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RESUMEN

En esta memoria de tesis se presenta un estudio mediante citoquimica,
inmunocitoquimica y métodos moleculares in situ del desarrollo gametofitico durante
la formacion del gametofito masculino y reprogramacién a embriogénesis en una
planta de interés agronémico, Capsicum annuum L., pimiento. En estadios inmaduros
y bajo tratamientos de estrés, es posible desviar al polen de su ruta normal de
desarrollo hacia una via esporofitica, mediante la formacién de embriones derivados
de microsporas 0 granos de polen que posteriormente contintan su desarrollo dando
lugar a plantulas haploides. Para estudiar este proceso de reprogramacion celular
hemos prestado atencidn al nucleo puesto que es el centro reguiador de los procesos
celulares y cualquier cambio de actividad génica en el programa de desarrollo se
refleja en la ultraestructura nuclear. La localizacion de antigenos nucleares
combinada con métodos citoquimicos, asi como hibridacién in situ y otros métodos
moleculares in situ han permitido detectar DNA, RNA, snRNPs, rRNA, rDNA, hibridos
DNA/RNA y proteinas nucleares y nucleolares especificas relacionadas con la
maquinaria de replicacion, ftranscripcién y procesamiento que han permitido
determinar los cambios dindmicos de la organizacidbn del ndcleo, visualizar
subcompartimenmtos funcionales del mismo durante los diferentes estados
fisiologicos de actividad y definir subdominios estructurales y funcionales en la regién
intercromatinica. La puesta a punto de algunos métodos se hizo en células
meristematicas de raiz de Allium cepa L, un sistema cuya organizacién nuclear ha
sido ampliamente estudiada en nuestro grupo de investigacion y la combinacién de
los meétodos citoquimicos con sondas moleculares nos ha permitido asignar
correctamente el marcado a los distintos compartimentos nucleares y de este modo
hemos podido establecer relaciones estructura-funcion y  seguir la
activacidn/desactivacion de los procesos nucleares en relacién a las fases del ciclo
celular de la microspora y el desarrolio del polen bicelular joven. Este abordaje nos ha
permitido caracterizar por primera vez el estado fisiolégico mas adecuado, la
microspora vacuolada tardia, en que tiene lugar un periodo de replicacion de DNA
que resuitd ser el estadio de desarrollo mas susceptible para responder a las sefiales
de estrés que inducen embriogénesis.
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1. EL PIMIENTO

Los pimientos son frutos de plantas de! género Capsicum perteneciente a la
familia de las Solanaceas. El pimiento es originario de América y fue infroducido en
Europa en 1494, después del segundo viaje de Coldn (Morrison y col., 1986). Se han
establecido dos grupos principales en funcidon de sus caracteres morfolégicos
(Eshbaugh y col., 1983). Estos son el grupo de flores coloreadas y el de flores
blancas, en el cual se incluye Capsicum annuum L. Son plantas herbaceas anuales,
con hojas pinnadas que parten de un eje central. Las flores estédn formadas por un
céliz corto y grueso y una corola de 6 pétalos. El periantio envuelve el pistilo, rodeado
de 6 estambres. Su complemento genético estd formado por 12 paregjas de
cromosomas y en ocasiones presentan dos nucleolos por célula (Fadén, 1993).

Las especies cultivadas de Capsicum se extienden por amplias zonas del
Mundo. El principal uso del pimiento es en la industria de las especias, por ejemplo, la
produccién de pimentén a partir de frutos de Capsicum annuum L. Su importancia
economica ha hecho que la mayor parte de los estudios se encaminaran hacia la
mejora de los cultivos y resistencia a patogenos, si bien no hay muchos estudios en
discipiinas béasicas como genética y fisiologia. '

2. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DEL PROGRAMA DE DESARROLLO DEL
GRANO DE POLEN ‘

El estudio del programa de desarrollo del grano de polen se justifica por el
importante papel que juega en la reproduccién sexual de angiospermas como vector
de transporte de los gametos masculinos (Mascarenhas, 1989; Sanchez-Pina, 1983).
Existen trabajos sobre la biologia celular y molecular del polen sin embargo no hay
abundantes estudios del saco embrionario o gametofito femenino (Medina, 1979,
Medina y Risuefio, 1980). Este desequilibrio se debe a que el polen es mas accesible
y se produce en gran cantidad, mientras que el saco embrionario esta muy protegido
por los tejidos del pistilo y su abundancia es mucho menor.
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El grano de polen es un sistema muy interesante para estudios del proceso de
diferenciacion celular y de la actividad génica diferencial de las dos células que lo
forman. Las células vegetativa y generativa muestran una distinta organizacidn
nuclear que es reflejo de las diferentes funciones que desempefan en la
reproduccién sexual en angiospermas. La célula vegetativa presenta una intensa
actividad transcripcional encaminada a producir la maquinaria necesaria para la
emision del tubo polinico, mientras que la generativa estd especializada en la
formacién de ios nucieos espermaticos o gametos, por o que [a principal funcién
nuclear que en ella se lleva a cabo es ia replicaciéon del DNA. La presencia de
variantes exclusivas de histonas en los nucleos generativos, descrita en granos de
polen de Lolium longifiorum L., se ha relacionado con la diferente expresion génica
en las dos células del gametofito masculino (Ueda y Tanaka, 1995).

El desarrolle normal del polen es un proceso estrictamente regulado que
incluye una secuencia ordenada de divisiones celulares que conducen a la formacion
del gametofito masculino. El desarrollo del polen es, por tanto, un sistema
experimental muy atractivo para el estudio de la regulacién del ciclo celular. La
duracion y dindmica de la fase S durante la interfase de la microspora no estan muy
definidas, a excepcion de datos de! grupo en Scifla peruviana L. (Arquiaga, 1985;
Testillano, 1991) y tampoco se conoce con exactitud en qué periodo de! cicio esta
parada la célula vegetativa, aunque se ha sugerido en base a experimentos de
citofotometria en nucleos de polen maduro de Nicofiana tabacum tefiidos con
Feulgen, que la célula vegetativa se encuentra en G1 (Zarsky y col, 1992). El estudio
de la progresidn del ciclo celular durante la gametogénesis masculina tiene gran
importancia en relacién al proceso de embriogénesis del poien.

3. DESARROLLO GAMETOFITICO DEL GRANO DE POLEN

En el ciclo de vida de tas angiospermas se produce una aiternancia entre dos
generaciones, la esporofitica (diploide) y la gametofitica (haploide). La generacion
gametofitica se reduce a estructuras microscopicas que dependen de los tejidos del
esporofito para su desarrolio. La funcién del gametofito es la produccion de los
gametos. El grano de polen es el gametofito masculino, formado en el interior de la
antera. La microsporogénesis es el proceso de formacion de la microspora que
posteriormente dara lugar los microgametofitos, procesc que en conjunto se conoce
como microgametogénesis. La masculina comienza con la divisién de una célula
esporofitica diploide, dando lugar a las células tapetal y espordgena (célula madre del
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polen) iniciales. La meiosis de las células madre del polen da lugar a tetradas de
microsporas haploides, que inicialmente se mantienen unidas por una pared de
calosa (1,3-B-glucano). La pared de calosa se degrada por accion de la enzima
calasa (Frankel y col., 1969), producida por el tapetum, gue es el tejido mas interno
de la pared de la antera y que también participa en la nutricion del grano de poclen
durante su desarrolio y contribuye a la formacion de la exina, ia pared especial del
polen, mediante el deposito de precursores solubles que polimerizan sobre la
superficie de las microsporas (Heslop-Harrison, 1971; Risuefo y col., 1969). La exina
esta reducida o es ausente en las aperturas, los poros a fravés de los cuales crece el
tubo polinico. La diferenciacidn del tapetum se manifiesta por una masiva
acumulacion polar de mitocondrias, reticulo endoplasmico y aparato de Golgi en la
porcion citoplasmica mas préxima al loculo de la antera. Las células del tapetum se
hacen binucleadas hacia paquitene de la profase meidtica de las células madre del
polen, con un contenido en DNA 2n en cada nucleo (Testillanc y col., 1993a).
Estudios ultraestructurales demostraron que cuando las células del tapetum se
diferencian en secretoras, se conectan entre si mediante la formacidn de largos
canales citoplasmicos (Bedinger y col., 1994). Se supone que estos canales sirven
para sincronizar la diferenciacion del tapetum y su funcién durante ei desarrollo del
polen.

Las microsporas, después de su liberacion de la tetrada al 16culo de la antera
por disolucion de la pared de calosa, experimentan un aumento de vdlumen,
acompanado de un proceso de vacuolaciéon que culmina hacia el final de la larga
interfase postmeidtica con la formacién de una gran vacuola que ocupa la mayor
parte del volumen del citoplasma y empuja lateralmente el naclec, creando una
polaridad celular que condiciona el desarrollo posterior de la microspora {(Arquiaga,
1985; Fadon, 1993; Testillano, 1991). La microspora esta programada para dividirse
asimétricamente dando lugar a dos celulas con destinos diferentes. El proceso de
vacuolacién que tiene lugar durante la interfase de la microspora crea las condiciones
para que la divisidon asimétrica tenga iugar, posiblemente mediante e! establecimiento
de gradientes de determinados factores citoplasmicos, obligando {a orientacion del
huso mitdtico paralela al tonoplasto de la vacuola, ya que el plano de divisién no la
puede atravesar. Cuando la division de la microspora esta proxima, las células del
tapetum degeneran y mueren, de forma posiblemente programada (Bedinger y col.,
1994). '
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Tras la division mitdtica se forma el grano de polen con dos céluias diferentes,
la vegetativa y la generativa, confinadas en la pared original de fa microspora. La
célula vegetativa ocupa la mayor parte del volumen del grano de polen, mientras que
la generativa es mas pequefa y esta incluida en el citoplasma de la anterior. Ei
citoplasma vegetativo es rico en todo tipo de organulos que van aumentando en
numero durante la maduracion del grano de polen, al tiempo que se reabsorbe la
vacuola que ocupaba gran parte de ese citoplasma (Giménez-Martin, 1970; Sanger y
Jackson, 1971). Aparecen entonces gran numero de plastidios que se van llenando
de almidon (Feijoo y Pais, 1988; Rodriguez-Garcia y Garcia, 1978) y otras estructuras
de reserva como gotas de lipidos, particulas P con polisacaridos {Heslop-Harrison,
1979). La céiula generativa, en cambio, presenta una fina capa de citoplasma con
pocas mitocondrias, ribosomas, reticulo endoplasmico disperso y dictiosomas
(Burgess, 1970; Sanger y Jackson, 1971). Sin embargo no aparecen plastidios en
esta célula posiblemente debido a la distribucién polar de los organulos previa a la
mitosis (Reynolds, 1990). Se ha descrito una baja densidad de poros nucleares,
reflejo de la escasa actividad transcripcional de {a célula generativa (Wagner y col.,
1990}, aunque tiene lugar la expresion de genes cuyos productos se requieren para
la segunda mitosis del polen, tales como ciclinas u otras proteinas de control del ciclo
celular (Jacobs, 1992). La célula generativa posee una pared celular propia en la que
se ha detectado la presencia de calosa (Gorska-Brylass, 1967). En etapas sucesivas
del proceso de maduracion del polen, la célula generativa migra desde su posicidn
inicial periférica, en contacto con la pared del polen, hacia el interior del grano de
polen. Este proceso estd acompaiado de un cambio en la forma de la célula
generativa que en |la fase de madurez adopta un perfil fusiforme (Giménez-Martin,
1970).

Las células vegetativa y generativa no sélo son morfolégicamente distintas, si
no que tienen un diferente programa de desarrollo. La célula vegetativa es la
encargada de la sintesis de la maquinaria necesaria para ia formacién de tubo
polinico, que lleva los gametos masculinos a través del estilo hasta el saco
embrionario o gametofito femenino para la doble fecundacion. En cambio la célula
generativa, entra en ciclo celular y se divide mitéticamente dando lugar a dos nucleos
espermaticos o gametos masculinos. Numerosos estudios han mostrado una
estrecha asociacion entre las células vegetativa y generativa. Se ha demostrado que
existe una mayor densidad de poros nucleares en la superficie del nucleo vegetativo
proxima a la célula generativa que en {a superficie contraria (Shi y col., 1991). Sin
embargo no hay experimentos que identifiguen qué transcritos o proteinas
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especificas son transportados desde ia célula vegetativa a la generativa (McCormick,
1993).

En la mayoria de las familias el grano de polen maduro es bicelular y las
células espermaticas se originan durante la emision del tubo polinico. Este es el caso
del grano de polen de Capsicum annuum L. (Fadon, 1993). En otras especies, la
segunda mitosis del polen ocurre en la antera dando lugar al grano de polen tricelular.
En las etapas finales de la maduracién ocurre una drastica deshidratacién que reduce
el contenido de agua desde un 90% hasta un 45-50% en el momento de la antesis o
dehiscencia de [a antera (Barnabas, 1985). Una vez producida 1a antesis, el grano de
polen es transportado por el viento, insectos u otros agentes al estigma de un pistilo
adecuado. Entonces tiene lugar la germinacién y el grano de polen emite el tubo
polinico que crece por el interior del estilo transportando los nicleos espermaticos
(Arquiaga, 1985). Uno de elios se fusiona con la célula huevo o gameto femenino
dando lugar al cigoto diploide, y el otro se funde con la célula central del saco
embrionario originando el endospermo triploide, responsable de la nutricion del
embrién.

Estudios moleculares han demostrado que la transcripcion del genoma
haploide tiene lugar durante el desarrollo del gametofito masculino (Mascarenhas,
1989). Algunos genes expresados en el polen son especificos de la generacibn
gametofitica, mientras que otros también se expresan en el esporofito. Asimismo se
ha observado una elevada tasa de sintesis de RNA ribosdmico durante la interfase de
la microspora, que decae a medida que el grano de polen madura (Mascarenhas y
Bell, 1970; Peddada y Mascarenhas, 1975; Steffensen, 1966). Estudios
ultraestructurales de la evolucion de la arquitectura nucleolar durante la interfase de
la microspora demostraron una progresiva activaciéon de la biosintesis de ribosomas,
que alcanza su actividad maxima en G2 (Risuedo y col., 1988; Testillano, 1931). La
biosintesis de ribosomas durante estas fases se requiere para la traduccion de los
RNAs mensajeros sintetizados en los diferentes estadios del programa gametofitico.
Se ha descrito |la existencia de dos momentos durante el desarrollo del polen en los
que tiene lugar una diferente actividad génica (Stinson y col., 1987). Un primer grupo
de genes se expresaria después de finalizada la meiosis y su actividad se reduciria a
medida que el polen madura. Estos genes también son activos en tejidos
esporofiticos. E} otro grupo se activaria despues de la mitosis de la microspora y el
patron de acumulacion de RNAs mensajeros en los estadios finales de |la

maduracion, sugeriria su participacion en los procesos de germinacién y emisién del
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tubo polinico (Mascarenhas, 1989). Recientemente se ha determinado que la
expresion de heat shock proteins (HSP) de bajo peso molecular tiene lugar en las
etapas finales de la maduracidn del polen, durante la deshidratacion previa a la
antesis (Zarsky y col, 1995). Aunque su funcidon bioldgica es desconocida, se
especula con que podrian estar implicadas en la proteccion de estructuras celufares
durante !a deshidratacién.

El programa de desarrolio def grano de polen puede ser reproducido in vitro
bajo ciertas condiciones de cultivo. Este proceso se conoce como maduracion in vitro
y da lugar a granos de polen viables {Benito-Moreno y col., 1988).

4. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LA MADURACION IN VITRC DE
MICROSPORAS Y POLEN INMADURC

El desarrollo de la técnicas de cultivo in vitro de microsporas y granos de polen
inmaduros ha abierto grandes posibilidades para su aplicacidn en programas de
biotecnologia. En condiciones que suplen la accién del tapetum, el tejido que tapiza
internamente el saco polinico y que participa en la nutricidon del polen durante las
primeras fases de su desarrollo, las microsporas o granos de polen inmaduros se
desarrollan in vitro produciendo polen maduro que es capaz de germinar y es por
tanto viable para la fecundaciéon (Benito-Moreno y col., 1988). Este método fue
desarrollado en tabaco y‘ se basa en la utilizacion de medios de cultivo ricos en
glutamina (Benito-Moreno y col., 1988). La disponibilidad del sistema de maduracion
de polen permite evitar los casos de autoincompatibilidad polen-estigma (Heberle-
Bors, 1989). Muchas plantas han desarroliado mecanismos para controlar
selectivamente el éxito reproductivo del polen (Heberle-Bors, 1889; Vicente y col.,
1991). Las proteinas localizadas en la pared del polen reconocen otras en el estigma
o estilo previniendo la germinacién cuando ias dos proteinas estan codificadas por el
mismo locus, o permitiendo el crecimiento del tubo polinico cuando ambas proteinas
estan codificadas por loci diferentes (Herrero y Dickinson, 1979). Cuando las
microsporas o polen inmaduro se aislan de las anteras y se cultivan en medio de
maduracion es posible prevenir el depdsito de esas proteinas (autoincompatibilidad
esporofitica) o permitir gue se liberen al medio (autcincompatibilidad gametofitica). En
ambos casos, las proteinas podrian estar ausentes de la pared del polen y la
autopolinizacion seria posible. La posibilidad de superar las barreras de
autoincompatibilidad puede ser expiotada en mejora vegetal al permitir la produccion
de lineas endogamicas.
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Qtra aplicacion del método de maduracion in vitro es la de rescatar polen en
casos de esterilidad masculina (Hebere-Bors, 1989, Vicente y col., 1991). Muchos
tipos de esterilidad masculina (nuclear o citoplasmica) se deben a una disfuncion del
tapetum que conduce al aborto del polen y con frecuencia se producen microsporas
cuyo desarrollo post-meidtico estd bloqueado. La identificacidn de mutantes de
esterilidad masculina con evidentes defectos en la estructura de las céiulas tapetales,
apoya fuertemente el importante papel del tapetum en el desarrollo del polen
{Bedinger y cof., 1984). En esos casos, el aisiamiento de las microsporas antes del
aborto y su maduracion in vitro permitiria rescatar €l polen inviable.

QOtra aplicacion interesante de la maduracion in vitro es la posibilidad de llevar
a cabo la seleccidén de polen. Aproximadamente un 60% de los genes expresados en
el esporofito también se expresan en el polen (Mascarenhas y col., 1985; Tanksley y
col.,, 1981; Willing y Mascarenhas, 1984). Dado el numero elevado de granos de
polen por flor y su dotacién génica haploide, este solapamiento genético permite la
seleccion de muchos caracteres esporofiticos (por ejemplo de resistencia) a nivel de
polen mediante la aplicacion de presion de seleccion durante ja maduracién in vitro
seguida de polinizacién in situ con los granos de polen que contienen los genes de
interés (Heberle-Bors, 1989; Mulcahy y Mulcahy, 1983).

La transformacion del polen ha sido propuesta como un método muy
conveniente para la transferencia de genes en plantas superiores (Hess, 1980; 1987,
Ohta, 1986). Después de muchos afios de trabajo no hay una clara evidencia de que
el polen maduro pueda incorporar DNA y transferifio al saco embrionario (Heberle-
Bors y col., 1990). La aplicacion dei método de bombardeo de particulas ha permitido
transferir DNA en polen maduro (Twell y col'.', 1989). Este DNA se expresa
transitoriamente durante e! crecimiento del tubo polinico pero no se transmite a la
descendencia. La transformacion de microsporas y su posterior maduracion in vitro
resulta ser mas adecuada incluso que en meiocitos (De la Pefa y col., 1987) y de
esta forma se asegura que el DNA se incorpore al genoma de |a célula generativa y
de este modo se transmita a la siguiente generacion (Alwen y col., 1990; Stoger y
col., 1992).
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5. CULTIVO IN VITRO DE MICROSPORAS Y GRANOS DE POLEN PARA LA
OBTENCION DE EMBRIONES HAPLOIDES

Los antecedentes de la produccion de plantas haploides a partir de polen se
remontan a los experimenios de Guha y Maheshwari (1964) en Dafura jnnoxia.
Utilizando ia técnica de cultivo in vitro de anteras en medio solido para estudiar el
desarrollo del polen, estos autores observaron Ja aparicién sobre la superficie de las
anteras de embriones y posteriormente plantas, de ndmero cromosdmico haploide y
por lo tanto originadas del polen (Guha y Maheshwari, 1966). A partir de este
momento se obtuvieron plantas haploides derivadas de polen en varias especies
(Maheshwari y col., 1882; Raghavan, 1986). Los haploides permiten la eliminacién de
mutaciones letales y la deteccién inmediata de mutaciones recesivas, deletéreas o
no, que quedan desenmascaradas al no existir el homologe dominante. La obtencién
de lineas isogénicas por duplicacion cromosémica del haploide es el unico sistema
para obtener lineas totaimente homocigéticas y permite abordar ofras estrategias
como la seleccién in vitro de poblaciones de interés econémico como la tolerancia a
situaciones de estrés, patdgenos, etc... Debido a la importancia de la obtencion de
plantas haploides para mejora vegetal, se ha invertido un gran esfuerzo para producir -
plantas a partir de polen en varias especies (Heberle-Bors, 1985; 1989, Morrison y
Evans, 1988). El cambio de programa de desarrollo del polen desde la via
gametofitica a 1a esporofitica ha abierto interrogantes sobre los mecanismos que lo
desencadenan y en los dltimos afios los estudios se han dirigido hacia la
caracterizacion de los cambios estructurales y de los procesos bioquimicos que se
activan y/o reprimen cuando el polen es inducido hacia embriogénesis (Fadon, 1993;
Garrido ¥y col., 1995; Gonzalez-Melendi y col., 1995; Hause y col., 1993; Hause y col.,
1995; Pretova y col., 1993; Telmer y col, 1993; Touraev y col, 1995; Zaki y
Dickinson, 1990; 1991; Zarsky y col., 1992).

Aunque e! cultivo in vitro de anteras ha resultado ser eficiente para la
produccién de plantas haploides, sin embargo la pared de la antera representa una
barrera no solo para la observacién microscépica directa de la evolucion del polen en
desarrolio en los cultivos, si no también para ia transferencia de componentes desde
el medio de cuitivo hasta fas microsporas o polen en desarrollo. Ademas la pared de
la antera puede anadir al sistema sustancias no bien caracterizadas que dificultan el
control de la induccion y desarrollo del polen embriogénico y no se tiene la completa
seguridad de que los embriones obtenidos por cultivo de anteras deriven del polen y
no de células somaticas (diploides). Para superar estos problemas se han establecido
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sistemas de cultivo in vitro de microsporas y polen aislados (Chuong y Beversdorf,
1985; Benito-Moreno y col., 1988; Heberle-Bors, 1989; Kott y col., 1988; Kyo y
Harada, 1986; Lichter, 1982; Telmer y col., 1993; Zaki y Dickinson, 1990). La técnica
de cultivo de anteras es mas adecuada para los mejoradores que buscan la
produccidn de lineas isogénicas, mientras que el culiivo de polen aislado es ia técnica
idénea para los investigadores que estudian los factores que controlan el proceso de
la embriogénesis del polen. El éxito de los cultivos de polen depende de la calidad de
las plantas donadoras. Las plantas ahorran recursos en situaciones de crecimiento
desfavorables mediante la produccién de polen no funcional, puesto que durante el
desarrolio del grano de polen se produce una acumulacion de almidon, proteinas y
otras sustancias de reserva, 10 cual consume mucha energia.

Brassica napus y Nicotiana tabacum son las plantas modelo en las que se han
puesto a punto las condiciones para 1a obtencion de embriones haploides a partir de
cultivos in vitro de polen aislado bajo situaciones de estrés. En Brassica, las
microsporas aisladas justo antes de la mitosis son inducidas a formar embriones por
un choque térmico de 32°C (Custers y col., 1994; Hause y col., 1993; Lichter, 1982;
Pecham y Keller, 1988) seguido de cuitivo a 25°C. Un tratamiento a 32°C de una
duracibn de 8 horas fue suficiente para reprogramar imreversiblemente las
microsporas hacia embriogénesis. Durante este periodo de tiempo se produce una
reorganizacion del citoesqueleto que cambia la orientacién del huso mitético
influyendo en la divisdn simétrica (Hause y col., 1993; Zaki y Dickinson, 1991).

En tabaco, el estadio de desarrolio mas eficiente para la induccidn de
embriogénesis es el polen bicelular medio. En esta fase la célula generativa ya se ha
separado de la pared, se observan nucleolos distintos en las células vegetativa y
generativa, Ia vacuola de la microspora se ha reabsorbido, y comienza a depositarse
almidén en el citoplasma vegetativo. La sefal que desencadena la respuesta
embriogénica en el polen bicelular medio de tabaco es un cultivo en medio de ayuno.
Kyo y Harada (1986) realizaron cultivos en un medio osméticamente equilibrado sin
azucares ni nitrégeno (medio B) durante 3-4 dias. Al transferir los granos de polen a
un medio de cultivo rico en azucares, obtuvieron estructuras multicelulares que se
parecian a embriones globulares. El grupo de Heberle-Bors en Viena, desarrollé un
sistema de induccion de embriogenesis consistente en cultivo en un medio de ayuno
sin azucares, pero con nitrogeno (medio AM4) durante 6-7 dias, seguido de un cultivo
en un medio rico en sacarosa y suplementado con Fe-EDTA, en el cual se observd
una alta respuesta embriogénica, con la aparicion de embriones globuiares y
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posteriormente acorazonados y torpedo, los cuales, en un medio con una baja
concentracion de sacarosa, dieron lugar a plantulas (Benito-Moreno y col., 1988;
Garrido y col., 1991). El polen obtenido al final del periodo de ayuno presenta unas
caracteristicas citolégicas que permiten distinguirto de cualquier estadio del desarrolio
normal del grano de polen (Heberle-Bors, 1989). Los nucleos (vegetativo vy
generativo) se situan en el centro del grano de polen. El citoplasma es escaso,
reducido a una fina capa en contacto con la pared con conexiones hacia el interior, a
través de vacuolas. No se observa la presencia de almidon. Estas caracteristicas
citologicas, apreciables en aplastados tenidos con acetocarmin, son debidas a un
proceso de degradacién citoplasmica como consecuencia del cultivo en medio de
ayuno (Heberle-Bors, 1988). Estudios ultraestructurales han demostrado la regresion
citoplasmica en el polen embriogénicoe de tabaco, con la formacidén de vacuolas y la
desaparicion de almidon (Garmrido y col., 1995). Esta degradacion citoplasmica,
posiblemente esta relacionada con 1a inhibicion y eliminacion de los productos de la
expresion génica del gametofito (Gamido y col., 1993). Ademds estos autores han
detectado una intensa condensacion cromatinica y una estructura nucleolar tipica de
una baja actividad sintética (Gamrido y col., 1995). Los cambios ultraestructurales
observados en el polen en cultivo de tabaco reflejan un bloqueo de la actividad
celular en respuesta al tratamiento de estrés, similar al producido experimentalmente
tras tramientos fisicos y quimicos (Risuefio y Medina, 19886).

En pimiento, estudios antericres de Sibi y col. (1979) habian descrito la
induccion de embriogénesis a partir de cultivos de anteras que contenian microsporas
préximas a la mitosis. Los botones florales se pretrataban a 4°C durante 48 horas y
después las anteras se cultivaban en un medio base enriquecido con hormonas y
vitaminas. Como resultado de la division de las microsporas en esas condiciones, se
obtuvieron dos células simétricas cuya evolucidén posterior era comparable a la de la
embriogénesis zigotica. El pretratamiento a 4°C de los botones florares, podria actuar
de forma equivalente al cultivo en medio de ayuno, al ralentizar el metabolismo y por
tanto el aporte de nutrientes desde el tapetum a las microsporas (Vicente,
comunicacion personal).

La disponibilidad de dos eficientes sistemas de cultivo in vitro de microsporas
y polen para embriogénesis ha abierto la posibilidad de aplicar técnicas bioquimicas y
moleculares para estudiar ios mecanismos implicados en el cambio de programa de
desarrollo hacia la via esporofitica. En geles bidimensionales tefidos con plata de
extractos de microsporas de Brassica después de 8 horas de tratamiento a 32°C (es
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decir, inducidas hacia embriogénesis) se observan varios puntos correspondientes a
proteinas especificas que estan ausentes o presentes en bajos niveles en
microsporas no inducidas, cultivadas a 25°C. Asimismo se ha observado que algunos
RNAs mensajeros se activan por el tratamiento de choque térmico (Pecham y col.,
1991). En tabaco, se ha descrito que la transcripcion de genes especificos tiene lugar
durante el tratamiento de ayuno y al menos dos RNAs mensajeros mayoritarios se
inducen en respuesta al tratamiento de ayuno (Garrido y col., 1993). Sin embargo las
proteinas correspondientes no han sido detectadas en polen embriogénico después
de marcado in vivo con metionina [835]. Kyo y Harada (1990) tampoco detectaron la
sintesis de ninguna proteina especifica de polen embriogénico en geles
bidimensionales terfidos con plata. Estos resultados sugieren que fos RNAs
mensajeros sintetizados en el polen embriogénico son almacenados en una forma
franscripcionalmente inactiva y solo se traducen cuando son transferidos a un medio
rico en azucar. Puesto que la sintesis de proteinas es un proceso gue requiere un
alto consumo energético, el polen embriogénico puede disponer de mecanismos que
eviten la traduccién de estos mensajeros puesto que sus productos no son
necesarios para la supervivencia inmediata bajo condiciones de ayuno (Garrido y col.,
1993). Sin embargo, no ha sido probado que la inducion de la expresidn génica en
cultives de microsporas de Brassica bajo condiciones de choque térmico o de granos
de polen de tabaco cuitivados en medio de ayuno, esté relacicnada con {a induccién
de embriogénesis. Posiblemente se trate de la expresidén de genes relacionados con
una respuesta a tratamientos de estrés (Garrido y col., 1993, Vicente y col., 1991).

6. EL NUCLEQ CELULAR

El nicleo es el centro regulador que gobiema los procesos celulares y su
organizacién funcional refleja el estado de actividad de la célula (Fakan y Puvion,
1980; Risuefic y Medina, 19868; Risuefio y Testillano, 1994). Los estudios
ultraestructurales del nucleo celular han definido distintos compartimentos nucleares,
no separados por un sistema de membranas, en los que se llevan a cabo diferentes
funciones. El patron de condensacién de la cromatina, densidad de estructuras
fibrilares y granulares en la regién intercromatinica y arquitectura nucleolar, cambian
durante el desarrollo gametofitico en relacién a las variaciones de la actividad génica
(Risueno y col.,, 1988; Testillano y Risuefio, 1988; Testillano y cot., 1995). El
programa de desarrollo del polen es por tanto un proceso muy interesante para
estudiar la organizacion funcional del nuclec y el establecimiento de relaciones
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estructura-funcion en base a la localizacion de moléculas asociadas a distintos

procesos nucleares en diferentes momentos de actividad.

La reprogramacién del polen hacia embriogénesis en respuesta a tratamientos
de estrés supone cambios que pueden ser detectados estudiando las variaciones en
fa organizacion e interrelacion entre los compartimentos nucleares. Apenas existen
datos moleculares (Garrido y col.,, 1993; Kyo y Harada, 1990; Zarsky y col.,, 1992,
1995) sobre el proceso de la induccidén de embriogénesis del polen, pero son aun
menos numercsos los estudios celulares. Hemos comenzado por realizar un estudio
secuencial a nivel celular de la organizacidon nuclear durante el desarrollo
gametofitico, especialmente en los estadios mas sensibles para responder a las
senales de estrés que desencadenan el proceso embriogénico. La caracterizacién del
estado de actividad en esas fases y en el polen embriogénico permitira determinar
marcadores celulares del procesc de induccién de embriogénesis del polen y por
tanto obtener informacion sobre los procesos que se activan cuando el polen es
reprogramado hacia la via esporofitica. Este estudio se ha abordado mediante la
. aplicacidén de métodos citoquimicos, inmunocitoquimicos y de hibridacion in situ para
{a deteccién in situ de moléculas y procesos.
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OBJETIVOS

Después de que Guha y Maheshwari obtuvieran en 1964 embriones haploides
de Datura a partir de anteras en cultivo, se abrié una nueva linea de investigacion
encaminada a inducir embriogénesis de polen en otras especies de interés cientifico
y comercial. Sin embargoe aun no se conocen cuales son los mecanismos que
disparan la respuesta embriogénica. Nuestro interés se centraba en la caracterizacion
celular, mediante métodos de localizacion in situ de moléculas, del proceso de
induccidon de embriogénesis. Para ello fue necesario realizar en primer lugar un
estudio secuencial del desarrollo gametofitico, especialmente de aquellas fases mas
susceptibles de responder a las condiciones de estrés que inducen embriogénesis,
cuya comparaciéon con las caracteristicas del polen embriogénico proporcionaria una
informacion muy util para comprender cdmo el polen se reprograma hacia una ruta de
desarrollo esporofitica. Hemos preseguido los siguientes objetivos:

1.- Se adaptaran a las condiciones de nuestro material los métodos de
crioprocesamiento de muestras mediante inclusion en resinas que polimerizan a baja
temperatura, para preservar la ultraestructura celular proxima al estado in vivo, a la
vez que el mantenimiento de las propiedades quimicas y antigénicas, con objeto de
localizar moléculas asociadas a distintos procesos nucleares que permitieran definir
estados fisiolégicos en distintos momentos del desarrollo del polen y fases del ciclo
celular.

2.- Seguimiento de la organizacién funcional del nicleo durante el desarrollo
gametofitico y establecimiento de relaciones estructura-funcién. Determinacién de los
cambios en el patron de condensacion de la cromatina, region intercromatinica y
nucleolo.

2.1.- Estudio de los cambios ulfraestructurales mediante la aplicacion de

técnicas citoquimicas especificas o preferenciales: tratamiento de metilacion-

acetilacion, preferencial para acidos nucleicos, NAMA-Ur, especifica para DNA

y tincién de EDTA, preferencial para ribonucleoproteinas.

