DETECCION DE TOPOISOMERASA II EN LA MATRIZ NUCLEAR

La topoisomerasa II tiene un papel lundamental en la organización topológica

del DNA y es un componente constante de la matrices nucleares de animales y

plantas. Aunque no existían datos sobre la existencia de topoisomerasas de tipo

eucariota en dinoflagelados, decidimos investigar su presencia en núcleos y matrices

nucleares, utilizando un anticuerpo desarrollado contra la topoisomerasa II humana

(Tsai-Pflugfelder y col., 1988) comercializado por Cambridge Research Biochemicals.

3.2.1.- lnmunobíotting.

El anticuerpo al reaccionar con proteínas de las fracciones de matrices

nucleares-citoesqueleto de A. carterae reconoce una banda de 187 KD, por lo que
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parece que la topoisomerasa II o una proteína antigénicamente relacionada con ella

forma parte de la matriz nuclear de dinoflagelados (Hg. 45).

3.2.2.- Inmunofluorescencia.

La reacción inmunofluorescente es general, en fracciones tanto de células

enteras como extraidas, confirmando los datos de inmunoblotting (Figs. 46 A-J>. El

marcado de la topoisomerasa II queda reducido al núcleo en células enteras (Figs.

46 A y G) y a la matriz nuclear en el caso de células extraídas (Figs. 46 8 y H),

mientras que el resto de la célula muestra una débil fluorescencia, confirmándose con

los controles negativos que se debe a la autofluorescencia propia del citoesqueleto

(Figs. 46 0 y E).

4.- UNION DE SECUENCIAS MAR A MATRICES NUCLEARES

En estos experimentos solamente se han utilizado matrices obtenidas por el

método de LIS. La secuencia MAR y el protocolo experimental utilizado fueron los

mismos que en los experimentos con A. cepa (Ver apartado 1.7.2 de resultados). El

resultado obtenido se muestra en la Fig. 47, se presentó el mismo problema que en

el caso de la matriz nuclear de cebolla, debido a la digestión con ONasa 1. sin

embargo en este caso parece que se necesita muy poca cantidad de DNA de E. col¡

para desplazar los fragmentos que contienen la secuencia MAR y que en principio se

unen a las matrices nucleares, lo que quiere decir que las matrices de dinoflagelados

reconocen secuencias MAR de eucariotas, aunque la afinidad es baja (Fig. 47).
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1.- ALLIUM CEPA

1.- PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION DE ELECCION PARA

ESTUDIOS ESTRUCTURALES Y DE ANALISIS DE

PROTEINAS, O DE ASOCIACION SECUENCIAS MAR

Los estudios previos sobre matrices nucleares de A. cepa desarrollados por

nuestro grupo desde los años 80, determinaron no sólo la existencia en plantas, de

una matriz nuclear estructuralmente semejante a la de animales, con sus tres

dominios fundamentales, lámina, matriz nucleolar y matriz interna (Barthellemy y

Moreno Díaz de la Espina, 1984, Moreno Díaz de la Espina y col., 1991), sino

también, que dicha organización estructural permanecía constante,

independientemente del procedimiento de extracción utilizado. La utilización de

distintos procedimientos de extracción permitió concluir que la presencia de estos

componentes no depende de la formación de puentes disulfuro durante la secuencia

de extracciones, y que resisten la digestión con RNasa A (Cerezuela y Moreno Diaz

de la Espina, 1990), en contraste con lo que suele suceder en el caso de células

animales (Kaufmann y col., 1981, Kaufmann y Shaper, 1984, Burgeois y col., 1987,

Belgrader y col., 1991b, Bouvier y col., 1985, Stuurman y col., 1992b).

Estudios realizados en otras especies vegetales, han confirmado que la matriz

nuclear de plantas superiores presenta la organización general descrita (Galcheva-

Gargova, 1988, Krachmarov y col., 1991, Beven y col., 1991, Frederick y col., 1992,
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Avramova y Bennetzen, 1993).

La principal característica diferencial de las matrices nucleares de plantas, es

la estabilidad de su matriz interna. La matriz interna de células animales, es sensible

a la RNasa, siendo su efecto dependiente del momento de utilización de ésta en la

secuencia extractiva; a la presencia en el medio de extracción de agentes reductores

y a la estabilización por calor. Sin embargo en células vegetales, se ha comprobado

que permanece inalterable aunque se digieran con RNasa, independientemente del

orden en que se utilice (Barthellemy y Moreno Díaz de la Espina, 1984, Stolyarov,

1984, Ghosh y Dey, 1986, Cerezuela y Moreno Díaz de la Espina, 1990, Moreno Díaz

de la Espina y col., 1991, Frederick y col., 1992, Avramova y Bennetzen, 1993). Por

esta causa, no se han obtenido resultados satisfactorios cuando se han intentado

obtener láminas aisladas basándose solamente en la introducción de RNasa,

permaneciendo muchos restos de matriz interna asociados a la lámina (McNulty y

Saunders, 1992>. Existen casos en que simplemente es el nucleolo residual el que ha

desaparecido (Masuda y col., 1993), en contraste con datos obtenidos por el mismo

procedimiento en la misma especie, D. carota, por Beven y col., (1991). El hecho de

que en algunos casos exista cierta sensibilidad a la digestión con dicha nucleasa

depende unicamente del grado de actividad transcripcional de las células, por tanto

del tejido utilizado, y no del procedimiento de extracción en sí (Krachmarov y col.,

199 1).

Pero la matriz interna no sólo permanece estable frente a la RNasa, sino

también al uso de agentes reductores, como ¡MT, en el medio, lo que indica que su
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presencia no depende de la formación de puentes disulfuro (Cerezuela y Moreno Díaz

de la Espina, 1990).

Debido a esa estabilidad intrínseca, no se necesita una

núcleos por calor, previa a la extracción de matrices mediante

iónica semejante a la fisiológica, como en el caso del método

col., 1984); así se deduce de estudias realizados en distintas

(Hall y col., 1991, Breyne y col., 1992, Avramova y Eennetzen,

estabilización de los

soluciones de fuerza

de LIS (Mirkovitch y

especies de plantas

1993).

Teniendo en cuenta todas estas características, el hecho de elegir un método

de obtención de matrices nucleares u otro ha dependido de los estudios para los

cuales iban a ser utilizadas posteriormente, pues no es lo mismo estar interesados

en la ultraestructura y análisis proteico, o en ensayos de DNA y caracterización de

secuencias MAR.

1.1.- MATRICES NUCLEARES DE PARA ESTUDIOS BIOQUíMICOS Y

ULTRAESTRUCTURALES

Para la caracterización proteica de los componentes de las matrices nucleares

de A. cepa, así como el estudio de su distribución en los diferentes dominios de las

mismas, hemos elegido el procedimiento de extracción descrito por Cerezuela y

Moreno Diaz de la Espina, (1990) y Cerezuela (1991), en que se realizan las

digestiones enzimáticas previamente a la extracción con soluciones de alta fuerza

iónica. una vez comprobado, que tanto los núcleos de partida como las matrices
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H1, en el rango de 35-40 KO de peso molecular, han desaparecido por completo,

como era de esperar, el hecho de que permanezcan considerables cantidades de

proteínas en la zona correspondiente a las histonas del núcleo del nucleosoma,

plantea una serie de interrogantes acerca de su significado.

Parece extraño, que después de eliminar alrededor de un 90% del DNA de las

células, según el control realizado mediante inmunofluorescencia con DAPI (Cerezuela

y Moreno Díaz de la Espina, 1990, Cerezuela, 1991), puedan permanecer tal cantidad

de histonas. Los datos de Grebanier y Pogo, (1979), sobre la asociación de la histona

a las matrices, cuando los núcleos se han sometido a ‘crosslinking’, podrían

apoyar que su presencia en nuestras matrices se debiera a una asociación

inespecífica durante el proceso de obtención de las mismas por alguna causa aún sin

determinar. La presencia de componentes de caracter ácido en una proporción muy

marcada, detectada en los geles bidimensionales de las matrices nucleares, podría

ser la causa de la asociación inespecifica de histonas a las mismas.

Sin embargo el hecho de que la RNasa A se reasocie de forma inespecífica a

las matrices una vez realizadas las digestiones (Belgrader y col., 1991 b), que muestra

un peso molecular semejante al de estas histonas, apoya la idea de que el acúmulo

de proteínas en esta región del gel se deba a otras proteínas de bajo peso molecular

que se asociarían a las matrices inespecíficamente. Por otra parte, al no obtener

reacción con el anticuerpo anti-histona H4, que reconoce a la histona en núcleos

enteros, apoya la hipótesis de que dichas proteínas reflejan componentes de bajo

peso molecular, no histónicos que son típicos de las matrices de eucariotas inferiores
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(Herían y col., 1979). Resultados semejantes se han descrito en células de

vertebrados (Berezney, 1984).

A pesar de esto, este procedimiento de extracción en alta fuerza iónica es el

mas extractivo. Su eficacia en cuanto a la eliminación de componentes histónicos

queda demostrada, si lo comparamos con el método de LIS, que veremos a

continuación, que da lugar a matrices que no sólo son ricas en proteínas en el rango

de las histonas de la zona central del nucleosoma, sino que retienen gran cantidad

de histona H1. Esta mayor capacidad extractiva, junto con el que las matrices

obtenidas presenten una perfecta organización estructural, hace que sea el

procedimiento de elección para estudiar los componentes polipeptidicos responsables

de su organización y mantenimiento.

1.2.- MATRICES NUCLEARES PARA ENSAYOS DE DNA

Los procedimientos de obtención de matrices nucleares basados en la

utilización de soluciones de baja fuerza iónica, mas próximas a las condiciones

fisiológicas, se introdujeron cuando se comprobó que la utilización de soluciones de

una tuerza iónica elevada podía dar lugar al desplazamiento de los puntos de anclaje

de los “loops” de DNA y su reorganización, además de provocar la precipitación de

los complejos de transcripción en las matrices, e incluso la redistribución de sus

componentes. Por ello Mirkovitch y col., en 1984, decidieron desarrollar un

procedimiento con el que se estabilizasen las uniones de los ‘loops’ de DNA a las

matrices, para realizar estudios de asociación de DNA y secuencias MAR a las
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mismas. Para ello realizaron la extracción de las histonas con un detergente, LIS,

previamente a la digestión del DNA con enzimas de restricción. El inconveniente que

introduce esta metodología es, que en el caso de células animales la matriz interna

se desorganiza y desaparece. Por esto se requiere previamente a la puesta en

contacto de los núcleos con la solución de LIS, una estabilización por calor. Pero el

calor origina a su vez asociaciones inespecíficas de proteínas a las matrices

nucleares (McConnell y col., 1987, Martelli y col., 1991b y 1994, Warters y col., 1993),

con lo cual surgió la polémica acerca de si dicho tratamiento podría estar provocando

realmente agregados internos artificiales, de forma que las matrices en sí no fuesen

más que puros artefactos (Cook, 1988). Sin embargo, debido a que este

procedimiento no produce alteraciones que afecten a los puntos de anclaje de los

“loops’ de DNA a las matrices, ya que preserva las uniones de las secuencias MAR

a las mismas, es el que se utiliza generalmente cuando se quieren hacer estudios del

DNA asociado a las matrices, caracterización de secuencias MAR y afinidad por

secuencias MAR de sistemas heterólogos.

En nuestro caso el paso de estabilización térmica no fue necesario,

obteniéndose matrices de A. cepa con sus tres componentes perfectamente estables

y evitándose la posible asociación inespecífica de proteínas. Este hecho es una

prueba de la resistencia de la matriz interna de plantas frente a distintos tratamientos,

en este caso la extracción con LIS, confirmando los datos obtenidos en otras especies

vegetales (Breyne y col., 1992, Avramova y Bennetzen, 1993). Además como

veremos en el apartado (2.4.1), comparando dichas matrices con las obtenidas por

el procedimiento rutinario de extracción con soluciones de alta fuerza iónica, la
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capacidad de asociación de secuencias MAR es la misma y aparentemente con la

misma afinidad, como han descrito Avramova y Bennetzen (1993), también en

plantas. Por lo tanto en principio no parece indispensable en el caso de plantas la

utilización de matrices nucleares obtenidas por el método de LIS para la realización

de ensayos de asociación de secuencias MAR a las mismas.

En cuanto a la composición polipeptídica de dichas matrices, sus perfiles

polipeptídicos monodimensionales muestran que este procedimiento es mucho menos

extractivo, que el que utiliza condiciones de fuerza iónica alta. Destacando la gran

proporción no sólo de proteínas en el rango de movilidad de las histonas de la zona

central del nucleosoma, sino de las variantes de la H1, caso que nunca se ha dado

con los otros protocolos, aparentemente mucho más extractivos. Sin embargo no es

un resultado característico de A. cepa, pues en distintas especies de animales y

plantas, utilizando el mismo procedimiento se han obtenido los mismos resultados

(Mirkovitch y col., 1984, Hall y col., 1991, Breyne y col., 1992). Lo que parece quedar

claro es que aunque con las distintas metodologías de obtención, las matrices

presenten una organización semejante, no están formadas por los mismos

componentes polipeptidicos . Dichas diferencias se aprecian mejor cuando se

comparan los patrones polipeptídicos obtenidos mediante electroforesis bidimensional

de matrices nucleares obtenidas en condiciones de alta concentración salina, y en

condiciones mas suaves.

Estas diferencias confirman que la matriz nuclear es un concepto operativo, con

una composición proteica que depende del procedimiento de extracción utilizado.
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Existiría un grupo fijo de proteínas que formarían el nucleoesqueleto básico, y una

serie de proteínas asociadas a ellas, con mayor o menor afinidad, en función de la

situación fisiológica celular específica y del procedimiento de extracción utilizado.

Existen componentes matriciales diferentes en función del tipo y estado de

diferenciación celular (Fey y Penman, 1988, Stuurman y col., 1990).

2.- FRACCIONAMIENTO DE LOS COMPONENTES DE LA

MATRIZ NUCLEAR.

2.1.- LAMINA

La lámina, componente característico del núcleo eucariota, constituye el

esqueleto residual de la envuelta nuclear, situándose en íntimo contacto con la cara

interna de la membrana nuclear (Gerace, 1986, Dessev, 1992).

La observación de la lámina como componente constante de la matriz nuclear

de células de plantas de distintas especies como cebolla (Barthellemy y Moreno Díaz

de la Espina, 1984, Cerezuela y Moreno Díaz de la Espina, 1990, Moreno Díaz de la

Espina y col., 1991); maíz (Krachmarov y col., 1991); judía (Galcheva-Gargova, 1988);

guisante (Li y Roux, 1992, McNulty y Saunders, 1992) y zanahoria (Beven y col.,

1991. Frederick y col., 1992, Masuda y col-, 1993) ha llevado a que se la considere

como un componente fundamental en el núcleo de plantas superiores. Sin embargo,

la existencia de una lámina perfectamente organizada en plantas constituyó una gran

controversia hasta muy recientemente, ya que se pensaba que los filamentos
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intermedios eran proteínas exclusivas de vertebrados. Aunque la existencia en ellas

de determinantes antigénicos relacionados con los filamentos intermedios estaba

demostrada (Dawson y col., 1985, Goodbody y col., 1989, Hargreaves y col., 1989b,

Shaw y col., 1991), la posible organización de los mismos formando un retículo

perfectamente organizado a nivel citoplásmico no lo estaba. Por esto en un principio,

la lámina visualizada en células de cebolla al microscopio electrónico constituyó el

primer dato de la existencia en plantas de un entramado esquelético tipo filamento

intermedio. Recientemente se han presentado evidencias de la presencia en células

de zanahoria de un armazón citoesquelético de filamentos intermedios (Yang y col.,

1 992b).