2.2.- Inmunolocalizacion de moléculas que participan en importantes funciones

nucleares, asociadas a procesos de replicacion, transcripcion y

procesamiento.
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2.3.- Localizacién de los genes ribosomicos y los productos de |a transcripcion
mediante hibridacidon in situ en relacion a la subcompartimentalizacion
estructural de! nucleolo. Estudic de la organizacion funcienal de la cromatina
ribosomica en el nucleolo y la distribucién del RNA ribosomico,

3.- Determinacion de las condiciones de estrés mas adecuadas para inducir
una respuesta embriocgénica asi como de los marcadores mas adecuados para seguir
la evolucion de los cultivos. Estudio de las caracteristicas ultraestructurales del polen
embriogénico.

4.- Caracterizacion mediante métodos in situ de localizacion de moiéculas, dei

estado fisioldgico mas susceptible a la respuesta embriogénica con objeto de conocer

los mecanismos que intervienen en la reprogramacién hacia la ruta esporofitica.
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MATERIALES

El material utilizado en esta Tesis fue polen de pimiento (Capsicum annuum
L.) en diferentes momentos del desarrollo gametofitico y en los primeros estadios del
desarrolio esporofitico inducido mediante tratamientos de estrés que hacen que el
polen se reprograme hacia embriogénesis. Para la puesta a punto de las técnicas
empleadas en esta memoria de tesis y la busqueda de marcadores de ciclo celular se
utilizaron meristemos de raices de cebolla (Allium cepa L.) puesto que se trata de un
material cuyo ciclo celular esta bien caracterizado (De la Torre y col., 1989) y cuya
organizacion nuclear ha sido objeto de estudio en nuestro grupo durante anos
(Risuefio y Medina, 1988: Risuerio y Testillano, 1994).

1. GRANOS DE POLEN DE PIMIENTO

Para la obtencion de las plantas de pimiento se geminaron semilias de la
variedad americana, mantenidas a 4°C, en una mezcla de turba y sustratos. Ei
semillero se cubrié con plastico para mantener la humedad hasta la aparicion de
plantulas que, entonces, se transplantaron a macetas. El crecimiento de las plantas
se llevd a cabo en una camara de crecimiento de plantas con una intensidad de luz
de 14000 luxes y una distancia de las bandejas a la fuente de luz de 60 cms., una
temperatura de 23 °C y una humedad del 80%. Para el riego se utilizé una solucion
de un fertilizante rico en hierro, para evitar 1a clorosis de la hojas. Capsicum annuum
es una planta de dia largo, por o que para ia floracion requiere un fotoperiodo de 14
horas.

Transcurridos de 2 a 3 meses desde la siembra de las semillas, las plantas
empezaron a florecer. Se seleccionaron anteras de diferente tamano que contenian
granos de polen en diferentes momentos del desarrollo gametofitico. Para el cultivo in
vitro de polen aislado, se escogieron botones florales en los que Ia longitud de los
pétalos era ligeramente superior a {a de los sépalos.

2. MERISTEMOS DE RAiZ DE CEBOLLA

Se utilizaron bulbos de fa variedad francesa, obtenidos en el mercado. Para su

germinacion, se eliminaron las primeras capas secas y se lavaron con abundante
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agua para eliminar los inhibidores de la germinacién que suelen traer los bulbos
comerciales. A continuacion se colocaron en tubos largos y estrechos llencs de agua
filtrada en la que se sumergia la corona radicular. Al cabo de unos dos dias a
temperatura ambiente se obtenian raices de 3-4 cm de longitud. Se cortaron con un

bisturi los 3-4 mm apicales, que contienen el meristemo, y se fijaron.
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METODOS

1. INCORPORACION /N VIVO DE BrdU

Las raices de cebolla, dos dias después de su germinacion, se trataron con
una solucidén acuosa de 5-bromo-2'deoxiuridina 0.1 mM, 5-fluorodeoxiuridina 0.1 utM y
uridina 5 uM durante 1 hora (De la Torre y Gonzalez, 1979; De la Torre y col., 1985).
Transcurrido este tiempo, los apices radiculares se cortaron, se fijaron como se indica
en el apartado 3.1., se deshidrataron (ver apartado 3.2.), se trataron con el método
de metilacidn-acetilacion (MA, ver apartado 5.1.) y se incluyeron en Lowicryl K4M (ver
apartados 3.3. y 3.4.). Algunas muestras se incluyeron directamente en Lowicryl sin
realizar previamente el tratamiento de metilacion-acetilacién.

2. PROCESAMIENTO CONVENCIONAL DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA
ELECTRONICA

Se tomaron muestras de granos de polen en cultivo in vitro a distintos tiempos
y se procesaron para estudios de microscopia electrénica con objeto de determinar
los cambios ultraestructurales que se producen cuando el polen es desviado de su
programa de desarrollo normal hacia embriogénesis, en relacién a las caracteristicas
ultraestructurales que muestran los granos de polen durante su desarrollo
gametofitico.

2.1. Fijacién
2.1.1. Fijador Karnovsky

Como fijador primario se utilizd fa solucion de Karnovsky que se compone de
una mezcla de los fijladores formaldehido y glutaraldehido en tampén cacodilato
0.025 M, pH 6.9. Las concentraciones finales de ambos fijadores fueron 4% y 5%,
respectivamente.

Primero se prepard un solucién de formaldehido 8% (p/v) (preparada a partir

de paraformaidehido en polvo, Schuchardt Mlnchen) en agua. Para la completa
disolucion del paraformaldehido, es necesario calentar fa solucion en bafic hasta que
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ésta se vuelva completamente transparente. Si esto no fuera suficiente, se afade
una gota de NaOH 1iN. inmediatamente ia solucién se enfria en hielo. Los vapores de
formaldehido son téxicos por lo que el recipiente en que se prepara la solucidon debe

estar bien cerrado y la fijacion ha de realizarse en campana, sobre hielo.

A continuacion se anaden las cantidades apropiadas de glutaraldehido 25%
(TAAB) y cacodilato 0.1 M (solucion concentrada preparada a partir del polvo
comercial, TAAB) para obtener las concentraciones finales deseadas. Ademas se
anaden 0.5 pg/ml de CaCls anhidro y el pH se ajusta a 6.9.

Para facilitar la penetracion de los fijadores las muestras se desgasificaron
durante 1 min. en una bomba de vacio. La fijaciéon se llevé a cabo durante 5 horas a
temperatura ambiente. Después el fijjador se eliminé mediante dos lavados en
cacodilato 0.025 M de 30 min. cada uno, a temperatura ambiente. Para hacer los
cambios la suspensién de granos de polen se centrifugd, se eliminé el sobrenadante
y el precipitado se resuspendié en tampon. Después del utimo cambio los granos de
polen se incluyeron en agar noble 5% en cacodilato 0.025 M. La solucién de agar se
mantuvo en un bafo a 40°C para evitar su solidificacién y se anadieron entre 50 y
100 pl en funcién de la cantidad del precipitado de polen. inmediatamente después
de resuspender el polen en la solucidn de agar, se centrifugd y se dejo solidificar en
hielo. A los pocos minutos se extrajo la inclusién de agar y bajo una lupa se descarto
la zona superior que no contenia granos de polen, mientras que la inferior, en la que
se concentraban éstos, se cortd en pequenos cubos de aproximadamente 4 mm3.
Las muestras se mantuvieron en cacodilato 0.025 M durante una noche a 4°C.

2.1.2. Tetréxido de osmio

Como fijador secundario se utilizd tetroxido de osmio 1% en tampdn cacodilato
0.025 M. Se prepara a partir de ampollas con 0.1 gr. de tetroxido de osmio
cristalizado (Serva). La ampolla de vidrio se calienta en un bafo de agua hirviendo
para quitarle la etiqueta, con lo cual se licia su contenido. Después se enfria con
agua al chorro para que solidifique. El centro de la ampolla se raya con un lapiz de
diamante para facilitar su rotura y se introduce en un frasco de vidrio de paredes
gruesas, ileno con mezcla suifocrémica para limpiar el recipiente y la ampolia. Se
mantiene asi durante una hora y después se lava en agua corriente durante dos
horas. Finalmente se elimina todo el agua y se rompe la ampolla dentro del frasco
con un golpe de mazo. Inmediatamente se anaden 5 mi de agua destilada, con lo que
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se consigue un solucion de tetroxido de osmio 2% que se almacena a 4°C, bien
tapada para evitar la salida de los vapores toxicos de osmio. Para su utilizacién se
diluye a {a mitad en cacodilato 0.05 M.

La postfijacion se realiza en una solucidén de tetroxido de osmio 1% en
cacodilato 0.025 M durante dos horas, al cabo de ias cuales las muestras adquieren
un color negro signe de la fijacion del osmio. Después de tres lavados en cacodilato
0.025 M de 30 min. cada uno, las muestras se deshidratan.

2.2. Deshidratacion

La deshidratacién se lleva a cabo en viales donde el material se trata de ia
siguiente manera: etanol 30%, 60 min.; etanol 50%, 60 min.; etanol 70%, una noche a
4°C: etanol 90%, 60 min.; etanol 100%, 60 min., tres veces; etanol 100%:0xido de
propileno (1:1, viv), 5 min.; 6xido de propileno, 10 min., tres veces.

2.3. Infiltracion

Las muestras deshidratadas se infiltraron en la resina Epon 812 {Serva) de
naturaleza hidrofébica y muy Util para estudios ultraestructurales. Los recipientes que
se utilizan para su preparacion tienen que estar bien secos ya que la. humedad
dificulta la polimerizacion.

Se parte de cuatro componentes comerciales: Epon 812, DDSA, MNA y DPM-
20, conservados a 4°C, con los que se preparan las siguientes mezclas:

Mezcla A: 31 ml de Epon 812 y 50 mi de DDSA
- Mezcla B: 50 mi de Epon 812 y 44.5 mi de MNA

Las mezclas se homogenizan mediante agitacion lenta durante 20 min. para
evitar la formacién de burbujas de aire. La mezcla final contiene 75 mt de mezcla A,
75 ml de mezcla B y 2.7 ml de DMP-20. Finalmente se agita durante 20 min. y se
almacena en jeringas de plastico a -20°C.

La preparacién y manipulacién de la resina debe hacerse con guantes ya que
puede producir alergias por contacto con ia piel.
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Las jeringas de Epon que se vayan a utiizar para la infiltracion vy
polimerizacién, se sacan del congelador minutos antes de su uso para que ia resina
recupere su consistencia liquida. Las muestras se sumergen en una mezcla de oxido
de propileno:Epon (1:1, v:v) durante 45 min. a temperatura ambiente. Después se
pasan a otro viai con Epon puro en el cual se mantienen otros 45 min. E£! proceso de
infiltracion se completa durante una noche a 4°C en rotaciéon. Transcurrido este

tiempo las muestras deberan estar completamente sumergidas en la resina.

2.4. Polimerizacién

Los viales se sacan a temperatura ambiente unos minutos y se pasan
destapados a una estufa a8 37°C durante dos horas con objeto de eliminar la
humedad que hayan podido tomar,

Finalmente cada muestra se deposita individualmente en el fondo de capsulas
de gelatina dispuestas en una gradilia sobre un transiluminador, orientandola
adecuadamente. Las capsulas se relienan completamente con la resina y se
introducen en una estufa a 70°C durante al menos 18 horas para conseguir la-
completa polimerizacién.

3. CRIOPROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA
3.1. Eiiacidn

Se utilizaron apices meristematicos de raiz de cebolla (con y sin incorporacién
de Brdl) y anteras de pimiento. La fijacién se realizd en una solucion de
‘formaldehido al 4% (p/v) (preparada a partir de paraformaldehido en polvo,
Schuchardt Munchen) en tampdn fosfato salino [PBS: NaCl 140 mM, KCI 3mM,
NasHPO4 4 mM, KHoPO4 2 mM, pH 7.3], durante una noche a 4°C (ver descripcion
detallada sobre su preparacién en apartado 2.1.1.).

Para facilitar la penetracion del fijador, las muestras se desgasificaron durante
1 min. en una bomba de vacio. Después de la fijacion, las muestras se lavaron en
PBS tres veces, durante 15 min. cada una, a 4°C. En el caso de que las muestras no
se pudieran procesar inmediatamente después de la fijacién, se pueden almacenar
en una solucién de formaldehido al 0.1% en PBS a 4°C, para evitar la reversion de la
reaccion.
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3.2. Deshidratacion

La deshidratacion se realizd a 4°C en una serie de metanol de concentracion
creciente. Las concentraciones y tiempos utilizados fueron: metanol 30%, 10 min,;
metanol 50%, 10 min.; metanol 70%, 10 min.; y finaimente metanol 100%, 1h.

3.3. Infiltracién

Las muestras deshidratadas se infiltraron en la resina Lowicryl K4M (TAAB).
Esta resina se prepara a partir de tres componentes que se mezclaron en la siguiente
proporcion: 2.7 grs. de crosslinker, 17.3 grs. de monomer y 0.1 grs. de benzoin
etiléter. Esta mezcla se prepara en campana, con proteccion de guantes y mascarilla,
ya que los vapores de Lowicryl son muy téxicos y el contacto con la piel puede
producir alergias.

La infiltracion se realizé en agitacién y a 4°C en mezclas de metanol y
Lowicryl, con concentraciones crecientes de resina: metanol:Lowicryl 1:1 (viv) 2 h,,
metanol:Lowicryl 1:2 (viv) 2 h. y Lowicryl puro dos noches, con un cambio de resina
transcurridos los primeros 60 min.

3.4. Inclusién y polimerizacidn

Para la inclusidén se utilizaron capsulas de gelatina dispuestas en una gradilla
sobre hielo. Las muestras se depositaron en el fondo adecuadamente orientadas y
las capsulas se rellenaron completamente con resina recientemente preparada y se
taparon, ya que la presencia de oxigeno dificulta la polimerizacion.

La gradilla con ias capsulas se trasiadé a una camara de polimerizacion
provista de una lampara ultravioleta superior, que consta de dos tubos TLEW/0.5
(Philips), situada a una distancia de las muestras de 25 cms, y recubiera
interiormente con paneles metdalicos para asegurar una radiacion difusa y reflejada.
La polimerizacion se completé al cabo de 24 h. de irradiacion uitravioleta a 4°C y
otras 24 h. a temperatura ambiente.
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4. OBTENCION DE CORTES SEMIFINOS Y ULTRAFINOS
4.1. Cortes semifinos

Debido a la heterogeneidad del material utilizado, fue necesario obtener cortes
semifinos de 1 um con objeto de seleccionar las células de interés, a saber: células
meristematicas, en el caso de los apices de raiz de cebolia, granos de polen en
diferentes momentos de su desarrollo gametofitico, en el caso de {as anteras de
pimiento y granos de polen en cultivo in vitro. Asimismo, estos cortes observados
bajo contraste de fases en un microscopio optico sirvieron de control de la fijacién.
Los cortes de muestras incluidas en resina se obtuvieron en la talladora 11800
Piramitome {LKB) con cuchillas de vidrio fabricadas en un Kifemaker (LKB). Para la
puesta en definitivo de las preparaciones sobre portaobjetos se utilizé la resina
Euparal (Asco Laboratories). Los cortes se observaron en un fotomicroscopio Zeiss
bajo contraste de fases y se fotografiaron en pelicula de blanco y negro Plus X, de
100 ASA (Kodak). ‘

En paralelo, algunos cortes semifinos y aplastados de granos de polen’
cultivados in vitro se tifieron con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Serva), un
fluorocromo que se une a! DNA. Se prepard una solucién concentrada a 10 pg/mi en
agua destilada. Esta solucion es estable varios meses a 4°C. Para su uso la solucion
concentrada se diluyé 10 veces y se le afadio Triton X-100 al 1% para facilitar la
penetracion del colorante. Esta solucion se anade sobre los portas a los que estan
adheridos los cortes y tras 10 minutos de tincion, las preparaciones se observaron en
el microscopio de fluorescencia bajo irradiacién ultravioleta (A = 366 nm). El DNA
unido al DAPI emite una fluocrescencia azul (A = 488 nm). Se tomaron fotografias en
pelicula en blanco y negro Tri-X de 400 ASA y Kodak Gold Color de 400 ASA.

4.2. Tallado

Una vez localizada |la zona de interés, tras la observacién de! corte semifiho al
microscopio, se procedié a delimitar una regién trapezoidal de aproximadamente
1mm2 de &rea para la posterior obtencion de cortes ultrafinos. Esta operacion
también se realiz6 en el Piramitome.
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4.3. Recubrimiento de rejillas

Las rejillas empleadas para la recoleccion de los cortes ultrafinos se
recubrieron con una pelicula de formvar (TAAB) para facilitar su adhesion vy
estabilidad en la manipulacion posterior. Se utilizaron rejillas de cobre vy,
ocasionalmente, de oro de 200 mesh.

Se prepard una solucién de formvar al 1% (p/v) en cloroformo {(Merck) con la
que se recubrieron portaobjetos de 76 x 26 mm. Para elio se utilizd un dispositivo que
consiste en un embudo cilindrico de diametro ligeramente superior a la anchura de
los portaobjetos, con una llave que permite (a salida del liquido a velocidad constante.
El embudo, después de lavarlo con cloroformo puro, se rellené con la solucién de
formvar en la que se sumergié un portacbjetos limpio y se abrié la llave del embude
para permitir la salida del liquido. Una vez seco, se rasparon los bordes del
portaobjetos con una cuchilia y se hizo flotar la pelicula en una superficie de agua
bidestilada. La pelicula ha de ser transparente. Sobre ella se colocaron las rejillas con
su cara mate en contacto con la pelicula. Finalmente las rejillas se recogieron
introduciendo verticalmente en el agua un cristal de tamano superior al del
portaobjetos, recubierto con una etiqueta adhesiva, al que se queda adherida la
pelicula sobre la que se han colocado las rejillas.

4.4. Cortes uitrafines :

La pieza tallada se ajustd al cabezal del ultamicrotome Ultracut E (Reichert)
para ser cortada. Se empleé una cuchilla de diamante (Diatome), que tiene una balsa
que se llena con agua bidestilada en ia que flotan los cortes a medida que se
desprenden del filo. Después de orientar la superficie de corte paralela al filo de la
cuchilla, se seleccion6 un espesor de corte de 80 hrﬁ y se aproximoé la cuchilia a la
pieza. Las secciones obtenidas se seleccionaron por su espesor, indicado por el color
de interferencia que presentan, siendo las mas adecuadas las plateadas, y se

recogieron sobre ia cara mate de rejillas recubiertas con formvar.
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4.5 Tincidn de cortes ultrafinos con uranilo y plomo

4.5.1. Preparacién de acetato de uranilo

Se prepard una solucidn de acetato de uranilo al 5% (p/v) (Merck) en agua
destilada, se filtré y se almacené a 4°C protegida de la luz para evitar la formacion de
precipitados. Antes de su uso conviene centrifugar para evitar 1a posible presencia de
cristales.

4.5.2. Preparacion de citrato de piomo

Se prepard una solucién de citrato de plomo al 0.4% (p/v) (K&K) en agua. Esta
es una operacién delicada, pues ha de hacerse en atmosfera libre de CO», ya que la
solucion- puede precipitar en forma de carbonato. Se utilizé un tubo de centrifuga
hervido en agua destilada con unas pastillas de sosa durante 10 min. Después de
enguajarlo con agua bidestilada hervida, se secd su interior con un chorro de
nitrogeno gaseoso (N-55, SEQ). Una vez seco, se afnadieron en atmosfera de
nitrégeno: 0.02 grs. de citrato de plomo, 5 ml. de agua bidestilada hervida y 50 pl de
una solucién de NaOH 10 N. La boca del tubo se sellé con Parafiim M (American
National Can) y se agitd enérgicamente. La solucibn debe quedar transparente.
Finalmente, se anadieron 1-2 mi. de parafina liquida para aislar la sojucién del aire.
Se almacena a 4°C bien tapado con parafilm.

4.5.3. Tincién con uranilo y plomo

Las rejillas con los cortes se hicieron flotar sobre gotas de acetato de uranilo
de aproximadamente 10 i, dispuestas sobre una lamina de parafilm, durante 30 min.
para los cortes de Epon y 20 min. para los de Lowicryl, y en oscuridad. Después se
tavaron en gotas de agua bidestilada, tres veces durante 1 min. cada una y con un
chorro de agua bidestilada. Se dejaron secar y a continuacion se tifieron con citrato
de plomo durante 2 min. para los cortes de Epon y 30 sg. para los de Lowicryl. La
tincién se llevo a cabo dentro una placa Petri con unas pastilias de sosa para evitar la
precipitacion del plomo. El citrato de plomo se recogidé con una pipeta Pasteur cuya
punta habia sido estirada hasta dejar un capilar fino con el que se atravesd la capa
de parafina. Después de romper la punta para eliminar fos restos de parafina, se
repartieron gotas de la solucién de tincién sobre una capa de parafiim que cubria {a
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parte inferior de la placa Petri. Las rejillas se lavaron bajo un chorro de agua
bidestilada y se secaron al aire.

5. CITOQUIMICAS ULTRAESTRUCTURALES

Estas técnicas se llevaron a cabo en muestras fijadas en formaldehido 4% e
incluidas en Lowicryl K4M, para mejorar el contraste de las estructuras nucleares en
ensayos de inmunomarcado con oro.

5.1. Método de metilacion-acetilacion {MA) para acidos nucleicos (Testillano y
col., 1993b)

Esta citoquimica se realizé en bloque, es decir, antes de la inclusion de las
muestras en Lowicryl K4M. Se parti6 de muestras fijadas en formaldehido y
deshidratadas en una serie de metanol (ver apartados 3.1. y 3.2.), que se trataron
con una mezcla de metanol:anhindrido acético (5:1; viv) durante una noche a 25°C.
El anhidrido acético (Merck) se conserva a 4°C, pero se debe sacar de la nevera unas
horas antes de su uso para que se atempere. A continuacion se hicieron tres lavados
en metanol de 30 min. cada uno, a 4°C. Finalmente las muestras se incluyeron en
Lowicryl (ver apartados 3.3 y 3.4).

Los cortes se observaron en un microscopio electrénico EM 300 0 420 a 80 o
100 kV.

5.2. Citoguimica NAMA-Ur, especifica para DNA (Testillano y col., 1991)

Para estudios ultraestructurales del patréon de cromatina, esta técnica se
realizé en bloque, es decir, antes de la inclusion de las muestras en Lowicryl. Los
tejidos fijados en formaldehido 4% (apartado 3.1) se tfrataron con una solucién de
hidroxido sédico 0.5 N en formaldehido al 4% durante una noche a temperatura
ambiente. Esta solucién se prepara mezclando NaOH 2% y formaldehido 37%
{Merck) en la proporcion 10:1, viv. Después se lavaron en agua destilada durante 20
min. con un cambio transcurridos los primeros 10 min. A continuacion se trataron con
acido acético al 1% en tres cambios de 10 min. y se lavaron en agua destilada. Se
deshidrataron en una serie de metano!: metanct 70% durante 1 h. y metanol 100%
durante 90 min. con cambios cada 30 min. y se incubaron en una mezcia de
metanol:anhidrido acético (5:1, viv) durante una noche a 25°C. Finalmente se hicieron
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tres lavados en metano! de 30 min. cada uno y las muestras se incluyeron en Lowicryl
(ver apartados 3.3y 3.4)

Para la combinacion de esta citoquimica con inmunolocalizaciones, la técnica
se realizo sobre cortes ultrafinos de muestras fijadas en formaldehido e incluidas en
Lowicryl (ver apartado 3), después de la inmunodetecccion. Los cortes se recogieron
en rejillas de oro y se flotaron en gotas de: agua bidestifada durante 1 min. y una
mezcla de NaOH 0.5 N en formaldehido 4% durante tres horas. Después de dos
lavados en agua destilada, las rejillas se secaron al aire. A continuacion se trataron
como sigue: acido acético 1%, tres veces, durante 1 min. cada una, tres lavados en
agua destilada y secado al aire. Luego se deshidrataron en metanol 70% durante 15
min. y metanol 100%, tres cambios de 15 min. cada uno (las rejillas no fiotan en
metanol puro, por tanto se sumergen en &l con los cortes hacia arriba) y se incubaron
en una mezcla de metanolanhindrido aceético, 5:1 (v:v) durante una noche.
Finalmente las rejillas se lavaron en agua bidestilada, se dejaron secar y se tifieron
con acetato de uranilo 5% durante 1 h. a 60°C.

-Los cortes se observaron en un microscopio electronico EM 300 o 420 a 80 o
100 kV.

§.3. Tincion reqresiva de EDTA (Bernhard, 1969)

Esta tincion, preferencial para ribonucleoproteinas, se realizé sobre rejillas
previamente incubadas con anticuerpos anti-RNA o anti-snRNPs para estudiar la
relacion entre estructura y funcion en la regién intercromatinica.

Se preparé una solucion 0.02 M de una sal disddica del acido etilendiamino
tetracético (EDTA) en agua a pH 7. Esta solucion se mantiene a temperatura
ambiente y es estable durante meses.

Las rejitlas con cortes ultrafinos de Lowicryl se flotaron sobre gotas de acetato
de uranilo 5% en agua durante 20 min. en oscuridad. Después de lavar las rejillas en
agua destilada y dejarlas secar al aire, se depositaron sobre gotas de EDTA 0.02 M
durante 5-10 seg. A continuacién se lavaron en agua destilada y se dejaron secar.
Finalmente las rejillas se contrastaron con citrato de plomo 0.4%, depositandolas
sobre gotas de este agente de tincidn durante 30 seg; se lavaron en agua destilada y
se dejaroh secar al aire.
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Los cortes se observaron en un microscopio electronico EM 300 0 420 a 80 o
100 kV.

5.4. Digestién con DNasa |

La digestién con DNasa | se realizé como control de la especificidad de los
anticuerpos anti-RNA para demostrar que no habia reaccion cruzada de los mismos
con DNA (Mena y col,, 1994).

Cada rejilla se incubd en una solucién que contenia 20 U de DNasa |, libre de
RNasas (Boehringer-Mannheim), 30 U de RNasin (Promega) en un tampén
constituido por 3 mM MgCls y 6 mM Tris-Cl, pH 7.5. La incubacion se realizé durante
2 h. a 37°C. Después se lavaron dos veces en el tampdn utilizado para diluir la
DNasa, a temperatura ambiente, y se pasaron a PBS para iniciar el protocolo de
inmunolocalizacion de RNA,

Los cortes se observaron en un microscopio electrénico EM 300 0 420 a 80 o
100 kV.

6. INMUNOCITOQUIMICAS A NIVEL DE MICROSCOPIA ELECTRONICA
La localizacién inmunocitoquimica de diferentes antigenos nucleares se
realizé sobre cortes ultrafinos de Lowicryl K4M, recogidos en rejillas de cobre de 200

mesh. Los anticuerpos primarios utilizados y sus diluciones fueron:

anti-DNA, anticuerpo monoclonal (IgM) contra el DNA mono y bicatenario
(Boehringer). Concentracion: 20-50 ug/mi en PBS.

anti-histona H2B, anticuerpo policlonal de conejo (Muller y col, 1891), diluido al
50% en PBS con 1% de BSA.

anti-histona H4, anticuerpo policlonal de conejo (Muller y col, 1991), diluido al
50% en PBS con 1% de BSA.

anti-bromo-deoxiuridina, anticuerpo monoclonal (Amershan). Se utilizé sin diluir.
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anti-antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), anticuerpo monoclonal,
clon PC10 (Boehringer). Concentracion: 10-100 ug/mi.

anti-antigeno nuclear de proliferaciéon celular (PCNA), anticuerpo monocional,
cton 19F4 (Boehringer). Concentracion: 10-100 pg/ml.

anti-hibridos DNA/RNA, producido en cabra (Kitagawa y Stollar, 1982; Testillano
y col., 1994). Dilucién: 1/1.000 en PBS.

7.13, anticuerpo monoclonal contra la proteina D comun a los snRNPs U1,U2,
U4/U6 y U5 (Billings y col., 1985; Testillano y col., 1993b). Se utilizé sin diluir.

anti-NOR-90, suero humano autoinmune que reconoce ef factor hUBF (Chan y
col., 1991). Dilucién: 1/100 en PBS.

anti-B36, anticuerpo monoclonal contra la proteina fibrilarina (Christensen y col.,
1986; Testillano y col., 1992). Dilucién: 1/150 en PBS.

anti-RNA, autoanticuerpo monoclonal (Eilat y Fischer, 1991; Mena y col., 1994).
Se utilizé sin diluir.

Para revelar los anticuerpos primarios se utilizaron los comrespondientes
anticuerpos secundarios conjugados a particulas de oro (Biocell). Estos fueron los
siguientes:

anti-IgM de ratén, conjugado a particulas de oro de 10 nm de diametro.

anti-igM de raton, conjugado a particulas de oro de 15 nm de diametro. Este
anticuerpo se utilizé para revelar el anticuerpo anti-DNA en la dobie
inmunolocalizacion de DNA/histonas y DNA/PCNA. En estos casos ambos
anticuerpos primarios se mezclaron manteniendo las concentraciones de
trabajo de la inmunolocalizacién simple.

anti-IgG de ratén, conjugado a particulas de oro de 10 nm de diametro.

anti-conejo, conjugado a particulas de oro de 10 nm de didmetro.
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anti-humano, conjugado a particulas de oro de 10 nm de diametro.

anti-cabra, conjugado a particulas de oro de 10 nm de diametro. Para el doble
inmunomarcado anti-NORS0/anti-hibridos DNA/RNA, se utilizd un anticuerpo
anti-cabra conjugado a particulas de oro de 5 nm.

Estos anticuerpos se diluyeron 20 veces en PBS en todos los casos, salvo el
anti-cabra que se diluyé en PBS con 1% de BSA.

El protocolc que se siguid fue el siguiente: las rejillas se flotaron
sucesivamente en gotas de agua destilada durante 1 min., PBS durante 1 min. y BSA
al 5% en PBS durante 5 min. A continuacién las rejillas se incubaron con el primer
anticuerpo durante 1 h. a temperatura ambiente, en la dilucidén adecuada. Después
de lavar el primer anticuerpo en PBS, tres veces durante 1 min. cada una, se
incubaron con el segundo anticuerpo durante 45 min. a temperatura ambiente.
Finalmente las rejillas se lavaron en PBS y agua destilada y se tifieron con uranilo y
plomo {ver apartado 4.5.3).

En todos los casos el inmunomarcado con oro se combiné con la citoquimica
MA realizada en b'loque. QOcasionaimente se realizaron otras citoquimicas descritas
en el capitulo anterior. Estas combinaciones fueron: inmunoiocalizacién de histonas y
DNA vy tincion con NAMA-Ur en corte; inmunolocalizacién de RNA después de
digestion con DNasa e inmunodeteccion de RNA y snRNPs y posterior tincién con
EDTA.

Los controles se hicieron reemplazando el primer anticuerpo por PBS. Los
cortes se observaron en un microscopio electrénico de transmisién EM 300 o 420 a
80 0 100 KV.

7. REACCION DE TERMINAL DEOXINUCLEOTIDIL TRANSFERASA (TdT) IN SITU

La reaccion de TdT in situ (Thiry, 1992b) se realizé en polen sobre cortes de
Lowicryl, siguiendo una modificacion para material vegetal (Testillano y col., 1995a).

Las secciones ulirafinas de Lowicryl se incubaron en una solucidon que
contenia TdT 125 U/ml (Boehringer); 5-bromo-deoxi-uridina-trifosfato (BrUTF) 20 uM;
dATP, dGTP, dCTP 4uM cada nucledtido y CoCly 2.6 mM en un tampon apropiado
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{cacodilato potasico 200 pM, Tris-HCI 25 mM, BSA 0.25 mg/ml, pH 6.6), durante 30
min. a 37°C. Después de lavar en agua destilada y PBS, los cortes se incubaron con
un anticuerpo monoclonal anti-BrdU (Amersham) sin diluir, durante 1 h., que se reveld
con un anticuerpo secundario anti-raton |gG conjugado a particulas de oro de 10 nm
(BioCell) diluido 20 veces en PBS. Finalmente ios cortes se lavaron en PBS y agua
destilada, se secaron al aire y se tifieron con uranilo y plomo (ver apartado 4.5.3.).

En los controles se utilizé una solucion de incubacion sin ta enzima.

8. OBTENCION Y MARCADO DE SONDAS RIBOSOMICAS PARA HIBRIDACION IN
SITU

8.1. Obtencioén de las sondas

Para la sintesis de las sondas de RNA, utilizadas en los experimentos de
hibridacién in situ, se partié de plasmidos recombinantes que contenian fragmentos
de DNA ribosémico. Estos fragmentos y los plasmidos que los contenian fueron:

1) el fragmento Pstl-EcoRI, de 2.3 Kb, correspondiente a parte del gen 25S de

la unidad ribosomica de Arabidopsis thaliana L., contenido en el plasmido
Bluescript KS+, con resistencia a ampicilina (Gruendler y col., 1991).

185 585 255

e M S g — —
i 2300pb
Pstl | EcoRl .
Bluescript KS+ {17 ,lj M
BamH| Hindsii

Figura 1: Mapa del DNA ribosémico de Arabidopsis thaliana L. Se indica el fragmento
def gen 25S clonado en Bluescript KS+. La polimerasa T7 sintetiza la sonda sense y la

T3 la sonda antisense.
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2) el fragmento EcoRl, de 1.2 Kb, que cubre casi toda |a secuencia del gen 18S
de la unidad ribosomica de Raphanus sativus L., contenido en el plasmido
pGEM-7Zf(+), con resistencia a ampicilina (Delseny y col., 1983).

ADNE 18S 585 258
i, 5
 1200pb |
EcoRlI . EcoRl
[SP6]  pGEM-7ZIY
Xhol Clal

Figura 2: Mapa del DNA ribosémico de Raphanus sativus L. Se indica el fragmento del
gen 185 clonado en pGEM-7Zf(+). La polimerasa T7 sinfetiza la sonda sense y la SP6 la

sonda antisense.

Con estos plasmidos se tranformaron bacterias E. cofi de la estirpe HB 101
con objeto de ampilificar el DNA ribosdémico contenido en ellos.

8.1.1. Transformacion bacteriana

Se cultivaron [as bacterias en medio LB [Bacto triptona 1% (Difco
Laboratories), extracto de levadura 0.5% (Difco Lab.) y NaCl 1% (Merck), pH 7.5].
Cuando la densidad é6ptica del cultivo a 600 nm fue proxima a 0.6, se procedié a
obtener células competentes. Para ello se recolectaron 40 ml del cultivo y las
bacterias se resuspendieron en 20 mi de CaCly 50 mM (Merck] frio, manteniéndose
durante 20-30 min. a 4°C; se recolectaron de nuevo y se resuspendieron en 2 ml de
CaClp 50 mM frio. Alicuotas de 200 pl de esta suspension de células, ya
competentes, se mezclaron con 10-50 ng de DNA piasmidico disuelto en TE [Tris-Cl
10 mM (Merck), acido etilendiamino tetra-acético 1 mM (EDTA, Serva), pH 8]. La
mezcla se mantuvo a 4°C durante 30 min. Al cabo de este tiempo se incubd durante 2
min. a 42°C y se transfirié inmediatamente a 4°C. Se anadié 1 mi de medio LB y el
cultivo se incubd durante 1 h. a 37°C. A continuacién se inocularon 200 pl del cultivo
anterior en una placa preparada con medio LB suplementado con agar noble 1.5%
(Difco Lab.} y ampicilina 100 ug/ml, incubandose durante una noche a 37°C.
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8.1.2. Preparacion de DNA plasmidico

8.1.2.1. Crecimiento, recoleccion y lisis alcalina de las bacterias
A partir de una colonia aislada de bacterias transformadas, se inocularon 10
~ml. de medio LB suplementado con ampicilina y se incubaron durante 4 h. a 37°C.
Transcurrido este tiempo el cultivo se aRadié a 90 ml. del mismo medio. Se incubd
toda la noche a 37°C en agitacién. Al dia siguiente las bacterias se recolectaron por
centifugacidon durante 8 min. a 6.000 rpm y a 4°C. Una vez eliminado el
sobrenadante, el precipitado se resuspendio en 3 ml. de TE. Para el lisado alcalino de
las bacterias se afiadieron dos volimenes de solucion SES [NaOH 0.2 N (Merck),
EDTA 10 mM, dodecil sulfato sédico 1% (SDS, Bio-Rad)], agitando suavemente y
manteniendose a temperatura ambiente durante 10 min. Esta mezcla se neutralizo
por adicién de 0.5 voliimenes de una solucién de acetato potasico 3 M {Merck), pH
4.8. Al caba de 10 min. de neutralizacién en hielo, se formd un precipitado que se
elimind mediante centrifugacion durante 20 min. a 5.000 rpm y 4°C. Se recuperd el
sobrenadante y el DNA bicatenaric se precipito con 2 volimenes de etanol puro
durante 15 min. a 4°C. El precipitado se recuperd mediante centrifugacién durante 10
min. a 10.000 rpm y a 4°C, se lavo con etanol al 70% y se sometid a centrifugacion
en idénticas condiciones. A continuacion el DNA se resuspendié en 3.2 ml. de TE y
se procedié a la purificacion del DNA plasmidico por centrifugacion en gradiente de
CsCl-bromuro de etidio.

8.1.2.2. Purificacién de DNA plasmidico
Por cada mililitro de DNA en solucion, se afadioé 1 gr de CsCl (BRL). Una vez
disuelto, se afadieron 200 ul de una solucion concentrada (10 mg/ml en agua) de
“bromuro de etidio (Sigma). inmediatamente ambas soluciones se mezclaron por
agitacion y se centrifugdé 5 min. a 5.000 rpm. Se recogi6 la zona clara superior, se
transfirié a tubos de centrifuga “quick-seal" (Beckman) y se centrifugd en una
ultracentrifuga Beckman TL-100 durante 3.30 hs. a 100.000 rpm y a 18°C. Se
obtuvieron dos bandas de DNA en el centro del gradiente; ia superior contenia DNA
bacteriano y la inferior DNA plasmidico. Ademas se formé un precipitado formado por
complejos RNA/bromuro de etidio. Se recogié la banda de DNA plasmidico con una
jeringa y se diluyd en un volumen igual de TE. El bromuro de etidio se elimind
mediante lavados con una solucién saturada de 1-butanol en TE. Para ello se afadio
1 volumen de esta solucidn, se mezcld bien con la solucion de DNA y se dejo reposar
hasta que se separaron dos fases. Se eliminé la superior que contenia butanol
coloreado por bromuro de etidio y se repitid la operacion hasta que el butanol no
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extrajo mas bromurc de etidio. A continuacion se anadio 1 volumen de TE, 1/20
volumenes de acetato de sodio 3 M (Merck) y 2.5 volumenes de etanof puro. Se
centrifugo durante 15 min. a 10.000 rpm y el DNA plasmidico precipitado se lavo con
etanol al 70% y se centrifug6 durante 5 min. a 10.000 rpm. Finalmente el precipitado
se secoO al vacio y se resuspendio en un volumen adecuado de TE.

La concentracion del DNA plasmidico obtenido se determindé mediante
valoracion espectrofotométrica, teniendo en cuenta que una unidad de densidad
optica (1 D.0.) a 260 nm equivale a 50 pg/ml de DNA.

Como control, el DNA plasmidico se digirié con los enzimas de restriccion que
hacen salir el inserto. Los fragmentos de DNA obtenidos asi como el patrén (DNA del
fago A digerido con Hindl!l) se separaron medianie electroforesis en gel de agarosa ai
1% (p/v) (Bio-Rad) en tampdn TAE [Tris-acético 40 mM, EDTA 1 mM], sometidos a
una diferencia de potencial de 60 V durante 30 min. Finalmente el gel se tifii6 con una
solucion de bromuro de etidioc 1ug/m! durante 10 min. y las bandas obtenidas se
observaron pajo luz U.V.

8.2. Sintesis y marcado de las sondas de RNA

La preparacion de las sondas de RNA se llevd a cabo a partir de DNA
plasmidico linearizado mediante transcripcién in vifro en presencia de UTP marcado
con digoxigenina, segun las instrucciones de un preparado comercial de Boehringer.
Se linearizaron 2 pg de DNA plasmidico mediante digestion con el enzima de
restriccién que corta en el sitio mas alejado del correspondiente promotor de ia RNA
polimerasa utilizado en cada caso (ver figuras 1 y 2), durante 1 h. a 37°C. A
continuacion el DNA se purificd mediante extraccion con fenol/cloroformo. Para ello
se anadid 1 volumen de fenol, pH 8 (Apligene) y se separaron dos fases mediante
centrifugacion. Se recogio la fase superior, se le anadid 1 volumen de cloroformo
(Merck), se centrifugd y se recuperd la fase superior. El DNA se precipité en 1/10
volumenes de acetato de sodio 3 M y 2.5 volimenes de etanol puro. Al DNA
precipitado se le afiadic una solucion que contenia ATP 1TmM, CTP 1 mM, GTP 1mM,
UTP 0.65 mM, 11-dig-UTP 0.35 mM y 40 unidades de SP6, T7 o T3, en tampdn de
transcripcion [Tris-Ct 40 mM pH 8, MgCl, 6 mM, dithiothreitot (DTT) 10 mM,
espermidina 2 mM, NaCl 10 mM e inhibidor de RNasa 1 unidad/pl). Esta mezcla se
incubo durante 2 hs. a 37°C. Transcurrido este tiempo, el DNA se eliminé mediante
incubacién con 2 ul de DNasa |, libre de RNasa (Boehringer) durante 15 min. a la

34




MATERIALES ¥ METODOS

misma temperatura. La reaccion se paro con 2 ut de EDTA 200 mM, pH 8 y el RNA se
precipitd con 2.5 ul de LICl 4 M y 75 ul de etanol purc. EIl RNA precipitado se
resuspendid en agua tratada con dietilpirocarbonato al 0.1% (v/v) (DEPC, Sigma).

Para facilitar la penetracion en el tejido, el tamano de las sondas se redujo
hasta aproximadamente 200 bases mediante hidrolisis carbonada, segun el método

descrito por Cox y col., 1984,

La concentracidon de las sondas se determind mediante valoracién
espectrofotomética.

9. HIBRIDACION /N SITU Y MICROSCOPIA CONFOCAL

9.1. Preparacién de las muestras para hibridacion in situ

| Los experimentos de hibridacidn in situ se llevaron a cabo en tejidos
meristematicos de raiz de cebolla. Los 3-4 mm apicales de la raiz se cortaron y se
fijaron en una mezcla de formaldehido al 4% (p/v) (preparado a parir de
paraformaldehido, Schuchardt Minchen) y glutaraldehido al 0.1% (v/v) (TAAB) en
PBS, pH 7.3, durante 1 h. a temperatura ambiente y en agitacion. Después de lavar
tres veces con PBS, se obtuvieron cortes longitudinales de 30 um de espesor en un
vibratomo Bio-Rad Micro-Cut H1200. Las secciones se depositaron sobre portas
multitest de ocho pocillos (Flow laboratories) previamente recubiertos mediante
inmersidén en una solucién de 3-amino-propil-trietoxi-silano al 2% (v/v) (Sigma) en
acetona y activados con glutaraldehido al 2.5% {v/v) en PBS durante 30 min. Los
cortes se utilizaron inmediatamente o se aimacenaron a -20°C.

Antes de su uso, las secciones se trataron con una solucién de borohidruro de
sodio (1Tmg/mt en PBS) dos veces, 15 min. cada una, para eliminar la
autofluorescencia debida al glutaraldehido y despues se permeabilizaron con
celulasa al 2% (p/v) (Onozuka R-10) en TBS [Tris-Cl 25 mM pH 7.4, NaCi 140 mM,
KC! 3 mM] durante 1 h.

9.2. Hibridacién in situ

Previa a la hibridacion RNA/DNA se procedio a |la desnaturalizacion del DNA
del tejido por calor, sumergiendo los portas durante 5 min. en 0.1 x SSC [t x SSC:
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NaCl 150 mM, citrato de sodio 15 mM] a 98°C e inmediatamente en el mismo tampodn,
previamente refigerado, para evitar la renaturalizacion.

Los cortes se incubaron toda la noche a 37°C eﬁ camara humeda con una
solucién de hibridacion recientemente preparada que contenia 10 ng/ul de sonda
marcada con digoxigenina, 50 ng/ul de DNA de esperma de salmén, formamida al
25% {v/v) (Sigma), sulfato de dextrano al 10% (p/v) (Pharmacia), NaCl 300 mM en
tampén [PIPES 10 mM (Sigma) pH 8, EDTA 1mM]. Para |a hibridacion RNA/RNA se
utilizaron sondas antisense; para la hibridacién RNA/DNA se utilizaron sondas sense.

Una vez producida la reaccion de hibridacién, los portas se tavaron en 0.1 x
SSC a 50°C durante 90 min., cambiando el tampdn transcurridos los primeros 45 min.
Los hibridos se detectaron incubando los cortes con anticuerpos anti-digoxigenina
conjugados con fluoresceina, producidos en oveja (Boehringer) diluidos 50 veces en
TBS con 3% de albumina de suero bovino (BSA, Sigma) durante 1h. Ei anticuerpo se
lavé en TBS durante 20 min. en jarras coplin y con agitacion magnética. La senal
fluorescente se amplificd utilizando sucesivamente anticuerpos anti-oveja conjugados
con isotiocianato de fluoresceina (FITC) producidos en conejo (Sigma) y anticuerpos
anti-conejo conjugados con FITC (Sigma) diluidos 50 y 16 veces, respectivamente, en
TBS con 3% de BSA, durante 45 min. cada uno y con lavados en TBS entre ellos.
Después del dltimo lavado las preparaciones se montaron con glicerol y se sellaron
con laca de ufas.

En los controles se utilizé una solucién de hibridacion sin sonda.

9.3. Microscopia confocal

Las preparaciones se observaron en un microscopio invertido Axiovert 135
Zeiss equipado para epifiuorescencia, usando un objetivo 83 x con apertura numérica
(AN) de 1.4. El microscopio esta acoplado a una cabeza de barrido laser confocal
Bio-Rad MRC-1000 provista de un laser Ar 25 mW multilinea con emision a A = 488 y
514 nm. La captura y tratamiento de las imagenes se realizé bajo el control de un
sistema informatico utilizando el programa Bio-Rad COMOS. Se tomaron series de
entre 10 y 15 secciones opticas en el gje z, con una separacion entre elias de 1 pm.
La impresion de las imagenes se hizo en una videoimpresara (SONY).
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10. HIBRIDACION IN SITU ULTRAESTRUCTURAL

10.1. Preparacion de los cortes para hibridacion in situ

Los cortes ulirafinos de muestras de meristemos de raiz de cebolla y granos
de polen de piniiento, tratadas con el método de metilacion-acetilacion e incluidos en
Lowicryl KAM se recogieron en rejillas de oro y se incubaron en una solucion de
proteinasa K 1 pg/ml en un tampon apropiade [EDTA 0.05 M, Tris-Cl 0.1 M, pH 8]
durante 1 h. a temperatura ambiente. Previa a su utilizacién, la solucidn de ia
proteinasa K se estabilizd a 37°C duranfe 2 hs. Finaimente las rejillas se lavaron en el
tampon utilizado para diluir ia proteinasa K y en aqua, y se dejaron secar al aire.

10.2. Hibridacién in situ

Previa a la hibridacion RNA/DNA se procedio a la desnaturalizacion del DNA
de las secciones mediante tratamiento con NaOH 0.5 N durante 4 min. Después las
rejillas se lavaron en agua y se dejaron secar al aire.

Los cortes ulfrafinos se incubaron toda fa noche a 50°C en camara humeda
con una solucidén de hibridacion recientemente preparada que contenia 4 ng/pl de
sonda marcada con digoxigenina, 50 ng/pl de DNA de esperma de salmon,
formamida al 25% (v/v) (Sigma), sulfato de dextrano al 10% (p/v) (Pharmacia), NaCl
300 mM en tampén [PIPES 10 mM (Sigma) pH 8, EDTA 1mM)]. Para !a hibridacidon
RNA/DNA se utilizaron sondas sense y para la hibridacién RNA/RNA sondas
antisense.

Una vez producida la reaccién de hibridacién, las rejillas se lavaron en 4 x
SS8C, 2 x SSC, a temperatura ambiente durante 8 min., en ambos casos, con cambios
cada 2 min. y SSC a 50°C durante 2 h. cambiando en tampoén transcurridos los
primeros 60 min. Para {a deteccién de los hibridos las rejillas se hicieron flotar en
gotas de PBS durante 1 min. y BSA 5% en PBS durante 5 min. y se incubaron con
anticuerpos anti-digoxigenina conjugédos con particulas de oro de 10 nm (BioCel!),
diluidos 25 veces en una solucion de BSA 1% en PBS durante 45 min. Después las
rejillas se lavaron en PBS y en agua destilada y se tifieron con uranilo y plomo (ver
apartado 4.5.3.).

En fos confroles se utilizd una solucién de hibridacion sin sonda.
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Los cortes se absevaron en un micrascopio electronico EM 300 o 420 a
100kV.

11. INMUNODETECCION DE PROTEINAS SOBRE MEMBRANAS

Para la realizacion de los ensayos de inmunotransferencia se utilizaron
extractos de proteinas totales de {a zona meristematica de raices de cebolla. Se
cortaron los 4-5 mm apicales e inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido y
se pulverizaron en un mortero. Las celuias se lisaron en tampén de ruptura cuyos
componentes y concentraciones finales fueron: Tris-Cl 20 mM pH 8.0, SDS 2%, -
mercaptoetanol 1%. El lisado se calentdé a 100°C durante 5 min., se dejé enfriar a
temperatura ambiente y se centrifugd a 10.000 rpm durante 15 min. Se recogié el
sobrenadante y se almacend a -20°C hasta el momento de su utilizacion. La
cuantificacién de proteinas presentes en el extracto se realizd mediante valoraciéon
espectrofotométrica de acuerdo al método descrito por Bradford, 1976 y siguiendo las
instrucciones de un preparado comercial (Bio-Rad protein assay).

Alicuotas de los extractos totales de proteinas (15 ug) asi como de las
proteinas utilizadas como marcadores de peso molecular (broad range, Bio-Rad) se
separaron mediante electroforesis en geles de acrilamida-SDS al 15% (pfv) de
acuerdo al método previante descrito por Laemli, 1970. Una vez separadas, las
proteinas fueron electrotransferidas a membranas de immobilon-P (Millipore
Corporation). A continuacién las membranas se incubaron durante 1 h. a temperatura
ambiente o0 toda la noche a 4°C en una solucion de leche desnatada al 2% (p/v) y
Tween-20 (Sigma) 0.05% (v/v) en PBS. Para la inmunodeteccion, las membranas se
incubaron con los anticuerpos primarios diluidos en la solucion anterior durante 2 h. a
temperatura ambiente y en agitacion.

Los anticuerpos primarios utilizados asi como las diluciones finales utilizadas
se relacionan a continuacién:

anti-histona H2B, anticuerpo policlonal de conejo (Muller y col., 1991}. Dilucién
1/2.600.

anti-histona H4, anticuerpo policlonal de conejo (Muller y col., 1991). Dilucion
1/5.000.
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Después de lavar las membranas tres veces en una solucidn de leche
desnatada al 0.2% (p/v) y Tween-20 al 0.5% {v/v) en PBS durante 10 min., se
incubaron durante 2 h. con un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con
fosfatasa alcalina, diluido 1/1.000 en la misma solucion utilizada para diluir los
anﬁcuerpos primarios. A continuacion se lavaron tres veces con la misma solucion
empleada para lavar los anticuerpos primarios, durante 10 min. El revelado del
anticuerpo secundario se realizé mediante incubacién con una mezcla de azul de
nitrotetrazolio (100 um/ml) (NTB, Sigma) y bromocloroindolif sulfato (50 ug/ml) (BCIP,
Sigma) en un tampon apropiado {NaHCO3 100 mM, NasCO4 50 mM, MgCly-6H50
4mM).

El patron de las proteinas totales transferidas se determind mediante tincion
con amido black (Merck).

12. CULTIVOQ IN VITRO DE POLEN AISLADO EN MEDIO LiQUIDO

12.1. Obtencién de los granos de polen y puesta en cultivo

Las anteras se extrajeron asépticamente de botones florales pretratados a 4°C
durante 2-4 dias. Los granos de polen se liberaron mediante aplastado suave en una
solucién de Manitol 0.4 M. Después de filtrar para eliminar los restos de anteras, se
centrifugd a 500 g durante 5 min. Se eliminé el sobrenadante, se afadié manitol 0.4
M y se volvid a centifugar en las mismas condiciones. Finalmente los granos de polen
aislados se resuspendieron en medio AM4 (Benito-Moreno y col, 1988) que contenia
Manitol 0.4 M y los componentes del medio de Murasighe y Skoog (MS) (Murasighe y
Skoog, 1962) a la concentracidon recomendada por el proveedor (Flow) a pH 7.0, 0 en
una modificacion del mismo que ademas contenia sacarosa 40 mM. La incubacion se
realizé a 25°C y en oscuridad. Aliernativamente los granos de polen se
resuspendieron en el medio M1S {Benito-Moreno y col, 1988}, que contiene Sacarosa
0.25 M, KNO3 (100 mg/L), NH4NO3 (100 mg/L), Ca(NQO3g)2-4Ho0 (34.7 mg/L}, KCI
6.5 mg/L), MgSOy4-4H>0 (3.5 mg/L), KHoPQ4 (30 mg/l) y los componentes del
medio Plant Salt Mixture a la concentracién recomendada por el proveedor (Flow), a
pH 7.0. La incubacién se realizé a 37°C durante los primeros dos dias y después a
25°C y en oscuridad.
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12.2. Seguimiento de los cultivos: tincion con DAPI

Se tomaron muestras de granos de polen antes de iniciar el cuitivo, asi como
en diferentes momentos del mismo para estudiar su evolucion y se mezclaron con la
solucion de DAPI (ver apartado 4.1.) durante 10 min. Después, se extendieron en un
portaobjetos y se observaron en el microscopio de fluorescencia bajo irradiacion
ultravioleta (A = 366 nm). Se tomaron fotografias en pelicula en blanco y negro Tri-X
de 400 ASA y Kodak Gold Color de 400 ASA.

13. ANALISIS CUANTITATIVO

13.1. Inmunomarcado con anticuerpos anti-histonas y anti-DNA

Se determind la densidad de particulas de oro por pm2 en las masas de
cromatina condensada, region intercromatinica, los componentes nucleolares
(centros fibrilares homogéneos y heterogéneos y componente fibrilar denso),
citoplasma y vacuolas citoplasmicas; el marcado en estas dltimas se utilizé para
estimar la medida del ruido de fondo. El muestreo se lievdé a cabo sobre fotografias
de raices de cebolla tratadas con metilacién-acetilacion, para una comecta distincion
de los diferentes compartimentos celulares, perfilando al azar areas de cada uno de
ellos utilizando para ello una malla trasparente puesta sobre la foto. Una vez
contados el numero de intersecciones de fa cuadricula, para estimar el area medida,
y de particulas de oro que caen dentro del area perfilada, se calcularon ias
densidades mediante un programa de BASIC elaborado por el Dr. Jaime Renau-
Piqueras (Centro de Investigacion del Hospital La Fe, Valencia). E! tamafo minimo de
muestra se determina por la técnica de la media progresiva. Los datos obtenidos se
representaron graficamente en el programa Harvard Graphics 3.0.

13.2. Inmunomarcado con anti-PCNA

Se determind la distribucidn del marcado obtenido con anticuerpos anti-PCNA
en microsporas vacuoladas tardias y células vegetativa y generativa de granos de
polen bicelulares jovenes en muestras tratadas con el método de metilacion-
acetilacion. Para ello se tomaron 15 fotografias al mismo aumento de estas fases y
sobre ellas se colocd una malla transparente con un tamario de cuadricula de 5 x 5
mm. {Renau-Piqueras y col., 1989). Se perfilaron areas de la region intercromatinica y

se contd en cada cuadrado de la zona delimitada el niumero de particulas de oro. Se
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obtuvo de este modo una distribucion que se represento graficamente en el programa
Harvard Graphics 3.0. considerando como marcado aislado los cuadrados con 1 o 2
particulas de oro y como marcado agrupado, los cuadrados con 3 o mas particulas de

oro. Estos datos se expresaron en tanto por ciento en relacion al area medida.
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1. DETERMINACION DE LAS FASES DEL CICLO DE CELULAS MERISTEMATICAS
DE RAIZ DE CEBOLLA

Se utilizaron apices meristematicos de raices de cebolla para la puesta a
punto de algunas de las técnicas incluidas en esta memoria de Tesis y para la
busqueda de marcadores de ciclo celular. Se trata de un material de facil y rapida
disponibilidad en el laboratoric en todo momento, cuyo ciclo celular esta bien
caracterizado (De la Torre y Gonzélez, 1979, De la Torre y col., 1985), y cuya
organizacion nuclear ha sido objeto de estudio en nuestro grupo de investigacion
durante anos (Risuefo y Medina, 1986, Risuefio y Testillano, 1994). Este material se
ha utilizado para desarrollar métodos para el estudio del patrén de cromatina,
localizacién de la cromatina replicada,' compaosicion de la region intercromatinica,
organizacién nucleolar y localizacion de la cromatina ribosémica, en relacion a los
cambios en el estado de actividad que se suceden durante el ciclo celular.

Para los estudios de microscopia electronica los 3 mm apicales de las raices
germinadas, y en ocasiones las raices no brotadas extraidas de los bulbos, se
incluyeron en la resina Lowicry! K4M. Se realizaron cortes semifinos de 1um de estas
inclusiones, se tifieron con DAPI y se observaron bajo irradiacion ultravioleta con
objeto de seleccionar células meristematicas de raiz de cebolla en distintas fases del
ciclo celular. Los cortes semifinos, observados en un microscopio optico bajo
contraste de fase proporcionaron informacion adicional a la obtenida mediante tincion
con DAPI y ademas sirvieron como control de la fijacion.

Eil DAPI es un fluorocromo que se une al DNA y bajo irradiacion ultravioleta
emite una fluorescencia azul cuya intensidad es directamente proporcional al estado
de condensacién de la cromatina. En secciones longitudinales de meristemos de raiz
de cebolla, los nucleos celulares asi como los cromosomas mitoticos fluorescen
intensamente (Fig. 3). La maxima intensidad de fluorescencia, que indica mayor
grado de condensacién del DNA, se encontré en los cromosomas mitoticos. Se
identificaron células meristematicas, de forma isodiametrica, en diferentes momentos
del ciclo celular (G1, S, G2 y Mitosis), alineadas longitudinalmente entre las células
epidérmicas, mas alargadas.
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En cortes semifinos de muestras tratadas con la citoquimica NAMA-Ur,
especifica para DNA, se apreciaron cambios en el patron de cromatina durante la
progresion del ciclo celular y la disposicion de los cromosomas durante 1a mitosis. La
~ cromatina y los cromosomas mitdticos estan especificamente tefidos. A medida que
las células entran en profase (Fig. 4} la cromatina se condensa. En metafase (Fig. 5)
los cromosomas alcanzan el mayor grado de condensacion y se disponen en la placa
ecuatorial. Durante anafase (Fig. 6) las cromatidas hermanas se separan hacia polos
opuestos. En telofase (Fig. 7) el proceso de division se completa y comienza a
formarse la pared que separa a las dos células hijas. En G1 (Figs. 8 y 9} la cromatina
se descondensa y se rodea totalmente de envoltura nuclear. El ndcleo presenta una
caracteristica forma lobulada. El tamano celular aumenta durante la progresion de la
fase S (Figs. 10 y 11) y el nicleo adopta una forma eliptica. El mayor tamario celular
se alcanza en G2 (Fig. 12).

2. CRIOPROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA

El Lowicryl es una resina hidrofilica que polimeriza a bajas temperaturas bajo °
luz ultravioleta y en ausencia de oxigeno. Fue seleccionada para los estudios
inmunoci{oquimicos y de hibridacion in situ a nivel de microscopia electrénica en base
a esas propiedades. La crioinclusion en Lowicryl de muestras fijadas en formaldehido
proporciond una buena preservacion ultraestructural a la vez que el mantenimiento de

‘Ias propiedades antigénicas y quimicas. La inclusion de material vegetal en Lowicryl
fue desarrollada por primera vez en nuestro 1aboratorio (Testillano y col., 18991).

2.1. Ultraestructura nuclear tras inclusiéon en L owicryl

En cortes ultrafinos tedidos con uranilo y plomo, el nucleolo (NU) y la regién
intercromatinica (RI) aparecen contrastados (Fig. 13), sin embargo no es facil
distinguir entre fas estructuras granulares y fibrilares, como ocurre en muestras
procesadas para microscopia electronica convencional. Los centros fibrilares
aparecen como areas claras a los electrones (flecha), si bien no es posible determinar
si se trata de centros fibrilares homogéneos o heterogéneos (Fig. 13). Las masas de
cromatina condensada (CR) presentan un bajo contraste (Fig. 13). Estos
inconvenientes lNevaron a combinar la fijacién con formaldehido e inclusion en
Lowicryl con citoguimicas ultraestructurales, con objeto de obtener una mayor
resolucion en el contraste de los diferentes compartimentos nucleares y, de este
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modo, una correcta asignacion del marcado con oro en [0S ensayos
inmunocitoguimicos, inmunocitoquimicas moleculares realizadas in situ e hibridacion

in situ.

3. CITOQUIMICAS ULTRAESTRUCTURALES

La inclusién en Lowicryl se combiné con técnicas citoquimicas desarrolladas
en nuestro laboratorio, que se realizaron bien en blogue, es decir antes de la
inclusion de las muestras, bien sobre los cortes ultrafinos. El tratamiento de
metilacion-acetilacion (MA), que contrasta preferencialmente las estructuras que
contienen acidos nucleicos y la técnica NAMA-Ur, especifica para DNA nos sirvieron
para determinar la composicion quimica de los diferentes compartimentos nucleares y
estudiar los cambios en los organizacién funcional del nucleo a lo largo del ciclo
celular de las células en estudio.

3.1. Método de metilacidn-acetilacién (MA) para 4cidos nucleicos

Esta técnica consiste en un tratamiento de las muestras fijadas en
formaldehido con una mezcla de metanol y anhidrido acético, que bloquea los grupos
de las proteinas que reaccionan con el uranilo, por lo que preferencialmente se tinen
los acidos nucleicos, revelando de este modo las estructuras que contienen DNA y
RNA,

Este tratamiento nos ha permitido estudiar la estructura fina de! nucleolo y
region intercromatinica gracias a ia discriminacién entre estructuras granulares vy
fibrilares, y el patrén de cromatina debido al alto contraste que proporciona a las
masas de cromatina condensada.

En cortes ultrafinos de muestras tratadas con esta técnica, tefiidos con uranilo
y plomo, se pueden reconocer con facilidad los distintos componentes nucleolares
(Fig. 14a y b). Los centros fibrilares aparecen como pequenas zonas claras a los
electrones en cuyo interior se aprecia material fibrilar, en el caso de los centros
fibrilares homogéneos (doble flecha), o pequefias areas de mayor contraste,
correspondientes a inclusiones de cromatina condensada, rodeadas de material
fibrilar, en el caso de los centros fibrilares heterogéneos (cabeza de flecha).
Rodeando a los centros fibrilares se encuentra el compenente fibrilar denso (F), que a
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4.1.1. Inmunomarcado sobre cortes de muestras tratadas con la citoquimica MA

Las particulas de oro que revelan la posicidén de la histona H4 se localizaron
principalmente sobre !as masas de cromatina condensada (CR), las cuales mostraron
un buen contraste por el tratamiento de metilacidn-acetilacion. Se observaron
diferencias en el patron de cromatina entre las células meristematicas de raiz de
cebolla (Fig. 18) y las microsporas vacuoladas de pimiento (Fig. 19). Las células
meristematicas de raiz de cebolla en interfase presentan grandes masas de
cromatina condensada, mientras que en polen de pimiento la cromatina esta mas
dispersa.

La regidn intercromatinica (RI) en microsporas vacuoladas (Fig. 19) es mas
rica en estructuras granulares {circulos) y fibrilares que en células meristematicas de
raiz de cebolla (Fig. 18). Algunas fibras de la regién intercromatinica (flechas) se
marcan con anticuerpos anti-histona H4.

En el nucleolo (NU) el marcado se localizd en las inclusiones de cromatina
condensada de los centros fibrilares heterogéneos (cabeza de flecha), centros
fibrilares homogéneos (doble flecha) y ciertas regiones del componente fibrilar denso
(flechas abiertas). El componente granular (G) esta practicamente libre de marcado.

El patrén de distribucion ultraestructural de la histona H2B (Fig. 20} es similar
al obtenido tras inmunomarcado con anticuerpos anti-histona H4.

Se determind la densidad de particulas de oro, depués de inmunomarcado
con anticuerpos anti-histonas H4 (Fig. 27) y H2B (Fig. 28), en diferentes
compartimentos celulares: cromatina condensada (CR), regién intercromatinica (RI),
centros fibrilares heterogéneos (CFhet), centros fibrilares homogéneos (CFhomy),
componente fibritar denso (CFD), citoplasma (CT) y vacuolas (V). Se obtuvo una
distribucion del marcado similar en ambos casos. La mayor densidad de particulas de
oro se encottrd en las masas de cromatina condensada, de cinco a seis veces
superior a la obtenida sobre ia region intercromatinica. En el nucleoio la densidad
desciende desde los centros fibrilares heterogéneos al componente fibrilar denso,
siendo intermedia en Jos centros fibrilares homogéneos. El marcado en el citoplasma
fue superior al encontrado en las vacuolas citoplasmicas cuya densidad se utilizo

para estimar el ruido de fondo.
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4.1.2. Deteccion de histonas mediante inmunomarcado y tincién de los cortes
con NAMA-Ur

La combinacion de inmunomarcado con anti-histonas y tincién de los cortes
con NAMA-Ur permitié localizar (as particulas de oro sobre [as estructuras
contrastadas.

E! marcado se Iocalizé en la cromatina condensada (CR) y algunas fibras de
DNA tefidas de la regién intercromatinica (fiechas) (Fig. 24), si bien resultd ser
menos intenso que el obtenido tras inmunodeteccidn de histonas en cortes ultrafinos
de muestras tratadas con la técnica de metilacién-acetilacion.

4.2, Localizacién ultraestructural de DNA
4.2.1. Inmunomarcado sobre cortes de muestras tratadas con la citoquimica MA

Las particulas de oro se localizaron sobre las masas de cromatina
condensada (CR) (Figs. 22 y 23), siendo el marcado en estas zonas muy intenso y
con frecuencia sigue estructuras fibrilares. En la region intercromatinica (RI) se
observaron algunas fibras marcadas (flechas). | |

En el nucleolo (NU), el marcado mas intenso se encontré sobre las inclusiones
de cromatina condensada de los centros fibrilares heterogéneos {cabeza de flecha)
(Fig. 22). Los centros fibrilares homogéneos (doble flecha), principalmente en su
periferia, y ciertas zonas del componente fibrilar denso (fiechas abiertas) también se
marcaron.

La representacion grafica de la densidad de particulas de oro en distintos
compartimentos celulares (Fig. 29) resuitdé ser semejante a la distribucién del marcado
con anti-histonas.

4.2.2. Deteccion de DNA mediante inmunomarcado y tincién de los cortes con
NAMA.-Ur

Al combinar la técnica NAMA-Ur, realizada sobre cortes ultrafinos, con
inmunodeteccion de DNA se encontrdé el marcadc con oro sobre las estructuras
especificamente tenidas (Fig. 26).
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Las particulas de oro se concentran sobre las masas de cromatina
condensada (CR), contrastadas por la ténica NAMA-Ur (Fig. 26). Tambien se
observan algunos granos de oro sobre fibras de la regién intercromatinica (RI),
especificamente tefidas (flechas).