La existencia de una lámina, con una organización igual a la de animales (Aebi

y col., 1986, Nigg, 1989), de estructura filamentosa, apunta a su vez a la posibilidad

de que esté constituida por laminas, como en animales.

Las laminas son proteínas que constituyen el grupo y de los filamentos

intermedios (Aebi y col., 1986, Fisher y col., 1986, Mckeon y col., 1986, Osborn y

Weber, 1986, Franke, 1987, Nigg 1992, Moir y Goldman, 1993), caracterizadas en

vertebrados (Krohne y Benavente, 1986), invertebrados (Dessev y col., 1990) y

eucariotas inferiores como levaduras (Georgatos y col., 1989) y hongos (Lang y Loidí,

1993>. Aparte del dominio central en cx-hélice, característico de los filamentos

intermedios y necesario para formar polímeros, presentan en su estructura una señal

de localización nuclear, y un extremo carboxilo terminal con el motivo CAAX

responsable de la unión a membranas (Loewinger y McKeon, 1988, Nigg, 1989 y
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1992, Kitten y Nigg, 1991, McKeon, 1991, Heitlinger y col., 1992, Firmbach-Kraft y

Stick, 1993, Georgatos y col., 1994, Henneckes y Nigg, 1994). Parecen ser las

proteínas mas antiguas dentro de los filamentos intermedios, pudiéndo haberse

originado el resto a partir de un gen ancestral de las laminas por pérdida de dichas

secuencias características (Weber y col., 1988 y 1989, Dodemont y col., 1990, Dóring

y Stick, 1990). En base a sus secuencias, así como a sus propiedades bioquímicas,

en vertebrados se distinguen dos tipos de laminas, tipo A (incluyen las A y O) tipo

B y LIII (Stick, 1988). Dentro de las B existen varios tipos correspondientes a distintos

genes (Stick, 1994). Las células pueden contener entre una y cinco laminas diferentes

(Benavente y col., 1985, Stick y Hausen, 1985, Lehner y col., 1987, Stewart y Burke,

1987), que forman homo o heteropolímeros, cuyo ensamblaje y desorganización, a

lo largo del ciclo celular se regula mediante procesos de fosforilación y defosforilación

en los que intervienen proteínas como la p~cdc2 kinasa entre otras (Gerace y Blobel,

1980, Bailer y col., 1991, Nigg, 1992, Haas y Jost, 1993, Hennekes y col., 1993, Moir

y Goldman, 1993).

Como vemos es un grupo de proteínas bastante bien caracterizado, sin

embargo en plantas no se había demostrado su presencia de forma definitiva, por ello

decidirnos obtener fracciones de láminas y caracterizarlas.

2.1.1. Obtencidn de láminas.

A la hora de obtener láminas el primer problema que se nos planteó fue la gran

estabilidad de la matriz interna, resistente, como vimos en el apartado 1 de la
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discusión, a agentes desestabilizantes del tipo de la RNasa, las soluciones de alta

fuerza iónica y el DTT. Por ello decidimos introducir en nuestro procedimiento de

obtención de matrices nucleares, la extracción con urea, a concentración lo mas alta

posible, sin llegar a extraer de la matriz las proteínas tipo filamento intermedio, que

se despolimerizan a concentraciones de urea 6 M (Beven y col., 1991, Shaw y col.,

1991).

Las matrices extraídas con urea conservan su estructura tripartita, con una

lámina bien desarrollada y relativamente abundantes componentes internos, por lo

que no se pueden considerar láminas purificadas, sino fracciones enriquecidas en

componentes de la lámina, semejantes a las utilizadas en otras especies de plantas

para el estudio de sus laminas, ante la dificultad para eliminar la matriz interna (Beven

y col., 1991, Li y Roux, 1992, McNulty y Saunders, 1992). Los perfiles polipeptidicos

revelan también las diferencias de composición entre ambas fracciones. En geles

monodimensionales ya se aprecia un patrón de bandas distinto en las matrices

nucleares obtenidas con o sin extracción con urea, percibiéndose sobre todo las

diferencias en geles bidimensionales (Mínguez y Moreno Diaz de la Espina, 1993c).

El descenso en el número de “spots” de los geles bidimensionales, es un indicador

de la cantidad de proteínas extraidas de las matrices por la urea. Sin embargo,

aunque se supone que las fracciones estan enriquecidas en componentes de la

lámina, los filamentos intermedios, a los que pertenecen las laminas, siguen siendo

minoñtarios como se deduce de la reacción con el anticuerpo IFA, que sólo reconoce

una serie de “spots” en una zona determinada del gel, como comentaremos con mas

detalle Solamente destacar que esta baja proporción sólo se explica debido a que
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una gran cantidad de componentes de la matriz interna y nucleolar, que se

encuentran en una elevada proporción en la matriz nuclear de cebolla, son capaces

de resistir la extracción drástica con urea.

2.1.2.- Identificación de proteínas tipo lamina.

Se ha creado un cierto grado de confusión en torno a la existencia de proteínas

tipo filamento intermedio o tipo lamina, en la matriz nuclear de plantas. Parece claro,

por los estudios inmunológicos, que en el núcleo de plantas existen proteínas

relacionadas con los filamentos intermedios (Galcheva-Gargova, 1988, Beven y col.,

1991. Frederick y col., 1992, Li y Roux, 1992, McNulty y Saunders, 1992, Ivachenco

y col., 1993). Sin embargo la confusión surge debido a la gran variabilidad de sus

pesos moleculares, así como a su distribución nuclear. La falta de anticuerpos

monoespecíficos contra laminas de plantas, así como la falta de conocimiento de los

antígenos tipo filamento intermedio en ellas han sido las causas de tanta

incertidumbre.

Gracias a la utilización de anticuerpos tanto monoclonales como policlonales

de variada procedencia, podemos afirmar la presencia de laminas o proteínas

antigénicamente relacionadas con ellas en la lámina de las matrices de cebolla. Al

estar desarrollados los anticuerpos contra distintos tipos de laminas de origen

diferente, la posibilidad de que nuestros resultados se deban a reacciones cruzadas

inespecíficas es muy baja.
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La posibilidad de que las proteínas identificadas correspondan a

contaminaciones con antígenos tipo filamento intermedio del citoplasma, se descartó

mediante control de las muestras al microscopio óptico y electrónico, que demostraron

que las matrices estaban libres de restos citoplásmicos, así como por la falta de

reacción de dichas proteínas con anticuerpos dirigidos contra proteínas de tipo

filamento intermedio de origen citoplásmico de plantas, como el AFB (Hargreaves y

col., 1989a) o el anticuerpo MAC 322 que reconoce un epitopo de filamento

intermedio común entre plantas y animales (Ross y col., 1991).

El anticuerpo IFA, que reconoce un epitopo muy conservado dentro de todos

los filamentos intermedios (Pruss y col., 1981), presente en las laminas (Osborn y

Weber, 1987), reacciona en las matrices nucleares de cebolla con una serie de cinco

“spots” con pesos moleculares entre 58 y 65 KO, y pis de 5-7, que presentan distinta

reactividad frente a los anticuerpos antilamina utilizados, que reconocen

preferencialmente a laminas de tipo A o B. De forma que hemos podido asignar los

distintos “spots” a un tipo determinado de lamina (A o B). Así mientras los anticuerpos

contra la laminas de tipo B, reconocen un solo “spot” de unos 64 KO y pl ácido, los

anticuerpos antilamina A reconocen varios, que se suelen presentar como varias

isoformas que se originan debido a ligeras modificaciones postransíacionales, todas

ellas con pís mas básicos que el de la supuesta lamina tipo B, característica de las

laminas de tipo A. Aunque sin tener datos acerca de la secuencia de dichas proteínas

no se puede afirmar de una forma definitiva que las laminas de A. cepa pertenezcan

a un tipo u otro de los ya descritos en vertebrados. Aparentemente existe un alto

grado de conservación de sus pesos moleculares, puntos isoeléctricos y modelos de
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migración en geles bidimensionales no sólo de las laminas de tipo B, que son

constitutivas y se consideran como las mas antiguas (Stick, 1992), sino también de

las de tipo A.

Estos resultados coinciden con los obtenidos en otras especies vegetales,

observándose una gran semejanza entre los peso molecular de las proteínas

identificadas en cebolla con los de las que reconoce el anticuerpo IFA en zanahoria

(Frederick y col., 1992) y guisante (Li y Roux, 1992), así como utilizando anticuerpos

antilamina B en esta última especie (McNulty y Saunders, 1992).

El conocimiento tan restringido acerca de los filamentos intermedios de plantas,

hace que la identificación de proteínas tipo lamina en su lámina, cuya relación

filogenética y estructural con los filamentos intermedios están ampliamente

demostradas, constituya un dato fundamental desde el punto de vista de la evolución

de este grupo de proteínas dentro del núcleo eucariota. Ya que confirma a las laminas

como miembros antiguos dentro de la familia de los filamentos intermedios, que

habrían evolucionado a partir de un gen ancestral común, conservándose mucho

mejor que sus correspondientes representantes citoplásmicos (Dóring y Stick, 1990).

Además el hecho de que la lámina se organice de forma semejante en eucariotas

superiores, da pie a que se investiguen las relaciones existentes entre el

nucleoesqueleto y el citoesqueleto en plantas.

Parece claro que a nivel estructural la lámina de vertebrados y plantas están

muy relacionadas, sin embargo en lo que se refiere a las propiedades funcionales de
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las laminas que los integran hay menos información. Recientemente se ha identificado

en guisante una proteína kinasa II que fosforila proteínas tipo lamina de su lámina (Li

y Roux, 1992), por lo que parece que los mecanismos fundamentales que regulan el

comportamiento de dichas proteínas también son semejantes en ambos sistemas.

También se conoce la existencia en la lámina de guisante de una NTPasa, derivada

supuestamente de un precursor tipo lamina, semejante al enzima correspondiente de

la matriz nuclear de células de hígado de rata, que aproximaría todavía mal las

características funcionales nucleares en ambos grupos.

2.1.3.- Localizaci¿n topológica de las laminas.

La distribución que presentan las laminas en las matrices de cebolla,

determinada mediante inmunolocalización por inmunofluorescencia e inmunomarcado

con oro, es distinta a la localización exclusivamente periférica descrita en vertebrados

(Krohne y Benavente, 1986, Paddy y col., 1990>. En nuestro caso, se observa que la

fluorescencia presenta una distribución discontinua en la lámina, como sucede en

vertebrados, pero también existe reacción en el interior de las matrices mostrando un

patrón de distribución punteado. Esta distribución, queda confirmada por los

resultados obtenidos al microscopio electrónico, con secciones ultrafinas de matrices

sometidas a inmunomarcado con oro, cuya especificidad ha sido demostrada

mediante cuantificación de dicho marcado.

Los datos anteriores, junto con la alta especificidad de los anticuerpos,

demostrada en inmunoblots de geles bidimensionales, sugieren que la distribución de
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las laminas, o proteínas relacionadas antigénicamente con ellas, en las matrices de

A. cepa, es tanto periférica, asociada a la lámina, como interna, de forma semejante

a lo que sucede con la distribución de proteínas de tipo filamento intermedio

identificadas en otras matrices de plantas (Frederick, 1992, McNulty y Saunders,

1992).

La localización atípica de las laminas con respecto a lo generalmente aceptado

en las matrices de vertebrados, podría explicarse desde distintos puntos de vista.

Teniendo en cuenta que los conocimientos acerca de proteínas del grupo de los

filamentos intermedios en plantas son pocos, podría suceder que dentro de ellas

existiesen otros grupos de proteínas con determinantes antigénicos en común con las

laminas localizadas en la matriz interna (Mirzayan y col., 1992, Yang y col., 1992a),

o que el nucleoesqueleto de plantas se organice de forma distinta , como se pensaba

en el caso de los filamentos intermedios citoplásmicos, aunque los datos mas

recientes parecen indicar una mayor aproximación a las células de vertebrados

también en cuanto al citoesqueleto se refiere (Yang y col., 1992b). También podría

realmente existir un nucleoesqueleto interno de proteínas de tipo filamento intermedio

en plantas, como el encontrado en algunos vertebrados. (Jackson y Cook, 1988).

Recientemente se ha empezado a cuestionar la idea de que las laminas se

localizan exclusivamente en la periferia nuclear en células animales (Bridger y col.,

1993. Goldman y col., 1992, Moir y col., 1994>. Los experimentos de microinyección

de lamina A en el citoplasma celular, muestran que ésta se incorpora rápidamente al

núcleo, no directamente a la lámina, sino que permanece en forma de acúmulos, en
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dominios discretos en el nucleoplasma hasta su incorporación a la lámina,

apareciendo de forma masiva dichos acúmulos durante la fase G1 y 5 del ciclo celular.

Lo que en un principio podría parecer simplemente un artefacto debido al exceso de

proteína microinyectada, queda descartado cuando se hace un estudio semejante en

células sin microinyectar (Goldman y col., 1992). Estudios posteriores con anticuerpos

antilamina, han confirmado dicho patrón de distribución en células sincronizadas en

fase G, (Bridger y col., 1993>. El que se observaran en contacto con regiones de

heterocromatina, llevó a algunos a especular sobre la posibilidad de que se debieran

a invaginaciones de la membrana nuclear (Belmont y col., 1993), sin embargo,

estudios posteriores lo han descartado (Moir y col., 1994). Lo que parece mas

probable, es que sean regiones en las que se acumulan las laminas recientemente

sintetizadas en espera de su incorporación a la lámina, para lo cual tienen que tener

un periodo de maduración, durante el cual sufren una serie de transformaciones

postransíacionales como isoprenilación, metilación, fosforilación y proteolisis final (Lutz

y col.. 1992, Nigg, 1992, Moir y Goldman, 1993). El que aparezcan sobre todo en G,

parece indicar que se debería al hecho de que las células en crecimiento necesitan

gran cantidad de proteínas para ir desarrollando su lámina. Bridger y col., (1993), han

observado estructuras filamentosas en el nucleoplasma que corresponderían a

laminas preensambladas en pequeños filamentos, que están en contacto directo con

la cromatina condensada, como paso previo a su ensamblaje definitivo en la

estructura periférica.

Los datos de interacción de las laminas con la cromatina son abundantes

(Nigg. 1992), especialmente en lo que se refiere a las laminas de tipo A, en que
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muchos estudios lo demuestran ‘in vitro’ (Glass y Gerace, 1990, Hógery col., 1991,

Glass y col., 1993>. El hecho de que las laminas localizadas a nivel nucleoplásmico

se encuentren en íntimo contacto con la heterocromatina podría tener su explicación

en su participación en la reorganización de la cromatina que se produce después de

la mitosis (Benavente y Krohne, 1986, Bridger y col., 1993).

Nuestros resultados, por tanto, se podrían deber también a la asociación de las

laminas de cebolla con la matriz interna como consecuencia de los distintos procesos

fisiológicos que se producen en las células a lo largo del ciclo celular como en el caso

de células animales (Moir y Goldman, 1993).