E! nucleolo (NU) aparece claro a los electrones a excepcion de las inclusiones
de cromatina condensada de los centros fibrilares heterogéneos (cabeza de flecha),
en los cuales se localiza el inmunomarcado asi como en regiones menos
contrastadas del interior nucleolar (flechas abiertas). Ocasionalmente se encuentran
masas de cromatina condensada en contacto con el nucleolo, que también presentan
marcado (flecha gruesa).

El marcado es menos intenso que el obtenido tras inmunodetecciéon de DNA
en cortes ultrafinos de muestras tratadas con la técnica de metilacion-acetilacion.

La técnica NAMA-Ur tire a nivel de microscopia electrénica las mismas
estructuras- a las que se une el DAPI (Fig. 25), utilizado en microscopia de -

fluorescencia.

4.3. Localizacién ultraestructural simultanea de DNA e histonas en combinacién

con la citogquimica MA

Se encontraron sobre las mismas estructuras nucleares particulas de oro de
10 y 15 nm, que revelan respectivamente histona H4 y DNA (Fig. 21).

En las masas de cromatina condensada (CR) se concentré principalmente el
marcado. En masas de cromatina condensada del interior del nucleolo (cabeza de
flecha) se detectaron histonas y DNA. En el resto del nucleolo el marcado se localizo
en regiones del componente fibrilar denso (F) y centros fibrilares.

La intensidad del marcado fue inferior a la obtenida cuando ambos
anticuerpos se utilizaron por separado.
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5. LOCALIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LOS LUGARES DE REPLICACION Y
DETERMINACION DE CELULAS EN FASE S

5.1. inmunomarcado con oro después de incorporacion in vivo de BrdU

Las raices de cebolla germinadas se incubaron durante 1 hora con una
solucién que contenia BrdU, el cual se incorpora al DNA en lugar de dT y por lo tanto
permite localizar el DNA replicado e identificar células en fase S. Posteriomente las
raices se lavaron, fijaron y frataron con la técnica de metilacién-acetilacion antes de
su inclusién en Lowicryl K4M.

Los cortes ultrafinos se incubaron con anticuerpos anti-BrdU que se revelaron
con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado a particulas de oro.

El marcado (flechas) se localizd en algunas fibras de la regién intercromatinica
(RIl) y periferia de fas masas de cromatina condensada (CR) (Figs. 30 y 31). En el

resto de las estructuras nucleares no se encontraron particulas de oro.

5.2. Inmunolocalizacién ultraestructural de PCNA

El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) es una proteina auxiliar de
la DNA polimerasa 5. Se ufilizaron anticuerpos anti-PCNA como alternativa a la
incorporacion in vivo de BrdU para marcar células en fase S. Los estudios se llevaron
a cabo sobre cortes ultrafinos de meristemos radiculares de raiz de cebolla que
contenian células en diferentes momentos del ciclo celuiar.

En células meristematicas de raiz de cebolla durante mitosis (Figs. 32 a 35) no
se encontrd marcado significativo después de inmunodeteccion de PCNA.

En células en G1 (Figs. 36 y 37), reconocidas por la tipica forma lobulada que
presenta el nucleo en esta fase (Fig. 36), el marcado (flechas) fue muy escaso (Fig.
37). Ocasionalmente se enconfraron particulas de oro en fibras de [a periferia de {as
masas de cromatina condensada (CR).

Se encontrd otro tipo de células interfasicas, de mayor tamano que las células
en fase G1 cuyos nucleos tenian forma eliptica y la cromatina mas descondensada
(Fig. 38). En ellas el inmunomarcado con anti-PCNA fue positivo y su distribucién
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semejante a la obtenida tras incorporacion in vivo de BrdU e inmunomarcado con oro.
£l marcado (flechas) se encontré en forma de particulas de oro aisladas y dispersas
en el nucleoplasma y como pequefas agrupaciones sobre fibras de la regidn
intercromatinica (Rl y periferia de la masas de cromatina condensada (CR) (Figs. 38

y 40). Estos datos permitieron determinar que esas células se encontraban en fase S.

Se realiz6 la doble inmunolocalizacion de DNA y PCNA y se encontré que en
células en fase S el PCNA coiocalizaba con DNA en los mismos jugares en los que
se encontraba el marcado con anti-PCNA (Figs. 41 y 42). Se observaron fibras
(flechas abiertas) en la periferia de las masas de cromatina condensada y region
intercromatinica que presentaban particulas de oro de los dos tamafos.

6. DETERMINACION DE DISTINTAS FASES DURANTE LA MADURACION DEL
GRANO DE POLEN DE PIMIENTO

La tincidn con DAPI de cortes semifinos de anteras permitid identificar
diferentes momentos del desarrollo del polen. Si bien el desarrollo gametofitico del
polen no es totalmente sincronico, en anteras de tamano diferente se encontraron
gfanos de polen en diferentes momentos de su evolucion, desde la fase de tetrada
hasta la de bicelular. Nuestro interés se centré principalmente en los estadios de
nhicrospora vacuolada y polen bicelular joven puesto que en estas fases es posible la
reprogramacion del polen hacia embriogénesis. Los nucleos de las microsporas
vacuoladas (Fig. 43) estan desplazados lateralmente y a tincion con DAPI reveld
diferentes estados de condensacidén de |la cromatina en funcidén de la intensidad de
fluorescencia, que corresponden a diferentes momentos de ia evolucién de la
microspora vacuolada. Durante profase (Fig. 54) se observa una mayor condensacion
de la cromatina. En el grano de polen bicelular (Figs. 43 y 44) los nlcleos vegetativo
(flecha larga) y generativo (flecha corta) presentan un diferente patrén de cromatina.
E! nucleo generativo presenta una mayor intensidad de fluorescencia.

La observacidn bajo contraste de fase de cortes semifinos de anteras tratadas
con la técnica de metilacidn-acetitacion (MA), permitid apreciar los cambios celulares
que tienen lugar durante la evoiucidon del polen desde la fase de microspora
vacuolada a la de bicelular joven. E! estadio de microspora vacuclada (Figs. 45-51) es
muy dindmico y en él se producen cambios en el patron de condensacion de la
cromatina acompafnados de cambios en la forma del ndcleo que van desde
redondeada en fases tempranas a eliptica en estadios proximos a la mitosis. El
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nucieo ocupa una posicion lateral debido a la presencia de una gran vacuola
citoplasmica, creandose una polaridad que condiciona su desarrollo posterior, dando
lugar a una mitosis asimétrica. En fases préximas a [a mitosis {a gran vacuola central
comienza a fragmentarse dando lugar a la aparicion de pequenas vacuolas. Durante
profase {Figs. 52, 53 y 55) se observa la condensacién de la cromatina. El nucleolo
se reabsorbe al final de profase y en metafase los cromosomas alcanzan la maxima
condensacidn a la vez que se disponen en la placa ecuatorial, situada entre la pared
de la microspora y el tonoplasto (Fig. 56). Una vez completadas las etapas de
anafase (Fig. 57) y telofase (Fig. 58) se forma el grano de polen bicelular (Figs. 59-
64) que esta constituido por dos células, la vegetativa (flecha larga) de mayor tamario
y la generativa (flecha corta), mas pequena e incluida en el citoplasma de la anterior.
Inicialmente la célula generativa esta pegada a la pared del polen. En esta fase los
nucleos vegetativo y generativo estdn préximos y presentan un patréon de
condensacién de la cromatina semejante, en el que se aprecian pequefias masas de
cromatina condensada. A medida que prosigue la evolucidn dei grano de polen
bicelular, la célula generativa -se desplaza hacia posiciones méas centradas,
separandose de la pared y mantiene su patron de cromatina condensada, mientras
que en el nucleo vegetativo la cromatina comienza a descondensarse. Estas
diferencias en cuanto al grado de condensacién de la cromatina se acentuan a
medida que el polen avanza hacia la fase de bicelular intermedio, en la que ademas
se reabsorbe Ia vacuola.

7. CAMBIOS ULTRAESTRUCTURALES DURANTE LA EVOLUCION DEL GRANO
DE POLEN

Para apreciar en detalle los cambios ultraestructurales que ocurren durante la
interfase de la microspora y polen bicelular fue necesario disponer de muestras
tratadas con el método de metilacién-acetilacion para estudiar la estructura fina del
nucleo y la distinta organizacién de los compartimentos nucleares en relacidén a los
estados de actividad. Se realizé un estudio secuencial a lo largo del desarrollo
gametofitico hasta la fase de bicelular joven, para caracterizar diferentes estadios
como paso previo para poder determinar los cambios que tienen lugar cuando el
polen se reprograma hacia embriogénesis.

En la fase de tetrada, las cuatro microsporas jovenes permanecen juntas
envueltas por una cubierta de calosa (Fig. 65). En estas microsporas el nucleo occupa
una posicidon central (Fig. 66). Existen dos patrones de cromatina resuitado del
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proceso de descondensacion que tiene lugar desde el comienzo de la fase de
tetrada. Se observan grandes masas de cromatina condensada, principalmemte en
contacto con la envoltura nuclear, que coexisten con ofras mas pequenas, dejando
entre si grandes espacios en la region intercromatinica ocupados por granulos y
fibras. El nucleolo se encuentra en fase de reactivacidon y estd constitutido
mayoritariamente por componente fibrilar denso en cuyo interior aparece una gran
vacuola de reactivacion (VR) que contiene granulos pericromatinicos nucleolares {ver
detalle en Fig. 80). Esta morfologia nucleolar se sigue observando en estadios
tempranos de la fase de microspora vacuolada (Fig: 68). El citoplasma es rico en
organulos y vacuolas de pequefio tamafio.

Posteriormente |as microsporas pasan por estadios intermedios durante los
cuales las pequenas vacuolas citoplasmicas se funden. De este modo se forma la
microspora vacuolada (Figs. 67-72) que se caracteriza por la presencia de una gran
vacuola (V) ocupando la mayor parte del volumen citoplasmico, que desplaza el
nucleo a una posicién lateral. Esta fase es muy dinamica y en ella se producen
cambios en el estado de actividad y la forma del ndcleo.

En estadios tempranos de ia fase de microspora vacuoiada el nucleo es
redondeado (Figs. 67-69). Se observan numerosas y pequefias masas de cromatina
condensada distribuidas irregularmente con tendencia a estar préximas a la periferia,
en contacto con la envoltura nuclear, y algunas discretas en el interior. La region
intercromatinica es densa. £l nucleolo se activa, pasando de una morfologia en la
que predomina una gran vacuola de reactivaciéon (Fig. 68), a otra en la que ei
componente granular se entremezcla con el fibrilar denso y aparecen numerosos
centros fibrilares homogéneos (Fig. 69; ver aumento en Fig. 83).

E! estado de actividad del nucleolo se mantiene cuando la forma del ndcleo
pasa a ser eliptica (Figs. 70-72), observandose la presencia de vacuclas de actividad
{Fig. 70; ver detalle de un nucleolo en un estadio semejante en Fig. 103), asociadas
al componente granular y que contienen particulas prerribosdémicas. El patron de
condensacién de fa cromatina cambia hacia formas mas descondensadas que en
estadios anteriores (Comparar Figs. 67-69 con Fig. 71; ver apliacidn de estos
estadios en Figs. 81-83 y Fig. 85, respectivamente). Las masas de cromatina
condensada son menos numerosas y se localizan principalmente en la perifera del
nucleo (Figs. 70 y 71). A medida que la microspora se acerca a profase, la cromatina
se vuelve a condensar (Fig. 72). En los estadios finales de la interfase de la
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microspora, el citoplasma se reduce, ocupando una fina capa entre la vacuola y la
pared de la microspora. Se observan depositos densos en el interior de las vacuolas

citoplasmicas.

Después de la mitosis asimétrica de la microspora se forma el grano de polen
bicelular, constituido por dos células: 1a vegetativa, de mayor tamano, y la generativa,
mas pequefa e incluida en el citoplasma de la anterior. En el polen bicelular recién
formado el patrén de condensacion de la cromatina es semejante en las dos células
(Fig. 73 y 123). En estadios posteriores (Figs. 74-78), la cromatina del nucleo
vegetativo se descondensa mientras que la del generativo se mantiene en estado
condensado.

El nucleolo (NU) vegetativo (Figs. 74 a 78) se activa en los primeros estadios
de la fase de polen bicelular joven. En estadios muy activos {Fig. 78} el componente
granular {(G) es abundante y aparece entremezclado con el fibrilar denso (F). Se
observa una vacuola de actividad (VA) (Fig. 78), con particulas prerribosémicas en su
interior. Los centros fibrilares son de tipo homogéneo. Aparecen cuerpos nucleares
densos proximos al nucleolo (flecha gruesa), de aspecto fibrilar (Figs. 76 y 78).

El nucleolo generative (Figs. 73, 75 y 76) no llega a alcanzar el estado de
actividad del vegetativo y se mantiene, en estos estadios, poco activo. Se compone
principalmente de componente fibrilar denso agrupado alrededor de la regidn
organizadora del nucleolo (NOR) que forma un gran centro fibrilar heterogéneo dentro
del mismo (flecha curva). En la periferia se observa una fina capa de material
granuiar.

Las vacuolas citoplasmicas se reabsorben en la fase de polen bicelular y en
su interior se siguen observando depdsitos densos a los electrones (Fig. 89), al igual
que en otras fases del desarrolio gametofitico.

8. LOCALIZACION DE LOS PERIODOS DE REPLICACION DURANTE LA
MADURACION DEL GRANO DE POLEN

La incorporacion in vivo de BrdU para identificar células en fase S y estudiar
los periodos de replicacidn resultaba ser un abordaje muy complicado en este
material por lo que se utilizaron otros marcadores alternalivos. Los resultados
obtenidos mediante inmunomarcado con anti-PCNA en células meristematicas de raiz
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de cebolla en diferentes fases del ciclo celular nos impulsaron a usar este anticuerpo
para estudiar la dinamica de la fase S en microsporas y polen bicelular joven de
pimiento.

El PCNA se localizd en estadios tempranos del desarrolle de la microspora,
concretamente hacia el final de la fase de tetrada en la que comienza a disclverse la
pared de calosa (Figs. 79 y 80). Se observaron pequenos grupos de 3 o mas
particulas de oro en fibras de la region intercromatinica (RI) y periferia de las masas
de cromatina condensada (CR), que en esta fase son de gran tamano. Asimismo se
encontré un marcado disperso en el nucleoplasma y el componente fibrilar denso del
nucleolo (NU) (Fig. 80).

E! patrén de marcado de ios anticuerpos anti-PCNA en distintos momentos del
desarrollo de la microspora vacuolada (Figs. 81 a 86) fue diferente. En estadios
tempranos, en los que la forma del nucleo es redondeada, el marcado agrupado se
localizé en fibras de cromatina descondensada de la regién intercromatinica y
periferia de masas de cromatina condensada (Figs. 81, 82 y 83, correspondientes a
los estadios mostrados en las Figs. 67, 68 y 69, respectivamente). La intensidad del
marcado fue inferior a la que se obtuvo en la fase de tetrada.

En una etapa posterior, que coincide con el cambio de forma del nucleo de
redondeada a eliptica y la cromatina esta mas descondensada, el marcado con anti-
PCNA es escaso y principaimente aparece en forma dispersa, si bien también se
observan algunas fibras de la regién intercromatinica marcadas por pequefios grupos
de particulas de oro (Fig. 84, correspondiente al estadio mostrado en la Fig. 70). Al
final de esta etapa el marcado vuelve a ser intenso y esta principalmente asociado a
las masas de cromatina condensada en contacto con la envoltura nuclear (Fig. 85,
correspondiente al estadio mostrado en la Fig. 71).

Finalmente la cromatina vuelve a condensarse al final de la interfase de la
microspora, proxima a entrar en profase. La regién intercromatinica presenta menos
estructuras que en fases anteriores en las que la cromatina estaba mas dispersa
(comparar Figs. 85 y 86). En este estadio el marcado es muy escaso y esta disperso
en el nucleoplasma (Fig 86, correspondiente al estadio mostrado en la Fig. 72).

En el polen bicelular joven se encuentran diferencias en el patron de
cromatina y estado de actividad del nucleolo entre las células vegetativa y generativa
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(Figs. 89 y 82). Sin embargo la intensidad y distribucién del marcado con anti-PCNA
es semejante en ambos nucleos, en forma de particulas de oro aisladas en el
nucleoplasma (Figs. 87 y 88; 90 y 91).

En estadios posteriores, en los que la célula generativa comienza a
desplazarse hacia el centro del grano de polen, separandose de la pared (Fig. 95), la
localizacién y distribucion del marcado con anticuerpos anti-PCNA es distinta en los
nucleos vegetativo y generativo (Figs. 93 y 94). E! niucleo vegetativo presenta un
marcado similar al descrito anteriormente (Fig. 93), mientras que el generativo entra
en fase S. Las particulas de oro estan agrupadas sobre fibras de la regidn
intercromatinica y periferia de las masas de cromatina condensada (Fig. 94). Este
marcado coexiste con otro disperso en €l nucleoplasma.

La evaluacion cuantitativa del marcado reveld una distribucidn diferente en
microsporas vacuoladas (Fig. 96 ) y células vegetativa (Fig. 97) y generativa (Fig. 98)
de polen bicelular joven. En las microsporas vacuoladas el marcado disperso (1 o 2
particulas de oro) represento el 5% del drea total medida. En [as célufas vegetativa y
generativa este valor fue de un 4%. El marcado agrupado (3 o mas particulas de oro)
fue un 2% en microsporas vacuoladas y un 0% y 0.18% en células vegetativa y
generativa, respectivamente.

9, INMUNOLOCALIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE HIBRIDOS DNA/RNA

Para estudiar la actividad transcripcional nucleolar y extranucleolar en
diferentes fases del desarrollo del polen, se utilizaron anticuerpos que reconocen
hibridos DNA/RNA. Las muestras se trataron con el método de metilacion-acetilacién
antes de su inclusién en la resina Lowicryl K4M.

La localizacion de los hibridos DNA/RNA nos ayudé a determinar las
estructuras en las que fiene lugar la transcripcion.

9.1. Estudio de la transcripcion nucleolar

En microsporas jovenes en la fase de tetrada se encontré un marcado escaso
en el componente fibrilar denso (F) del nucleolo {(NU), que se encuentra en
reactivacion (Fig. 99).
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En microsporas vacuoladas la intensidad del marcado sobre el nucleolo fue
diferente, dependiendo de su estado de actividad. En nucleolos poco activos, con
algunos centros fibrilares de tipo homogéneo (dcble flecha) y componente granular
(G) todavia situado en la periferia, el marcado no fue -abundante y se localizo en el
componente fibrilar denso y periferia de algunos centros fibrilares homogéneos (Fig.
10'i). En nucleolos muy activos, se matuvo este patréon de marcado si bien su
intensidad fue mayor (Fig:" 103). Las vacuolas de actividad {VA) y componente
granular estan practicamente libres de particulas de oro.

En el polen bicelular joven se observaron diferencias en el estado de actividad
entre los nucleolos generativo {Fig. 105) y vegetativo (Fig. 107). El generativo se
encuentra en un estado temprano de actividad. Esta formado por componente fibrilar
denso, centros fibrilares homogéneos, un gran centro fibrilar heterogéneo en la zona
de entrada del NOR y una fina capa de componente granular en la periferia. El
marcado se concentra en el componente fibrilar denso, ocasionalmente, en la
periferia de los centros fibrilares (Fig. 105). El nucleolo vegetativo es mas activo. El
componente granular es abundante y se entremezcia con el fibrilar denso,
estableciendo contacto con las vacuolas de actividad. Las particulas de oro que
localizan los hibridos DNA/RNA en el nucleolo se observaron en el componente
fibrilar denso; algunos centros fibrilares homogéneos estan marcados en ia periferia
(Fig. 107).

9.2. Estudio de la transcripcion extranucleolar

En la fase de tetrada los lugares de transcripcidon extranucleolares se
localizaron en fibras de la regién intercromatinica (RI) (Figs. 99 y 100). El marcado fue
abundante y especificamente concentrado en esas estructuras. No se encontraron
particulas de oro sobre las masas de cromatina condensada (CR).

En microsporas vacuoladas la regién intercromatinica es rica en granulos y
fibras. Ef marcado se localizé exclusivamente sobre estas ditimas (Figs. 102 y 104)
aunque su abundancia fue menor que en la fase de tetrada. No se encontraron
particulas de oro sobre las masas de cromatina candensada.

En granos de polen bicelulares jévenes la transcripcion extranucleolar se
localizo en fibras de la region intercromatinica en los nucleos generativo (Fig. 108} y
vegetativo (Fig. 108).
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10. LOCALIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE FIBRAS DE DNA EN LA REGION
INTERCROMATINICA MEDIANTE LA REACCION DE TdT

Este método se basa en la incorporacion de 5-bromo-deoxi-uridina-trifosfato
(BrUTP) en los extremos hidroxilo 3' ibres de DNA expuestos en la superficie de (os
cortes ultrafinos, mediante una reaccidn catalizada por la enzima terminai
deoxinucleotidil transferasa (TdT). Los nucledtidos marcades incorporados a fas
cadenas de DNA se revelaron con anticuerpos anti-Brau.

Esta es una técnica muy sensible capaz de detectar pequenas cantidades de
DNA, que se utilizé para estudiar el patron de cromatina en microsporas vacuoladas y
polen bicelular en combinacion con la citoquimica MA y, en particular, la presencia de
fibras de cromatina descondensada en la regidn intercromatinica. La
inmunolocalizacién de PCNA e hibridos DNA/RNA en fibras de la region
intercromatinica nos llevd a la aplicacion in situ de la reaccion de TdT para buscar
fibras de DNA que podrian estar activas y/o preparadas para replicacion yl/o
transcripcion.

En determinados estadios de la fase de microspora vacuolada (Fig. 109) y
células vegetativas (Fig. 110) la cromatina esta dispersa. E! marcado se localizd en
las pequefias masas de cromatina condensada y en abundantes fibras de cromatina
descondensada de la regién intercromatinica. El nucleo generativo presenta un
patron de cromatina diferente (Fig. 111). Las masas de cromatina condensada son
mas grandes y en ellas se concentra mayoritariamente el marcado. En algunas fibras
de la region intercromatinica también se localizd DNA.

Este método también localizé DNA en los centros fibrilares (doble flecha) y
componente fibrilar denso del nucleoio.

11. INMUNOLOCALIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LOS snRNPs
Con objeto de localizar tos factores implicados en el "splicing" de los RNA

mensajeros, se empled el anticuerpo 7.13 que reconoce la proteina D comun a los
snRNPs U1, U2, U4/U6 y US.
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La inmunolocalizacion se llevd a cabo en cortes ultrafinos de granos de polen,
procedentes de muestras fratadas con ef método de metilacion-acetilacion.

Las particulas de oro se localizaron en fibras de 1a region intercromatinica (RI),
las mismas estructuras que prasentan marcado con anticuerpos anti-hibridos
DNA/RNA, aunque es menos abundante (Figs.- 112 y 113). Los granulos
intercromatinicos no estan marcados.

El marcado anti-snRNPs también se combindé con la técnica citoquimica
EDTA, preferencial para ribonucleoproteinas (Figs. 113 a y b). Las particulas de oro
se localizaron sobre fibras tefiidas de la Rl localizadas en distintas posiciones en
relacion a las areas blanqueadas por la tincion, en las que tradicionalmente se asume
que se localiza la cromatina condensada (Bemhard, 1969; Puvion y col,, 1984). En
ningun caso se observd marcado sobre granulos.

12. INMUNOLOCALIZACION ULTRAESTRUCTURAL DEL FACTOR UBF

Se utilizé el anticuerpo anti-NOR90 para localizar el factor UBF, asociado a la”
RNA polimerasa I, la enzima que lleva a cabo la transcripcion del RNA ribosémico.

Este anticuerpo se ensayd en diferentes estadios del desarrollo del polen. La
inmunodeteccion se {levd a cabo en corles de muestras tratadas con el método de
metilacion-acetilacion.

En los nucleolos en reactivacidn de las microsporas en fase de tetrada, el
marcade con ant-NORSO fue escaso. Las particulas de oro se localizaron
especificamente en el componente fibrilar denso (Figs. 114 y 115), del que
mayoritariamente se componen estos nucleolos. Los cuerpos nucleares (cabeza de
flecha), que aparecen eh esta fase, también se marcaron (Fig. 114).

En nucleolos actives de microsporas vacuoladas (Figs. 116 y 117) el marcado
fue mas intenso que en nucleolos en reactivacion. En nucleolos muy activos (Fig.
117), con una gran vacuola de actividad, se encontrdé un marcado intenso

especificamente concentrado en regiones discretas del componente fibrilar denso.

En estadios muy tempranos del desarrolio dei polen bicelular, cuando el
nucieolo vegetativo (Fig. 118) comienza a activarse y el generativo (Fig. 119) adn
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esta inactivo, se observan diferencias de marcado. Escasas particulas de oro se
localizan en el componente fibrilar denso del nucleclo vegetativo (Fig. 118). Ei
marcado es practicamente inexistente en el nucleolo generativo (Fig. 119) formado

casi exclusivamente por componente fibrilar denso.,

13. LOCALIZACION ULTRAESTRUCTURAL SIMULTANEA DE HIBRIDOS DNA/RNA
Y EL FACTOR UBF

Los experimentos de doble inmunomarcado para localizar simultaneamente
hibridos DNA/RNA y el factor UBF se realizaron sobre cortes ultrafinos de granos de
polen tratados con el método de metilacién-acetilacion.

Las particulas de oro de 5 (flechas cortas) y 10 nm (flechas largas) que
revelan respectivamente hibridos DNA/RNA vy el factor UBF, se localizaron en el
componente fibrilar denso del nucleolo. La intensidad del marcado se correlacioné
con el estado de actividad del nucleolo. En nucleolos activos (Figs. 120 y 121} se
observaron abundantes particulas de oro de ambos tamafos distribuidas en el
componente fibrilar denso, a menudo en las proximidades de los centros fibrilares
homogéneos (doble flecha). En algunas regiones del componente fibrilar denso
colocalizan particulas de oro de 5 y 10 nm. El marcado que reconoce los hibridos
DNA/RNA fue mas intenso que el del factor UBF, como ocurre cuando se realiza la
inmunodeteccion simple de ambos antigenos.

Los hibridos DNA/RNA también se localizaron en fibras de cromatina
descondensada de 1a region intercromatinica.

14. INMUNOLOCALIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LA PROTEINA
FIBRILARINA

Se utilizé el anticuerpo B-36 que reconoce la proteina fiprilarina, la cual
~ participa en el proceso de maduracion de los transcritos ribosémicos.

Los ensayos se realizaron sobre cortes de granos de polen en distintos
estadios de su desarrollo, de muestras tratadas con la citoquimica MA, para estudiar
los posibles cambios en la distribucion y/o abundancia de esta proteina en relacién a
la actividad nucleolar.
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En los diferentes estadios estudiados el patron de marcado fue semejante. E!
inmunomarcado con oro que localiza este antigeno se encontré exclusivamente en el
componente fibrilar denso del nucleclo (Figs. 122, 124 y 125). En ningun caso se
observaron particuias de oro sobre jos centros fibrilares o componente granular, ni
sobre otras estructuras nucleares.

La intensidad del marcado parece no estar relacionada con la actividad del
nucleoio. En'microsporas vacuoladas (Fig. 122), células generativas (Fig. 124) y
vegetativas (Fig. 125) de granos de polen bicelulares jévenes (Fig. 123), cuya
ultraestructura refleja una diferente tasa de sintesis de ribosomas, la intensidad del
marcado fue similar,

15. INMUNOLOCALIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE RNA

Para estudiar la composicion de RNA en los distintos compartimentos
nucleares a lo largo del desarroilo del grano de polen, se utilizaron anticuerpos anti-
RNA. La combinacion de ia inmunodeteccion de RNA con la citoquimica MA permitié
una correcta asignacion del marcado con oro.

En estadios finales del desarrollo de la microspora vacuolada el nucleolo
comienza a desactivarse por lo que presenta una estructura segregada (Figs. 126 y
127). Esté principalmente formado por componente fibrilar denso, con algun centro
fibrilar homagéneo en su interior, rodeado por componente granular. Las particulas
de oro que revelan RNA estdn irregularmente distribuidas en el nucleolo. El
componente fibrilar denso se marca moderadamente con anticuerpos anti-RNA,
mientras que el marcado sobre el componente granular es abundante (Figs. 126 y
127). La intensidad del marcado desciende a medida que la actividad nucleolar
decae, como ocurre cuando la microspora se acerca a profase (comparar las Figs.
126 y 127).

En el polen bicelular joven se observan diferencias de actividad entre los
nucleolos generativo (Fig. 128) y vegetativo (Fig. 129). El nucleolo generativo es poco
activo y se compone de componente fibrilar denso, en cuyo interior se reconocen
algunos centros fibrilares homogéneos y componente granular situado en la periferia
(Fig. 128). En cambio el nucieclo vegetativo es mas activo. El componente granular
es mas abundante y se mezcla con el fibrilar denso (Fig. 129). El marcado es
moderado en el componente fibrilar denso y abundante en el granular (Figs. 128 y
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129). En ocasiones se observan cuerpos nucleares (flecha), de aspecto fibrilar, que
también se marcan con anticuerpos anti-RNA (Fig. 128).

En diferentes momentos del desarrollo gametofitico del polen se observa
marcado en fibras en la region intercromatinica (R[} (Figs. 126 a 129).

E! citoplasma se marca intensamente (Fig. 127) mientras que las vacuolas
citoplasmicas (V) y masas de cromatina condensada (CR) estan libres de particulas
de oro.

La inmunolocalizacién de RNA también se llevé a cabo en cortes teitidos con
EDTA (Fig 113c) o sobre cortes de muestras tratadas con MA y digeridos con DNasa
(Fig. 113d). Aunque los tratamientos citoquimicos empleados son diferentes, el
resultado es semejante. En ambos casos se contrastan preferencialmente estructuras
que contienen RNA: nucleolo, regidn intercromatinica y citoplasma. Nuestro interés se
centrd principalmente en el marcado sobre estructuras de la region intercromatinica
para completar el estudio de la organizaciébn funcional de este compartimento
nuclear. Las particulas de oro se localizaron sobre fibras contrastadas por los
métodos citoquimicos utilizados, pero no sobre granulos. El marcado fue especifico
pero poco intenso en comparacién con el marcado que proporcionan anticuerpos
anti-snRNPs (comparar las figs. 113 a y b con las figs. 113c y d). |

16. LOCALIZACION DE TRANSCRITOS RIBOSOMICOS MEDIANTE HIBRIDACION
IN SITU RNA/RNA

16.1. Hibridacién in situ a nivel de microscopia confocal

El RNA ribosémico se localizé en células meristematicas de raices de cebolla
en diferentes estados de actividad, utilizando sondas marcadas con digoxigenina
correspondientes a las secuencias 18S y 258 de Raphanus sativus L. y Arabidopsis
thaliana L., respectivamente. Ei revelado de los hibridos formados se realizé con
anticuerpos conjugados con fluoresceina y las preparaciones se observaron en un
microscopio confocal equipado con un detector laser. La microscopia confocal nos
permiti6 utilizar secciones gruesas y obtener imagenes de planos focales sucesivos,
que una vez proyectadas una sobre otra proporcionaron informacion sobre la
distribucion del marcado en nucleolos enteros. El patrén de marcado fue similar con

las dos sondas utilizadas.
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Se detectd la presencia de transcritos ribosomicos en el nucleolo (NU) y
citoplasma (CT). En el nucieolo se encontrd la mayor intensidad de marcado, cuya
distribucion fue irreguiar. La senal de fluorescencia mas elevada se encontré en
zonas del interior y périferia del nucleolo {Figs. 130, 131, 132 y 133) entremezcladas
con zonas de intensidad de fluorescencia intermedia.

Se realizé tratamiento de imagen para transformar la escala de grises que
indica l1a intensidad de fluorescencia, en una escala de color. Este tratamiento nos
permitid6 apreciar mejor la distinta distribucibn de RNA en el nucleolo, asignando
distintos colores a los distintios niveles de fluorescencia (Figs. 131 y 133).

16.2. Hibridacion in situ a nivel de microscopia electrénica

El RNA ribosdmico se focalizd ultraestructuraimente en células meristematicas
de raices de cebolla brotadas (Fig. 134} y no brotadas (Fig. 135), asi como en granos
de polen de pimiento en diferentes momentos de su desarrollo gametofitico (Figs. 136
a 139), en combinacién con Iz citoquimica MA. Se empled la sonda correspondiente a -
la secuencia 25S de Arabidopsis thaliana L., marcada con digoxigenina y revelada
con anticuerpos conjugados con oro.

En todos los tipos celulares estudiados se encontrd un patron de marcado
similar. Las particulas de oro se localizaron en el nucleclo (NU), citoplasma (CT) y
region intercromatinica (RI). E] componente granular (G) del nucleolo fue {a estructura
en la que se observé la mayor intensidad de marcado (Figs. 134 a 139). Las vacuolas
de actividad (VA) (Figs. 136, 137 y 138), que aparecen en nucleolos activos y estan
en conexién con el componente granular también se marcaron pero menos
intensamente. El componente fibrilar denso (F)} se marcé moderadamente, asi como
los centros fibrilares homogéneos (doble flecha) en su periferia (Figs. 134 a 139), en
los que ocasionalmente se apreciaron granos de oro scbre fibras de RNA ribosomico
penetrando hacia su interior (Fig. 137). En fa regién intercromatinica se encontré un
marcado diferencial que fue mayor en células reproductoras que en células somaticas
(comparar Figs. 134 y 135 con Figs. 136 a 139). Las regiones ricas en ribosomas del
citoplasma se marcaron abundantemente (Figs. 135y 136).