2.2.- MATRIZ INTERNA

La matriz interna de células de cebolla, como hemos visto, presenta una gran

estabilidad frente a los distintos procesos de obtención utilizados (Cerezuela y Moreno

Diaz de la Espina, 1990), constituyendo el retículo fibrilogranular que une el esqueleto

nucleolar con la lámina, estructuralmente bien diferenciado de ellos, que son

exclusivamente fibrilares. Dicho retículo coincide aproximadamente con el de tipo

ribonucleoproteico que aparece contrastado preferencialmente cuando se utiliza la

tinción de EDTA de Bernhard, (1969), en núcleos “in situ’ y aislados de cebolla

(Medina y col., 1989, Moreno Díaz de la Espina y col., 1991), lo que demuestra que

la matriz interna constituye un componente subyacente constante del nucleo de

cebolla como sucede en animales (Berezney y Coffey, 1976, Zborek y col., 1990>.
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Las fibras de 5-10 nm y gránulos de 25 nm que la forman, son semejantes a

los descritos en sistemas animales (Bouteille y col., 1983, Berezney, 1984) y plantas

(Frederick y col., 1992, McNulty y Saunders, 1992), y no se distribuyen

homogéneamente. En la matriz interna, por contra, se diferencian dos mallas, una

exclusivamente fibrilar, y otra fibrilogranular. La fibrilogranular, deriva de las

estructuras ribonucleoproteicas de las regiones intercromatinicas del núcleo, es decir

del retículo de gránulos intercromatínicos, como demuestra su afinidad por bismuto

y la presencia de epitopos comunes constituyendo el soporte estructural para la

síntesis, “splicing” y transporte del RNA no nucleolar. El componente exclusivamente

fibrilar, de significado no tan claro, podría corresponder con la fracción

nucleoesquelética que interviene directamente en la organización topológica del

núcleo, sirviendo de soporte a los complejos multiméricos de transcripción y ‘splicing’

y también de replicación y anclaje de los “loops” de DNA (Jackson y col., 1993,

Spector, 1993b).

La resistencia de la matriz interna de plantas dificulta la asignación de sus

componentes proteicos en las tracciones de matrices totales. Ya que aunque las

matrices nucleolares pueden obtenerse aisladas y sus proteínas identificarse en las

matrices totales, las láminas no. Por tanto los estudios de identificación de los

componentes de la matriz interna se han tenido que basar en el uso de anticuerpos

específicos contra proteínas que componen la matriz interna de otros sistemas.

La resistencia de la matriz interna de plantas tiene que ser debida a una forma

de organización especial basada en distintos factores a los que hemos intentado
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llegar mediante los mencionados estudios inmunológicos.

2.2.1.- Topoisomerasa II. Componente de la matriz interna.

La mayoría de los procesos en los que interviene la molécula de DNA llevan

asociados una serie de dificultades topológicas como consecuencia de su estructura,

en forma de doble hélice. Dichas complicaciones se superan gracias a la existencia

de las topoisomerasas 1 y II (Osheroff y col., 1991, Wang, 1991), por lo que estas

enzimas juegan un papel esencial en gran parte de los procesos celulares. Desde el

punto de vista enzimático, la topoisomerasa II se sabe que participa en los procesos

de replicación y reparación del DNA, y se ha sugerido, aunque no está claro, que

juega también un papel en la transcripción (Wang, 1985, Anderson y Roberge, 1992).

Su papel enzimático se basa en la rotura reversible de las dos cadenas de la doble

hélice del DNA, con la finalidad de disminuir las tensiones que se originan debido al

avance de las horquillas de replicación o transcripción, volviéndolas a unir

posteriormente (Wang, 1985 y 1991). Sin embargo, además de su actividad

propiamente enzimática, parece que tiene un papel estructural fundamental como

componente del esqueleto cromosómico (Ernshaw y col., 1985) y de la matriz nuclear

intertásica (Berrios y col., 1985) participando, debido a su afinidad por las secuencias

MAR del DNA (Adachi y col., 1989), en el mantenimiento de la conformación del DNA

formando ‘loops’, que se anclan a la matriz nuclear precisamente mediante la

interacción de dichas secuencias MAR con la topoisomerasa II (Cockeril y Garrard,

1986, Gassery Laemmli, 1986, Laemmli y col, 1992).
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Con un anticuerpo desarrollado contra un fragmento de la DNA topoisomerasa

II humana (Tsai-Pflugfelder y col., 1988), hemos identificado la existencia de

topoisomerasa II como componente insoluble de la matriz nuclear de cebolla. Esta

proteína forma realmente parte de la fracción insoluble, ya que en nuestro caso no

se han sometido las muestras a estabilización por calor, que produce una asociación

inespecífica de la topoisomerasa II a la matriz nuclear (Kaufmann y Shaper, 1991).

Su peso molecular, aunque superior al de células humanas, ya que ronda los 215 KO,

coincide sin embargo con el valor obtenido para la topoisomerasa II en otras especies

de plantas (Fukata y col., 1986).

Los datos de inmunofluorescencia, demuestran que aunque la localización del

enzima en núcleos intactos es principalmente nucleoplásmica, la fracción insoluble en

las matrices de cebolla, se encuentra asociada a la matriz interna y también a la

nucleolar, pudiendo localizarse mayoritariamente en uno u otro dominio matricial.

Estos datos en principio se contradicen con los que la describen como componente

exclusivo de la matriz interna de Drosoph¡Ia (Berrios y col., 1985).

Los estudios realizados sobre la topoisomerasa II en variedad de tipos

celulares, en los últimos años, pueden dar una explicación a estos resultados. Se han

caracterizado dos isoformas de la topoisomerasa II humana, una de 170 KO, y otra

de 180 KD (Chung y col., 1989>, cuya concentración y actividad varian según la tase

del ciclo celular (Zini y col., 1992, Petrovy col., 1993). Mientras, algunos estudios de

localización de ambas isoformas, utilizando anticuerpos específicos contra cada una

de ellas, en células animales sin extraer, de distinto origen, han localizado la isoforma
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de 180 KO exclusivamente en el nucleolo, y la de 170 KD en el nucleoplasma (Negri

y col., 1992, Zini y col., 1992 y 1994), otros datos indican que ambas isoformas se

encuentran en ambos dominios nucleares (Petrov y col., 1993). En células

embrionarias interfásicas de Drosophila, Swedlow y col., (1993> observan la

localización de la proteína de 170 KD por todo el núcleo, aunque se acumula en

determinadas zonas en función del momento de la interfase, que podrían

corresponderse con organizadores nucleolares o nucleolos. En matrices nucleares de

células animales, la isoforma de 180 KO se asocia exclusivamente a la matriz

nucleolar, y lo que es mas importante, se ha demostrado que tiene una elevada

capacidad de resistencia frente a las diferentes extracciones, de forma que

permanece en una elevada proporción en las estructuras residuales (Zini y col., 1992>.

Nuestros resultados podrían deberse a que el anticuerpo, al no estar

desarrollado de forma específica contra una u otra isoforma, estuviese reconociendo

ambas en la fracción insoluble. La distribución preferencial de la proteína insoluble en

uno u otro compartimento, estaría relacionada con la expresión de cada una de las

isoformas, en función de la fase del ciclo celular, lo que explicaría las diferencias

observadas entre unas matrices y otras dentro de la misma muestra, al no provenir

de una población celular sincronizada. Sin descartar, que pueda ser debido no sólo

a una diferencia en la concentración de los antígenos detectados, sino también a que

su accesibilidad sea distinta en ambos compartimentos de las matrices (Petrov y col.,

1993, Swedlow y col., 1993).

Los datos de cuantificación del marcado al microscopio electrónico, muestran
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que aunque distribuido en los tres compartimentos de las matrices de cebolla, es

mayoritario en la matriz interna. Sin embargo considerando el nivel de marcado

nucleolar frente a su desviación, nos revela que en muchas de las matrices

analizadas el nucleolo aparecía prácticamente desprovisto de marcado, frente a otras

en las que aparecería significativamente marcado, confirmándose los datos de

inmunofluorescencia.

La presencia de topoisomerasa II en las matrices nucleares de cebolla, con una

distribución que mimetiza la del DNA residual asociado a las mismas, unida a la

capacidad de asociación de secuencias MAR exógenas, que son ricas en adeninas

y timidinas (Gasser y Laemmli, 1986, Amati y Gasser, 1988), y contienen la secuencia

de reconocimiento para la toposisomerasa II (Sandery Hsieh, 1993>, sugieren que la

toposisomerasa II intervendría en el anclaje de las bases de los “loops” de DNA a la

matriz nuclear de plantas, y que las secuencias MAR se asociarían a los tres

dominios de las matrices.

Por tanto la matriz nuclear de plantas, como en el caso de animales, es el

soporte estructural necesario para el anclaje de los “loops” de DNA, así como para

los procesos de replicación (Hozák y col., 1993a, y 1994b).

2.2.2.- Componentes de tipo filamento intermedio.

Una de las principales incógnitas acerca de la matriz interna, es la naturaleza

de sus componentes básicos. Su resistencia la extracción, incluso con soluciones de
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urea 4 M, podría explicarse por la existencia en su núcleo de un soporte estructural

basado en proteínas de tipo filamento intermedio, como se ha observado en células

animales (Jackson y Cook, 1988, Yang y col., 1992a). A dicho soporte estructural se

anclarían los “loops’ de DNA, así como los distintos complejos multiméricos que

intervienen en las funciones de transcripción y “splicing’. Un nucleoesqueleto de

actina no parece probable, puesto que la ONasa 1 despolimeriza la F-actina y

destruiría la arquitectura interna de la matriz durante el procedimiento de extraccíon.

En A. cepa el anticuerpo IFA detecta una distribución interna de epitopos en

las fibras de la matriz interna (Moreno Diaz de la Espina, 1995). Además cuando se

analiza la reacción con el anticuerpo IFA en blots, se comprueba que aparte de los

“spots’ correspondientes a las distintas laminas reconoce otro, muy abundante, de

unos 58 KO, no reconocido por ninguno de los anticuerpos antilaminas ensayados,

y que podría corresponder a algún componente tipo filamento intermedio intranuclear

de la matriz de A. cepa. Dicha posibilidad, cobra mas fuerza, si tenemos en cuenta

que su peso molecular coincide con el de una proteína del grupo de las keratinas

descrita en la matriz nuclear de células de hígado de rata (Aligué y col., 1990).

Utilizando un anticuerpo desarrollado contra una proteína tipo filamento

intermedio de la matriz nuclear de zanahoria (Beven y col., 1991), hemos identificado

una proteína de 102 KO localizada fundamentalmente en el componente fibrilar de la

matriz interna. La localización mediante inmunofluorescencia, demuestra que la

reacción se debe a proteínas de tipo filamento intermedio diferentes a las laminas, ya

que la distribución del antígeno en los componentes internos de las matrices, es
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difusa y claramente diferente al patrón de distribución punteado de las laminas

asociadas a la matriz interna. Además los antígenos reconocidos por el JIM 63, no

producen la intensa fluorescencia periférica típica de las laminas.

Por tanto los estudios inmunológicos nos permiten concluir que, existen al

menos dos componentes distintos de tipo filamento intermedio en la matriz interna de

A. cepa. Nuestros datos coinciden con los de otros autores que detectan filamentos

intermedios internos en las matrices nucleares de otras especies vegetales (Beven

y col., 1991, Frederick y col., 1992, McNulty y Saunders, 1992, Ivachenco y col.,

1993).

El hecho de que tanto las proteínas de tipo filamento intermedio como la

topoisomerasa II, aparezcan siempre asociados a los componentes fibrilares de la

matriz interna de células de cebolla, sugiere la existencia de dos dominios dentro de

la misma, con composición y funcionalidad diferente como vamos a ver a

continuación.

Sin embargo serían necesarios estudios del tipo de los desarrollados por He

y col., (1990), en células animales, basados en extracciones con soluciones de fuerza

iónica creciente, así como la utilización de secciones en las que se elimina la resma,

para observar la organización interna del nucleoesqueleto, y discriminar realmente

cuáles son las proteínas pertenecientes al nucleoesqueleto base, y cuáles forman

parte de los complejos multiméricos asociados a ellas.
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2.2.3.- Granulas intercromatínicos.

Los gránulos intercromatínicos son estructuras bastante bien caracterizadas en

células animales. Son componentes de la región intercromatínica del núcleo

interfásico, que aparecen como grupos de gránulos de 20-25 nm, interconectados

entre sí por fibrillas formando un retículo. Dicho retículo coincide, en células animales,

con el patrón fluorescente que se observa en el núcleo al microscopio óptico, cuando

se utilizan anticuerpos contra proteínas de los snRNPs, o mediante hibridación “in

situ’ con sondas contra snRNAs. Teniendo en cuenta que en ellos no se ha detectado

nunca síntesis de RNA, se consideran estructuras íntimamente relacionadas con el

almacenamiento y “splicing’ del mRNA (Puvion-Dutilleul, 1983, Spector, 1993a y

1 993b). Son ricos en proteínas fosforiladas (Wassef, 1979>, y constituyen parte de la

matriz nuclear obtenida tras someter a los núcleos a extracciones con detergentes,

soluciones de alta y baja fuerza iónica, y digestión con nucleasas (Berezney y Coffey,

1977, Kryzowska-Gruca y col., 1983, Zborek, 1990).

Distintos estudios realizados utilizando técnicas citoquimicas específicas para

RNA, dobles digestiones enzimáticas, así como tinción preferencial con oxinitrato de

bismuto para proteínas fosforiladas, han demostrado que las plantas presentan

gránulos intercromatínicos formando un retículo intranuclear con una organización

semejante a la de animales, aunque topológicamente no se distribuyan de la misma

manera, al no encontrarse agrupados (Medina y col., 1989, Moreno Díaz de la Espina

y col., 1992 y 1993b). Si tenemos en cuenta la importancia de los gránulos

interoromatínicos, al estar intimamente relacionados con los mecanismos que regulan
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el “splicing” del RNA (Jimenez-García y Spector, 1993), su existencia en plantas

indica el alto grado de conservación de las estructuras que soportan dichos procesos

en células eucariotas.

Los estudios ultraestructurales demuestran que el retículo de gránulos

intercromatínicos es altamente insoluble, y forma parte de la matriz nuclear de cebolla

independientemente del procedimiento de extracción utilizado, observándose como

un retículo continuo que se extiende desde la matriz nucleolar a la lámina cuando se

efectúa reconstrucción tridimensional de matrices nucleares enteras (Cerezuela y

Moreno Díaz de la Espina, 1990, Moreno Díaz de la Espina, 1995). Además el que

los gránulos intercromatínicos de las matrices sigan presentando una elevada afinidad

por el bismuto, confirma que conservan una elevada proporción de proteínas

fosforiladas,

El dato mas relevante que confirma la identidad de las estructuras contrastadas

con bismuto y los gránulos intercromatínicos, ha sido la detección en ellos de una

proteína característica de los gránulos intercromatinicos de células de mamíferos

(Clevenger y Epstein, 1984a y 1984b): la proteína P-105 (antígeno nuclear asociado

con proliferación). La cuantificación de los datos de inmunomarcado con oro para

microscopia electrónica, demuestra que el marcado es especifico en los gránulos del

dominio fibrilogranular de la matriz interna. Aunque no se observa un marcado

homogéneo de los mismos, esto es probablemente debido a que el anticuerpo detecta

exclusivamente los epitopos expuestos en la superficie del corte, mientras que la

imagen del microscopio electrónico incluye toda la estructura del grosor del corte. Al
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ser los gránulos intercromatínicos los lugares de acumulación de la maquinaria de

“splicing” (Spector, 1993a y 1993b), la matriz nuclear de plantas sería el soporte

estructural de este proceso, como en células animales.

En conclusión, los datos obtenidos al estudiar la organización y composición

de la matriz interna de cebolla, confirman que existen en ella dos dominios

estructurales definidos. Uno exclusivamente fibrilar, formado por proteínas de tipo

filamento intermedio, que serían los componente hipotéticos del nucleoesqueto básico,

como ocurre en células animales (Jackson y Cook, 1988, Wang y Traub, 1991), en

las que se han caracterizado incluso proteínas relacionadas con los filamentos

intermedios formando parte de los filamentos básicos del nucleoesqueleto interno

(Yang y col., 1992a>. La topoisomerasa II, que está implicada en el anclaje de los

loops de DNA a la matriz nuclear (Gasser y col., 1989>, y que formaría parte de los

complejos de replicación o replisomas (Berezney, 1984) se encuentra también

asociada a este dominio. El otro dominio es fibrilogranular, contiene los gránulos

intercromatinicos, y seria el soporte de los complejos de ‘splicing” del RNA,

constituyendo la base estructural de las denominadas cadenas o “tracks” de RNA

(Spector, 1993a y 1993b, Xing y Lawrence, 1993, Blencowe y col., 1994).

2.3.- MATRIZ NUCLEOLAR

El nucleolo constituye la expresión morfológica de todos los procesos

fisiológicos que dan lugar a la biogénesis de los ribosomas. Está formado por rONA,

rRNAs, snoRNAs y distintos tipos de proteínas, y presenta una organización
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ultraestructural y características generales muy semejantes en todos los eucariotas

superiores (Scheer y Benavente, 1990, Scheer y col., 1993, Scheer y Weisenberger,

1994). Sin embargo, existe todavía una gran controversia acerca de la presencia de

una matriz nucleolar como soporte de los complejos de transcripción y procesamiento

del rRNA y no están claros los mecanismos moleculares que mantienen la estructura

del nucleolo organizada (Labbart y col., 1984).

El hecho de que no sea necesaria la existencia de un nucleolo de estructura

convencional para la síntesis del rRNA y su procesamiento (Scheer y Benavente,

1990), el que el nucleolo organizado persista en ausencia de síntesis de rRNA

(Risueño y Moreno Díaz de la Espina, 1979), e incluso en ausencia de genes de

rONA (Hay y Gurdon, 1967), apoya el que exista detrás de todo ello una organización

estructural basada en interacciones proteicas, independiente de la síntesis y

procesamiento del rRNA.

Los estudios ultraestructurales demuestran que la matriz nucleolar es un

componente constante de la matriz nuclear en A. cepa (Barthellemy y Moreno Díaz

de la Espina, 1984, Mínguez y Moreno Díaz de la Espina, 1993a y 1993b), y no un

artefacto originado durante el proceso de extracción ya que independientemente de

la metodología utilizada, el nucleolo residual presenta una estructura básica

semejante, capaz de resistir digestión con RNasa previamente a la extracción salina,

e independiente de la formación de puentes disulfuro (Cerezuela y Moreno Díaz de

la Espina, 1990). Dichos resultados confirman los obtenidos en otras matrices

nucleares de plantas (Stolyarov, 1984, Gosh y Dey, 1986, Corben y col., 1989,
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Frederick y col., 1992).

La obtención de fracciones purificadas de nucleolos aislados, que mantienen

sus componentes estructurales perfectamente diferenciados, carentes de cromatina

contaminante, y muy estables si se mantienen en medios con la adecuada

concentración de cationes divalentes (Martín y col., 1992a), nos ha permitido realizar

un estudio detallado de la matriz nucleolar de cebolla, ya que a partir de ellos hemos

aislado las matrices nucleolares para el estudio de su ultraestructura y composición

proteica.

2.3.1.- Ultraestructura y significado estructural.

Las matrices nucleolares aisladas de A. cepa presentan una estructura

exclusivamente fibrilar, muy semejante a la de las que se encuentran formando parte

de las matrices totales (Moreno Díaz de la Espina y col., 1991). En ellas han

desaparecido los componentes granular y fibrilar denso como tales, por efecto de la

extracción. De los elementos estructurales del nucleolo aislado sólo se conservan

como tales los centros fibrilares.

La semejanza estructural de la matriz nucleolar aislada con la de las que se

localizan dentro de las matrices nucleares totales, que a su vez se corresponde

básicamente con la organización de los nucleolos “in situ”, exceptúando la ausencia

de partículas preribosómicas (Martín y col., 1989, Medina y col., 1990>, apoya la

existencia de una matriz nucleolar como soporte funcional del nucleolo, que no se
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correspondería con un mero artefacto producido durante la manipulación de las

muestras. La conservación de la estructura básica de la matriz nucleolar, incluso en

matrices nucleolares aisladas, indica que el mantenimiento de la integridad estructural

del nucleolo se debe, al menos parcialmente, a factores intrínsecos, probablemente

a la existencia de un esqueleto nucleolar, y no depende de otros componentes de la

matriz nuclear. La estabilidad de la matriz nucleolar podría estar relacionada con la

que presenta la matriz interna de cebolla a distintos agentes desestabilizadores como

OH, RNasa, 2 M NaCí (Cerezuela y Moreno Díaz de la Espina, 1990, Mínguez y

Moreno Díaz de la Espina, 1993c>, así como la descrita en otras matrices de plantas

(Avramova y Bennetzen, 1993) constituyendo una característica común de la matriz

nucleolar de plantas. Sin embargo no se puede descartar que la presencia de

cationes divalentes contribuya a dicha estabilización, ya que existen datos en células

de sistemas animales en que se ha observado que la matriz nucleolar se desorganiza

cuando se suprimen los cationes divalentes de los tampones, aunque no en

preparaciones extendidas (Stephanova y Valkov, 1991)

La ultraestructura de las matrices nucleolares de cebolla aisladas o asociadas

a la matriz total, es semejante a la de las obtenidas en célula Hela, con los centros

fibrilares reconocibles ultraestructuralmente, rodeados por los elementos fibrilares

(Hozák y col., 1992 y 1994a). Los experimentos con DRB, han demostrado que no

es necesaria la existencia de un nucleolo organizado de forma convencional para que

se produzca la síntesis del rRNA, sino que es suficiente la presencia de centros

fibrilares y componente fibrilar denso asociado a ellos (Scheer y col., 1984, Scheer

y Benavente, 1990). Así mismo los experimentos de inmunolocalización ‘in situ’, con
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anticuerpos específicos, han demostrado que la RNA polimerasa 1, topoisomerasa 1,

y el factor de transcripción UBF de la polimerasa 1 se localizan en los centros fibrilares

y el componente fibrilar denso próximo a ellos (Scheer y Benavente, 1990, Medina y

col., 1991, Rodrigo y cd, 1992, Spector, 1993a), indicando que los centros fibrilares

constituirían el lugar de anclaje de los complejos de transcripción del rDNA (Dickinson

y col., 1990, Hozák y col., 1994a>, y el componente fibrilar que les rodea lo seria para

las partículas preribosómicas (Franke y col., 1981, Jackson y col., 1993), como

sucede a nivel de esqueleto extranucleolar con el RNA recién sintetizado (Jackson y

col., 1993>.

2.3.2.- Composición proteica.

Los perfiles polipeptídicos monodimensionales de nucleolos y matrices

nucleolares aislados demuestran claramente las diferencias existentes entre ambas

fracciones, apareciendo enriquecidas las matrices en bandas semejantes a las

descritas en las estructuras homólogas de células de hígado de rata (Todorov y

Hadjolov, 1979, Comings y Peters, 1981, Olson y Thompson, 1983 y Olson Y col.,

1986>. Una característica paradójica es la gran cantidad de histonas de la zona central

del nucleosoma que aparecen en las matrices nuoleolares. después de digestión

exhaustiva con DNasa 1, que elimina la mayoría del DNA. Este mismo resultado se

obtiene en células de hepatoma de Novikolf (Olson y col., 1986>, así como en las

matrices totales de cebolla (Moreno Díaz de la Espina y col., 1991). Teniendo en

cuenta que en geles bidimensionales, las matrices nucleolares de cebolla muestran

un enriquecimiento en proteínas de carácter ácido, con respecto a los nucleolos
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aislados, al igual que ocurre en las matrices nucleolares de células de ratón (Shiomi

y col., 1986>, podría suceder que las histonas se reasociaran de forma inespecífica

con ellas. No se puede descartar la posibilidad de que se trate de otras proteínas con

movilidad electroforética semejante a la de las histonas. Sobre todo si tenemos en

cuenta que con el anticuerpo anti-histona H4, las matrices nucleares de cebolla no

muestran reacción. Así como la comprobación de que la RNasa A se reasocia de

forma inespecífica a las matrices después de las digestiones a pesar de los lavados

exhaustivos, como se ha descrito en células Hela (Belgrader y col., 1991b>. Su peso

molecular está en el mismo rango que el de las histonas, y esto apoyaría el que se

trate de componentes proteicos distintos de ellas.

La electroforesis bidimensional demuestra que, proteínas que parecían

homólogas en las matrices nucleolares con respecto a los nucleolos aislados, en

geles monodimensionales, resulten corresponder a proteínas con distintos valores de

pís, que se encontraban en distinta concentración. El patrón proteico es claramente

diferente, con un evidente descenso del número de componentes, que demuestra que

la extracción ha sido eficaz, como muestran los estudios ultraestructurales realizados

paralelamente.

A pesar de las diferencias cualitativas y cuantitativas, existen proteínas

comunes entre matrices nucleolares y nucleolos aislados, lo que demuestra tal como

comentamos al estudiar su organización ultraestructural, que no se trata de una

estructura artefactual originada durante el proceso de aislamiento, ni constituye una

simple asociación de proteínas de forma inespecífica. Además el hecho de que la
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matriz nucleolar presente un patrón polipeptídico complejo, indica que no se trata de

una estructura meramente nucleoesquelética, sino que sería una estructura

multifuncional compleja, cuya composición podría variar en función del método de

extracción, presentando componentes asociados a ella además de los puramente

estructurales (Cerezuela y Moreno Díaz de la Espina, 1990, Olson y col., 1986>.

La comparación con los perfiles de las matrices nucleares totales, permite

comprobar que las proteínas de las matrices nucleolares son un subgrupo de las

matriciales totales, cuantitativamente importante debido al mayor tamaño relativo que

muestra la matriz nucleolar con respecto a los otros dos dominios de las matrices

nucleares.

El patrón polipeptidico complejo característico de las matrices nucleolares,

confirma la idea de que constituyen un complejo funcional organizado, siendo el

soporte con el que interaccionan los preribosomas y las proteínas ribosómicas y

jugando un papel semejante al de la matriz nuclear en su interacción con las

partículas que contienen el hnRNA (Faiferman y Pogo, 1975).

2.3.3.- Caracterización de la nucleolina como componente de la matriz

nucleolar.

La nucleolina o proteína 023 es un componente constante del nucleolo de

células eucariotas. Es una proteína multifuncional que interviene en la regulación de

la transcripción de los rDNAs, con unas características estructurales que le permiten
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asociarse a los precursores de los rRNAs, así como al DNA y la histona H1 (.Jordan,

1987, Lapeyre y col., 1987, Caizergues-Ferrer y col., 1989, Olson y col., 1990,

Fournier y Maxwell, 1993, Heme y col., 1993, Suzuki y col., 1993>.

La nucleolina de plantas se caracteriza por presentar un peso molecular inferior

a la correspondiente de vertebrados (Martín y col., 1992a, Moreno Díaz de la Espina

y col., 1993b, Medina y col., 1993) pero sin embargo presenta una distribución,

características de solubilización y fosforilación semejantes a fa de mamíferos (Medina

y col., 1993).

Mediante inmunoblotting con anticuerpos específicos y tinción preferencial con

bismuto, hemos identificado una fracción residual minoritaria de nucleolina en la matriz

nucleolar de cebolla. La posibilidad de que se pudiera tratar de un contaminante

queda descartada ya que las fracciones de matrices nucleolares se observan bien

extraídas al microscopio electrónico, y no aparecen contaminadas con nucleolos sin

extraer. Mediante inmunofluorescencia indirecta, la nucleolina se localiza de forma

específica en las matrices nucleolares, ya estén aisladas o formando parte de las

matrices nucleares totales. Lo mismo sucede cuando se observa la inmunolocalización

al microscopio electrónico, con una acumulación preferente de las partículas de oro

en el nucleolo residual. Finalmente, el que la banda de 58 KO, reconocida por los

anticuerpos, se tiña preferencialmente con bismuto en blots de proteínas de matrices

nucleares fijadas con glutaraldehido, que constituye una característica de la nucleolina

(Gas y col., 1984, Moreno Díaz de la Espina y col., 1 993b>, y el contraste preferencial

del nucleolo residual de las matrices nucleares cuando se aplica esta técnica al
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microscopio electrónico, confirman que realmente una fracción insoluble de la

nucleolina forma parte de la matriz nucleolar de A. cepa (Mínguez y Moreno Díaz de

la Espina, 1993b y 1993d).

Sin embargo, la baja intensidad de la banda revelada con inmunoblotting y la

cuantificación del inmunomarcado con oro, indican que la fracción insoluble de la

nucleolina es minoritaria en las matrices, ya que la mayor parte de la proteína se

solubiliza cuando se exponen los núcleos a soluciones de baja fuerza iónica (Cerdido

y col., 1993), como las utilizadas en el proceso de obtención de las matrices

nucleolares. Por tanto la fracción de nucleolina insoluble capaz de resistir el proceso

de extracción debe ser una mínima proporción de la nucleolina total, pero que se

encuentra fuertemente unida a la matriz nucleolar de cebolla. En contraste con

nuestros datos, en células de hepatoma de Novikoff el tratamiento de los núcleos con

las mismas soluciones impide la detección de la nucleolina de la fracción residual final

(Olson y Thompson, 1983>. El que la nucleolina residual constituya una proporción tan

minoritaria de la proteína total, ha podido ser la causa de que no se haya detectado

en la matriz nucleolar de células animales (Shiomi y col.,1986) antes de desarrollarse

métodos de detección de alta sensibilidad como los utilizados en nuestro caso para

la detección por inmunoblotting de la proteína (Olson y Thompson, 1983>.

El peso molecular de la nucleolina insoluble, detectada en matriz nucleolar, es

algo inferior al previamente descrito en núcleos y nucleolos aislados del mismo tejido

(Martin y col., 1992a, Moreno Díaz de la Espina y col., 1993b) y al de la fracción que

se solubiliza en condiciones de baja fuerza iónica (Cerdido y col., 1993). Esto podría
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explicarse por la propiedad que tiene la nucleolina de sufrir procesos de fosforilacián

ligados a endoproteolisis, originando péptidos de menor tamaño según sus

necesidades funcionales (Bugler y col., 1982, Warrener y Petryshyn, 1991, Fang y

Yeh, 1993, Suzuki y col., 1993). Nuestra proteína podría corresponderse con una

subfracción de la nucleolina cuyo peso molecular característico sería debido a alguna

modificación postransíacional funcional. Aunque no parece probable una degradación

de la misma ya que el procedimiento de obtención de matrices nucleolares aisladas

se llevó a cabo en presencia de antiproteasas y a baja temperatura, y otras proteínas

de la matriz nucleolar como la fibrilarina no se ven afectadas en su peso molecular.