La ultraestructura nucleolar camhia drasticamente en relacion a la tasa de
sintesis de ribosomas. En células proliferantes activas en transcripcion ribosémica de
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meristemos de raiz de cebolla (Fig. 134), el componente granular es abundante y
aparece asociado con vacuolas de actividad en el interior nucleolar. Predominan los
centros fibrilares de tipo homogéneo. En cambio, los nucleolos inactivos de
meristemos de raices no brotadas de cebolla (Fig. 135) estdn principalmente
formados por componente fibrilar denso. El patréon de distribucion del componente
granular cambia en relacién al estado de actividad nucleolar y con €l {a distribucidn
del marcado con oro. £f componente granular es escaso en este tipo de nucleolos y
se [ocaiiza exclusivamente en (a pén‘fen‘a. Se observan masas de cromatina
condensada en estrecho contacto con el nucieolo (flecha gruesa) que probablemente

representan (a cromatina ribosdmica inactiva.

En microporas vacuoladas tardias, el nucleolo es activo (Figs. 136 y 137) y su
ultraestructura es semejante a la de los nucleolos activos en transcripcion de las
células proliferantes de raiz de cebolla. La intensidad y distribucién del marcado con
oro que localiza los transcritos ribosomicos también fue similar. El estado de actividad
del nucleolo se mantiene cuando el patron de cromatina cambia desde estados mas
condensados (Fig. 136) a mas dispersos (Fig. 137),‘ al final de la interfase de la
microspora. Se encontraron diferencias en Ja localizacién de RNA ribosémico en la
region intercromatinica entre estos dos estadios (comparar Figs. 136 y 137). La célula
generativa (Fig. 139) del polen bicelular presenté un marcado mas intenso en la
region intercromatinica que la vegetativa (Fig. 138). Entre ambos nucleos también se
encontraron diferencias en el patrén de cromatina. La cromatina estad mas dispersa
en el nucleo vegetativo que en el generativo. El estado de actividad de los nucleolos
es diferente; el nucleolo vegetativo es mas activo, con una vacuola de actividad en su
interior, gue el generativo, que muestra una estructura segregada, con el componente
granular rodeando ai fibrilar denso (comparar Figs. 138 y 139).

17. LOCALIZACION DE LOS GENES RIBOSOMICOS MEDIANTE HIBRIDACION IN
SITU RNA/DNA

17.1. Hibridacion in situ a nivel de microscopia confocal

El DNA ribosomico se localizé en células meristematicas de raices de cebolla
en diferentes estados de actividad, utilizando una sonda marcada con digoxigenina
correspondiente a la secuencia 255 de Arabidopsis thaliana L. E! reveladc de los
hibridos formados se realizd con anticuerpos conjugados con fluoresceina y las

preparaciones se observaron en un microscopio confocal equipado con un detector
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laser. La microscopia confocal nos permitié utilizar secciones gruesas y obtener
imagenes de planos focales a distintos niveles de un mismo nucleolo (Figs. 140 a
145) o proyecciones de cortes Opticos sucesivos (Figs. 146 y 147). Se realizd
tratamiento de imagen para asignar falso color y poder determinar con mas detalle el
estado funcional de la cromatina ribosdmica.

Se observd una distintinta organizacién del DNA ribosémico en nucleolos
activos (Figs. 140 a 146) y poco activos (Fig. 147). En el interior nucleclar se
observaron amplias zonas con una baja sefal, revelada por el color azul (ver escala
de intensidad de fluorescencia) y otras zonas mas discretas que presentaban una
intensidad de fluorescencia intermedia, en color verde. En la periferia nucleolar y en
contacto con la sefnal del nucteolo, se encontraron masas de apecto circular, en
numero maximo de cuatro, en las que se concenird el marcado mas intenso,
coloreadas principalmente en rojo. En los nucleolos poco activos (Fig. 147) se
observaron areas que presentaban una intensidad de fluorescencia semejante a la de
las masas perinucleolares.

17.2. Hibridacién in situ a nivel de microscopia electrénica

El DNA ribosémico se localizd ultraestructuralmente en células meristematicas
de raices de cebolla no brotadas (Figs. 148 y 149) y brotadas (Figs. 150 y 151), en
combinacion con la citoquimica MA. Se empled la sonda correspondiente a la
secuencia 25S de Arabidopsis thaliana L., marcada con digoxigenina y revelada con
anticuerpos conjugados con oro.

El marcado se localizé en el componente fibrilar denso y centros fibrilares del
nucleolo (Figs. 148 a 151), mientras que no se encontraron particulas de oro sobre el
componente granular.

En raices no brotadas el nucleoio es inactivo y presenta una tipica forma
segregada (Figs. 148 y 149), con el componente granular rodeando al fibrilar denso.
Se observan masas de cromatina condensada en contacto con el nucleolo, donde se
encontraron particulas de oro.
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18. CULTIVO IN VITRO DE POLEN AISLADO EN MEDIC LiQUIDO

El abordaje detallado en los capitulos precedentes nos ha permitido estudiar el
programa de desarrolio gametofitico del polen de pimiento. Esto fue necesario para
determinar el estado fisiologico de la-fase mas adecuada para reprogramarse hacia
embriogénesis. Se probaron diferentes medios de cultivo y se partié de distintas fases
de desamollo,

18.1. Condiciones de {os cuitivos para Ia induccién de embriogénesis

Se ensayaron diferentes composiciones de medios de cultivo para ia induccion
de embriogénesis. Los mejores resultados se abtuvieron en condiciones de cuitivo de
semiayuno, es decir, utilizando medios de cultivo con sales y una baja concentracion
(40 mM) de sacarosa a 25°C.

18.2. Sequimiento de los cultivos. Tincién con DAPI

La tincion con DAP! permitidé observar la progresion de los cultivos. Se
realizaron controles en el momento de la puesta en cultivo para determinar la fase del
desarrollo gametofitico del grano de polen de la que se partia. La poblacion inicial no
era totalmente homogénea y se componia principalmente de microsporas vacuoladas
(Figs. 1562 y 153). También se encontraron algunos granos biceiulares jovenes
coexistiendo con 1as microsporas. A los dos dias de iniciado el cultivo se encontraron
granos de polen bicelulares atipicos que presentaban dos nucleos con é! mismo
estado de condensacion de la cromatina (Fig. 154). A partir del décimo dia se
encontraron granos de polen multinucleados (Figs. 155 y 156) en los que todavia
persiste 1a exina, que posteriormente se rompe dando lugar a embriones derivados
de microsporas de mayor tamaro y hasta 12 nacleos (Figs. 157 y 158), en los que en
ocasiones se observaba compartimentalizacion celular. |

En paralelo se obsevaron a los pocos dias de iniciado el cuitivo, aigunos
granos de polen uninucleados (Figs. 160 y 161), cuyos nucleos eran de mayor
tamafio que los dos nlcleos fundidos de los granos bicelulares (Fig. 159). La
cromatina mantenia un estado similar de condensacién en todos ellos.

66




RESULTADOS

18.3. Ultraestructura de los granos de polen muitinucleados

Los granos de polen bicelulares atipicos (Fig. 162) encontrados a partir del
segundo dia de cultivo, mostraron a nivel de microscopia electronica nucleos
reondeados con un mismo patrén de cromatina, caracterizado por abundantes y
pequefias masas de cromatina condensada y un rica region intercromatinica (Fig.
163). Los nucleolos muestran una morfologia semejante.. Estas caracteristicas
ultraestructurales difieren de las que presentan los granos de polen bicelulares
joévenes durante el desarrollo gametofitico (comparar la Fig. 163 con las Figs. 73 a 78)
y en cambio recuerdan a las de células somaticas proliferantes. El citoplasma es rico
en organuios y ribosomas y fa vacuola esta muy reducida.

En granos de polen multinucleados (Fig. 164), correspondientes a los estadios
del desarrollo esporofitico inducido representados en las figuras 155 y 156, la
cromatina se mantiene en estado condensado, principaimente en la periferia del
nicleo. E! citoplasma es rico en plastidios, que empiezan a llenarse de almidén,
mitocondrias y reticulo endopldsmico rugoso. Las vacuolas de estas células
presentan depésitos densos en su interior al igual que ocurre durante el desarrollo
gametofitico (ver Figs. 70 a 72 y 89). El grosor de las paredes que separan las
células dentro de un mismo grano de polen multinuclecado es diferente, revelando
células formadas en distintos ciclos de divisidén (Risuefo y col., 1968).
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS UTILIZADOS EN LAS FIGURAS

A: Anafase

C: Caiosa

CA: Cromosoma anafasico

CG: Célula generativa

CP: Cromatina profasica

CR: Cromatina condensada

CT: Citoplasma

CV: Célula vegetativa

E: Exina

F: Componente fibrilar denso

G: Componente granular

M: Metafase

N: Ndcleo

NU: Nucleolo

P: Profase

RI: Regién intercromatinica

T: Telofase

TP: Tapetum

V: Vacuola citopiasmica

VA: Vacuola de actividad nucleolar
VR: Vacuola de reactivacion nucleolar
—= Centros fibrilares homogéneos
= Centros fibrilares heterogéneos
’ Cromatina condensada asociada al nucleolo

w3 Entrada del organizador nucleolar
’ Cuerpo nuclear
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FIGURAS

LAMINA 1

Planta de Capsicum annuum L.

Figuras 1y 2
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FIGURAS

LAMINA 1. Planta de Capsicum annuum L.

Figuras 1y 2: Planta de Capsicum annuum L. en la que se pueden apreciar botones
florales de distinto tamanio y flores abiertas (Fig. 1} asi como frutos (Fig. 2).
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FIGURAS

LAMINA 2

Meristemo radicular de Alfium cepa L. Tincién con DAPI

Figura 3
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FIGURAS

LAMINA 2. Meristemo radicular de Alfium cepa L.

Figura 3: Seccion longitudinal de un meristemo de raiz de Aflium cepa L. Corte
semifino. Tincion con DAP|. Observacién bajo irradiacién ultravioleta. Los nucleos
celulares asi como los cromosomas mitdticos fluorescen intensamente. Se observan
células meristematicas alineadas, de aspecto isodiamétrico, en diferentes momentos
del ciclo celular (G1, S, G2 y Mitosis). Las células epidérmicas, situadas en ia
periferia, son mas alargadas. P: profase; M: metafase; A: anafase; T: telofase. Barra
= 10um.
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FIGURAS

LAMINA 3

Evoluciéon del ciclo celular en células meristematicas de raiz de Allium cepa L.

Figuras 4 - 12
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FIGURAS

LAMINA 3: Evolucién del ciclo celular en células meristematicas de raiz de Alfium

cepa L.

Figuras 4-12: Células meristematicas de raiz de Afium cepa L. en diferentes
momentos dei ciclo celular. Cortes semifinos. Citoquimica NAMA-Ur realizada en
blogue e inclusidon en Lowicryl. Obsevacion bajo contraste de fase. La cromatina y los
cromosomas mitoticos estan especificamente tefnidos. A medida que las células
entran en profase (Fig. 4) 1a cromatina se condensa. En metafase (Fig. 5) los
cromosomas alcanzan el mayor grado de condensacién y se disponen en la placa
ecuatorial. Durante anafase (Fig. 6) las cromatidas hermanas se separan hacia polos
opuestos. En telofase (Fig. 7) el proceso de division se completa y comienza a
formarse la pared que separa a las dos células hijas (flechas). En G1 (Figs. 8y 9) la
cromatina se descondensa progresivamente y se rodea de la envoltura nuclear. El
nucleo presenta una caracteristica forma lobulada. El tamafo celular aumenta
durante la progresién de la fase S (Figs. 10 y 11) y el nacleo adopta una forma
eliptica. El mayor tamario celular se alcanza en G2 (Fig. 12). Barra = 10 um.
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FIGURAS

LAMINA 4

Ultraestructura nuciear. Citoquimica de Metilacion-acetitacion (MA)

Figuras 13y 14
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FIGURAS

LAMINA 4. Ultraestructura nuclear. Citoquimica de Metilacion-acetilacion (MA)

Figura 13: Region nuclear de una célula meristematica de raiz de Afium cepa L.
Inclusiéon en Lowicryl v tincion con acetato de uranilo y citrato de plomo. La cromatina
condensada (CR) presenta bajo contraste y la reqion intercromatinica (Rl} es densa,
si bien en ella no es posible disfinguir enfre estructuras granulares y fibilares. En el
nucleolo (NU) sélo se pueden reconocer los centros fibrilares {flecha) que aparecen
como pequenas zonas claras a los electrones, si bien no es posible determinar si se
trata de centros fibrilares homogéneos o heterogéneos. Barra = 0.5 um.

Figura 14: Regiones nucleares de dos células meristematicas de raiz de Allium cepa
L. en diferente estado de actividad: a) niclec con baja actividad en transcipcion
ribosémica y b) nucleo activo. Citoquimica MA realizada en bloque e inclusiéon en
Lowicryl. Las masas de cromatina condensada (CR) estdn intensamente
contrastadas. En ocasiones se observan algunas de ellas (flechas gruesas) en
estrecho contacto con el nucleole (NU) (Fig. 14a). En el nucleolo se distinguen sus
principales componentes. El componente granular (G) presenta en nucleolos poco
activos (Fig. 14a) una disposicion periférica, mientras que en nucleclos activos (Fig.
14b) rodea y se entremezcla con el componente fibrilar denso (F). Ademas se
reconocen facilmente los dos tipos de centros fibrilares que existen en plantas. Los
centros fibrilares homogéneos (doble flecha) aparecen como pequenas areas claras a
los electrones con material fibrilar en su interior y abundan en nucleolos activos (Fig.
14b). Los centros fibrilares heterogéneos (cabeza de flecha) presentan en su interior
pequenas inclusiones de cromatina condensada (Figs. 14a y b) que parecen estar
conectadas con masas de cromatina peri o intranucleolares (flechas gruesa) y son
mas numerosos en nucleolos poco activos (Fig. 14a). En nucleolos activos se
observan vacuolas de actividad (VA) que presentan en su interior particulas
preribosdémicas y estan relacionadas con el componente granular. En la region
intercromatinica (RI} se reconocen estructuras granulares (circulos) y fibrilares
(flechas) (Figs. 14a y b). En el citoplasma (CT) aparecen bien contrastadas las

regiones ricas en ribosomas. Barra = 0.5 pm.
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FiGUrAs

LAMINA 5

Ultraestructura nuclear. Citoquimica NAMA-Ur

Figura 15
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FIGURAS

LAMINA 5. Ultraestructura nuclear. Citoquimica NAMA-Ur.

Figura 15: Region nuciear de una célula merisiematica de raiz de Allium cepa L.
Citoguimica NAMA-Ur realizada en bloque e inclusion en Lowicryl. Las masas de
cromatina condensada (CR) extranucleolares aparecen especificamente tenidas asi
como aqueflas (flechas. gruesas) proximas o en el interior del nucleolo (NU). -En la
region intercromatinica (RI) se aprecian fibras de cromatina descondensada (flechas).
El nucleolo aparece claro a los electrones. En su interior se distinguen las inclusiones
de cromatina condensada de los centros fibrilares heterogéneos (cabeza de flecha) y
fibras de cromatina descondensada (flechas abiertas). Barra = 0.5 pm.
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FIGURAS

LAMINA 6

Ultraestructura nuclear. Tincion de EDTA

Figuras 15ayb
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FIGURAS

LAMINA 6: Ultraestructura nuclear. Tincion de EDTA

Figuras 15a y b: Regiones nucieares de microsporas de Capsicum annuum L.
Inclusion en Lowicryl y tincidn de los cortes con EDTA. Los dominios nucleares ricos
en ribonucieoproteinas estan preferencialmente contrastados. £l nucleolo (NU) y la
region intercromatinica (RI) aparecen tefidos, mientras que las regiones que
contienen cromatina (CR) muestran un bajo contraste. Obsérvese como en nucleos
activos (Fig. 15a) el volumen ocupado por la regién intercromatinica es mayor que en
nucleos menos activos (Fig. 15b) a la vez que en el area cromatinica se observa el
fendmeno contrario, siendo de mayor tamano en nucleos poco activos (Fig. 15b). El
citoplasma (CT) también se tifie con EDTA. Ex: Exina. Barra 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 7

Inmunodeteccidén de histonas H4 y H2B sobre membranas

Figuras 16 y 17
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FIGURAS

LAMINA 7. Inmunodeteccion de histonas H4 y H2B sobre membranas.

Figuras 16 y 17: Inmunclocalizacion de las histonas H4 (Fig. 16) y H2B (Fig. 17) en
extractos de proteinas totales de células meristematicas de raiz de Alfium cepa L.
Linea 1: marcadores de pesos moleculares con proteinas pretefidas; Linea 2: patron
de las protéinas totales transferidas. Tincidn con amido black. Linea 3: deteccidén de
la histona H4 ( Fig. 16) y H2B (Fig. 17}; se reconocen bandas unicas de 14 y 20 kD,

respectivamente.
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FIGURAS

LAMINA 8

inmunolocalizacion ultraestructural de la histona H4 en combinacion con ia
citoguimica MA

Figuras 18y 19
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FIGURAS

LAMINA 8. inmunolocalizacion ultraestructural de la histona H4

Figuras 18 y 19: Regiones nucleares de una celula meristematica de raiz de Affium
cepa L. (Fig. 18) y una microspora vacuolada de Capsicum annuum L. (Fig. 19).
inmunolocalizaciéon de la histona H4 sobre cortes ulirafinos de Lowicryl de muestras
tratadas con la citoquimica MA. Las particulas de oro que revelan el anticuerpo anti-
histona H4 se localizan sobre las masas de cromatina condensada (CR). Algunas
fibras de la region intercromatinica (RI), préoximas a la cromatina condensada, estan
marcadas. Los granulos (circulos) de la region intercromatinica no presentan
marcado. En el nucleolo el marcado aparece sobre las inclusiones de cromatina
condensada de los centros fibrilares heterogeneos (cabeza de flecha), en los centros
fibrilares homogéneos (doble flecha) y ciertas regiones (flechas abiertas) del
componente fibrilar denso (F). El componente granular (G} esta practicamente libre
de particulas de oro. Barra= 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 9

Inmunoclocalizacion ultraestructural de la histona H2B y doble inmunolocalizacion de
la histona H4 y DNA en combinacidn con la citoguimica MA

Figuras 20 y 21
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FIGURAS

LAMINA 9. Inmunolocalizacién ultraestructural de la histona H2B y doble
inmunoclocalizacién de |a histona H4 y DNA

Figuras 20 y 21: Regiones nucleares de células meristematicas de raiz de Allium
cepa L. Inmunolocalizacién de la histona H2B (Fig. 20) y doble inmunolocalizacion de
la histona H4 y DNA (Fig. 21) en cortes ultrafinos de Lowicryl de muestras tratadas
con la citoguimica MA.

Figura 20: Las particulas de oro que revelan el anticuerpo anti-histona H2B se
localizan en las masas de cromatina condensada (CR). Algunas fibras de la regién
intercromatinica (Rl), proximas a la cromatina condensada, estan marcadas. En el
nucleolo (NU) el marcado aparece sobre las inclusiones de cromatina condensada de
los centros fibrilares heterogéneos (cabeza de flecha), en los centros fibrilares
homogeéneos (doble flecha) y ciertas regiones (fle'chés abiertas) deli componente
fibrilar denso (F). El componente granular (G) estd practicamente libre de particulas
de oro, Barra = 0.5 um.

Figura 21: Las particulas de oro de 15 nm (flechas largas) revelan DNA y las de 10
nm (flechas cortas) la histona H4. Granos de oro de ambos tamaiios se localizan en
las masas de cromatina condensada extranucleolar (CR) e inclusiones de cromatina
condensada (flechas gruesas) en el interior def nucleolo (NU). En el nuciecio el doble
marcado aparece en ciertas regiones del componente fibrilar denso (F). RI: region
intercromatinica; doble flecha: centros fibrilares homogéneos. Barra = 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 10

Inmunolocalizacién ultraestructural de DNA en combinacion con la citoquimica MA

Figuras 22 y 23
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LAMINA 10. Inmunolocalizacién ultraestuctural de DNA.

Figuras 22 y 23: Regiones nucleares de células meristematicas de raiz de Allium
cepa L. Inmunolocalizacion de DNA en cortes ultrafinos de Lowicryl de muestras
tratadas con Ia citoquimica MA. El patrdn de marcadoc es semejante al obtenido con
los anticuerpos anti-histona H4 y HZB. Las particulas de oro se localizan en las
masas de cromatina condensada (CR) y algunas fibras (flechas) de la regién
intercromatinica (RI), situadas en las proximidades de las masas de cromatina
condensada. En el nucleolo (NU) el marcado aparece en las inclusiones de cromatina
condensada de los centros fibrilares heterogéneos (cabeza de flecha), centros
fibrilares homogéneos (doble flecha) y ciertas regiones ({(flechas abiertas) del
componente fibrilar denso (F). El componente granular (G) estd practicamente libre
de marcado. Barra = 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 11

Inmunolocalizacién ultraestructural de la histona H4 y DNA en combinacién con la
citoquimica NAMA-Ur

Figuras 24-26
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FIGURAS

LAMINA 11. Inmunolocalizacién ultraestructural de la histona H4 y DNA en

combinacion con ia citoguimica NAMA-Ur.

Figuras 24 y 26: Regiones nucleares de células meristematicas de raiz de Alfium
cepa L. Inmunolocalizacién de |a histona H4 (Fig. 24) y DNA (Fig. 26) en cortes
ultrafinos de Lowicryl tefiidos con [a técnica de NAMA-Ur. El pafrén de marcado es
semejante en ambos casos. Las particulas de oro que localizan la histona H4 (Fig.
24) y las que revelan DNA (Fig. 26) aparecen sobre las masas de cromatina
condensada extranucleclar (CR) y algunas fibras teridas (flechas) de la region
intercromatinica (RI). En el nucleclo (NU) el marcado se concentra en la cromatina
condensada (flecha gruesa), ciertas regiones (flechas abiertas) de bajo contraste del
interior nucleolar y centros fibrilares heterogéneos (cabeza de flecha). Barra = 0.5 um.

Figura 25: Células meristeméaticas de raiz de Alfium cepa L. Corte semifino. Tincion
con DAPIL. Observacion bajo irradiacion ultravioleta, Se observa una intensa senal de
fluorescencia en la cromatina condensada. En el interior del nucleolo se aprecia una
débil fluorescencia (flechas). Barra = 5 um.
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FIGURAS

LAMINA 12

Analisis estadistico de la distribucion del inmunomarcado con anti-histonas H4 y H2B
sobre distintos compartimentos celulares

Figuras 27 y 28
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FIGURAS

LAMINA 12, Analisis estadistico del inmunomarcado con anti-histonas H4 y H2B
sobre distintos compartimentos celulares.

Figuras 27 y 28: Representacion grafica de la densidad de inmunomarcado con anti-
histonas H4 (Fig. 27) y H2B (Fig. 28) expresada como numero de particulas de oro
por },LIT\Z sobre diferentes compartimentos celulares de células meristematicas de raiz
de Allium cepa L. Los datos sobre las barras corresponden a los valores medios y las
desviaciones tipicas. CR: cromatina condensada; Rl: regién intercromatinica; CFhet:
centros fibrilares heterogéneos; CFhom: centros fibrilares homogéneos; CFD:
componente fibrilar denso; CT: citoplasma; V: vacuolas citoplasmicas.
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FIGURAS

LAMINA 13

Anaiisis estadistico del inmunomarcado con anti-DNA sobre distintos compartimentos
celulares

Figura 29
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FIGURAS

LAMINA 13. Analisis estadistico del inmunomarcado con anti-DNA sobre distintos
componentes celulares.

Figura 29: Representacion grafica de la densidad de inmunomarcado con anti-DNA
expresada como numero de particulas de oro por pmz sobre diferentes
compartimentos celulares de céiulas meristematicas de raiz de Affium cepa L. Los
datos sobre las barras corresponden a i0s valores medios y las desviaciones tipicas.
CR: cromatina condensada; Rl regidén intercromatinica; CFhet: centros fibrilares
heterogéneos; CFhom: centros fibrilares homogéneos; CFD: componente fibrilar
denso; V: vacuolas citoplasmicas.
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FIGURAS

LAMINA 14
Localizacidn ultraestructural de los lugares de replicacion en células meristematicas
de raiz de Allium cepa L. en fase S después de incorporacion in vivo de BrdU e

inmunomarcado con oro, en combinacion con la citoquimica MA

Figuras 30 y 31
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FIGURAS

LAMINA 14. Localizacion ultraestructural de los lugares de replicacién en células
meristematicas de raiz de Allium cepa L. después de incorporacion in vivo de BrdU e

inmunomarcado con oro, en combinacidon con la citoquimica MA

Figuras 30 y 31: Regiones nucleares de células meristematicas de raiz de Alfium
cepa L en fase S. Incorporacion in vivo de BrdU e inmunomarcado con oro.
Citoquimica MA realizada en bloque. Las particulas de oro se localizan en fibras
(flechas) de cromatina descondensada de la regidn intercromatinica (R]), proximas a
la cromatina condensada. Las masas de cromatina condensada (CR) estan libres de
marcado, saivo en su periferia (flechas). Barra = 0.5 pm.
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FIGURAS

LAMINA 15

inmunomarcado con anti-PCNA en células meristematicas de raiz de Alfium cepa L.
durante mitosis, en combinacién con la citoquimica MA

Figuras 32 - 35
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FIGURAS

LAMINA 15 Inmunomarcado con anti-PCNA en céluias meristematicas de raiz de
Allium cepa L. durante mitosis, en combinacion con la citoquimica MA.

Figuras 32-35: Regicnes nucleares de células meristematicas de raiz de Alfium cepa
L. durante profase (Figs. 32 y 33) y anafase (Figs. 34 y 35). Inmunomarcado con
anti-PCNA. Citoquimica MA realizada en bloque. En profase (Fig. 32) la cromatina se
condensa y la envoltura nuclear adn persiste. En esta fase las células no se marcan
significativamente después de inmunomarcado con anti-PCNA (Fig. 33);
ocasionalmente se encuentran escasas particulas de oro (flechas) en la periferia de
ta cromatina profasica (CP). En anafase (Fig. 34) los cromosomas ya han alcanzado
el maximo grade de condensacion y las cromatidas hermanas se separan hacia polos
opuestos. Los cromosomas anafasicos (CA) no se marcan con anti-PCNA (Fig. 35).
En figuras 32 y 34, barra = 1 um. En figuras 33 y 35, barra= 0. 5 um.
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FIGURAS

LAMINA 16

Inmunomarcado con anti-PCNA en célutas meristematicas de raiz de Aflium cepa L.
durante el periodo G1, en combinacién con la citoquimica MA

Figuras 36 y 37
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FiGURAS

LAMINA 16. Inmunomarcado con anti-PCNA en células meristematicas de raiz de
Allium cepa L. durante el periodo G1, en combinacién con la citoquimica MA

Figuras 36 y 37: Regiones nucleares de células meristematicas de raiz de Aflium
cepa L. durante el periodo G1. inmunomarcado con anti-PCNA. Citoguimica MA
realizada en bloque. En el periodo G1 (Fig. 36) el nucleolo (NU} se reorganiza y la
cromatina (CR) se descondensa. El nucleo presenta un tipico aspecto iobuiado. El
marcado con anti-PCNA (flechas) es muy escaso. Se observan algunas particulas de
oro aisladas en la regién intercromatinica (Rl} (Fig. 37). En figura 36, barra = 1T pm.
En figura 37, barra = 0.5 pm.
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FIGURAS

LAMINA 17

Inmunomarcado con anti-PCNA en células meristematicas de raiz de Alliurm cepa L.
en fase S, en combinacidn con la citoquimica MA

Figuras 38 - 40
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FIGURAS

L AMINA 17. Inmunomarcado con anti-PCNA en células meristematicas de raiz de
Affium cepa L. en fase S, en combinacion con la citoquimica MA.

Figuras 38, 39 y 40: Regiones nucleares de células meristematicas de raiz de Allium
cepa L. en fase S. Inmunomarcado con anti-PCNA. Citoquimica MA realizada en
bloque. En fase S (Fig. 38) el nucleo presenta una forma eliptica. &l nucleolo (NU) es
activo con numerosaos y pequerios centros fibritares de tipo homogéneo (areas claras
a los electrones en el interior nucleolar). El patrén de marcado (Figs. 39 y 40) es muy
semejante al obtenido tras incorporacion in vivo de BrdU (Lamina 14). Las particulas
de oro (flechas) se localizan en fibras de cromatina descondensada de la region
intercromatinica (Rl) y periferia de las masas de cromatina condensada (CR). En
figura 38, barra = 1 um. En figuras 39 y 40, barra = 0.5 pm.
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FIGURAS

LAMINA 18

Doble inmunolocalizacion de DNA y PCNA en células meristematicas de raiz de
Alffium cepa L. en fase S, en combinacién con la citoquimica MA.

Figuras 41 y 42
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FIGURAS

LAMINA 18. Doble inmunolocalizacion de DNA y PCNA en células meristematicas de
raiz de Affium cepa L. en fase S, en combinacion con la citoquimica MA.

Figuras 41 y 42: Regiones nucleares de células meristematicas de raiz de Alfium
cepa L. en fase S. Doble inmunolocalizacion de DNA y PCNA. Citoquimica MA
realizada en bloque. Las particulas de oro de 15 nm (flechas gruesas) localizan DNA
y las de 10 nm (flechas finas) localizan PCNA. Las masas de cromatina condensada
{(CR) y algunas fibras de la region intercromatinica (RI) préximas a la cromatina
condensada se marcan con anti-DNA. El inmunomarcado con anti-PCNA se localiza
en fibras de la periferia de las masas de cromatina condensada. Frecuentemente se
observan fibras (flechas abiertas} en las que ambos antigenos colocalizan. Barra =
0.5 pm.
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FIGURAS

LAMINA 19

Polen de Capsicum annuum L. en las fases de microspora vacuolada y bicelular
joven. Tincién con DAPI.

Figuras 43 y 44
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FIGURAS

LAMINA 19. Polen de Capsicumn annuum L. en las fases de microspora vacuolada y
bicelular joven. Tincion con DAPI.