La gran sensibilidad de esta proteína a la proteolisis (Olson y col., 1990, Warrener y

Petryshyn, 1991, Suzuki y col., 1993), no permite descartar completamente esta

hipótesis.

Al ser tan pequeña la concentración de nucleolina insoluble respecto a las

proteínas totales de la matriz nucleolar, se puede considerar que la nucleolina no es

un componente básico del esqueleto nucleolar, sino que formaría parte de los

complejos multiméricos que intervienen en la expresión génica del rONA. Su

capacidad de unión a histonas y DNA (Suzuki y col., 1993), nos lleva a proponerla

como firme candidata a localizarse en los complejos de anclaje de los “loops” de

rDNA a la matriz nucleolar (Bolla y col., 1985, Minguez y Moreno Diaz de la Espina,

1993b, Stephanova y col., 1993). Muy recientemente se ha demostrado que la

nucleolina es una proteína de anclaje de secuencias MAR a la matriz nuclear de

células animales, interviniendo en el anclaje de los “loops» de los genes ribosómicos

a las mismas (Dickinson y Kohwi-Shigematsu, 1995).
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Aunque anteriormente Caizergues-Ferrer y col., 1984, habían detectado

nucleolina en la matriz nuclear de células de CHO tras ser sometidas a estabilización

por calor, que produce una asociación inespecifica de proteínas en la matriz (Martelli

y col., 1991b, 1992 y 1994, Warters y col., 1993), y posteriormente Olson y col.,

(1986) mostraron la existencia de una proteína con el mismo peso molecular de la

nucleolina en matrices nucleolares de células de hepatoma de Novikoff, ésta es sin

embargo la primera vez que se identifica a la nucleolina como componente de la

matriz nucleolar de células que no se han sometido a ningún tipo de estabilización

(Mínguez y Moreno Díaz de la Espina, 1993b). Los datos recientes que identifican a

la nucleolina como una de las proteínas de la matriz nuclear de células animales, que

interviene en la asociación de las secuencias MAR a las mismas, confirman nuestros

datos acerca de la existencia de una fracción insoluble de la nucleolina minoritaria,

fuertemente unida a la matriz nucleolar (Dickinson y Kohwi-Shigematsu, 1995).

2.3.4.- Identificacicín de la fibrilarina como componente de la matriz

nucleolar.

La fribrilarina, es una proteína nucleolar altamente conservada en eucariotas,

que se ha caracterizado en diferentes especies desde mamíferos (Aris y Blobel,

1991), pasando por anfibios (Lapeyre y col.,, 1990), hongos (Christensen y col., 1986),

levaduras (Schimang y col., 1989), hasta plantas (Reimery col., 1987, Guiltinan y col.,

1988, Testillano y col., 1992, Cerdido y Medina, 1995), con una serie de

características bioquímicas comunes, un peso molecular entre 34-38 KD, un valor de

cl básico, (pI=8.5-10) y un alto contenido en dimetilarginina, característica común a
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muchas proteínas nucleolares como la nucleolina. Se localiza en el componente

fibrilar denso del nucleolo, formando un complejo ribonucleoproteico con el U3 snRNA,

además del U8, U12, U13 y U14 que interviene en el procesamiento del rRNA. La

fibrilarina actúa en el primer paso del procesamiento, eliminando nucleótidos del

extremo 5 (Lischwe y col., 1985, Ochs y col., 1985, Kass y col., 1990, Puvion-

Dutilleul y col., 1991a, Fournier y Maxwell, 1993, Azum-Gélade y col., 1994, Jimenez

García y col., 1994).

También se ha localizado fibrilarina en estructuras nucleolares no activas en

transcripción, como son los cuerpos prenucleolares en células de CHO (Azum-Gélade

y col., 1994>, junto con el U3 snoRNA, lo que ha llevado a proponer un modelo

mediante el cual los factores que intervienen en el procesamiento del rRNA sufrirían

un trasvase de los lugares de ensamblaje o almacenamiento a los sitios donde se

está produciendo la transcripción de forma activa (Jimenez García y col., 1994), como

sucede con los factores que intervienen en el procesamiento del mRNA (Jimenez

García y Spector, 1993>.

La utilización de dos anticuerpos antifibrilarina que reconocen la proteína tanto

de origen humano, como de P. policephalum, nos ha permitido demostrar que la

fibrilarina es un componente relativamente abundante de la matriz nucleolar de

cebolla. Como en el caso de la nucleolina, los experimentos realizados a baja

temperatura, en presencia de agentes reductores, permiten descartar una posible

estabilización de la proteína por calor, así como su asociación inespecífica a las

matrices nucleolares por formación de puentes disulfuro (Kaufmann y col., 1981,
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Kaufmann y Shaper, 1984, Martelli y col., 1991b, 1992 y 1994, Stuurman y col.,

1992a, Warters y col., 1993). Así mismo los controles realizados al microscopio óptico

y electrónico de las fracciones de matrices nucleolares demuestran que no se debe

a que existan nucleolos sin extraer como contaminantes en las muestras, o a una

deficiente extracción de las matrices. Si además tenemos en cuenta que

recientemente, Cerdido y Medina (1995) han descrito la existencia de dos fracciones

de fibrilarina en núcleos de A. cepa, una fracción mayoritaria soluble, que se extrae

con soluciones de baja fuerza iónica, y otra insoluble que permanece como

componente residual de las estructuras que se obtienen tras someter los núcleos a

extracción posterior con alta fuerza iónica, estamos en condiciones de afirmar que

existe una fracción de fibrilarina insoluble como componente estructural de la matriz

nucleolar de A. cepa. Se confirman así los resultados inmunocitoquimicos preliminares

obtenidos en células Hela (Ochs y Smetana, 1991), así como los sugeridos por

Shiomi y col. (1986), que detectan una proteína de 34 KD asociada a la matriz

nucleolar de células de ratón, que consideran semejante a la fibrilarina.

Los resultados del inmunoblotting demuestran que la fibrilarina de las matrices

nucleares presenta un valor de peso molecular muy conservado, no solo con respecto

a otras especies de vegetales, sino también con mamíferos, levaduras y anfibios

(Guiltinan y col., 1988, Schimang y col., 1989, Lapeyre y col., 1990, Aris y Blobel,

1991, Testillano y col., 1992, Minguez y Moreno Díaz de la Espina, 1993b, Cerdido

y Medina, 1995), y presenta la microheterogeneidad descrita para esta proteína en

plantas (Guiltinan y col., 1988).
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Los datos de inmunofluorescencia utilizando los mismos anticuerpos confirman

la asociación de la fibrilarina con la matriz nucleolar. La mayor resolución obtenida

mediante inmunomarcado con oro para microscopia electrónica, permite confirmar la

especificidad de la distribución de la proteína, y analizar la distribución topológica en

la matriz nucleolar. El marcado de fibrilarina residual es mucho mayor que el de la

nucleolina, y aparece distribuido por la matriz nucleolar, excepto en los centros

fibrilares, que tampoco parecen contener la proteína en las células sin extraer, ya que

es un componente característico del componente fibrilar denso (Scheer y Benavente,

1990, Puvion-Dutilleul, y col., 1991 b, Testillano y col., 1992, Cerdido y Medina, 1995>,

aunque en algunos casos sise ha localizado en ellos (Ochs y col., 1985). El uso de

la microscopia laser confocal, que permite efectuar secciones ópticas de las

estructuras, y analizar la distribución tridimensional de los antígenos en ellas, nos ha

permitido concluir que la distribución de la fibrilarina en la matriz nucleolar no es

uniforme, sino que se localiza en dominios discretos, que por su tamaño (ver Medina

y col., 1983), y reactividad con el anticuerpo, no corresponden a los centros fibrilares.

Como ya hemos comentado, la fibrilarina es un componente fundamental de

los complejos multiméricos de snoRNPs o procesomas, en los que se lleva a cabo el

procesamiento de los rRNAs (Fourniery Maxwell, 1993). Por tanto nuestros resultados

apoyan la idea de la existencia de complejos preensamblados de snoRNPs insolubles,

que se localizarían en la zona fibrilar de la matriz nucleolar, al igual que sucede en

la matriz nuclear con los complejos de transcripción y ‘splicing” (Zeitlin y col., 1987,

Jackson y col., 1993>. Sin embargo el posible papel estructural de la fracción insoluble

de fibrilarina en la organización del componente fibrilar denso no se puede descartar,
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sobre todo teniendo en cuenta que esta proteína es uno de los componentes

mayoritarios de los cuerpos prenucleolares mitóticos, que son estructuras

sintéticamente inactivas, que contribuyen al ensamblaje del nuevo nucleolo en G1

temprano (Azum-Gélade y col., 1994, Jimenez García y col., 1994), y que forman

parte de la matriz nuclear del núcleo en este estadio del ciclo (Moreno Díaz de la

Espina y Mínguez, 1995>.

2.4.- DNA Y MATRIZ NUCLEAR

El DNA en eucariotas presenta cuatro niveles fundamentales de organización.

El primero lo constituye la doble hélice del DNA, en que dos cadenas antiparalelas se

unen por puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas. Dicha doble hélice, al

enrrollarse en torno al núcleo proteico de los nucleosomas, formado por dos copias

de las histonas H2A, H2~, H3 y H4, da lugar a la fibra nucleosomal de 10 nm, que al

compactarse da lugar a los filamentos de 30 nm, en cuya estabilización interviene la

histonaH1. Finalmente, el orden superior de organización son los “íoops” de DNA que

forman dichos filamentos, que se distribuyen topológicamente gracias a determinadas

proteínas de la matriz nuclear que se unen a secuencias específicas de DNA

denominadas secuencias MAR (Getzenbery col., 1991, Pienta y col., 1991).

Por tanto los componentes estructurales del núcleo están implicados en la

organización de orden superior del DNA. La matriz nuclear es el componente nuclear

que de forma dinámica controla y dirige la organización tridimensional del DNA en

“loops’ (Pardolí y col., 1980, Nickerson y col., 1990).
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El control de la extracción de DNA de las matrices nucleares de A. cepa

mediante fluorescencia con DAPI, demuestra una eliminación masiva del DNA, siendo

el valor residual menor del 5%, de acuerdo con las estimaciones de Potashkin y col.,

(1984) (Cerezuela y Moreno Díaz de la Espina, 1990, Moreno Díaz de la Espina y

col., 1991)). Sin embargo los estudios de inmunolocalización utilizando un anticuerpo

monoclonal anti-DNA, altamente sensible y especifico en células de cebolla (Martín

y col., 1989), demuestran que existe DNA residual en la matriz nuclear, aunque su

concentración es muy baja en comparación con los valores obtenidos en núcleos ‘in

situ”. Este DNA resistiría la digestión exhaustiva con ONasa 1, al estar protegido por

proteínas insolubles en la matriz.

El DNA residual de las matrices, debe por tanto corresponder a los puntos de

anclaje de los “loops” de DNA a la matriz que contienen las secuencias MAR. Su

distribución topológica preferente en la matriz interna y matriz nucleolar, coincide con

la descrita para las secuencias MAR, en otros sistemas (Razin, 1987).

Por tanto el DNA que detectamos con el anticuerpo correspondería con puntos

de asociación del DNA a la matriz nuclear. En el caso de la matriz nucleolar, el DNA

reflejará los puntos de anclaje correspondientes a los genes ribosómicos, localizados

en el nucleolo “in situ” en el componente fibrilar denso y los centros fibrilares (Martín

y col., 1989, Thiry, 1992, Hózak y col., 1993b)), que son componentes a su vez de

la matriz nucleolar; resultados que concuerdan con los de localización de secuencias

especificas de rDNA asociadas a matrices nucleolares (Bolla y col., 1985, Stephanova

y col., 1993). En el caso del DNA asociado a la matriz interna reflejará los
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correspondientes a los genes no ribosómicos. Sin embargo estos datos no permiten

hacer una estimación cuantitativa de los puntos de anclaje existentes en el núcleo, ya

que según el procedimiento experimental utilizado, pueden detectarse más o menos

puntos (Razin y Vassetzky, 1992). Por otro lado, el anticuerpo no nos permite detectar

las secuencias MAR específicamente, al no reconocer secuencias específicas de

DNA.

2.4.1. Secuencias MAR.

Las secuencias MAR son las secuencias de DNA que interaccionan

directamente con ciertas proteínas de la matriz nuclear, y están involucradas en el

anclaje de los “loops’ de DNA a la misma (Mirkovitch y col., 1984, Laemmli y col.,

1992). Se caracterizan por ser fragmentos de DNA de 0.3-3 kb, con un alto contenido

de adeninas y tirnidinas (A y 1), con secuencias denominadas ‘A-box” y “T-Box”, el

motivo ATATTT, así como generalmente la secuencia consenso de reconocimiento

de la DNA topoisomerasa II (Cockerill y Garrard, 1986, Gasser y Laemmli, 1986,

Boulikas, 1992).

Se han identificado secuencias MAR en invertebrados (Mirkovitch y col., 1984),

vertebrados (ver: Gasser y col., 1989), levaduras (Amati y Gasser, 1988) e incluso

plantas (ver: Breyne y col., 1994), y entre ellas parece existir un alto grado de

conservación ya que existen secuencias MAR de animales que se ha comprobado

que se asocian a matrices nucleares de plantas de forma específica y viceversa

(Breyne y col., 1992, Dietz y col., 1994, Mlynarova y col., 1994).
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Recientemente se han identificado secuencias MAR en matrices de varias

especies de plantas, como tabaco (Hall y col., 1991, Breyne y col., 1992), guisante

(Slatter y col., 1991), maíz (Avramova y Benetzen, 1993, Paul y PerI, 1993, Stoilov y

col., 1992>, y petunia (Dietz y col., 1994>. Presentan en su mayoria características

estructurales comunes con las descritas en sistemas animales, levaduras e insectos.

La mayoría se localizan en las regiones no transcritas del extremo 5’ o 3’ de los genes

(Slatter y col., 1991, Avramova y Bennetzen, 1993), como sucede en sistemas

distintos a las plantas (Gasser y col., 1989). A su vez coinciden con otras secuencias

MAR en presentar secuencias ricas en adeninas y timidinas, aunque en muchos

casos no contengan la secuencia consenso de reconocimiento de la DNA

topoisomeras II (Slatter y col., 1991).

Nuestros resultados preliminares demuestran que las matrices nucleares de A.

cepa presentan afinidad por las secuencias MAR de invertebrados, de acuerdo con

lo descrito por Breyne y col. (1992>. Las matrices utilizadas en el proceso fueron de

dos tipos, las obtenidas por el método de LIS, basado en extracción con baja fuerza

iónica, así como matrices obtenidas mediante extracción con soluciones de alta

fuerza iónica. En el caso de las matrices obtenidas por el método de LIS, no se

efectuó estabilización por calor, demostrando que los puntos de anclaje de las

secuencias MAR están unidos fuertemente al nucleoesqueleto en la matriz interna

mostrando nuevamente la elevada resistencia de la matriz interna de plantas

(Avramova y Bennetzen, 1993), al contrario de lo que ocurre en células animales

(Mirkovitch y col., 1984, Izarraulde y col., 1988) En cuanto a los ensayos de

asociación de DNA, ambos tipos de muestras presentaron igual capacidad de
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asociación de secuencias MAR, confirmando los resultados previos en otras especies

de plantas (Avramova y Bennetzen, 1993). Las pruebas de competición con DNA

exógeno de E. cali, demuestran que la asociación de secuencias MAR heterólogas

es específica, si bien se necesitaron niveles de DNA de E. cali altos para saturar

todos los lugares de unión inespecífica del DNA, debido a la utilización de DNasa en

el proceso de obtención de las matrices en lugar de enzimas de restricción.

Se conocen varias de las proteínas que interaccionan con las secuencias MAR

en la matriz nuclear de células de distintos orígenes, como las proteínas ARBP y p120

(Von Kries y col., 1991 y 1994>, topoisomerasa II (Adachi y col., 1989). así como las

laminas B~, de tipo A, y otras proteínas de la matriz interna relacionadas con los

filamentos intermedios (Ludérus y col., 1992 y 1994, Yang y col., 1992a), y las

matrinas (Hakes y Berezney, 1991b).

El hecho de que hayamos detectado en nuestras muestras la presencia, como

componentes estructurales de las matrices, de laminas, topoisomerasa II, y nucleolina

hace que estas proteínas se presenten como los posibles intermediarios en estas

uniones, lo que no excluye que existan otros componentes de la matriz interna de

cebolla involucrados en dicho proceso.

Diferentes estudios en los que se ha comprobado que la secuencia consenso

para la topoisomerasa II en plantas es algo distinta a la de animales (Sórensen y col.,

1991), junto con la observación de la falta de homología existente entre distintas

secuencias MAR, han llevado recientemente a la conclusión de que realmente, las
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proteínas de la matriz nuclear que se asocian a ellas reconocen características

estructurales del DNA de dichos fragmentos mas que secuencias específicas (Poljak

y col., 1994). Ello explicaría la afinidad de las matrices por secuencias MAR de

orígenes diversos, como las matrices de tabaco por secuencias MAR de levaduras

(Hall y col., 1991>, matrices de maíz por MARs de animales (Avramova y Benetzen,

1993), en nuestro caso por secuencias de insectos, así como al contrario, que

secuencias MAR de plantas se unan específicamente a matrices de células animales

(Dietz y col., 1994).

Las secuencias MAR, aparte de un papel propiamente estructural en la

organización de la cromatina, juegan un papel funcional en la expresión génica. Están

situadas justo delante de los genes a los que se asocian, hacia el extremo 5’,

probablemente coincidiendo con o muy próximas a los elementos reguladores de los

mismos, en plantas (Hally col., 1991, Avramovay Benetzen, 1993, PaulyFerl, 1993)

y en animales (Cockerill y Garrard, 1986, Webb y col., 1991). De forma que por un

lado se puede considerar que las secuencias MAR facilitan la transcripción, ejerciendo

su papel al modificar la estructura de la cromatina de manera que se favorecerá la

interacción de las secuencias de DNA con los factores de transcripción “trans”

asociados a las matrices, al ponerlas muy próximas (Poljak y col., 1994, Hoffman,

1993). Existen además estudios realizados tanto en plantas como en animales, que

muestran como secuencias MAR flanqueando genes de sistemas heterólogos, son

capaces de estimular la expresión de los mismos (Blasquez y col., 1989, Breyne y

col., 1992, Alíen y col., 1993, Poljak y col., 1994>, confirmando el hecho de la

participación de dichas secuencias directamente en la expresión génica.
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Aparte de est¡mular la expresión génica, se ha sugerido que las secuencias

MAR, son capaces de conferir a los genes que flanquean capacidad de expresarse

independientemente de su localización con respecto al resto del genoma (Dietz y col.,

1994, Mlynarova y col., 1994>, aunque en lo que se refiere a este aspecto existan

opiniones contrarias (Poljak y col., 1994).

En resumen, parece que las secuencias MAR podrían tener un papel

estructural a la vez que funcional (Poljak y col., 1994).

En conclusión, los resultados preliminares sugieren que la organización

estructural y funcional de orden superior del DNA en células de plantas es semejante

a la de animales, si no idéntica. Aunque la caracterización molecular y genética de

algunas MAR de plantas está relativamente avanzada en algunas especies, no se

conocen todavía las proteínas responsables de la interacción de la matriz nuclear con

las secuencias MAR.

II.- DINOFLAGELADOS

1.- LA MATRIZ NUCLEAR Y LA ORGANIZACION NUCLEAR EN

DIN OFLAGELADOS

Las características del núcleo de dinoflagelados (Spector, 1984), que

constituyen el único grupo de eucariotas que carece de nucleosomas e histonas, y
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presentan características tanto eucariotas como procariotas (Cavalier-Smith, 1981,

HerzogySoyer, 1981, Herzogycol., 1984, Loeblich, 1984, Rizzo, 1987y 1991), hace

muy interesante desde el punto de vista evolutivo el estudio de la estructura

responsable de su organización. Principalmente de su cromatina para comprobar si

su DNA, que carece de histonas y por tanto de nucleosomas, se organiza formando

“loops”, y si existe una matriz nuclear responsable de la organización y coordinación

de la funcionalidad nuclear (Berezney, 1991, Getzenberg y col., 1991, Pienta y col.,

1991, Razin y Vassetzky, 1992).

Sin embargo existen gran cantidad de problemas metodológicos que han

podido frenar hasta ahora dichas investigaciones. Como sabemos, el punto de parida

para la obtención de matrices nucleares de cualquier tipo celular, pasa generalmente

por la obtención de núcleos aislados con un alto rendimiento, que permitan obtener

una muestra final de matrices adecuada. Como principales inconvenientes para el

fraccionamiento nuclear estos organismos presentan una pared celular rígida (Taylor,

1987a) y un contenido en DNA muy elevado (Spector, 1984, Rizzo, 1987).

Para solventar estos problemas hemos elegido un dinoflagelado de vida libre,

sin teca, A. carterae (Taylor, 1981b), con un bajo contenido en DNA (Galleron y

Durrand, 1978 y 1979), dentro del rango e incluso menor que el de algunas especies

de plantas en las que ya se han obtenido matrices nucleares (Marie y Brown, 1993).

Además de las características anteriores, su facilidad de cultivo (Oliveira y Huynh,

1989), nos ha permitido partir de un volumen de muestra considerable. Por otra pare

se ha evitado el aislamiento de núcleos al utilizar la técnica de microencapsulación
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de las células previamente a la extracción, con el fin de poder obtener matrices

nucleares ‘in situ” (Jackson y Cook, 1985, Jackson y col, 1988).

Hemos estandarizado el procedimiento de obtención de matrices de

dinoflagelados con resultados muy satisfactorios, semejantes a los obtenidos con

células en animales (Jackson y col., 1988) y eucariotas inferiores (Waitz y Loidí, 1988,

Lang y col., 1993).

Se eligió dicho procedimiento para evitar en el mayor grado posible la pérdida

de muestra que se produciría al intentar aislar núcleos, facilitar su manipulación, así

como evitar la producción de artefactos, que podrían originarse como consecuencia

del desplazamiento y reorganización de distintos componentes celulares a lo largo de

los distintos tratamientos a que se somete a las células.

La comparación al microscópio óptico y electrónico de las células

encapsuladas, con otras en estado libre y con las estructuras residuales finales,

demuestra que no se producen alteraciones estructurales significativas por efecto de

la encapsulación a lo largo del proceso extractivo, excepto la eliminación observable

de los componentes solubilizados en cada paso, obteniendo finalmente fracciones de

matrices nucleares y citoesqueleto, cuya organización básica es congruente con la del

organismo entero.

La puesta a punto del procedimiento de extracción nos ha permitido obtener

por primera vez matrices nucleares de dinoflagelados “in situ”, y comprobar que su
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matriz nuclear es de tipo eucariota, con ciertas características estructurales propias

derivadas de sus peculiaridades, pero semejante a la de animales (Berezney, 1984,

Verheijen y col., 1988), plantas (Moreno Díaz de la Espina y col., 1991, krachmarov

y col., 1991, Frederick y col., 1992) y eucariotas inferiores (Wunderlich y Herían, 1977,

Mitchelson y col., 1979, Waitz y Loidí, 1988, Lang y col., 1992, Eberharter y col.,

1993).

Este dato contribuye por un lado a aclarar algo mas la posición evolutiva de

dichos organismos, con un claro origen eucariota. y por otro demuestra que la matriz

nuclear es realmente una adquisición ancestral del núcleo eucariota que no depende

de la presencia de nucleosomas e histonas.

1.1.- ULTRAESTRUCTURA DE LA MATRIZ NUCLEAR

Las observaciones mediante microscopia óptica y electrónica, demuestran que

la matriz nuclear de dinoflagelados se organiza de forma semejante al resto de

eucariotas, con tres dominios estructurales: la lámina, matriz interna y nucleolo

residual, que se corresponden con dominios estructurales y funcionales del núcleo

intacto.

La lámina, con una estructura semejante a la de eucariotas superiores, está

muy desarrollada, observándose incluso en células sin extraer en algunas especies

de los mismos. La presencia de una lámina en otros grupos de eucariotas inferiores

(Wunderlich y Herían, 1977, Georgatos y col., 1989, Lang y Loidí, 1993), relacionados
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evolutivamente con los dinoflagelados (Sogin, 1991), confirma que esta estructura es

de origen ancestral.

En dinoflagelados la lámina tiene probablemente un significado funcional

ligeramente distinto al de eucariotas.Los dinoflagelados presentan una mitosis

cerrada, con separación de los cromosomas en el interior del núcleo, sin que se

produzca la rotura de la envuelta nuclear, ni los microtúbulos penetren al núcleo

(Heath, 1980). En otros eucariotas la lámina es responsable del mantenimiento de la

envuelta nuclear en interfase, estando directamente relacionada con su

desorganización en mitosis y posterior reformación al final de la misma (Dessev, 1992,

Nigg, 1992, Moir y Goldman, 1993). En este caso parece que aparte de ser el

soporte estructural de la membrana nuclear interfásica, la lámina podría jugar un

papel fundamental facilitando el anclaje de los cromosomas, a través de los

Rinetocoros, de manera que contacten con los microtúbulos citoplásmicos, los cuales

van a facilitar la segregación en mitosis (Oakley y Dodge, 1979, Heath, 1980).

La matriz interna fibrilogranular, es semejante a la descrita en eucariotas

superiores (Berezney, 1984, Verheijen, 1988, Moreno Díaz de la Espina y col., 1991,

Frederick y col., 1992) e inferiores (Wunderlich y Herían, 1977, Mitchelson, 1979,

Waitz y Loidí, 1988, Cardenas y col., 1990). Se corresponde con el esqueleto residual

de la región intercromosómica, distinguiendose claramente en las matrices los

espacios vacíos anteriormente ocupados por los cromosomas. Sus componentes

estructurales, análogos a los descritos en otros eucariotas, son fibras de unos 10 nm,

y gránulos de 20-25 nm. La característica específica es la presencia en ella de unas
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estructuras, que presentan una morfología y organización estructural semejante a la

de los “coiled bodies” (Bouiteille y col., 1974, Moreno Diaz de la Espina y col., 1982,

Martín y col., 1992b), pero que tienen cierta similitud con los gránulos

intercromatínicos, ya que son ricos en proteínas fosforiladas, como demuestra su

Unción con bismuto (Wassef, 1979, Puvion-Dutilleul y Laithier, 1987, Medina y col.,

1989, Moreno Díaz de la Espina y col., 1993b).

En cuanto al tercer componente estructural de las matrices, la matriz nucleolar,

al ser el nucleolo de dinoflagelados muy semejante al del resto de eucariotas, excepto

en lo referente a la región del organizador nucleolar, que presenta una estructura

análoga a la del resto de cromosomas de dinoflagelados (Salamin Michel, 1990,

Soyer-Gobilard y Geraud, 1992), no es de extrañar que el nucleolo residual presente

una estructura similar a los que se pueden observar en matrices nucleares de plantas

(Moreno Díaz de la Espina y col., 1991, Corben y col., 1989), animales (Berezney,

1984) y eucariotas inferiores (Waitz y Loidí, 1988). Esto indica que las estructuras

responsables del soporte físico de los procesos de transcripción y procesamiento del

rRNA están altamente conservadas en la evolución de eucariotas.

1.2.- PROTEíNAS DE LA MATRIZ NUCLEAR

Los perfiles polipeptídicos de las fracciones residuales que contienen matrices

nucleares con citoesqueleto, presentan claras diferencias con los de células enteras.

Aunque ambos son de composición compleja, el número de bandas es menor

después de la extracción, y los componentes mayoritarios son distintos.
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Sin embargo, al tener en la misma fracción las proteínas de la matriz nuclear

con las del citoesqueleto, y no poder determinar qué proteínas son componentes de

uno u otro dominio celular, la identificación de las proteínas específicas de la matriz

nuclear, se ha llevado a cabo con métodos inmunológicos. El hecho de que

presenten una lámina bien organizada así como un citoesqueleto conspicuo, nos llevó

a investigar en primer lugar las proteínas tipo filamento intermedio que los constituyen.

El anticuerpo universal contra filamentos intermedios IFA, que reconoce un epitopo

muy conservado de todas las proteínas de esta familia (Pruss y col., 1981), revela que

existirían al menos tres componentes tipo filamento intermedio con distintos pesos

moleculares en las muestras de matrices nucleares con citoesqueleto de

dinoflagelados, aunque probablemente un estudio en geles bidimensionales permitiría

concretar a cuantas proteínas diferentes se corresponden. Estos datos confirman la

aparición evolutiva temprana de estas proteínas, en contra de lo que se ha podido

deducir a veces, debido a la dificultad de su detección en eucariotas interiores

(Riemer y col., 1991). Aunque estas bandas podrían corresponder a laminas, ya que

son los miembros mas antiguos de la familia de los filamentos intermedios, no se

puede descarar la existencia de filamentos intermedios citoplásmicos debido a la

mmunofluorescencia citoplásmica observada con este anticuerpo.

Los anticuerpos contra laminas de vertebrados que reconocen dos de las tres

bandas reveladas por el IFA y otra de menor peso molecular, producen una reacción

de inmunofluorescencia que las localiza principalmente en la periferia nuclear, que

probablemente se corresponde con la lámina. Por tanto corresponderían a laminas

que se detectan por primera vez en dinoflagelados (Minguez y col., 1994);
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confirmando la hipótesis de que las laminas son miembros ancestrales de la familia

de los filamentos intermedios, muy conservadas a lo largo de la evolución (Weber y

col., 1989, Dodemont y col., 1990, Dóring y Stick, 1990).