Figuras 43 y 44: Cortes semifinos de anteras de Capsicum annuum L. que contienen
microsporas vacuoladas y granos de polen bicelulares jovenes. Tincidn con DAPI.
Observacion bajo irradiacién ultravioleta. El DAPI se une al DNA y produce una sefal
de fluorescencia cuya intensidad es directamente ";')roporcional al estado de
condensacion de la cromatina. Los nucleos de las microsporas vacuoladas (flechas
abiertas) ocupan posiciones lateraies y se observan diferentes intensidades de
fluorescencia que representan distintos estados de condensacion de la cromatina
durante esta fase. En el polen bicelular los nucleos vegetativo (flechas largas) y
generativo (flechas cortas) muestran un diferente patrén de cromatina. El nucleo
generativo presenta una intensidad de fluorescencia mas alta que en el vegetativo.
Tapizando internamente el saco polinico se encuentra el Tapetum (TP), el tejido
implicado en la nutricion del polen, formado por ceiulas binucleadas. La exina
presenta fluorescencia inespecifica. Barra = 10 pm.
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FIGURAS

LAMINA 20

Desarrolle del polen desde la fase de microspora vacuolada a la de bicelular joven

Figuras 45 - 64
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FIGURAS

LAMINA 20. Desarrolic del polen desde la fase de microspora vacuolada a la de

bicelular joven

Figuras 45-64: Desarrollo del polen desde la fase de microspora vacuolada a la de
bicelular joven. Cortes semifinos. Citoquimica MA realizada en bloque y observacion
bajo contraste de fase (Figs. 45-53 y 55-64) y tincion con DAP! y observacién bajo
irradiacion ultravioleta (Fig. 54). La fase de microspora vacuolada (Figs. 45-51) es
muy dinamica. En ella se producen cambios en el estado de condensacién de la
cromatina. El nucleo ocupa una posicion lateral debido a la presencia de una gran
vacuola citoplasmica, que en estadios proximos a la mitosis se fragmenta dando iugar
a pequenas vacuolas. La forma del nicleo pasa de ser redondeada a eliptica a
medida que se acerca a la mitosis. En profase la cromatina se condensa (Figs. 52-
55) y el nucleolo, que aun esta presente ai comienzo de esta fase, se reabsorbe. En
metafase (Fig. 56) los cromosomas se disponen en la placa ecuatorial, situada entre
la pared del polen y el tonoplasto. Tras anafase (Fig. 57} y telofase (Fig. 58) se forma
el polen bicelular (Figs. 59-64) constituido por dos células, la vegetativa (flecha
larga), de mayor tamano, y la generativa (flecha corta), incluida en el citoplasma de la
anterior. En estadios tempranos (Figs. 56 y 60) el patron de condensacion de la
cromatina es semejante en los nucleos vegetativo y generativo, mientras que en
fases posteriores (Figs. 61-64) es diferente, presentando el nuacleo generativo un
mayor grado de condensacion de la cromatina. Barra = 10 pm.
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FIGURAS

LAMINA 21

Ultraestructura nuclear durante la evolucion del grano de polen. Fases de tetrada y
microspora vacuolada. Citoquimica MA

Figuras 65 - 68
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FIGURAS

LAMINA 21. Ultraestructura nuclear durante la evolucion del grano de polen. Fases
de tetrada y microspora vacuolada. Citoquimica MA

Figuras 65-68: Cambios ultraestructurales en el nucleo durante la evolucion del
polen. Fases de tetrada (Fig. 66) y microspora vacuolada (Figs. 67 y 68). Citoquimica
MA realizada en bloque. En |a fase de tefrada (Fig. 65), una vez finalizada la meiosis,
las microsporas jévenes aun se mantienen juntas envueltas por la pared de calosa
(C). El nacleo (N) {Fig. 66) ocupa una posicién central y en él se observan dos
patrones de condensacion de la cromatina, resultado del proceso de
descondensacién que se inicia en G1. Esta fase se caracteriza por ia presencia de
grandes masas de cromatina condensada, principalmente en contacto con la
envoltura nuciear, que coexisten con otras mas pequenas, dejando entre si grandes
espacios en la region intercromatinica. El nucieclo (NU) se encuentra en estado de
reactivacion, mostrando una caracteristica gran vacuola de reactivaciéon (VR). En
estadios tempranos de la fase de microspora vacuolada (Fig. 67), el nucleo se
desplaza lateralmente debido a la formacién de una gran vacuola central (V) que
ocupa la mayor parte del volumen celuiar. La forma del nucleo es redondeada y las
masas de cromatina condensada son abundantes y de pequerio tamano, situadas
“tanto en el interior como en la periferia nuclear. En un estadio posterior (Fig. 68) se
mantienen estas caracteristicas. E| nucleolo presenta una vacuola de reactivacion
(Fig. 68). CT: Citoplasma. En Fig. 65, barra = 10 um. En Figs. 66-68, barra = 1 pm.
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FIGURAS

LAMINA 22

Ultraestructura nuclear durante la evolucién del granc de polen. Fase de microspora
vacuolada. Citoquimica MA

Figuras 69 - 72
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FIGURAS

LAMINA 22. Ultraestructura nuclear durante la evolucién del grano de poien. Fase de
microspora vacuolada. Citoquimica MA

Figuras 69-72: Cambios ultraestructurales en el nucleo durante la evolucion del
polen. Fase de microspora vacuolada. Citoguimica MA realizada en blogue. Después
de su reactivacion, el nucieolo (NU) (Fig. 69) en el final del estadio de nucleo con
forma redondeada, se muestra activo, como indica la presencia de centros fibrilales
de tipo homogéneo (flecha). Esta actividad se mantiene cuando la forma del nucleo
pasa a ser eliptica (Fig. 70 y 71). En este estadio se observa la presencia de
vacuolas de actividad (VA). En el periodo final de la interfase de la microspora
vacuolada se aprecian cambios en el patréon de condensacion de la cromatina, que
experimenta un cicio de descondensacién (desde !a Fig. 69 a la 71), para volver a
condersarse cuando se acerca a profase (Fig. 72). En las vacuolas citoplasmicas se
observan depodsitos densos a los electrones. N: Nucleg; CT: Citoplasma; V: Vacuola
citoplasmica. Barra = 1 um.
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FIGURAS

LAMINA 23

Ultraestructura nuclear durante la evolucion del grano de polen. Fase de polen
bicelular joven. Citoquimica MA

Figuras 73 - 75
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FIGURAS

LAMINA 23. Uitraestructura nuclear durante la evoluciéon del grano de polen. Fase de
polen bicelular joven, Citoquimica MA

Figuras 73-75: Cambios ultraestructurales en el nucleo durante la evolucion del
polen. Fase de polen bicelular joven. Citoguimica MA realizada en blogue. En el polen
bicelular recién formado (Fig. 73) e! patrdn de condensacion de la cromatina es muy
semejante en las células vegetativa y generativa. En ambos casos se observan
abundantes masas de cromatina condensada (CR). En estadios posteriores (Figs. 74
y 75) la cromatina del nucleo vegetativo se descondensa mientras que la del nucleo
generativo permanece condensada. La actividad nucleolar es baja en ambos nucleos
en estos primeros estadios de la fase de polen bicelular joven, si bien el nucleolo
(NU) vegetativo (Figs. 74 y 75) se muestra mas activo como indica la mayor
abundancia de componente granular (G) en relaciéon al nucleclo generativo (Figs. 73
y 75). En éste se observa la entrada del organizador nucleolar (flecha curva), que
forma un gran centro fibrilar heterogéneo en el interior del nucleoio. En ia periferia se
observa una fina capa de material granular. CV: Célula vegetativa, CG: Celula
generativa; E: Exina. Barra = 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 24

Ultraestructura nuclear durante la evolucion del grano de polen. Fase de polen
bicelular joven. Citoquimica MA

Figuras 76 - 78
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FIGURAS

LAMINA 24, Ultraestructura nuclear durante la evolucién del grano de polen. Fase de

polen bicelular joven. Citoquimica MA

Figuras 76-78: Cambios ultraestructurales en el nicleo durante la evolucion del
poien: Fase de polen bicelular joven. Citoquimica MA realizada en biloque. El patrén
de condensacion de la cromatina es claramente diferente en los niicleos vegetativo y
generativo. El ndcleo generativo se caracteriza por la presencia de abundantes
masas de cromatina condensada mientras que en el vegetativo la cromatina esta mas
dispersa (Figs. 76-78). El nucleolo vegetativo (Figs. 76-78) se activa, mostrando una
imagen tipica de actividad con la presencia de una gran vacuola de actividad (VA)
{Fig. 78). Se observan cuerpos nucleares (flechas gruesas) en la proximidad de los
nucleolos vegetativos. El nucleolo generativo (Fig. 76) mantiene una baja actividad,
como en estadios anteriores, mostrando una morfologia compacta. CV: Célula
vegetativa;, CG: Célula generativa; E: Exina; G: Componente granular; Flecha curva:
entrada del organizador nucleolar. Barra = 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 25

Inmunociocalizacion de PCNA en combinacion con la citoquimica MA. Fase de tetrada

Figuras 79 y 80
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FIGURAS

LAMINA 25. inmunolocalizacion de PCNA en combinacién con la citoquimica MA.
Fase de tetrada

Figuras 79 y 80: Regiones nucleares de microsporas jovenes de Capsicun annuum
L. en la fase de tefrada. Inmunolocalizacidon de PCNA. Citoquimica MA realizada en
bioque. El marcado aparece en forma de particulas de oro aisladas en el
nucleoplasma y en pequenos grupos {flechas) localizados en fibras de la region
intercromatinica (RI) situadas en la periferia de las masas de cromatina condensada
(CR). El nucleolo (NU) (Fig. 80) se encuentra en fase de reactivacion, mostrando una
vacuola de reactivacion (VR) que contiene granuios semejantes a los
pericromatinicos. Algunas particulas de oro aisladas se localizan en el componente
fibrilar denso (F) del nucleolo. El citoplasma (CT) esta libre de marcado. Barra = 0.5 p
m.
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FIGURAS

LAMINA 26

Inmunolocalizacion de PCNA en combinacidn con la citoquimica MA. Fase de
microspora vacuolada

Figuras 81- 83 -
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FIGURAS

LAMINA 26. Inmunolocalizacion de PCNA en combinacién con la citoquimica MA.

Fase de microspora vacuolada

Figuras 81-83: Regiones nucleares de microsporas vacuoladas de Capsicum
annuum L. Inmunolocalizacion de PCNA. Citoquimica MA realizada en bioque. El
marcado (flechas) se localiza en el interior del nicleo, bien en el nucleoplasma como
particulas de oro aisladas, o bien agrupado en la periferia de las masas de cromatina
condensada (CR) y sobre fibras de cromatina decondensada de la regidon
intercromatinica (Rl). En estos estadios de desarrollo de ta microspora vacuolada
{correspondientes a los mostrados en las figuras 67, 68 y 69, respectivamente) se
observan pequehas masas de cromatina condensada en contacto con la envoltura
nuclear y en el interior del nucleo. Ei nucleolo {(NU) (Fig. 83) esta activo: el
componente granular (G) estad entremezclado con el fibrilar denso (F) y aparecen
centros fibrilares de tipo homogéneo (doble flecha). El citoplasma (CT) y las vacuolas
citoplasmicas (V) estan practicamente libres de particulas de oro. Barra = 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 27

Inmunolocalizacion de PCNA en combinacién con la citoquimica MA. Fase de
microspora vacuolada

Figuras 84 - 86
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FIGURAS

LAMINA 27. Inmunolocalizacién de PCNA en combinacién con la citoquimica MA.

Fase de micraspora vacuolada

Figuras 84-86: Regiones nucleares de microsporas vacuoladas de Capsicum
annuum L. Inmunolocalizacion de PCNA. Citoquimica MA realizada en bloque. En los
estadios finales de la interfase de la microspora vacuolada (correspondientes a los
mostrados en {as figuras 70, 71 y 72, respectivamente), la intensidad del marcado en
‘el interior del ndcleo decae (Fig.84). Posteriormente el marcado aumenta y aparece
asociado a las masas de cromatina condensada (CR) en contacto con la envoltura
nuclear (Fig. 85). El marcado es muy escaso cuando la microspora se aproxima a
profase {Fig. 86). La cromatina estd mas dispersa (Figs. 84 y 85) que en los estadios
anteriores (ver figuras 81 a 83), y se vuelve a condensar al comienzo de la profase
(Fig. 86). El citopiasma (CT), vacuola citoplasmica (V) y exina (E), estan libres de

marcado. Barra = 0.5 pm.
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FIGURAS

LAMINA 28

Inmunolocalizacion de PCNA en combinacion.con la citoquimica MA. Fase de polen
bicelular joven

Figuras 87- 89
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FiGURAS

LAMINA 28. inmunolocalizacion de PCNA en combinacion con la citoquimica MA.
Fase de polen bicelular joven

Figuras 87-89: Regiones nucleares de las células vegetativa (Fig. 87) y generativa
(Fig. 88) de polen bicelular joven (Fig. 89) de Capsicum annuum L.
Inmunolocalizacidon de PCNA. Citoquimica MA realizada en bioque. EI marcado es
escaso. Las particulas de oro (flechas) aparecen aisladas en el nucleopiasma, tanto
en la célula vegetativa (CV) como en la generativa (CG). No se observan grupos de
particulas de oro. En esta fase temprana del desarrollo del polen bicelular {Fig. 89) la
organizacion nuclear en las células vegetativa y generativa es distinta. El nucleo
vegetativo (Fig. 87) se caracteriza por un patréon de cromatina disperso, mientras que
en el generativo (Fig. 88) hay abundantes masas de cromatina condensada. En el
nucleolo (NU) vegetativo (Fig. 87) el componente granufar (G} es abundante y se
entremezcla con el fibrilar denso (F). En el nucleo vegetativo se observa un cuerpo
nuclear (flecha gruesa). La célula generativa es poco activa. El nucleolo se compone
principalmente de componente fibrilar denso y se observa una fina capa de
componente granular en su periferia. El citoplasma (CT) esta libre de marcado anti-
PCNA. En la vacuola citoplasmica se observan depdsitos densos (Fig. 88). En figs.
87 y 88, barra = 0.5 pm. En fig. 89, barra= 1 um.
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FIGURAS

LAMINA 29

Inmunolocalizacion de PCNA en combinacién con la citoquimica MA. Fase de polen
bicelular joven

Figuras 90 - 92
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FIGURAS

LAMINA 29. Inmunolocalizacion de PCNA en combinacién con la citoquimica MA.

Fase de polen bicelular joven

Figuras 90-92: Regiones nucleares de las celulas vegetativa (Fig. 90) y generativa
(Fig. 91) de polen bicelular joven (Fig. 92) de Capsicum annuum L.
Inmunolocalizacién de PCNA. Citoquimica MA realizada en blogue. Ei marcado es
escaso. Las particulas de oro (flechas) aparecen aisladas en el nucleoplasma, tanto
en la célula vegetativa (CV) (Figs. 90) como en la generativa (CG) (Figs. 91). No se
observan grupos de particulas de oro. Se aprecian claras diferencias en e[ estado de
condensacion de la cromatina entre las células vegetativa y generativa (Figs. 90-92).
En esta ultima aparecen abundantes masas de cromatina condensada {CR). El
citoplasma (CT) esta practicamente libre de marcado. Barra = 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 30

Inmunolocalizacidon de PCNA en combinacién con la citoquimica MA. Fase de polen
bicelular joven

Figuras 93 - 95
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FIGuRrAs

LAMINA 30. Inmunolocalizacidn de PCNA en combinacién con la citoquimica MA.

Fase de polen bicelular joven

Figuras 93-95: Regiones nucleares de las células vegetativa (Fig. 93) y generativa
(Fig. 94) de polen bicelular joven (Fig. 95) de Capsicurn annuum L.
Inmunolocalizacién de PCNA. Citogquimica MA realizada en blogue. El patron de
marcado es distinto en las células vegetativa (CV) y generativa (CG). En el nicleo
vegetativo las particulas de oro (flechas) aparecen aisladas en el nucleoplasma (Fig.
93), mientras que en el generativo, junto a este marcado disperso tambien se
observan agrupaciones de particulas de oro (flechas) en fibras de cromatina
descondensada de la region intercromatinica (RI) situadas en la periferia de las
masas de cromatina condensada (CR) (Fig. 94). La célula generativa comienza a
desplazarse hacia el interior del grano de polen, separandose de la pared (Fig. 95).
En figs. 93 y 94, barra = 0.5 um. En fig. 95, barra= 1 um.
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FIGURAS

LAMINA 31

Anadlisis estadistico del inmunomarcado con anti-PCNA en la microspora vacuolada

Figura 96
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FIGURAS

LAMINA 31. Andlisis estadistico del inmunomarcado con anti-PCNA en la microspora

vacuolada

Figura 96: Representacion grafica de la distribucion del marcade obtenido con
anticuerpos anti-PCNA en la fase de microspora vacuolada. En ordenadas se indica
el porcentaje del area de la regiéon intercromatinica marcada y en abcisas el tipo de
marcado: aislado {1 ¢ 2 particulas de oro) o agrupado (3 0 mas particulas de oro). En
la microspora vacuolada a mayor parte del marcado se encuentra en forma aislada,
si bien existe un marcado agrupado importante.
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FIGURAS

LAMINA 32

Andlisis estadistico del inmunomarcado con anti-PCNA en el polen bicelular joven

Figuras 97 y 98
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FIGURAS

LAMINA 32. Analisis estadistico del inmunomarcado con anti-PCNA en el polen

bicelular joven

Figuras 97 y 98: Representacion gréafica de la distribucion del marcado obtenido con
anticuerpos anti-PCNA en el polen bicelular joven, recien formado: célula vegetativa
(Fig. 97) y célula generativa (Fig. 98). En ordenadas se indica el porcentaje del area
de la region intercromatinica marcada y en abcisas el tipo de marcado: aislado (1 0 2
particulas de oro) o agrupado (3 o mas particulas de oro). La distribucién del marcado
es similar en las celulas vegetativa y generativa. Las particulas de oro se encuentran

en forma aislada. El marcado agrupado es inexistente o muy bajo.
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FIGURAS

LAMINA 33

Inmunolocalizacion de hibridos DNA/RNA en combinacién con la citoquimica MA.
Fase de tetrada.

Figuras 99 y 100
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FIGURAS

LAMINA 33. Inmunclocalizacion de hibridos DNA/RNA en combinacion con la
citoquimica MA. Fase de tetrada.

Figuras 99 y 100: Regiones nucleares de microsparas jovenes de Capsicurm annuum
L. en la fase de tetrada. Inmunolocalizacion de hibridos DNA/RNA. Citoquimica MA
realizada en bloque. En esta fase en la que se observan dos patrones de cromatina,
resultado del proceso de descondensacion que se inicia en G1 se distinguen dos
tipos de marcado. En regiones intericres del nudcleo, donde la cromatina esta
dispersa, se observan abundantes fibras marcadas (flechas). En zonas periféricas se
destacan grandes masas de cromatina condensada (CR); el marcado es menos
abundante y se localiza en algunas fibras que salen de la cromatina condensada
hacia la region intercromatinica (Rl). En el nucleolo (NU) (Fig. 99), que se encuentra
en fase de reactivacion, el marcado es escaso y se localiza en el componente fibrilar
denso (F). Las masas de cromatina condensada y citoplasma (CT) estan libres de
particulas de oro. VR: Vacuola de reactivacion. Barra = 0.5 pm.
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FiGURAS

LAMINA 34

Inmunolocalizacion de hibridos DNA/RNA en combinacion con la citoquimica MA.
Microspora vacuofada '

Figuras 101 y 102
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FiGuras

LAMINA 34. Inmunolocalizacién de hibridos DNA/RNA en combinaciéon con la
citoquirmica MA. Microspora vacuolada

Figuras 101 y 102: Regiones nucleares de microsporas vacuoladas de Capsicum
annuum L. Inmunoclocalizacion de hibridos DNA/RNA. Citoquimica MA realizada en
blogque. Las particulas de oro que revelan hibridos DNA/RNA (flechas) se localizan en
fibras de la region intercromatinica (RI) y perferia de las masas de cromatina
condensada (CR), que en este estadio son mas pequefias que en las microsporas
jovenes en la fase de tetrada (Lamina 33). En el nuclecio (NU) (Fig. 101), que
comienza a activarse, el' marcado no es abundante y se localiza en el componente
fibrilar denso (F). Las masas de cromatina condensada, citoplasma (CT) vy
componente granular (G) estan libres de particulas de oro. Barra = 0.5 pm.
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FIGURAS

LAMINA 35

Inmunolocalizacién de hibridos DNA/RNA en combinacion con la citoquimica MA.
Microspora vacuolada

Figuras 103 y 104
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FIGUrAs

LAMINA 35. inmunolocalizacion de hibridos DNA/RNA en combinacién con la

citoquimica MA. Microspora vacuolada

Figuras 103 y 104: Regiones nucleares de microsporas vacuoladas de Capsicum
annuum L. Inmunolocalizacion de hibridos DNA/RNA. Citoquimica MA realizada en
bloque. Las particulas de oro que revelan hibridos DNA/RNA (flechas) se {ocalizan en
la region intercromatinica (RI) y periferia de las masas de cromatina condensada
(CR). La region intercromatinica es rica en estructuras granulares (circulos) y
fibrilares; en estas ultimas es donde se localiza el marcado. El nucleolo (NU} (Fig.
103) es activo y el marcado es abundante en ciertas regiones dei componente fibrilar
denso (F), ocasionalmente, en {a periferia de Jos centros fibrilares homogéneos (doble
flecha). Las masas de cromatina condensada y el componente granular (G) estan
libres de particulas de oro. VA: Vacuola de actividad. Barra = 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 36

inmunolocalizacion de hibrides DNA/RNA en combinacién con la citoquimica MA.
Poien bicelular joven

Figuras 105 - 108
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FiGURAS

LAMINA 36. Inmunofocalizacién de hibridos DNA/RNA en combinacién con la
citoquimica MA. Polen bicelular joven

Figuras 105-108: Regiones nucleares de células generativa (Figs. 105 y 106) vy
vegetativa (Figs. 107 y 108) de polen bicelular joven de Capsicum annuum L.
Inmunolocalizacion de hibridos DNA/RNA. Citoquimica MA realizada en bloque. El
nucleolo generativo (NU) (Fig. 105) es poco activo y en él el marcado (flechas)
aparece en €| componente fibrilar denso (F) y la periferia de los centros fibrilares
homogéneos {doble flecha). En el mismo grano de polen, el nucleolo vegetativo (Fig.
107) muestra un estado de actividad mas avanzado, con et componente granular (G)
entremezclado con el fibrilar denso y presencia de vacuolas de actividad (VA). El
patron de marcado es semejante al descrito en el nucleolo generativo, si bien es mas
intenso. En la region intercromatinica (RI) las particulas de oro que revelan hibridos
DNA/RNA (flechas) se localizan sobre estructuras fibrilares (Figs. 106 y 108). Las
masas de cromatina condensada (CR), citoplasma (CT) y componente granular estan
libres de particulas de oro. Flecha curva: entrada del organizador nucleolar en el
nucleolo generativo. Barra = 0.5 pm.
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FIGURAS

LAMINA 37

Reaccion de TdT in situ para localizar DNA, en combinacién con la citoquimica MA.
Fases de microspora vacuolada y polen bicelular joven

Figuras 109 - 111
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FIGURAS

LAMINA 37. Reaccion de TdT in situ para localizar DNA, en combinacion con la

citoguimica MA. Fases de microspora vacuolada y polen bicelular joven

Figuras 108-111: Regiones nucleares de microspora vacuolada (Fig. 109} y células
vegetativa (Fig. 110) y generativa (Fig. 111) de polen bicelular joven de Capsicum
annuum L. Reaccion de TdT realizada in situ. Citoquimica MA realizada en bloque.
L as particulas de oro que localizan DNA se distribuyen sobre las masas de cromatina
condensada (CR} y algunas fibras (flechas) de la regidon intercromatinica (RI) (Figs.
109-111). En el nucleolo (NU} el marcado se localiza en el componente fibrilar denso
(F). centros fibrilares homogéneos (doble flecha) y entrada del organizador nucleolar
(flecha curva), que contiene la cromatina ribosdémica, en e! nucleo generativo (Fig.
111). Se observa un diferente patrén de condensacion de la cromatina en diferentes
estadios de desarrollo y tipos celulares. En determinados estadios de la fase de
microspora vacuolada (Figs. 109) y en la célula vegetativa (Figs. 110) la cromatina
esta dispersa; en cambio en el ntclec de |a célula generativa (Fig. 111), se observan
abundantes masas de cromatina condensada. El citoplasma (CT) y el componente
granular (G) del nucleolo estan libres de particulas de oro. Barra = 0.5 ym.
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FIGURAS

LAMINA 38

Inmunolocalizacion de snRNPs con el anticuerpo 7.13, en combinacion cori la
citoquimica MA. Polen bicelular joven

Figuras 112y 113

143




FIGURAS

LAMINA 38. Inmunotocalizacion de snRNPs con el anticuerpo 7.13, en combinacion
con la citoguimica MA. Polen bicelular joven

Figuras 112 y 113: Regiones nucleares de las células generativa (Fig. 112) y
vegetativa (Fig. 113) de polen bicelular joven de Capsicum annuum L.
Inmunolocalizacion de snRNPS. Citoquimica MA realizada en bloque. Las particulas
de oro que localizan los snRNPs se encuentran sobre fibras (flechas) de la regién
intercromatinica (RI), pero no sobre los granulos intercromatinicos (circulos). Se
observa un diferente patron de condensacion de la cromatina entre los ndcleos
generativo (Fig. 112) y vegetativo (Fig. 113): las masas de cromatina condensada
(CR) son mas abundantes en la célula generativa que en la vegetativa. El citoplasma
(CT) y las masas de cromatina condensada estan libres de marcado. Barra = 0.5 pym.
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FiGURAS

LAMINA 39

Inmunolocalizacién de snRNPs y RNA en combinacién con citoquimicas que
contrastan preferenciaimente {a regidn intercromatinica

Figuras 113a - 113d
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FiGURrAS

LAMINA 39: Inmunolocalizacién de snRNPs y RNA en combinacién con citoquimicas

que contrastan preferencialmente la region intercromatinica

Figuras 113a - 113d: Regiones nucleares de microsporas vacuoladas de Capsicum
annuum L. Inmunolocalizacion de snRNPs con el anticuerpo 7.13 vy tincion de los
cortes con EDTA (Figs. 113a y 113b). El marcado se localiza sobre estructuras de fa
region intercromatinica (Rl) preferencialmente tefiidas por EDTA. Las flechas sefialan
particulas de oro situadas en el borde entre la regién intercromatinica y areas
blanqueadas en las que se localiza la cromatina (CR), que no presentan marcado
significativo. Inmunolocalizacion de RNA mediante el empleo de anticuerpos anti-RNA
sobre cortes ultrafinos tenidos con EDTA (Fig. 113c) o procedentes de muestras
tratadas con MA y posterior digestidn con DNasa (Fig. 113d). Ambos métodos
citoquimicos contrastan preferencialmente las estructuras ricas en RNA: region
intercromatinica, nucleclo (NU) y citoplasma (CT). En la region intercromatinica el
marcado anti-RNA sigue el mismo patrén que la distribucion de las particulas de oro
que revelan snRNPs, aunque su intensidad es menor. Las flechas destacan la
presencia de particulas de oro sobre estructuras situadas en el borde entre la regién
intercromatinica y areas no contrastadas ocupadas por la cromatina (CR), que no
presenta marcado. Las areas ricas en ribosomas del citoplasma también se marcan
con anticuerpos anti-RNA, mientras que las vacuolas citoplasmicas (V) estan libres de
particulas de oro. Barra = 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 40

Inmunolocalizacion del factor de transcripcién nucleolar UBF con el anticuerpo anti-
NORS0, en combinacién con la citoquimica MA. Fase de tetrada.

Figuras 114y 115
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FIGURAS

LAMINA 40. Inmunclocalizaciéon del factor de transcripcion nucleolar UBF con el

anticuerpo anti-NORS0, en combinacion con la citoquimica MA. Fase de tetrada.

Figuras 114 y 115: Regiones nucleares de microsporas jévenes de Capsicum
annuum L. en la fase de tetrada. Inmunolocalizacion del factor UBF. Citoguimica MA
realizada en bloque. E! componente fibrilar denso (F) del nucleclo (NU) esta
especificamente marcado (flechas) aunque no muy abundantemente, como
corresponde a esta fase del desarrollo del polen en la que el nucleolo se encuentra
en reactivacion. Sus principales componentes son vacuolas de reactivacion (VR),
algunos centros fibrilares homogéneos (doble flecha), componente fibrilar denso y
una fina capa de componente granuiar {(G) en {a periferia. Se observa un cuerpo
nuclear (flecha) especificamente marcado. No hay particulas de oro ni en la region
intercromatinica (RI) ni en las masas de cromatina condensada (CR). Barra = 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 41

Inmunoclocalizacién del factor de transcripcion nucleolar UBF con el anticuerpo anti-
NORBS0, en combinacion con la citoquimica MA. Microspora vacuolada

Figuras 116y 117
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FIGURAS

LAMINA 41. Inmunclocalizacion del factor de transcripcién nucleolar UBF con el

anticuerpo anti-NORS0, en combinacion con la citoquimica MA. Microspora vacuolada

Figuras 116 y 117: Regiones nucleares de microsporas vacuoladas de Capsicum
annuum L. Inmunolocalizacion def factor UBF. Citoquimica MA realizada en bloque. El
componente fibrilar denso (F) del nucleclo (NU) esta especificamente marcado. A
medida que el nucleolo se activa, el marcado (flechas) es mas abundante. En
estadios muy activos (Fig. 117) el marcado es intenso. Se observa como progresa la
activacion del nucleolo desde la fase representada en la fig. 116 a [a que se muestra
. en la fig. 117. El componente granular (G) se hace mas abundante y no solo ocupa
una posicion periférica sino que se entremezcla con el componente fibrilar denso y
establece contacto con las vacuolas de actividad (VA) en cuyo interior se distinguen
particulas prerribosomicas. No hay particulas de oro ni en la regidn intercromatinica
(R1} ni en las masas de cromatina condensada (CR) ni en componentes del nucleolo
distintos del fibrilar denso. Barra = 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 42

Inmunolocalizacién del factor de transcripcion nucleolar UBF con el anticuerpo anti-
I
NORS0, en combinacion con la citoquimica MA. Polen bicelular joven

Figuras 118 y 119
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FIGURAS

L AMINA 42 Inmunolocalizacion del factor de transcripcion nucleclar UBF con el

anticuerpo anti-NOR90, en combinacion con la citoquimica MA. Polen biceluiar joven

Figuras 118 y 119: Regiones nucleares de las células vegetativa (Fig. 118) y
generativa (Fig. 119) de polen bicelular joven de Capsicum annuum L.
Inmunolocalizacion del factor UBF. Citoquimica MA realizada en bloque. Se observan
diferencias en el marcado y estado de actividad del nucleolo (NU} entre las células
vegetativa y generativa. Algunas particulas de oro (fiechas) se localizan en el
componente fibrilar denso (F) del nucleolo vegetativo, mientras que el marcado en el
generativo no es significativo. Estos datos coinciden con el estado de actividad que
presentan ambos nucleolos. En esta fase muy temprana del desarrolio del polen
bicelular, el nucleolo vegetativo es poco activo, mientras que el generativo muestra
una morfologia caracteristica de nucleclos inactivos, compuestos principalmente por
componente fibrilar denso. El patrén de condensacion de la cromatina es similar en
los nacleos vegetativo y generativo, indicando que se trata de un momento préximo a
la formacién del grano de polen bicelular. No hay particulas de oro en la region
intercromatinica (Rl), masas de cromatina condensada (CR), componentes del
nucleolo distintos del fibrilar denso y citoplasma (CT). Barra = 0.5 pm.
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FIGURAS

LAMINA 43

Doble inmunolocalizacion de hibridos DNA/RNA y el factor UBF, en combinacién con
la citoquimica MA. Microspora vacuolada

Figuras 120y 121
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FIGURAS

LAMINA 43. Doble inmunolocalizacion de hibridos DNA/RNA y el factor UBF, en
combinacién con |a citoquimica MA. Microspora vacuolada.

Figuras 120 y 121: Regiones nucleares de microsporas vacuoladas de Capsicumn
annuum L. que muestran nucleolos activos. Doble inmunolocalizacion de hibridos
DNA/RNA y el factor UBF. Citoquimica MA realizada en blogue. Las particulas de oro
de 5 nm {flechas cortas) revelan los hibridos DNA/RNA y las de 10 nm (flechas
largas) el factor UBF. £n ef nucleolo (NU) las particufas de oro de los dos tamanos se
jocalizan en el componente fibrilar denso (F), en ocasiones en la proximidad de los
centros fibrilares homogéneos (doble flecha). El componente granular (G), vacuolas
de actividad (VA) y centros fibrilares homogéneos no estan significativamente
marcados. Algunas fibras de la region intercromatinica (RI} se marcan con particutas
de oro de 5 nm, que localizan hibridos DNA/RNA. Barra = 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 44

Inmunolocalizacion de la proteina fibrilarina con el anticuerpo B36, en combinacién
con {a citoquimica MA

Figuras 122 - 125
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FIGURAS

LAMINA 44. Inmunolocalizacion de la proteina fibrilarina con el anticuerpo B36, en

combinacion con la citoquimica MA,

Figuras 122-125: Regiones nucleares de microspora vacuoclada (Fig. 122) y células
generativa (Fig. 124) y vegetativa (Fig. 125) de polen bicelular joven (Fig. 123) de
Capsicum annuum L. Inmunolocalizacion de |a proteina fibrilarina. Citoquimica MA
realizada en bloque. Las particulas de oro se localizan en todos los casos en el
componente fibrilar denso (F) del nucleolo (NU). No hay marcado significativo en
otros compartimentos de! nucleclo, ni en la regién intercromatinica (Rl} ni en las
masas de cromatina condensada (CR). En figuras 122, 124 y 125, barra = 0.5 pm. En
figura 123, barra = 0.5 pm.
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FiGURAS

LAMINA 45

Inmunolocalizacion de RNA en combinacion con la citoquimica MA. Microspora
vacuolada

Figuras 126 y 127
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FIGURAS

LAMINA 45. Inmunolocalizaciéon de RNA en combinacién con la citoquimica MA.
Microspora vacuolada

Figuras 126 y 127: Regiones nucleares de microsporas vacuoladas de Capsicum
annuum L. Inmunolocalizacion de RNA, Citoguimica MA realizada en blogue. Se
muestran dos nucleolos {NU) poco activos correspondientes al final de la fase de
microspora vacuolada, en los que el componente granular ocupa una posiCion
periférica. Las particulas de oro que localizan RNA maréan el componente fibrilar
denso (F) y el granular (G), siendo la intensidad del marcado mas alta en este ultimo.
Algunas zonas de la region intercromatinica (RI) y el citoplasma {(CT) estan marcadas.
Barra = 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 46

Inmunolocalizacion de RNA en combinacién con (a citoquimica MA. Polen bicelular

Figuras 128 y 129
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FIGURAS

LAMINA 46 Inmunolocalizacion de RNA en combinacion con la citoquimica MA.

Polen bicelular.

Figuras 128 y 129: Regiones nucleares de las céiulas generativa (Fig. 128) y
vegetativa (Fig. 129) de polen bicelular de Capsicum annuum L. Inmunolocalizacion
de RNA. Citoquimica MA realizada en bloque. El nucleolo (NU) generativo (Fig. 128)
es poco activo, con el componente granular (G) situado en la periferia. Las particulas
de oro que localizan RNA marcan el componente fibrilar denso (F) y el granular,
siendo la intensidad de marcado mas alta en este Ultimo. Asimismo se observa un
cuerpo nuclear (flecha gruesa) de aspecto fibrilar, que presenta un marcado
moderado. El patrén de marcado del nucleolo generativo se repite en el vegetativo
(Fig. 129), que es mas activo, con el componente granular mezclado con el fibrilar
denso. Aigunas zonas de la region intercromatinica (Ri) estdn marcadas. Barra = 0.5

um.
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FIGURAS

LAMINA 47

Localizacion del RNA ribosdmico mediante hibridacion in situ. Sonda RNA antisense

correspondiente a un fragmento del DNA ribosémico 25S de Arabidopsis thaliana L.

marcada con digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con fiuoresceina.
Microscopia confocal. Meristemo radicular de Alfium cepa L.

Figuras 130 y 131
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FIGURAS

LAMINA 47. Localizacién del RNA ribosémico mediante hibridacién in situ. Sonda
RNA antisense correspondiente a un fragmento del DNA ribosémico 255 de
Arabidopsis thaliana L. marcada con digoxigenina y revelada con anticuerpos
conjugados con fluoresceina. Microscopia confocal. Meristemo radicular de Alfium

cepa L.

Figuras 130'y 131: Células meristematicas de raiz de Allium cepa L.. Localizacion del
RNA ribosomico 25S mediante hibridacion in situ a nivel de microscopia confocal.
Proyeccion de varios planos focales, separados entre si 1 um, que cubren la totalidad
de dos nucleolos activos. Sin tratamiento de imagen (Fig. 130) se observa una
distribucidon diferencial de la senal fluorescente en los nucleolos {(NU). El marcado
mas intenso (representado por el color blanco en la escala de grises) se localiza en
zonas de l|a periferia e interior del nucleolo. Una sefial mas débil ocupa el resto del
nucleolo. Después de tratamiento de las imagenes (Fig. 131), se puede apreciar
mejor la diferente distribucion del RNA ribosémico en el nucleolo, transformando la
escala de grises de la figura anterior en una escala de ¢olor, en la que el color rojo
representa una sefial elevada, el verde intermedia y el azul baja. El citoplasma (CT)
esta marcado, aunque menos intensamente que el nucleolo, mientras que el resto del
ntcleo (N) es negativo.
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FIGURAS

LAMINA 48

Localizaciéon del RNA ribosémico mediante hibridacion in situ. Sonda RNA antisense
correspondiente a un fragmento del DNA ribosémico 18S de Raphanus sativus L.
marcada con digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con fluoresceina.
Microscopia confocal. Meristemo radicular de Allium cepa L.