Los resultado con los anticuerpos anti-lamina e IFA, parecen a primera vista

paradójicos, pues aparentemente al ser las laminas una clase de filamentos

intermedios, el anticuerpo universal contra este grupo de proteínas debería reconocer

a todas las laminas, tal como hemos visto en cebolla. Probablemente la banda de

menor peso molecular correspondiente a alguna proteína tipo lamina o filamento

intermedio, no sea reconocida por el IFA debido a que ha sufrido alguna modificación

que conduce a la eliminación de la secuencia de aminoácidos correspondiente a este

epitopo. Este fenómeno que no ha sido detectado hasta el presente en eucariotas

superiores, en eucariotas inferiores no es infrecuente, y ha podido ser la causa de que

se considerase en muchos de ellos la carencia de este tipo de proteínas. De forma

que en eucariotas inferiores una reacción positiva con el IFA implica que hay

filamentos intermedios, pero la ausencia de reacción con este anticuerpo no puede

excluir la presencia de este tipo de proteínas (Riemer y col., 1991 y 1993). De hecho,

el que pudiera tratarse de una lamina concuerda con los datos de Lang y col., 1992,

que han detectado en la matriz nuclear de Physarum una proteína tipo lamina de unos

50 KD.

En general aunque las laminas detectadas en dinoflagelados, presentan pesos

moleculares inferiores a los de animales y plantas <Krohne y Benavente, 1986,

Mínguez y Moreno Díaz de la Espina, 1 993c), se corresponden aproximadamente con
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los de otros eucariotas inferiores (Lang y col., 1992, Lang y Loidí, 1993)).

En lo que se refiere a la banda de 66 KD reconocida por el IFA, pero ausente

en todas las reacciones con los anti-laminas, podría corresponder a algún filamento

intermedio del citoesqueleto, lo que explicaría la fluorescencia a nivel citoplásmico con

este anticuerpo.

La identificación de la topoisomerasa II como componente del núcleo y la

matriz nuclear de dinoflagelados (Moreno Díaz de la Espina y col., 1993a, Minguez

y col., 1994) ha sido de mucha importancia, ya que constituye un carácter eucariota

más de este Phylum. Hasta ahora no se sabía si el DNA de los dinoflagelados, que

no tiene histonas, tenía enzimas del tipo de las topoisomerasas eucariotas. Dado que

el anclaje de los “loops” de DNA a la matriz nuclear en eucariotas, se produce

mediante la topoisomerasa II (Adachi y col., 1989, Razin y Vassetzky, 1992), su

presencia en dinoflagelados indica que su DNA atipico (Dodge, 1985), podría

organizarse en “loops” de tipo eucariota. La posible asociación inespecífica de la

topoisomerasa II, a los elementos residuales de la matriz nuclear durante el proceso

extractivo de los núcleos, queda descartada por la metodología utilizada, que incluye

baja temperatura, condiciones reductoras y no utiliza estabilización por calor

(Kaufmann y Shaper, 1984 y 1991, Martelli y col., 1991b, 1992 y 1994, Stuurman y

col., 1992a).

Aunque, la presencia de las proteínas de anclaje no implica que existan

íoops”, la capacidad de asociación de secuencias MAR de otros sistemas indica que
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los complejos de anclaje son de tipo eucariota. Parece confirmarse por tanto que, la

matriz nuclear es una estructura altamente conservada, y que en el caso de

dinoflagelados, a pesar de las características peculiares de organización de su DNA,

también tiene un papel fundamental en la organización espacial del DNA en “loops”,

una de las funciones principales de la matriz nuclear en eucariotas (Nelson y col.,

1986, Bodnar, 1988). Por otra parte, al carecer de nucleosomas e histonas, el hecho

de que presenten una matriz nuclear eucariota demuestra que los mecanismos que

controlan los dos niveles fundamentales de organización de la cromatina en

eucariotas, nucleosomas y “loops”, pueden funcionar de forma independiente,

quedando la duda de cual surgió en primer lugar.

Por tanto los dinoflagelados son organismos que frente a un minino número de

características procariotas, como son la ausencia de nucleosomas e histonas, la

estructura de sus cromosomas, así como la asociación de estos a la envuelta nuclear

durante su división; pueden considerarse eucariotas, tanto por su organización

citoplásmica(Cavalier-Smith,1981, DodgeyGreuet, 1987), como por el resto de sus

características en cuanto a organización nuclear y componentes se refiere. Su DNA

presenta una organización secuencial eucariota (Rizzo, 1987 y 1991), además no

presentan síntesis continua del mismo, sino que se distingue una fase S

perfectamente diferenciada (Galleron y Durrand, 1979). Los rRNAs se organizan en

tandem (Herzog y col., 1984). Sus snRNAs presentan características semejantes a

los de eucariotas (Reddy y col, 1983 y 1985, Liu y col., 1984), además los estudios

secuenciales de rRNAs y 5S RNAs apoyan su pertenencia a eucariotas (Hinnebusch

y col., 1981, Lenaersycol., 1991).
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Nuestros resultados, contribuyen a su clasificación como eucariotas auténticos,

ya que presentan una matriz nuclear con una organización semejante a la de

eucariotas superiores, con capacidad de asociar específicamente secuencias MAR

heterólogas, y en la que hemos identificado proteínas capaces de ligar secuencias

MAR, tanto ¡aminas como topoisomerasa II. Por tanto, se puede sugerir, que a pesar

de carecer de nucleosomas e histonas, los dinoflagelados presenten una organización

de su DNA en ‘<loops” eucariotas.

Si junto con todo lo anterior, tenemos en cuenta que los dinoflagelados

vivientes mas primitivos, que son las especies parásitas y Oxhyrris marina, sí tienen

nucleosomas e histonas; cada vez cobra mas fuerza la hipótesis de que realmente,

la ausencia de éstos en el resto de las especies del Phylum se debería a una pérdida

secundaria del conjunto de genes de histonas (Loeblich, 1984), a la que han

sobrevivido gracias a su particular mitosis cerrada, que comparten con las especies

más primitivas.
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CONCLUSIONES



1.- La matriz nuclear de células de A. cepa presenta una organización

estructural constante, ya se extraiga en condiciones de alta o ba]a fuerza onica.

Consta de tres dominios estructurales y funcionales: lámina, matriz interna y matriz

nucleolar. Destaca la elevada estabilidad de sus componentes internos, frente a

agentes desestabilizantes como RNasa, 2 M NaCí, DTT y 3,5-diiodosalicilato de litio.

2.- Su composición proteica es compleja, con hasta 190 proteínas separables

en geles bidimensionales; confirmando que la matriz nuclear de A. cepa, no se

corresponde con un nucleoesqueleto sencillo formado por un número reducido de

proteínas, sino con una estructura compleja, cuya composición proteica varía en

función del procedimiento de extracción utilizado.

3.- La presencia de laminas tipo A y tipo B, con valores de peso molecular y

punto isoeléctrico muy conservados, y con una distribución no sólo periférica, que se

corresponde con una lámina bien organizada, sino también asociada a la matriz

interna, confirma que las laminas son miembros antiguos de la familia de los

filamentos intermedios, que se han conservado en plantas mejor que los

correspondientes filamentos intermedios citoplásmicos, ya que en ellas no está clara

la existencia de un citoesqueleto organizado de filamentos intermedios.

4.- La presencia de componentes antigénicos relacionados con los filamentos

intermedios en la matriz interna, junto con la estabilidad de este dominio de la matriz

frente a la extracción con urea, indica que podría existir un nucleoesqueleto básico

formado por proteínas de tipo filamento intermedio.
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5.- La topoisomerasa II, con un peso molecular semejante al descrito en otras

especies de plantas y antigénicamente relacionada con la topoisomerasa II de células

humanas, es un componente de la matriz nuclear de cebolla. Su localización

coincidente con la del DNA residual, indica, que la topoisomerasa II residual

probablemente participa en el anclaje de los “loops’ de DNA a la matriz.

6.- Los gránulos intercromatínicos son componentes estructurales constantes

de la matriz interna de A. cepa, con una distribución semejante a la que tienen en los

núcleos “in situ’, como demuestra su afinidad por el bismuto y la localización en ellos

de epitopos característicos de los gránulos intercromatínicos. Estos datos relacionan

a los gránulos intercromatínicos, con la red ribonucleoproteica de la matriz nuclear

interna.

7.- La distribución diferencial de los componentes de la matriz interna

demostrada por inmunomarcado sugiere la existencia de al menos dos subdominios

estructural y funcionalmente distintos, aunque altamente interrelacionados, en la

matriz interna. Uno es fibrilogranular, incluye a los gránulos intercromatínicos, y

contendría los complejos multiméricos que intervienen en el “splicing” del hnRNA;

proporcionando el soporte físico para los “tracks” de RNA nuclear.

El otro es fibrilar, contiene proteínas estructurales, probablemente de tipo

filamento intermedio, pero también topoisomerasa II y DNA residual, y podría

corresponder al nucleoesqueleto básico al que se asocian, de forma estable, los

“loops’ de DNA y los complejos de replicacron.

185



8.- La matriz nucleolar es el único dominio de la matriz nuclear de A. cepa

facilmente separable, al poder obtenerse a partir de nucleolos aislados, y quizás por

ello el mejor definido. Constituye el soporte físico subyacente del nucleolo, ya que el

mantenimiento de la estructura y forma nucleolar depende, al menos parcialmente,

de su propio nucleoesqueleto y no de otros componentes de la matriz nuclear.

9.- La composición proteica de la matriz nucleolar es compleja y distinta de la

del nucleolo aislado; con mas de 125 proteínas separables en geles bidimensionales

y enriquecida en proteínas ácidas; demostrando que corresponde a una estructura

compleja.

10.- A nivel ultraestructural la aportación mas significativa de nuestro trabajo,

es la demostración de que los centros fibrilares del nucleolo son componentes de la

matriz nucleolar.

11.- El uso de técnicas de inmunomarcado, nos ha permitido identificar dos

proteínas típicas nucleolares como componentes de la fracción insoluble

correspondiente a la matriz nucleolar. Mientras que la fibrilarina es un componente

mayoritario de las matrices, la nucleolina es mucho menos abundante.

12.- La presencia de una fracción insoluble de fibrilarina como componente de

la matriz nucleolar de A. cepa, indica la existencia de complejos multiméricos que

intervienen en el procesamiento del rRNA, asociados a la matriz nucleolar. Su

utilización como marcador de los mismos, nos ha permitido establecer su distribución
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topológica en la matriz nucleolar mediante microscopia confocal.

13.- La presencia de la nucleolina como componente minoritario de la matriz

nucleolar, demuestra el papel que juega esta proteína en el anclaje de los “íoops’ de

rDNA a la matriz.

14.- La técnica de encapsulación en microbolas de agarosa ha permitido

obtener matrices nucleares de dinoflagelados ‘in situ”, con un elevado rendimiento,

sin alteraciones morfológicas, y con un grado de extracción adecuado y homogéneo.

15.- Los dinoflagelados que carecen de nucleosomas e histonas, tienen una

matriz nuclear con una organización típicamente eucariota: con lámina, matriz interna

y matriz nucleolar. La matriz nuclear es por tanto una adquisición temprana del núcleo

eucariota, altamente conservada a lo largo de la evolución.

16.- La existencia de proteínas antigénicamente relacionadas con las laminas

de eucariotas, en la lámina de dinoflagelados, con pesos moleculares algo inferiores

a las de animales y plantas, pero semejantes a las de eucariotas inferiores, confirma

el origen ancestral de estas proteínas, altamente conservadas a lo largo de la

evolución en eucariotas.

17.- La identificación en la matriz nuclear de dinoflagelados de proteínas con

afinidad por las secuencias MAR, como la topoisomerasa II y las laminas, unida a su

capacidad de ligar secuencias MAR de sistemas heterólogos, sugiere que la matriz
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nuclear jugaría un papel en la organización de su DNA no nucleosómico en “loops,

siendo los complejos de anclaje de tipo eucariota. Por tanto, los mecanismos de

interacción DNA-proteínas parecen estar muy conservados en ellos a pesar de no

presentar histonas.

18.- La existencia de una matriz nuclear en dinoflagelados, implicada en la

organización del DNA en dominios discretos, indica que esta estructura es una

adquisición temprana del núcleo eucariota, independiente de la existencia de

nucleosomas e histonas, de manera que los mecanismos que controlan los dos

niveles de organización de la cromatina eucariota, loops de DNA y nucleosomas,

serían molecular y evolutivamente independientes.

19.- La demostración de que los dinoflagelados presentan una matriz nuclear,

con una organización y composición semejante a la del resto de eucariotas, confirma

su origen eucariota, y constituye una importante contribución a la taxonomía del

P hy 1 u m.
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APENDICE A: TABLAS



TABLA 1. METODO DE AISLAMIENTO DE MATRICES NUCLEARES DE ALLIUM
CEPA CON SOLUCIONES DE ALTA FUERZA ¡ONICA.

MaRISTEMOS O4RLTRAOOS EN M!OO OS AISLAMIENTO

- Homogeneizacion 3x15 sg.
- Filtración a través de tres filtros superpuestos de luz
de malla 30, 50 y 100 pm. “Repetido al menos tres
veces”

1

TRADQ~ NUCLEOS # WPIJRSZAS

- Centrifugación 2400 rpm

- Resuspensión del pellet en medio fresco. “Repetida

tres veces mínimo”.

NUCLEOS AISLADOS

- Predígestión con DNasa ¡ 50 pg/ml en TM (10 mM

Tris HCI pH= 7.4, 5 mM MgCI
2, 1 mM PMSF, 20 mM

DTT).

NUCLEOS PREDIGERIDO

j[ - Extracción can Tritón X-100 al 0.5% en TM, 1 mM

PMSE, 20 mM Dfl.

NUOLÉOS TRITON X-10

I - Digestión con nucleasas exógenas: 200 pg/ml ONasa
1,100 pg/ml RNasa A en TM, 1 mM PMSF, 20 mM
DTT.

NUCLEOS RESIDUALES

- Extracción con LM (10 mM Tris HCI pH=7.4, 0.25 mM

MgCI2, 1 mM PMSF, 20 mM DTT).

NUCLEOSLM

- Extracción con HS (10 mM Tris HCI, pH=7.4, 0.25 mM

MgCI2, 2 M NaCI, 1 mM PMSF, 20 mM DTT).

MATRICES NUCLEARE

- Extracción con 4 M urea , lOmM Tris HCI ph=8, 1 mM

EDTA, 1 mM PMSF, 20 mM DTT.

MATRICES NUCLEARES EXTRMDAS CON UREA

211



TABLA II. AISLAMIENTO DE MATRICES NUCLEARES POR EL METODO LIS

NUOLEOSDE AEUUM CEPA~O.AMP»1DMUM CARTER 1
- Predigestion con 50 pg/mI de DNasa en DR (20 mM

Tris HCI pH=7.4, 20 mM KCI, 70 mM NaCí, 10 mM
MgCI2, 0.05 mM espermina, 0.125 mM espermidina,
0.1% digitonina, 1 mM PMSF, 20 pgml aprotinina, 20
mM Dfl.

NUCLWS PRÉraRROD

- Extracción con solución de LIS (5 mM HEPES/NaOH

pH=7.4, 0.25 mM espermina, 2 mM KCI, 2 mM EDTA,
0.1% digitonina, 25 mM 3,5-dijodosalicilato de litio, 1
mM PMSF, 20 pgml aprotinina, 20 mM DTT).

- Lavados con DR varias veces.

NUOLEOS<US ~

- Digestion con ONasa 1, 200 ~‘g/ml en D

- Lavados con DB abundantes.
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TABLA iii. METODO DE AISLAMIENTO DE MATRICES NUCLEOLARES.

MCLEQ&M$tAbQ$ yAD4~A ~>~MWIC> SIN Mg

.

- Sonícacían de la fracción resuspendída en medio de
aislamiento de nucleolos: 2.1% Ficoil, 10 mM Tns HCI
pH=7.8, , 0.25 mM 13-mercaptoetanol, 5 mM MgCI2, 1
mM PMSF, 20 mM DTT.

ENUOLE ~tOS004 RE$TQS UE OÁOMATWA

- Incubación con LM (10 mM Tris HCI pH=7.4. 0.25 mM

MgCI2, 1 mM PMSF, 20 mM DTT). Eliminacón de
restas de cromatina.

NUCLEOLOS ~t’WPURUA

- Purificación: centrifugación a través de un colchón de

1.5 M sacarosa, 1 mM MgCI2, lO mM Tris HCI pH=7.8,
1 mM PMSF.

iUOtZOLQ$ AtSLAUO$:.: :.: ..:..~ . ..:

- Digestiones con DNasa ¡ y RNasa A. 200 pg/ml de

DNasa ¡>100 pg/ml de RNasa A en TM (Tris HCI 10
mM pH=7.4, 5mM MgCI2, 1 mM PMSF, 20 mM Dfl).

NUCL~OLOS $EBIDUALE

- Extraccion con HS (10 mM Tris HCI pH=7.4, 0.25 mM

MgCI2, 2 M NaCí, 1 mM PMSF, 20 mM DTT)

‘MATRIG~S NUCLEOLAR 1
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TABLA IV. METODO DE OSTENCION DE MATRICES DE DINOFLAGELADOS

UL1WOS CE WNQPLAGS.ADO$ 1

- Predigestión con ONasa ¡ 50 pg/ml en TM (10 mM

Tris HCI pH=7.4, 5 mM MgCi2, 1 mM PMSF, 20 mM
OIT).

GEtULAS PRSO$Qffi0A

- Lavados con LM (10 mM Tris HOI pH=7.4, 0.25 mM

MgCI2, 1 mM PMSF, 20 mM DTT.

- Digestión con DNasa ¡ 200 pg/ml, RNasa A 100 pg/mi

en TM, 1 mM PMSF, 20 mM OIT.

CELUEA$RtSIUUÁLES
- Extracción con LM.

NUCLEOS LM t RESTOS C$TO~ASNflCOS

- Extracción con HS (10 mM Tris HCI pH=7.4, 0.25 mM

MgCI2, 2 M NaCí, 1 mM PMSF, 20 mM OTT).

CELULAS LISADAS

- Concentración de los cultivos por centrifugación 500-

1000 mm.

- Lavados posteriormente en tampón A (10 mM Tris

HCI pHz7.4, 100 mM KCi, 25 mM EDTA, 0.25 M

sacarosa).

O 5LULAS R2SU6P~14WDA$t< TAMPON A.

- Se encapsularon los dinoflagelados en microbolas de

agarosa.

CELULAS.ENCAPSULAU

- Lisis del citoplasma con Triton X-100 al 3~/~ en

tampon E (el A sin sacarosa), para eliminar los

pigmentos

UAWRICE$ NUOLEARES + CITUE$QUEL!TO
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TABLA V. ANTICUERPOS PRIMARIOS. INMUNOBLOTTING

ANTICUE ANIMAL OILUCION MUESTRA

Anti-lamina de
poíío.

Policlonal G Conejo 1/75-100

1/50

1/50-200

- NM+U.

Acepa. 10

y 20.

- EcoIl

expresa Liii

de X.laevis.

-NM.

A.carte-rae.

Anti-iamina 62 de
pollo. LS-2B8

Monoclonal O Ratón SO - NM+U.

A.cepa. 10.

Anti-lamina A de
pollo. LS-484

Monoclanal O Ratón SO

1/10

- NM+U.

Acepa. 10

y 20.

-NM.

A.carte-rae.

Anti-lamina Li de
X.Iaevis. L7-4A2

Monaclonal O Ratón 1/100 - NM+U.

A.cepa. 10

y 20.

-NM

A.carte-rae.

Anti-lamina LII de
X.iaevis. L7-8C6

Monaclonal O Ratón 1/loo - NM+U.

Acepa. 10.

Anti-lamina Lii y
LIII de X.laevis.

L6-505

Monoclonal O Ratón 1/500 - E.coli. que

expresa LIII.

IFA Monoclonal O Ratón SO

50-1/10

- NM+U.

Acepa. 10

y 20.

-NM.

A.carte-rae.
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ANTICUES

Anti-vimentina Monoclonal G Ratón 1/100-500 - NM.

A.cepa. 10.

APA Monoclonal M Rata SO - NM.

Acepa. 10.

MAC 322 Monocíonal M Rata SO - NM+U.

Acepa. 10.

-NM.

A.carte-rae.

Anti-topo II
(CRA)

Policlonal G coneja 1/50 - NM.

Acepa. 10.

-NM.

A.carte-rae.

JIM 63 Monoclonal O Ratón SO - NM.

A.cepa. 10.

Anti-P105
Nuclear Antigen.

780-3. (iON)

Monoclonal M Ratón SO - NM.

A.cepa. 10.

Anti-nucleolina.
(Hamster)

Policional O Conejo 1/75 - NM.

A.cepa. 10.

Anti-nucieolina.
(Ratón>

Policianal O Conejo 1/200 - Num.

A.cepa. 10.

S4 anti-fibrilarina. Suero O Humano 1/200 - Num.

Acepa. 10.

Abreviaturas.- NM+U: matrices nucleares extraidas can urea. NM: matrices nucleares. Num:
matriz nucleolar. SD: sin diluir. 1 D: bíot monodimensional. 2D: blat bidimensional
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TABLA Vi. ANTICUERPOS SECUNDARIOS. INMUNOBLO’TTING.

AN11GU MARCADOR DILUC&ON ANTICUERPO V
ONF !CL.

Anti-IgG
con ej

Peroxidasa 1/250 Antí-lamína de
pollo

1/10” Anti-topo II.
(GR6)

1 /250 Anti-nucleolina.
(Hamster).

1/10”
Anta-nucleolina.

(Ratón)

Anti-IgG de raton. Peroxidasa 1/10” LS-2B8

1/10” L3-484

1/10” L7-4A2

1/lo” L7-8C6

1/250 L6-5D5

1/250-
1/1 000

1/10”

iFA. A.cepa.

iFA. Dinof.

Ant¡-igG humana. Peroxidasa 1/10” 5,,

Anti-lgG/igM de
rata.

Peroxidasa 1/100

1/100

AFB

MAC 322

1/100 U1M63

de
[Anti-l~M/l~G

ratón.

Peroxidasa iiío~-

1/10”

Anti-P105 Nuclear

Antigen. 780-3.
(ICN).

Abreviaturas.-
quimioluminiscente

CNF:
ECL

revelado con cloronaftol. ECL: revelado con el sistema
de Amersham.
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TABLA VII. ANTICUERPOS PRIMARIOS. INMUNOFLUORESCENCIA.

ANTICUERPO TIPO ANIMAL <MLUC*ON MUESTRA

Antí.lamina de
polio.

Policlonal G Conejo 1/50 - NM y N

A cepa

NM

A carte-rae.

Antí-topo II
(CRE)

Policlonal O Conejo 1/25 - NM y N.

Acepa.

-NMy

células

enteras.

A.carterae.

UIM 63 Monocíonal M Rata SD - NM y N.

Acepa.

Anti-nucleolina
<Ratón).

Policlonal O Conejo 1/100 - NM.

Acepa.

MAC 322 Monoclonal M Rata 1/50- 1/500 - Células

Pt K2.

Anti-fibrilarina
S.

Suero O Humano 1/100
1/200

- NM Y N

Acepa.

Anti-fibrilarina
P203

Monoclonal O Ratón 1/1 00 - NM y N

Acepa.

Abreviaturas.- N: núcleos aisladas. NM: matrices nucleares. SD: sin diluir.
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TABLA VIII. ANTICUERPOS SECUNDARIOS. FLUORESCENCIA.

ANTICO MARCADOR OfON ANTICUERPO it

Antí-IgO de FITC 1/400 Antí-lamina de

conejo. pollo.

1/50 Antí-topo II (CRB).

Anti-nu cleoli n a.

(Ratón).

Antt-lgG de ratón. FITC 1(50 Anti-fibrharina
P2G3

Anti-igO humana. FITC 1/50 5,,

Anti-igG de rata. FIlO 1/100 MAC 322

1/25-1/50 UiM 63
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TABLA IX. ANTICUERPOS PRIMARIOS. INMUNOMARCADO CON ORO

ANT¿CUCRPO TI ~At’liMM~ DLUCION ESTR

Anti-iamina de
polio.

Políclanal O Conejo 1/500-
1/1 000

- NM y N

A.cepa.

Anti-DNA
(Comercial)

Monoclonal M Ratón 1/10 - NM y N.

Acepa.

UIM 63 Monocional M Rata SD - NM y N.

A.cepa.

Anti-topa II
(CRB)

Policlonal O Conejo 1/50 - NM.

Acepa.

Ant¡-P105
Nuclear

Antigen. 780-3.
(ICN).

Monoclonal M Ratón SD-1/10

“

- NM.

Acepa.

-NM.

A.carte-rae.

Anti-nucleoiina.
(Ratón).

Políclonal G Conejo 1/100
1/200

- NM.

Acepa.

Anti-fibrilarina
5,

Suero O Humano 1(500
1/800

-NM.
A.cepa

Anti-fibrilarina
P2O3

monoclanal O Ratón 1/1 000
1/2000

-NM.
A.cepa

Abreviaturas.-ET
1 w
78 276 m
150 276 l
S
BT
N: núcleos aislados. NM: matrices nucleares. SD: sin diluir.
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TABLA X. ANTICUERPOS SECUNDARIOS. INMUNOMARCADO CON ORO.

ANTE» J¡ARCAUQR ClON A$1r.CU~RPO 12

Anti-lgO de
conejo.

Oro de 10 nm 1/100

1/75 (anticuerpo 39
UIM 63)

Anti-lamina de
pollo.

Antí-topo II (CRE).

Anti-nucleolina.

(Ratón).

Anti-lgM de rata.
(anticuerpo 2~ UIM

63).

Anti-lgM de ratón. Oro de 10 nm 1/50 Anti-DNA

Antí-PlOS Nuclear
Antigen. 780-3.

(ION).

Anil-IgO de ratón. Oro de 10 nm 1/50-1/75 Anti-Iibrilarina
9203

Anti-lgM de rata.
(Anticuerpo 2~ UIM

63).

Sin marcador 1/500 UIM 63

Anti-lgG humana. Oro de 10 nm 1/75 Anti- fibrilarina S,,.
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APENDICE B: SOLUCIONES



1—

ASP1 ASP2 ASP7 DV

NaCí 2.4g 1.8g 2.5g 1.8g

KCI 0.06 g 0.06 g 0.07 g 0.06 g

MgSO4.7I-120 0.6 g 0.5 g 0.9 g 0.5 g

MgC¡2.6H20 0.45 g

Ca(como Cl-) 40 mg 10 mg 30 mg 10 mg

NaNO3 lOmg Smg Smg 0.Osg

K2MPO4 2 mg 0.5mg 3 mg

Na2-glycerofosfato 5H20 2.5 mg 2 mg

Na2SiO3.9H20 15 mg 7 mg 20.5 mg

NaCO3.H20 3mg

Fe <como Cij 50 pg

Mezcla metálica Pu 1 ml 3 ml 3 mi 3 ml

812 0.02 ¡ag 0.2 pg 0.1 pg

Mezcla vitamínica S3 1 ml 1 ml

Mezcla vitamínica 8A 0.05 mi 0.1 ml

Acido nitrilotriacético 10 mg 7 mg

Tris (hydroximethyi)
amino metano

0.1 g 0.1 g 0.1 g 0.1 g

Fe (como EDTA) 0.01 mg

pH 7.6 7.8 7.8-8.0 7.5-7.8

1

J
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MEZCLA ~ <r~novtsotq
Polimixina 0.2 mg.

Estreptomicina 66 mg.

Tetraciclina 2.6 mg.

cIaranfenicol 0.56 mg.

Penicilina 30 mg.

Neomicina 4mg.

~> ~ »—r~-Úv,¶¿~¶rr.r3rr4—r~

Goma arábiga 2% PAl.

Glicerol 30% VN.

FicoIl 1.25% PAl.

Dextrano 2.25% PAl.

Seroalbúmina bovina (RSA) 100 i~g/ml.

Ácido etilendiamino tetracético

(EDTA)

0.5 mM.

13-Mercaptoetanol 8mM.

n-Octanol 4mM.

Fluoruro de fenil metil sullonilo

(PMSF)

1 mM.

Acetato magnésico (no añadir en
caso de obtención posterior de

nucleolos)

50 mM.

Dietilpirocarbonato 6.8 mM.
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TAMPON DE DISOCIACION ID 1
SDS 4%

Tris HCI 1 M pH=6.8 12%

Azul de bromofenol 0.010/o

Glicerol 20%

DII 0.1 M

AMPON DE EaCtRObOS IOX lb

Tris 30 g.

Glicina 144 g.

SDS íog.

H20 Hasta 1000 ml

COLORANTE DEQEL

Metanol 50%

Ácida acético 10%

Azul de Coomassie R250 0.3% 1

ÉPECOLORA NTE CE GBME

Metanol 27%

Ácido acético
1
1
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TAMPON QE QISOQACION 20

Urea 8 m.

13-Mercaptaetanol 2%

Pharmalitos 2%

Triton X-100 0.5%

Azul de Bramofenol Para dar color

TAMPOItDtEQUI LJBRIO2D

Tris HCI 0.5 M pH=6.8 10%

Urea 6 M.

Glicerol 30%

SDS 1%

Azul de Bromofenol Da calor.

lo-
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< ., •,«.Z*t*t~.*::.c ~ .:.:..«.xv:~. ~ .~stccs~.L~a~MA -

t~v~ >mut%w~a ~ C

TAMPONES DE ANODO

A) Metanol al 10% (VN) en Tris 0.3 B) Metanol al 10% (VN) en Tris 25
M pH=10.4. mM pH=10.4.

TAMPON DE CATODO

Metanal al 20% (VN) en Tris 25 mM pH=10.4.II 1



T~P4* rn
Tris base 89 mM

Ácido bórico 89 mM

EDTA 2mM

1

1NaCI 8% PAl.

KC¡ 0.2% PAl.

Na2HPO4 1.150/0 PAl.

KHPO2 4 02%

22?

15-

16-


	INVESTIGACIÓN DE LOS PRINCIPALES COMPONENTES DE LA MATRIZ NUCLEAR EN PLANTAS Y EUCARIOTAS INFERIORES.
	AGRADECIMIENTOS
	ABREVIATURAS
	ÍNDICE
	RESUMEN
	INTRODUCCIÓN
	La matriz nuclear como estructura aislada
	Funciones asociadas a la matriz nuclear
	Composición proteica de las matrices nucleares
	Matriz nuclear de plantas.
	Dinoflagelados

	OBJETIVOS
	MATERIAL Y MÉTODOS
	MATERIAL
	MÉTODOS

	RESULTADOS
	ALLIUM CEPA
	DINOFLAGELADOS

	DISCUSIÓN
	ALLIUM CEPA
	DINOFLAGELADOS

	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	APÉNDICE A: TABLAS
	APÉNDICE B: SOLUCIONES
	AYUDA DE ACROBAT READER
 
	SALIR DE LA TESIS