Figuras 132y 133
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FIGURAS

LAMINA 48. Localizacion del RNA ribosomico mediante hibridacion in situ. Sonda
RNA antisense correspondiente a un fragmento del DNA ribosomico 185 de
Raphanus sativus L. marcada con digoxigenina y revelada con anticuerpos
conjugados con fluoresceina. Microscopia confocal. Meristemo radicular de Affium

cepa L.

Figuras 132 y 133: Células meristematicas de raiz de Allium cepa L. Localizacion del
RNA ribosdmico 18S mediante hibridacion in situ a nivel de microscopia confocal.
Proyeccién de varios planos focales, separados entre-si 1 um, que cubren la totalidad
de los nucieolos. En nucleolos poco activos, sin tratamiento de imagen (Fig. 132}, se
observa una distribucién diferencial de la senal fluorescente en los nucleclos (NU}. El
marcado mas intenso (representado por el color blanco en la escala de grises} se
localiza mayoritariamente en la periferia nucleolar. Una sefal mas débil ocupa el resto
del nucleolo. En nucleolos activos, después de tratamiento de ias imagenes (Fig.
133), se observa que la sefial de fluorescencia mas alta, representada por los colores
blanco y rojo, se localiza en la periferia e interior del nucleolo. El resto del nucleolo
muestra una sefal de intensidad intermedia, color verde, o baja, zonas redondeadas
de color azul en el interior del nucleolo. El citoplasma (CT) esta marcado, aunque
menos intensamente que e! nucleclo, mientras que el resto del nuclec (N) es

negativo.
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FiGURAS

LAMINA 49

| ocalizacién ultraestuctural del RNA ribosdémico mediante hibridacion in situ. Sonda
RNA antisense correspondiente a un fragmento del DNA ribosémico 255 de
Arabidopsis thaliana L. marcada con digoxigenina y revelada con anticuerpos
conjugados con oro. Meristemo radicular de Alliurn cepa L.

Figuras 134 y 135

165




FiGuRAs

LAMINA 49. Localizacion ultraestructural del RNA ribosémico mediante hibridacion in
Situ en combinacién con la citoquimica MA. Sonda RNA antisense correspondiente a
un fragmento del DNA ribosdmico 255 de Arabidopsis thaliana L. marcada con
digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con oro. Meristemo radicular de
Allium cepa L.

Figuras 134 y 135: Celulas meristematicas de raices brotadas (Fig. 134) y no
brotadas (Fig. 135) de Alium cepa L. Localizacién ultraestructural del RNA
ribosdmico 258 mediante hibridacion in situ. Citoquimica MA realizada en bloque. Se
observa una distribucién diferencial del marcado con oro en los distintos
componentes del nucleclo {NU), tanto en nucleolos activos (Fig. 134) como inactivos
(Fig. 135). El componente granular (G) estd mas intensamente marcado que ei fibrilar
denso (F), que muestra una sefnal moderada. L.a periferia de algunos centros fibrilares
homogéneos (doble flecha) esta marcada. La comparacién entre las figuras 134 y
135 muestra claramente la distinta organizacion en nucleolos activos e inactivos. En
los nucleolos activos (Fig. 134) aparecen numerosos centros fibrilares homogéneos
asi como vacuoias de actividad (VA) asociadas al componente granular, que en este
tipo de nucleolos esta entremezclado con el componente fibrilar denso. En cambio los
nucleclos inactivos (Fig. 138) estan constifutidos mayoritariamente por componente
fibrilar denso, con una fina capa periférica de componente granuiar. Se observan
masas de cromatina condensada (flechas gruesas) en contacto o en el interior del
nucleolo, que probablemente representan la cromatina ribosdmica inactiva. Barra =
0.5 ym.
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FIGURAS

LAMINA 50

Localizacion ultraestructural del RNA ribosémico mediante hibridacion in situ en
combinacién con la citoquimica MA. Sonda RNA antisense cotrespondiente a un
fragmento del DNA ribosdmico 25S de Arabidopsis thaliana L. marcada con
digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con oro. Microspora vacuolada
de Capsicum annuum L.

Figuras 136 y 137
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FIGURAS

LAMINA 50. Localizacion ultraestructural del RNA ribosomico mediante hibridacion in
situ en combinacion con la citoquimica MA. Sonda RNA antisense correspondiente a
un fragmento del DNA ribosomico 255 de Arabidopsis thaliana L. marcada con
digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con oro. Microspora vacuolada
de Capsicum annuum L.

Figuras 136 y 137: Microsporas vacuoladas de Capsicum annuum L. Localizacion
uitraestructural del RNA rnibosémico 255 mediante hibridacion in situ. Citoquimica MA
realizada en bloque. Se observa una distribucién diferencial de! marcado con oro en
los distintos componentes del nuciecio {NU) en estas dos imagenes que
corresponden a distintos momentos del desarrollo de la microspora vacuolada en los
que el nucleolo es activo. El componente granular (G) estd mas intensamente
marcado que el fibrilar denso (F}, que muestra una sefial moderada. Las vacuolas de
actividad (VA) también presentan senal. La periferia de algunos centros fibrilares
homogéneos (doble flecha) estda marcada y en ocasiones se pueden ver fibras
marcadas que penetran hacia el interior del centro fibrilar. En la region
intercromatinica (RI) se observa un marcado disperso, mientras que las masas de
cromatina condensada (CR), mas grandes y numerosas en el estadic representado
en la fig. 136 que en ei que se muestra en la fig. 137, no estan marcadas, al igual que
la vacuola citoplasmica (V). Las regiones ricas en ribosomas del citoplasma (CT)
estdn marcadas. Barra = 0.5 ym.
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FIGURAS

LAMINA 51

Localizacion ultraestructural del RNA ribosémico mediante hibridacion in situ en
combinacion con la citoquimica MA. Sonda RNA antisense correspondiente a un
fragmento del DNA ribosémico 255 de Arabidopsis thaliana L. marcada con
digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con oro. Polen bicelular joven
de Capsicdm annuum L.

Figuras 138 y 139
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FIGURAS

LAMINA 51. Localizacion ultraestructural del RNA ribosémico mediante hibridacion in
sifu en combinacion con la citoguimica MA. Sonda RNA antisense correspondiente a
un fragmento del DNA ribosomico 255 de Arabidopsis thaliana L. marcada con
digoxigenina y revelada con anticuerpos-conjugados con oro. Polen bicelular joven de
Capsicum annuum L.

Figuras 138 y 139: Células vegetativa (Fig. 138) y generativa (Fig. 139) de polen
bicelular joven de Capsicum annuum L. Localizacion ultraestructural del RNA
ribosomico 25S mediante hibridacion in sifu. Citoquimica MA realizada en biogue. Se
observa una distribucién diferencial dei marcado con oro en los distintos
compoenentes del nucleolo (NU). El componente granular (G) esta mas intensamente
marcado que el fibrilar denso (F), que muestra una senal moderada. Las vacuolas de
actividad (VA) también presentan sefal. La periferia de algunos centros fibrilares
homogéneos (doble flecha) estd marcada. En la regiéon intercromatinica (RI) se
observa un marcado disperso, que es mas intenso en el nuclec generativo (Fig. 139).
El nucleolo vegetativo muestra una morfologia refiejo de un estado de alta actividad
transcripcional, con una gran vacuola de actividad y centros fibrilares de tipo
homogéneo; en cambio el generativo estd inactivo y muestra una morfologia
segregada tipica de este estado, con el componente fibrilar denso rodeado por el
componente granular. Las masas de cromatina condensada (CR}, no estan

marcadas. Barra = 0.5 um.
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FicurAs

LAMINA 52

Localizacion de! DNA ribosémico mediante hibridacién in situ. Sonda RNA sense
correspondiente a un fragmento del DNA ribosdmico 25S de Arabidopsis thaliana L.
marcada con digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con fluoresceina.

Microscopia confocal. Meristemo radicular de Allium cepa L.

Figuras 140 y 141

171




FIGURAS

LAMINA 52. Localizacion del DNA ribosomico mediante hibridacién in situ. Sonda
RNA sense correspondiente a un fragmento del DNA ribosdmico 255 de Arabidopsis
thaliana L. marcada con digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con

fluoresceina. Microscopia confocal. Meristemo radicular de Allium cepa L.

Figuras 140 y 141: Celulas meristematicas de raiz de Alfium cepa L. Localizacién del
DNA ribosomico 25S mediante hibridacion in situ a nivel de microscopia confocal.
Imagenes de planos focales consecutivos, separados entre si fum, de un nucleo
activo en transcripcidn ribosomica. Se ha realizado tratamiento de imagen para
transformar la escala de grises en una escala de color. En el interior de nucleolo (NU)
se observan amplias zonas reticuladas con baja intensidad de fluorescencia,
reveladas por el color azul y otras mas discretas que presentan una sefial intermedia.
En contacto con el nucleolo se localizan masas de aspecto redondeado, en las que
se encuentra la mayor intensidad de fluocrescencia.
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FIGURAS

LAMINA 53

Localizacién del DNA ribosdmico mediante hibridacion in situ. Sonda RNA sense
correspondiente a un fragmento del DNA ribosémico 25S de Arabidopsis thaliana L.
marcada con digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con fluoresceina.

Microscopia confocal. Meristemo radicular de Allium cepa L.

Figuras 142 y 143
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FIGURAS

LAMINA 53. Localizacion del DNA ribosomico mediante hibridacién in situ. Sonda
RNA sense correspondiente a un fragmento del DNA ribosdmico 25S de Arabidopsis
thaliana L. marcada con digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con

fluoresceina. Microscopia confocal. Meristemo radicular de Allium cepa L.

Figuras 142 y 143: Células meristematicas de raiz de Allium cepa L. Localizacién del
DNA ribosomico 255 mediante hibridacion in sifu a nivel de microscopia confocal.
imagenes de planos focales consecutivos de un nulcleo active en transcripcion
ribosémica, tratadas para transformar la escala de grises en una escala de color.
Secciones épticas centrales, separadas entre si 1 uym, del mismo ndcleo mostrado en
la Lamina 52. En el interior de nucleolo (NU) se sigue observando la red de aspecto
fibrilar de baja sefal (color azul) en la que se distinguen claramente pequenas areas
que muestran una intensidad de fluorescencia intermedia (color verde). En contacto
con el nucleolo se localizan masas de mayor intensidad de fluorescencia.
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FIGURAS

LAMINA 54

Localizacién del DNA ribosdmico mediante hibridacion in situ. Sonda RNA sense
correspondiente a un fragmento del DNA ribosémico 25S de Arabidopsis thaliana L.
marcada con digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con fluoresceina.

Microscopia confocal. Meristemo radicular de Allium cepa L.

Figuras 144 y 145
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FIGURAS

LAMINA 54. Localizacion del DNA ribosémico mediante hibridacién in situ. Sonda
RNA sense correspondiente a un fragmento del DNA ribosdmico 25S de Arabidopsis
thaliana L. marcada con digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con
fluoresceina. Microscopia confocal. Meristemo radicular de Alfium cepa L.

Figuras 144 y 145: Células meristematicas de raiz de Allium cepa L. Localizacidn del
DNA ribosomico 255 mediante hibridacion in situ a nivel de microscopia confocal
Imagenes de planos focales consecutivos de un nucleo activo en transcripcion
ribosdmica, tratadas para transformar la escala de grises en una escala de color.
Secciones Opticas, separadas entre si 1 pm, del mismo nucleo mostrado en las
Laminas 52 y 53. En el interior de nucieolo (NU) se sigue observando la red de
aspecto fibrilar de baja sefal de fluorescencia (color azul) en la que se distinguen
claramente pequenas areas que muestran una intensidad de fluorescencia intermedia
(color verde). En contacto con el nucleolo se localizan masas de cromatina
condensada, de mayor intensidad de fluarescencia.
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FIGURAS

LAMINA 55

Localizacion del DNA ribosémico mediante hibridacion in situ. Sonda RNA sense
correspondiente a un fragmento del DNA ribosdémico 25S de Arabidopsis thaliana L.
marcada con digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con fluoresceina.

Microscopia confocal. Meristemo radicular de Aflium cepa L.

Figuras 146 y 147
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FIGURAS

LAMINA 55 Localizacion del DNA ribosomico mediante hibridacidn in situ. Sonda
RNA sense correspondiente a un fragmento del DNA ribosomico 255 de Arabidopsis
thaliana L. marcada con digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con

fluoresceina. Microscopia confocal. Meristemo radicular de Allium cepa L.

Figuras 146 y 147: Células meristematicas de raiz de Aliium cepa L. Localizacién del
DNA ribosomico 25S mediante hibridacion in situ a nivel de microscopia confocal.
Pfoyecciones de planos focales consecutivos de un nucleolo activo (Fig. 146) y otro
poco activo (Fig. 147). Tratamiento de imagen para transformar la escala de grises en
una escala de color. En nucleolos (NU) activos la sefal de fluorescencia que revela el
DNA ribosomico es baja o intermedia mientras que en nucleoclos poco activos
aparecen numerosas inclusiones de intensidad de fluorescencia elevada. En ambos
casos en contacto con el nucleolo se localizan masas, de intensidad de fluorescencia

similar a la encontrada en el interior de los nucleolos poco activos.
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FIGURAS

LAMINA 56

Localizacidn ultraestructural del DNA ribosdmico mediante hibridacién in situ en
combinacion con la citoguimica MA. Sonda RNA sense correspondiente a un
fragmento del DNA nibosémico 25S de Arabidopsis thaliana L. marcada con

digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con oro. Células meristematicas
de raices no brotadas de Alfium cepa L.

Figuras 148 y 149
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FIGURAS

LAMINA 56. Localizacion ultraestructural del DNA ribosdmico mediante hibridacion in
situ en combinacidn con la citoquimica MA. Sonda RNA sense correspondiente a un
fragmento del DNA ribosdmico 255 de Arabidopsis thaliana L. marcada con
digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con oro. Células meristematicas

de raices no brotadas de Allium cepa L.

Figuras 148 y 149: Células meristematicas de raices no brotadas de Alfium cepa L.
Lobélizacién ultraestructural del DNA ribosdmico 25S mediante hibridacion in situ.
Citoguimica MA realizada en bloque. Imagenes de nucleclos (NU) inactivos en los
que el marcado que localiza el DNA ribosomico se encuentra en zonas dei
éomponente fibrilar denso (F), mientras que el granular (G) no presenta marcado. Las
masas de cromatina condensada (CR) en estrecho contacto con el nucleolo también
estan marcadas. No se observan particulas de oro en la region intercromatinica (R!).

Barra = 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 57

Localizacion ultraestructural del DNA ribosémico mediante hibridacion in situ en
combinacion con la citoquimica MA. Sonda RNA sense correspondiente a un
fragmento del DNA ribosdmico 25S de Arabidopsis thaliana L. marcada con

digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con oro. Células meristematicas
de raiz de Allium cepa L.

Figuras 150 y 151
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FIGURAS

LAMINA 57. Localizacién ultraestructural del DNA ribosémico mediante hibridacion in
situ en combinacién con la citoquimica MA. Sonda RNA sense correspondiente a un
fragmento def DNA ribosémico 255 de Arabidopsis thaliana .. marcada con
digoxigenina y revelada con anticuerpos conjugados con oro. Células meristematicas

de raices no brotadas de Allium cepa L.

Figuras 150 y 151: Células meristeméticas de raiz de Allium cepa L. Localizacion
ultraestructural del DNA ribosémico 255 mediante hibridacién in situ. Citoquimica MA
realizada en bloque. Imagenes de nucleolos (NU) activos en los que el marcado que
focaliza el DNA ribosémico se encuentra en zonas del componente fibrilar denso (F)
mientras que el componente granular (G} no presenta marcado. No se observan
particulas de oro en la region intercromatinica (Rl). Centros fibrilares homogéneos:
doble flecha; centros fibrilares heterogéneos: cabeza de fiecha. Barra = 0.5 um.
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FIGURAS

LAMINA 58

Primeras fases del proceso de embriogénesis a partir de micosporas vacuoladas de
Capsicum annuum L. Ticién con DAPI.

Figuras 152 - 161
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FIGURAS

LAMINA 58. Primeras fases del proceso de embriogénesis a partic de micosporas

vacuoladas de Capsicum annuum L. Ticion con DAPI en aplastados.

Figuras 152-161: Primeras fases del proceso de embriogénesis a partir de
microsporas vacuoladas de Capsicum annuum L. Ticion con DAPI. Microsporas
vacuofadas en el momento de la puesta en cultivo (Figs. 152 y 153). Grano de polen
bicelular atipico tras dos dias de cultivo (Fig. 154 y 159) en el que se observan dos
nlcleos con el mismo patron de condensacion de la cromatina. A partir del décimo
dia de cultivo empiezan a aparecer granos de polen multinucieados (Figs. 155 y 156)
que se desarrollan dando lugar a proembriones con varios nucleos {Figs. 157 y 158).
Qcasionalmente se encontraron a los pocos dias de iniciado el cultivo, granos de
polen que presentaban un Unico nucleo (Figs. 160 y 161) de tamafo equivalente a
dos nucleos de granos de polen bicelulares atipicos (Fig. 159). Barra = 10 um.
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FIGURAS

LAMINA 59

Apectos ultraestructurales del polen embriogénico. Inclusiéon en Epon y tincidén con
uranilo y plomo.

Figuras 162 - 164
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FIGURAS

LAMINA 59 Apectos ultraestructurates dei polen embriogénico. Inclusion en Epon y

tincion con uranilo y plomo.

Figuras 163 y 164: Polen embriogénico en el estado de dos (Fig. 163) y cuatro
células (Fig. 164}. En la fig. 163, los dos nucleos (N) presentan el mismo estado de
condensacion de la cromatina con pequefas y abundantes masas de cromatina
condensada (CR) y una rica region intercromatinica (RI). Los nucleolos (NU)
muestraﬁ una morfologia semejante. El citoplasma (CT) es rico en organulos y la
vacuola estd reducida. En el estado de cuatro células (Fig. 164), los nucleos
muestran unas caracteristicas semejantes a las descritas en la figura anterior y el
citoplasma (CT) es rico en organulos. El grosor de las paredes (flechas) que separan
células formadas en distintos ciclos de division es diferente. Las estrellas sefalan
célutas diferentes en un mismo grano de polen embriogénico. Se observan depdsitos
electron densos en el interior de las vacuolas citoplasmicas. Barra = 1 um.

Figura 162: Aspecto de un grano de polen bicelular atipico tras tincion con DAPl y

observacion bajo luz ultravioleta. Se observan dos nucleos con la misma intensidad
de fluorescencia. Barra = 10 pm.
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DISCUSION

1. VENTAJAS DE LAS CRIOTECNICAS

Las técnicas. de procesamiento convencional de muestras para microscopia
electronica son muy Utiles para estudios uitraestructurales. Sin embargo la sola
descripcidn morfoldgica de estructuras no permite profundizar en el estudio de la
funcidn celular, Para ello se han desarroilado varias técnicas de inmunodetecicién in
situ de moléculas cuya localizacion sobre determinadas estructuras permite
establecer relaciones estructura-funcion. Son pocos los estudios inmunocitoquimicos
realizados sobre cortes ultrafinos de material procesado convencionalmente,
utilizando resinas epoxi como Epon, ya que las altas temperaturas a las que
polimerizan estas resinas hace que en la mayoria de los casos se pierda la
antigenicidad de la muestra. Ademas estas resinas suelen ser de naturaleza
hidréfobica, dificultando el acceso de las soluciones a fas muestras, lo cual supone
un impedimento adicional para experimentos de inmunomarcado. |

El desarrollo de las criotécnicas ha hecho posible conseguir simultaneamente
una buena preservacion ultrasstructural y la conservacién de la reactividad antigénica
y quimica necesarias para llevar a cabo estudios inmunocitoquimicos y de hibridacion
in situ (Hemandez-Verdun y col., 1991). Las criotécnicas consisten en un conjunto de
métodos de procesamiento de muesiras para microscopia éptica y electronica con ia
caracteristica comun de realizarse a bajas temperaturas (Steinbrecht y Zierold, 1987).

La técnica empleada en este trabajo fue la crioinclusién en Lowicfyl K4M.
Debido a su naturaleza hidrofilica, polimerizacién a bajas temperaturas y buena
preservacion ultraestructural, el Lowicryl se ha convertido en la resina mas utilizada
para experimentos inmunocitoquimicos y de hibridacion in situ en una gran variedad
de tipos celulares (Bendayan, 1984; Bendayan y col., 1887; Derenzini y col., 1990;
Polak y Priestley, 1992; Puvion-Dutilleu!, 1993; Quintana, 1994; Raska y col. 1992;
Risuefio y Testillano, 1994; Thiry y col., 1991). Esta resina es muy adecuada para
estudios inmunocitoquimicos en relacién a otras como LR white, que produce una
extraccidn de componentes celulares (Griffiths, 1993). La optimizacion de las
condiciones de procesamiento de material vegetal ha requerido alargar los tiempos

de fijacidn e infiltracion en resina, en relacion a los descritos para tejidos animales
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debido a la existencia de gruesas paredes celulares y vacuolas gue dificultan la

entrada de los reactivos (Testillano y col. 1391).

La fijacidn es una etapa clave en inmunocitoquimica gque supone un
compromiso entre la preservacion de la estructura celular y el mantenimiento de la
antigenicidad (Hayat, 1989, Vilaré, 19891). La utilizacion de formaldehido al 4%
proporciondé una excelente preservaciéon ultraestructural a la vez que el
mantenimiento de las propiedades antigénicas de las muestras, por io que se ha
utilizado en todos los experimentos de inmunocitoquimica refiejados en esta Tesis. La
densidad y tamafo de las estructuras celulares es superior a la observada en cortes
de muestras procesadas convencionalmente, lo cual pone de manifiesto la baja
extraccion de componentes por los métodos de procesamiento a bajas temperaturas
(Tes'tillano y col.; 1993b). Sin embargo la definicion de la subestructura de diferentes
compartimentos celulares, especialmente en el nucleo, no es siempre buena. En
concreto la distincidon entre los componentes fibrilares y granulares del nucleolo y de
la regién intercromatinica no es evidente en cortes de Lowicryl tefiidos con uranilo y
plomo, por lo que fue necesario desarrollar técnicas citoquimicas que mejorasen el
contraste de las estructuras nucleares pero que no afectasen a la reactividad
antigénica y quimica de las muestras (ver capitulo 2).

2. IMPORTANCIA DE LAS CITOQUIMICAS ULTRAESTRUCTURALES EN LA
DISTINCION DE LAS ESTRUCTURAS NUCLEARES EN ENSAYOS DE
INMUNOMARCADO CON ORO

Los estudios ultraestructurales para localizar proteinas implicadas en
importantes funciones nucleares, acidos nucleicos y determinadas secuencias de
DNA y RNA ribosémico mediante inmunocitoquimicas, reacciones moleculares
realizadas in situ (TdT) e hibridacion in situ, se llevaron a cabo en cortes ultrafinos de
muestras incluidas Lowicryl, resina que polimeriza a bajas temperaturas para
preservar la reactividad antigénica y quimica. Los métodos de inmunomarcado con
oro se combinaron con méfodos citoquimicos que mejoran el reconocimiento de las
diferentes estructuras nucleares en relacion al contraste obtenido en cortes ultrafinos
de Lowicryl teftidos con uranilo y plomo. Las técnicas de metilacién-acetilacién, MA,
(Testillano y col., 1995b), preferencial para acidos nucleicos y NAMA-Ur (Testillano y
col., 1991), especifica para DNA, fueron desarrolladas en nuestro laboratorio.
También se utilizo la tincion de EDTA. preferencial para ribonucieoproteinas
(Bernhard, 1969) y digestion con DNasa en cortes de muestras tratadas con MA.
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Ambas citoquimicas se emplearon para estudios sobre la organizacion funcional de la
region intercromatinica y sus resultados seran discutidos en el apartado 4.2.2. de la
discusion.

2.1. Citoquimica de metilacién-acetilacion (MA)

El tratamiento de muestras con una mezcla de metanol y anhidrido acético
produce la metilacidn y acetilacién de los grupos carboxilo y amino libres de las
proteinas (Tandler y Solari, 1982) impidiendo de este modo la union del acetato de
uranilo a los grupos reactivos de éstas. Por ello la tincién con uranilo y plomo de
secciones ultrafinas después del tratamiento con MA proporciona resultados
diferentes a los obtenidos tfras tincion convencional de los cortes, mejorando el
‘contraste- de las estructuras que contienen ‘acidos nucleicos, tanto en células
vegetales como animales (Testillano y cbl., 1995b). Ademas facilita ia distincion entre
los componentes fibrilares y granulares del nucieolo y de las diferentes estructuras de
la regién intercromatinica, lo cual hace que este método sea muy adecuado para
estudios ultraestructurales de la funcidn nuclear en varios sistemas celulares
(Testillano y col., 1995b). Ademas, el hecho de que tras el tratamiento con MA las
proteinas estén presentes hace que la preservacion estructural sea muy buena.

Aunque los principales grupos de las proteinas que reaccionan con uranilo
sean los carboxilo, los iones de uranilo también se unen a los grupos fosfato
presentes en las proteinas (Lombardi y col., 1971; Stoekenius, 1961; Zobel y Beer,
1961, 1965). La reactividad de los grupos fosfato al uraniio no se bloquea por el
tratamiento de metilacién-acetilacion por lo que en muestras tratadas con MA no se
puede excluir el contraste de estructuras ricas en fosfoproteinas después de tincién
con uranilo. Esto puede ser la causa del alto contraste mostrado por los grupos de
granulos peri e intercromatinicos en hepatocitos de ratén (Testillano y col., 1995b) en
los que otros métados citoquimicos, como fa tincion de bismuto, han detectado la
presencia de proteinas altamente fosforiladas tanto en animales como en plantas
(Gas y col., 1984, Puvion-Dutilieul y Laithier, 1987; Testillano y col., 1893b).

El método MA se puede realizar en bloque, es decir, antes de la inclusién de
ias muestras, o en secciones ultrafinas de resinas o criocortes (Testillano y col.,
1995b). Sin embargo el tratamiento en bloque es preferible a la tincidon con MA sobre
los cortes puesto que de este modo se evita la manipulacion posterior de los mismos

después de reacciones de inmunomarcado con oro a la vez que se obtiene un mejor
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contraste. Ademas las secciones de muestras tratadas con MA se pueden tedir con la
técnica regresiva de EDTA (Bernhard, 1969), preferencial para ribonucleoproteinas, o
pueden ser digeridas con DNasa por lo que 1a combinacion de ambos métodos
resulta en un contraste preferencial de las estructuras que contienen RNA (Mena y
col., 1994; Risueno y Testillano, 1994).

Cuando el metodo MA se aplica antes de Ia inclusion de las muestras en
Lowicryl proporciona una buena preservacion ultraestructural y visualizacion de los
compartimentos nucleares. Este tratamiento nos ha permitido estudiar la estructura
fina del nucieolo y regidn intercromatinica gracias a la discriminacion entre estructuras
fibrilares y granulares, asi como el patrén de cromatina debido al alto contraste
mostrado por las masas de cromatina condensada, que aparecen perfectamente
delimitadas.

Una de las principales ventajas del método citoquimico MA es que no afecta
significativamente la reactividad antigénica y quimica de las muestras (Testillano y
col., 1995b). Este no es el caso de otros métodos citoquimicos, como la acetilacién
con piridina propuesta por Wassef (1979) que en ocasiones afecta la estructura fina
de la célula (Testillano, 1991) y cuya incompatibilidad con métodos de deteccion
inmunocitoquimica ha sido descrita (Thiry, 1992a). El hecho de que el tratamiento de
MA no afecte las propiedades antigénicas y guimicas de las mues’tfas, ofrece la
posibilidad de combinar la excelente visualizacion de las estructuras nucleares que
proporciona con inmunomarcado con oro. Esta combinacién se puede llevar a cabo
sin anadir pasos adicionales al de por si largo tratamiento de los cortes para técnicas
inmunocitoquimicas, reacciones de biologia molecular realizadas in situ (TdT, nick
translation) e hibridacién in situ.

Para probar el efecto del tratamiento con MA sobre el mantenimiento de la
antigenicidad de las muestras, se utilizaron anticuerpos contra diferentes antigenos
de iocalizacién nuclear (acidos nucleicos y proteinas). En ningun caso ni el patrén ni
la intensidad del marcado se afectaron significativamente tras el tratamiento de MA,
obteniéndose resultados similares a los descritos anteriormente para aigunos de
estos anticuerpos en material no tratado con MA (Olmedilla y col., 1991, 1992,
Testillano 1991; Testillano y col., 1992, 1993a,b, 1994).

La citoquimica MA se ha mosirado compatible con la inmunolocalizacién de
DNA, RNA, hibridos DNA/RNA y proteinas (Testillano y col., 1995b). Sobre estas
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dltimas actaa el tratamiento de MA blogueando sus grupos amino y carboxilo pero
esto, sin embargo, no parece afectar a sus determinantes antigenicos. Se han
localizado proteinas con diferentes propiedades quimicas (asociadas a DNA, como
histonas, PCNA o UBF, o asociadas a RNA, como la proteina D comun a los
snRNPs), diferente concentracion o localizacion intranuclear (nucleolares, como
fibrilarina o UBF, o extranucleolares, como histonas, PCNA o la proteina D de los
snRNPs) revelando que es0s tres factores no son afectados por el tratamiento de
MA.

La localizacién ultraestructural de determinadas secuencias de RNA y DNA
ribosémicos mediante hibridacion in situ RNA/RNA y RNA/DNA, respectivamente,
también ha sido posible en cortes de muestras tratadas con MA. Nuestros resultados
indican que el tratamiento con metanol y anhidrido acetico no afecta ia reaccidén de
hibridaciéon. La posibilidad de combinar la hibridacion in situ con esta técnica
citoquimica ha sido decisiva, sobre todo en |a localizacion de los genes ribosémicos
potencialmente activos y sus transcritos en los distintos componentes nucleolares,
cuyos limites estan poco definidos en cortes de Lowicryl de muestras no tratadas con
MA. De este modo hemos podido determinar una distinta distribucién nucleolar del
RNA ribosomico. Hemos visto que el marcado es superior en el componente granular
" del nucleoclo que en el fibrilar denso, io cual no habia podido ser visualizado
anteriormente ufilizando cortes de Lowicryl de muestras no tratadas con MA
(Olmedilla y col., 1993). Por otra parte la distribucién nucleolar del RNA total obtenida
utilizando anticuerpos anti-RNA en combinacion con la citoguimica MA (Mena y col.,
1994) muestra un intenso marcado sobre el componente granular y moderado sobre
el CFD, lo que pemmite correlacionar la abundante presencia de las distintas especies
de RNA con dos métodos diferentes y gracias a la utilizacion del tratamiento con MA.

La combinacion del método citoquimico MA con localizaciones in situ para
estudiar las regiones funcionales de la cromatina, tales como la reaccion de TdT o el
metodo de BrdU, ha proporcionado excelentes resultados. La intensidad y patron de
marcado son semejantes a los descritos anteriormente para estos métodos en
muestras no tratadas con MA (Olmedilla y col., 1992; Risuefio y Testillano, 1994).

En resumen, el procedimiento de metilacién-acetilacién es un método
citoquimico simple y reproducible para contrastar estructuras que contienen acidos
nucleicos, cuya compatibilidad con técnicas de inmunomarcado con oro ha sido
ampliamente probada en diferentes materiales y utilizando meétodos diversos de
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deteccidn de moleculas como inmunocitoquimica, hibridacion in situ y reacciones de
biologia molecular realizadas in situ. Permite una clara distincion de los componentes
nucleares y por ello su combinacién con inmunomarcado es muy util puesto que
facilita el reconocimiento de las estructuras en las que se localiza el marcado, lo cual
no es siempre evidente en cortes de Lowicryl con tincion convencional. Por elio
hemos propuesto el tratamiento de MA como una practica de rutina muy Utit no sélo
para estudios de la organizacion funcional del nacleo si no también en estudios de
otros compartimentos celulares en los que se haga necesario el uso del
inmunomarcado con oro, tanto en células vegetales como animales (Testillano y col.,
1985b).

2.2. Citoquimica NAMA-Ur

l.a técnica NAMA-Ur es una citoguimica especifica para DNA, que se basa en
una hidrolisis alcalina suave con hidroxido sodico que elimina el RNA y los grupos
fosfato de las proteinas, seguido de un tratamiento de metilacion-acetilacion con una
mezcla de metanol y anhidrido acético que, como ya se ha descrito anteriormente,
bloquea de forma efectiva los grupos amino y carboxilo de las proteinas. La tincion
con uranilo se debe a su afinidad por los grupos carboxilo, fosfato e hidroxilo en
posicion 3' por lo que, después del tratamiento, el uranilo solo puede unirse al DNA
(Testillano y col., 1991). Aunque las aplicaciones de esta técnica solo se habian
descrito a nivel ultraestructural hemos comprobado que, igualmente, el DNA se
confrasta especificamente en cortes semifinos de muestras tratadas con NAMA-Ur
observados en microscopia optica bajo contraste de fase. Las imagenes del patrén
de cromatina son semejantes a las observadas en cortes semifinos tefiidos con DAPI,
un fluorocromo descrito como un eficiente marcador de DNA (Vergne y col., 1987). La
observacidn bajo confraste de fase de cortes semifinos de muestras tratadas con
NAMA-Ur nos ha permitido seleccionar células en distintas fases del ciclo celular para
estudios ultraestructurales dei patrdn de cromatina.

La tecnica NAMA-Ur ha resultado ser muy especifica para tefir DNA a nivel
ultraestructural. Después del tratamiento y tincion de los cortes con uranilo las masas
de cromatina condensada presentan un elevado confraste, Algunas de estas masas
de cromatina condensada aparecen en estrecho contacto con el nucleolo, en
ocasiones parcialmente incluidas en ef cuerpo nucleofar. Estas podrian representar (a
cromatina ribosdmica inactiva a la vista de los resultados de hibridacion in situ

RNA/DNA en combinacidn con MA, que han permitido identificar secuencias
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especificas de DNA ribosomice en ciertas masas de cromatina condensada
localizadas en las proximidades del nucleolo (ver apartado 4.3. de la Discusion). En la
region intercromalinica se destacan fibras de cromatina dispérsa, con un contraste
mas bajo que el que presentan las masas de cromatina condensada, formando una
red en ia regidn pericromatinica. El nucleclo aparece ciaro a los electrones a
excepcidon de las inclusiones de cromatina condensada de los centros fibrilares
heterogéneos y ciertas areas dispersas en el nucleolo cuyo contraste es semejante al
de las fibras de cromatina dispersa localizadas en la regién intercromatinica y que
podrian ser la evidencia morfologica de los genes ribosomicos activos en
transcripcion. La combinacion de la citoquimica NAMA-Ur con inmunomarcado con
oro para detectar DNA, utilizando anticuerpos anti-DNA, mostrd la distribucion de las
particulas de oro sobre las estructuras tenidas, lo cual confirma la especificidad de la

técnica.

La citoquimica NAMA-Ur se llevé a cabo en bloque, es decir, antes de la
inclusion de las muestras en Lowicryl y también en corte. Aunque la resolucion fue
mayor cuando se realizd en bloque, la combinacidon de la técnica con
inmunodeteccion de histonas y DNA, para estudios del patron de cromatina,
broporcioné un marcado, si bien especifico, de baja intensidad (datos no mostrados).
Probablemente la hidrélisis alcalina previa a la inmunodeteccion afecté de alguna
manera la estructura de los epitopos dificultando un reconocimiento efectivo de los
antigenos, puesto que sabemos que el posterior tratamiento de metilacién-acetilacion
no afecta la reactividad antigénica de las muestras (ver apartado 2.1 de la Discusion).
Por elio se optd por realizar la tincion con NAMA-Ur en corte después del
inmunomarcado con anticuerpos anti-histonas y anti-DNA. En estos casos el marcado
se localizé exclusivamente sobre las estructuras especificamente tefiidas, siendo su
intensidad semejante a la de los controles, tefiidos con uranilo y plome (Olmedilla y
col., 1991).

l.a citoquimica NAMA-Ur se ha propuesto como un metodo de uso ‘generai
para estudiar in situ los diferentes niveles de organizacién de la cromatina (Testillano
y col., 1991). Su utilizacién por otros autores en otros sistemas celulares, pone de
manifiesto la universalidad de la técnica (Derenzini y col, 1993). Ademas la
posibilidad de combinarfa con inmunolocalizaciones in situ permite relacionar Ia
presencia de determinadas moléculas con el grado de compactacion de la cromatina,
lo cual proporciona una informacion muy utit para estudios sobre la organizacion
funcional de la cromatina en diferentes estados de actividad. La tincidon con amina de
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osmio es otro método citoquimico ultraestructural para detectar DNA (Cogliati y
Gautier, 1973), pero su combinacidn con téecnicas de inmunomarcado con orfo No es

compatible (Risueno, comunicacion personal).

2.3. Ventajas de |la combinacion de métodos citogquimicos e inmunocitoquimicos

La combinacién de inmunomarcado con oro y citoquimicas es muy adecuada
para determinar relaciones estructura-funcion puesto que las particulas de oro no
penetran en las secciones de muestras incluidas en Lowicryl y solo los determinantes
antigénicos expuestos en la superficie de los cortes pueden ser revelados (Bendayan
y col., 1987}, mientras que las citoquimicas contrastan especifica o preferencialmente
determinadas estructuras en profundidad en todo el corte. En secciones transversales
de cortes ultrafinos de Epon sabre los que se ha realizado ia reaccion de TdT, para
localizar DNA, se ilustra perfectamente como las particulas de oro sélo detectan el
DNA expuesto en la superficie del corte, mientras que la cromatina aparece
contrastada en todo el espesor de la seccidn ({Thiry, 1995b}. Sélo atgunos métodos
citoquimicos se pueden combinar con inmunomarcado con oro. La aplicacién de
ambas técnicas sobre los mismos cortes proporciona una infomacion muy util para
estudios funcionales al revelar la presencia de antigenos y las estructuras que los
contienen (Gonzalez-Melendi y col., 1995, 1996; Mena -y col., 1994; Risuefo y
Testillano, 1994; Testillano y col., 1991, 1993a,b, 1995a,b).

Se asume que las particulas de oro identifican precisamente donde se
localizan los antigenos. Sin embargo hay que tener en cuenta que los antigenos son
generalmente revelados utilizando anticuerpos primarios y secundarios, estos ultimos
conjugados a particulas de oro, lo cual hace que el marcado pueda desviarse algunos
nanometros de |a posicidn que ocupa el antigeno. Ademas los anticuerpos primarios
pueden ser "extendidos" o "no extendidos" en funcidbn que de su mayor 6 menor
desplazamiento respecto a la posicidn del antigeno que reconocen (Hozak, 1995).
Esto puede ser conflictivo en la asignacion del marcado en compartimentos
adyacentes, aunque la definicion de los limites entre ellos sea clara por la utilizacion
de métodos citoquimicos. Por ello hemos empleado diferentes anticuerpos que
localizan componentes de una misma estructura (DNA e histonas) o antigenos que
revelan un mismo proceso (BrdU y PCNA) para disponer de mas datos que nos

perrnitan establecer con mayor seguridad relaciones estructura-funcién,
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3. LOCALIZACION DE LOS LUGARES DE REPLICACION E IDENTIFICACION DE
CELULAS EN FASE S

El estudio ultraestructural de las diferentes regiones funcionaies de la
cromatina en relacion al proceso de replicacion y la distribucion intranuclear del DNA
recientemente replicado se abordo mediante la utilizacion de técnicas de
inmunolocalizacion de precursores marcados que se incorporan al DNA, como 5-
bromo-2'deoxiuridina (BrdU), y proteinas asociadas a los compiejos de replicacion,
como el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA). Estos metodos se pusieron
a punto en células meristematicas de raiz de Alfium cepa L., un material muy utilizado
para estudios de ciclo celuiar (De la Torre y col., 1988) y en el que nuestro grupo ha
trabajado ampliamente en estudios de estructura-funcién (Risueno y Testillano,
1994).

El patron de marcade después de incorporacion in vivo de BrdU en céluias
meristematicas de raices en proliferacion y posterior inmunomarcado con oro,
depende de la duracidon del pulso de Brdl. Después de pulsos cortos se encontraron
células no marcadas y otras en cuyos nucleos el marcado fue positivo. En éstos las
particulas de oro se localizaron en pequefios grupos sobre fibras de fa region
intercromatinica proximas a las masas de cromatina condensada, mientras que éstas
estaban totalmente libres de marcado. Estos datos sugieren que la replicacion del
DNA tiene lugar en las fibras de cromatina dispersa de ia regiéon intercromatinica
situadas en la periferia de la cromatina condensada. Este patrén de marcado
ultraestructural coincide con el obtenido por autorradiografia tras incorporacion de
timidina tritiada (Testillano, 1991), si bien esta técnica requiere tiempos largos de
exposicion y la localizacién del marcado puede no ser tan precisa como la que
proporcionan los métodos de inmunomarcado con oro ya que la localizacion
ultraestructural de los granos de plata puede desviarse de ia fuente de emision de
rayos .

La incorporacion in vivo tanto de timidina trittada como de BrdU en
microsporas y granos de polen es dificil debido a la barrera que supone la presencia
de la exina. Por ello se desarrollo otro método que consiste en la deteccion de PCNA,
una proteina de 36 Kd que ha sido identificada como auxiliar de la DNA polimerasa &
cuya sintesis se estimula al final de G1 alcanzando valores maximos en. fase S,
despues de la cual desciende a niveles basales, por lo que se ha propuesto que
juega un papel esencial en la replicacion del DNA en eucariotas (Bravo y col., 1987).
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El gen que codifica esta proteina ha sido identificado en plantas (Suzuca y col., 1989)
y su secuencia esta muy conservada entre plantas y animales (Suzuca y col.,, 1991).
Esta proteina ha sido detectada en células vegetales en proliferacion mediante

tecnicas de inmunofluorescencia usando anticuerpos monoclonales (Citterio y col.,
1992).

En cortes ultrafinos de meristemos radiculares de Allium cepa L. hemos
obtenido un patrén de marcado con anticuerpos anti-PCNA muy semejante al descrito
anteriormente respecto a la inmunolocalizacién de BrdU en ei mismo material. Se
encontraron células marcadas y no marcadas en funcion de la fase del ciclo celular
en que se encontraban. En los nucleos marcados las particulas de oro se
encontraron aisladas en la regidn intercromatinica, o bien formando pequefnos grupos
sobre algunas fibras de la region intercromatinica. Esta distribucién ultraestructural de
las particulas de oro que localizan PCNA se ha encontrado en lugares similares de la
reqgion intercrematinica en células animales y humanas (Raska y col., 1989; Sobczak-
Thepot y col., 1993).

Existen dos poblaciones de PCNA durante el cicio.ceiular (Bravo y Macdonald-
Bravo, 1987). Una de ellas esta presente a lo largo del ciclo celular én células fijadas
con formaldehido pero que es extraida cuando las células se fijan con metanol o son
permeabilizadas con detergentes como Triton X-100 antes de i{a fijacion con
formaldehido. Estos datos sugirieren una débil unién a estructuras nucieares o una
presencia libre de esta poblacién en el nucleoplasma. La otra no desaparece tras
fijacion con metanol o permeabilizacion con Triton X-100, lo cual parece indicar una
fuerte interaccion con determinadas estructuras nucleares y en ensayos de
inmunofluorescencia en células fijadas con metanol da lugar a un patréon de marcado
cuya distribucion espacial y temporal es idéntica a la obtenida tras incorporacién de
timidina tritiada (Celis y Celis, 1985) y BrdU (Bravo y Macdonald-Bravo, 1987).
Estudios posteriores han confirmado ia colocalizacion de PCNA y BrdU en ensayos
de doble inmunomarcado, tanto a nivel de microscopia confocal (Humbert y col.,
1992) como electronica (Raska y col., 1991).

Nuestros datos apoyan la hipétesis de la existencia de dos poblaciones de
PCNA, una de las cuales proporciona un marcado homogéneo en forma de particulas
de oro aisladas en la region intercromatinica, que persiste debido a las condiciones
de fijacion utilizadas. mientras que la otra aparece asociada a lugares de replicacion

como parecen demostrar fos resuitados de experimentos de doble inmunolocalizacion

196




DISCUSION

de PCNA y DNA, encontrandose particulas de oro de diferente tamano, que localizan
ambos antigenos, sobre fibras de cromatina descondensada en la periferia de las

masas de cromatina condensada.

Los datos anteriormente expuestos nos han lievado a proponer el
inmunomarcado con anticuerpos anti-PCNA como una alternativa a la técnica de
incorporacion in vivo y posterior inmunodeteccion de BrdU para su aplicaciéon en
procesos de desarrollo en piantas con una larga interfase como la de las
microsporas, en los que la utilizacion de marcadores” que se incorporan al DNA
resulta dificil y poco adecuada, ya que no se conocen con exactitud los momentos en

fos que tiene lugar la replicacién del DNA ni [a duracién de los mismos.

En microsporas y granos de polen de Capsicum annuum L. se observaron dos
patrones de marcado con anticuerpos anti-PCNA al igual que en células
meristematicas de raiz de Allium cepa L. Se encontré un marcado de particulas de
oro dispersas en la regién intercromatinica en todas las fases de desarrolio
analizadas que coexistia con otro representado por pequenas agrupaciones de
particulas de oro sobre fibras de cromatina descondensada, que reveld periodos de
replicacién de} DNA.

. En microsporas jévenes, aun envueltas por la pared de calosa en la tetrada,
se observd un marcado abundante, formado principalmente por agrupaciones de
particulas de oro en la periferia de masas de cromatina condensada vy fibras de la
region intercromatinica, que seria correspondiente al inicio de la fase S y marcaria
sitios de replicacidon. Posteriormente, en la fase de microspora vacuolada, se observo
la localizacion ultraestructural de PCNA, indicando lugares de replicacién, en las
mismas estructuras nucleares, si bien la intensidad del marcado fue menor. Esta es
una fase de larga duracidn durante la cual se aprecian cambios en la organizacion
del nuclec a [a vez que la progresidén del proceso de vacuoclacion. Durante la misma
. se produce un periodo sostenido de sintesis de DNA revelado por ia continuidad en el
tiempo de un marcado con anticuerpos anti-PCNA en forma de particulas de oro
agrupadas en diferentes periodos de la fase de microspora vacuolada. Este marcado
decae en momentos proximos al final de la fase S para luego volver a aparecer
asociado especificamente a las masas de cromatina adosadas a la envolitura nuclear,
donde se encuentran las secuencias de replicacion tardia (Comings y Okada, 1973;
Hildebrand y Tobey, 1973).
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La dindmica de la fase S en microsporas de Capsicum annuum L. estudiada
mediante inmunomarcado ultraestructural con anticuerpos anti-PCNA, es semejante a
la observada mediante un estudio citofotométrico de tincidn con Feulgen en
microsporas de Scilla peruviana L., una planta modelo para estudios secuenciales del
desarrolio del grano de polen debido a la disposicion de los botones florales en un
gradiente de maduracidon (Testillano, 1991). Se detectaron dos periodos de
replicacién mayoritaria durante {a fase S situados respectivamente al comienzo y final
de [a misma, en cada uno de los cuales se sintetiza aproximadamente [a misma
cantidad de DNA (Testillano, 1991). Sin embargo Ia cinética y duracion de la sintesis
es diferente en ambos casos. El primer periodo de replicacion es mas corto y el
incremento en la carga de DNA es rapido. Ef sequndo periodo de replicacion es mas
largo y la pendiente que refleja el aumento en la cantidad de DNA es mas suave.
Estos datos podrian explicar la distinta intensidad de marcado agrupado con
anticuerpos anti-PCNA, que localiza lugares de replicacion, observado en
microsporas jovenes en fase de tetrada y microsporas vacuoladas tardias de
Capsicum. El marcado es mas abundante en microsporas jovenes que en la fase
vacuolada, indicando un periodo de intensa actividad replicativa en esos estadios
tempranos. En la fase de microspora vacuolada se encontré un marcado menos
intenso, pero especifico, durante la misma, lo cual indica que la sintesis de DNA tiene
lugar de forma mas continuada en el tiempo y que esta fase es de larga duracion.

Después de la division asimétrica de la microspora, se origina el grano de
polen bicelular. En estadios tempranos, proximos a fa mitosis, el patréon de marcado
con anticuerpos anti-PCNA fue similar en las células generativa y vegetativa. Las
particulas de oro se encontraron aisladas en la region intercromatinica. No se
observé agrupacion de particulas de oro en esta fase de polen bicelular joven. La
evaluacion cuantitativa del marcado en microsporas vacuoladas tardias y células
vegetativa y generativa de polen bicelular joven puso de manifiesto una distinta
distribucién de las particulas de oro que refleja el distinto estado funcional de estos
tres tipos celulares en relacién a la sintesis de DNA (Gonzalez-Meiendi y col., 1998).
El marcado aisiado (1 o 2 particulas de oro) fue el mas abundante en los tres casos,
ligeramente superior en las microsporas vacuoladas que en el polen bicelular joven.
Este marcado representa la presencia de una poblacién de PCNA durante todo el
ciclo y que incluso permanece después de finalizado el mismo en células
diferenciadas (Bravo y Macdonald-Bravo, 1987), como es la vegetativa. El mayor
porcentaje de area de la regién intercromatinica ocupado por este tipo de marcado

aislado en microsporas vacuoladas (5.5%) en relacidon al que presentan las celulas
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vegetativa y generativa del grano de polen bicelular joven (4% en ambos casos) esta
de acuerdo con el dato, también reflejado en el trabajo de Bravo y Macdonald-Bravo,
de que la sintesis de PCNA se incrementa considerablemente durante la fase S. En
relacion al marcado agrupado (3 o mas particulas de oro) se encontraron diferencias
significativas entre las microsporas vacuoladas tardias y el polen bicelular joven (2%
en microsporas vacuoladas frente a 0% y 0.18% en las celulas vegetativa y
generativa, respectivamente). La comparacion de los datos inmunocitoquimicos y
cuantitativos sobre la localizacion y distribuciéon del marcado con anti-PCNA entre
microsporas vacuoladas y granos de polen bicelulares jdvenes nos permite afirmar
que la fase de microspora vacuolada tardia se encuentra finalizando el periodo S del
ciclo, mientras que no se detecta sintesis de ONA en etapas tempranas de la fase de
polen bicelular joven.

En etapas posteriores del proceso de maduracion del polen bicelular se
encontro un patron de marcado diferente con anticuerpos anti-PCNA en las células
generativa y vegetativa, lo cual refleja el distinto destino de estas células. La célula
generativa es la encargada de producir los gametos que participan en la doble
fecundacion de las angiospermas y en fases aun tempranas del polen bicelular
comienza un periodo de sintesis de DNA, Las moléculas de PCNA se ensamblan en
ios complejos de replicacion como se desprende de la aparicion de un marcado en
forma de pequefios grupos de particulas de oro, gque no existia en células generativas
de granos de polen bicelulares cercanos a la mitosis. En cambio la célula vegetativa
prosigue su proceso de diferenciacién y no entra en ciclo celular. El marcado con
anticuerpos anti-PCNA en estas células es exclusivamente aislado.

En el citoplasma se observé ocasionalmente un marcado escaso, incluso en
fases replicativas lo cual se puede interpretar como debido a un transporte rapido de
PCNA hacia el nucleo en esas fases de sintesis en las que existe una gran demanda
de estas moléculas en funciéon del importante papel que juegan en la progresion de la
replicacion.

En células meristematicas de Alium cepa L. después de 5 horas de
incorporacién de BrdU se ha detectado inmunomarcado con anticuerpos anti-BrdU en
los componentes fibrilares del nucteolo en un periodo de la fase S en el que, a la vista
del marcado generalizado observado sobre las masas de cromatina condensada, la
mayor parte de la cromatina ya ha replicade (Reyes y col, 1994). La localizacion

temporal del momento en que ocurre la sintesis de la cromatina nucleolar habia sido
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descrita anteriormente utilizando anticuerpos anti-PCNA y anti-BrdU en células de
cancer de mama humanc MCF-7 (Humbert y col, 1992). En microsporas de
Capsicum annuum L. se ha localizado marcado disperso con anticuerpos anti-PCNA
en el componente fibrilar denso del nucleolo en la fase de tetrada que pensamos que
no corresponde al periodo de replicacion de la cromatina ribosdmica, descrito al final
de ia fase S (Santisteban, 1993).

4. ORGANIZACION FUNCIONAL DEL NUCLEQ

El nucleo celuar lleva a cabo numerosas y complejas funciones entre las que
se incluyen el empaquetamiento del DNA, su replicacion, transcripcion,
procesamiento de los pre-RNAs, transporte de las diferentes clases de RNA y
proteinas y la precisa redistribucion de los componentes nucleares durante mitosis.
La extremadamente densa estructura nuclear esta compartimentalizada para poder
llevar a cabo eficazmente sus muitiples funciones. A nivel ultraestructural se pueden
reconocer tres principales compartimentos nucleares: cromatina, regién

intercromatinica y nucleolo, cuya organizacion funcional cambia drasticamente segun
el estado de actividad de la célula.

Hemos abordado e} estudio de la funcion nuclear mediante la aplicacion de
técnicas citoquimicas, inmunocitoquimicas y de hibridacién in situ que nos han
proporcionado informacion sobre la organizacidn ultraestructural de las diferentes
estructuras nucleares y las funciones que en ellas se lievan a cabo.

4 1. Cromatina

La cromatina esta formada por partes iguales en peso de DNA e histonas, asi
como de proporciones variables de otras proteinas de diferentes tipos, comunmente
llamadas no histonas, entre las que se encuentran varias DNA y RNA polimerasas asi
como proteinas reguladoras. La unidad estructural de la cromatina es el nucieosoma,
que representa el primer nivel de organizacion para el empaquetamiento de las
moléculas de DNA en los cromosomas (igo-Kemenes y col., 1982; Kornberg y Kiug.
1981; McGhee y Felsenfeld, 1980). Las proteinas de la cromatina responsables del
empaguetamiento del DNA eucaridtico en nucleosomas son las histonas. Son
proteinas de pequeno tamafio que contienen una alta proporcion de aminoacidos
cargados positivamente {lisina y arginina) y se unen estrechamente al DNA cargado
negativamente. Existen cinco tipos de histonas: H1, H2A, H2B, H3 y H4, que se
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encuentran en cantidades equimoleculares, salvo H1 cuya abundancia es fa mitad de
las otras. El nucleosoma esta formado por un octamero de histonas, que a su vez
esta constituido por un tetramero (H3-H4), flanqueado por dos dimeros H2A-H2B, en
tomo al cual se enrollan dos vueltas de DNA desnudo. Los nucleosomas
consecutivos estan separados por DNA conector, no asociado a histonas, cuya
longitud es variable segun las especies. La observacién en microscopia electréonica
del DNA organizado en nucleosomas muestra una fibra en rosario de 10 nm de
espesor. La histona H1 es ia responsable de su plegamiento en una fibra de 30 nm
que a su vez experimenta sucesivos niveles de empaquetamiento hasta alcanzar el
maximo grado de condensacion en los cromosomas (revision sobre la organizacion
estructural de la cromatina en Santisteban, 1993).

Las histonas H3 y H4 son las mas conservadas evolutivamente. En cambio las
histonas H2A y H2B muestran una mayor variabilidad entre plantas y animales. En
plantas se han caracterizade numerosas variantes y se han descrito pesos
moleculares superiores a los determinados en animales (Spiker, 1982, 1985).

Recientemente se han identificado dos proteinas de 225 y 185 Kd,
respectivamente, cuyas propiedades bioquimicas sugieren que se trata de variantes
de {as histonas H2B y H3 (Ueda y Tanaka, 1995). Estas histonas sdlo han sido
detectadas en células generativas de granos de polen de Lolium longiflorum L., por lo
que han recibide los nombres de gH2B y gH3 (Ueda y Tanaka, 1995). Su exclusiva
presencia en estas células, encargadas de producir los gametos, se ha relacionado
con la aparicién de variantes de histonas durante la espermatogénesis en animales.
Aunque su funcién biolégica no es clara, podrian estar implicadas en el elevado
grado de condensacion de la cromatina de los nucleos generativos, facilmente
detectada en microscopia de fluorescencia mediante tincidn con DAPI, y por lo tanto
con la escasa actividad transcripcional de estas células. La disponibiiidad de
anticuerpos contra las histonas gH2B y gH3 (Ueda y Tanaka, 1995) abre nuevas
perspectivas en el estudio del desarrollo del gametofito masculino, no sélo como
eficientes marcadores de la célula generativa, si no también para estudios sobre la
organizacion funcional del nuclec en estas células.

Hemos estudiado la distribucién ultraestructural de histonas en relacién al
patron de cromatina. Para ello disponiamos de anticuerpos policlonales contra las
histonas somaticas H2B y H4 (Muller y col.. 1891). Los experimentos de inmunoblot
revelaron una distinta movilidad electroforética de las histonas H2B y H4 de Allium
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cepa L. en geles de acrilamida en relacion a la descrita en timo de ternera (Watson y
col., 1987). Los pesos moleculares obtenidos en Alfium son superiores a los
establecidos para celulas animales, aungque en el caso de la histona H4 las
diferencias no son muy acusadas. Sin embarge la variabilidad de |a histona H2B es
mayor. Su pesc molecular es claramente superior al de la histona H2B de animaies vy
se aproxima al rango de variacién determinado en trigo (Spiker, 1982). Estos
resultados ponen de manifiesto la existencia de variantes de histonas en plantas,
cuyo tamano es superior al de animales. Sin embargo los determinantes antigénicos
de estas proteinas estan muy conservados evolutivamente dado que los anticuerpos
obtenidos contra histonas de animales reconocen a sus homdlogas en plantas. Esto
nos llevd a utilizar estos anticuerpos en experimentos de inmunocitoquimica en
microscopia electrénica.

La inmunolocalizacion ultraestructural de las histonas H2B y H4 se llevo a
cabo en combinacién con las técnicas citoquimicas MA y NAMA-Ur con objeto de
relacionar ia distribucién de histonas con el patron de cromatina. Se obtuvo un patrén
de marcado semejante con ambos anticuerpos. Se observaron abundantes particulas
de oro sobre las masas de cromatina condensada, perfectamente contrastadas y
delimitadas por los métodos citoquimicos utilizados, y en algunas fibras de la region
intercromatinica, principalmente localizadas en la proximidades de la cromatina
condensada, que representarian la cromatina dispersa. Se realizd6 una evaluacidén de
la densidad de las particulas de oro que revelan las histonas H2B y H4, en distintos
compartimentos de células meristematicas de raiz de Alfium cepa L. tratadas con MA.
La mayor densidad se encontré en las masas de cromatina condensada, del orden de
seis veces superior a la densidad de particulas de oro en la regién intercromatinica
(Gonzalez-Melendi y col., en preparacion).

La proporcidén entre heterocromatina o ¢crormatina condensada y eucromatina o
cromatina descondensada es caracteristica de cada tipo celular. Las técnicas
citoquimicas revelaron que en Aflium cepa las masas de cromatina son de gran
tamano, mientras que en Capsicum annuum el patrdn de cromatina es mas disperso,
con pequenas masas de cromatina condensada y abundantes fibras de cromatina
descondensada en la regién pericromatinica. Estas distintas organizaciones de la
cromatina han sido definidas como tipo reticulado y cromomérico, respectivamente
(Jordan y col, 1980; Lafontaine, 1968). La distribucidn del marcado utilizando
anticuerpos anti-histonas obedecié a esta distinta organizacion de la cromatina en los

dos materiales estudiados.
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La localizacidon inmunocitoquimica de DNA en combinacion con las
citoquimicas MA y NAMA-Ur ha permitido detectar de forma muy precisa y especifica
la presencia de DNA en el nucleo. Ei patrdn de marcado fue semejante al
proporcionado por los anticuerpos anti-histonas. Aunque la mayor parte de las
particulas de oro se localizaron en las masas de cromatina condensada, también se
detectaron granos de oro sobre fibras de la regidn intercromatinica, proximas a la
cromatina condensada. La determinacion de la densidad de particulas de oro sobre
las masas de cromatina condensada y regidén intercromatinica en células
meristematicas de Allium tratadas con MA confirmo la distinta distribucién del
marcado en ambos compartimentos nucleares, siendo mayor sobre las masas de
cromatina condensada (Gonzalez-Melendi y col., en preparacion).

La deteccion simultanea de histonas y DNA en cortes utrafinos de muestras
tratadas con MA ha mostrado la colocalizacidn de ambos antigenos en las mismas
estructuras nucleares. La intensidad del marcado fue inferior a la que se obtuvo
cuando se realizd la inmunolocalizacién de histonas o DNA por separado, debido
probablemente a impedimentos estéricos.

La realizacién de Ia reaccion de TdT in situ y su posterior revelado utilizando
anticuerpos conjugados con oro que localizan los nucleédtidos marcados incorporados
a los extremos hidroxilo 3' libres de DNA expuestos en ia superficie de los cortes,
constituye una altemativa mas sensible a la técnica de inmunomarcado con
anticuerpos anti-DNA, que incluso permite detectar muy pequenas cantidades de
DNA como el material genético de mitocondrias y plastidios (Thiry, 1992b}. Mediante
su aplicacion sobre cortes ultrafinos de muestras tratadas con MA hemos
determinado diferencias en el patrén de cromatina a lo largo del ciclo celular en Alfium
y durante el proceso de maduraciéon del grano de polen de Capsicum. Esta técnica
reveld en ambos materiales diferencias en el patron de cromatina, como ya se ha
mencionado, si bien fue mas eficaz en la identificacidon de fibras de cromatina
dispersa en {a region intercromatinica que los métodos de inmunolocalizacion de DNA
e hisionas.

4.2. Regidn intercromatinica

La region intercromatinica es el espacio nuclear, comprendido entre las masas
de cromatina condensada, excluido el nucleolo, en el que tiene lugar 1a replicacion del
DNA, la transcripcion extranucleolar y el metabolismo del RNA heterogéneo. Estudios
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anteriores realizados en nuestro laboratorio han caracterizado funcionalmente la
region intercromatinica en el nacieo de células vegetales, principaimente su papel en
la trancripcion y splicing de los pre-mRNAs (Testillano y col., 1993a,b, 1994). En la
presente Tesis se profundiza en ambos aspectos asi como en la identificacién de los
lugares de replicacion, relacionando la localizacion ultraestructural de estos procesos
con [a presencia de cromatina descondensada y estructuras ribonucleoproteicas en la
region intercromatinica. Este estudio se llevd a cabo utilizando métodos citoquimicos
y técnicas de inmunomarcado con oro, para localizar diferentes factores que
participan en las funciones de replicacion, transcripcién y splicing.

El método de metilacidn-acetilacion ha permitido definir la estructura fina de la
region intercromatinica. En efla se distinguen granulos y fibras de distinto tamarno.
Hemos observado cambios en la densidad de las esfructuras de la region
intercromatinica en diferentes fases del ciclo celular en Alliurn y diferentes momentos
del desarrollo del poien de Capsicum, que estan relacionados con el grado de
compactacion de la cromatina. La descondensacion de la cromatina representa
momentos de intensa actividad en transcripcidn y replicacion, cuya manifestacion
morfoldgica mas evidente es un enriquecimiento de la regién intercromatinica en
fibras y granulos (Bachellerie y col., 1975; Bouteille y col., 1974; Fakan y Puvion,
1980; Risueno y Moreno Diaz de la Espina, 1979; Testillano y Risuefio, 1988).

La citoquimica MA revela en la regién intercromatinica una densa red fibrilar,
pero al tratarse éste de un método de tincién preferencial para acidos nucleicos, no
es posible determinar cuales de estas fibras contienen DNA o RNA. El estudio de la
composicion quimica de las estructuras de la regién intercromatinica se llevd a cabo
utilizando otras técnicas citoquimicas: la citoquimica NAMA-Ur, especifica para DNA
(Testillano y col., 1991) y la tincién de EDTA, un método preferencial para contrastar
ribonucleoproteinas (RNPs) (Bernhard, 1969). La técnica NAMA-Ur identifico fibras de
DNA en la region intercromatinica, preferentemente en las proximidades de las

masas de cromatina condensada o area pericromatinica. Estas corresponderian a
fibras de cromatina dispersa presentes en la regiéon intercromatinica. En fibras de
esta region también hemos detectado DNA, mediante el uso de anticuerpos anti-DNA
y el método de TdT, asi como histonas. La tincion de EDTA reveld la existencia de
una densa red fibrilo-granular entre areas blanquedas (Testillano y col.,, 1993a,b).
Estas areas bianqueadas por la tincion de EDTA se han descrito comoc masas de
cromatina condensada, cuyo contraste practicamente desaparece tras esta tincion

(Bernhard, 1969; Puvion y col., 1984). Sin embargo hemos observado que esas areas
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presentan un tamano mayor al de las masas de cromatina condensada
especificamente tenidas con NAMA-Ur {Testillano y col, 1993b) o contrastadaé tras
tratamiento con MA en el mismo tipo de nudcleos. Esto es muy evidente en
microsporas de Capsicum cuyo patron de cromatina, revelado por técnicas
citoquimicas e inmunocitoquimicas, muestra peguenas masas de cromatina
condensada, mientras que en cortes ultrafinos tefidos con EDTA las areas
blanqueadas son considerablemente mayores {comparar las figuras 15a y 15b con
las figuras 81 a 88, en las que se muestran imagenes de regiones nucleares de
microsporas tefidas con EDTA y MA, respecti\?amente). La tincion de EDTA parece,
pues, que elimina el contraste no solo de las masas de cromatina condensada. si no
también del area pericromatinica adyacente donde preferentemente se localiza ia
cromatina dispersa. Este dato nos ha llevado a proponer = una
subcompartimentalizacion de fa region intercromatinica en cuanto a su composicion
quimica que se manifiesta por una distinta localizacion preferente en la region
intercromatinica, en refaciéon a l[as masas de cromatina condensada, de dos tipos de
fibras de diferente naturaleza quimica: fibras de cromatina descondensada, reveladas

mediante tincién con NAMA-Ur, reaccidén de TdT in situ e inmunclocalizacion de DNA
e histonas, en las que se localizarian los genes activos o preparados para
transcripcién y/o replicacién y fibras de ribonucleoproteinas reveladas por EDTA que

representarian diferentes etapas de la transcripcidn y procesamiento del RNA
heterogéneo nuclear. Estos datos sugieren la existencia de una
subcompartimentalizacion estructural y funcional de la region intercromatinica en
funcidn de su proximidad a las masas de cromatina condensada. ‘

4.2.1. Fibras de cromatina descondensada

La organizacién estructural de los genes activos debe ser distinta a la de la
cromatina inactiva para permitir el acceso de las maquinarias de transcripcion y
replicacién. Los dominios activos de la cromatina pueden ser funcionaimente
definidos en base a su susceptibilidad a ser digeridos con endonucleasas. Weintraub
y Groudine (1976) observaron que el gen de la globina es digerido por Di\lasa l
pancreatica en nucleos de eritrocitos de pollo pero no en fibroblastos. Levitt y col.
(1979) aprovecharon este descubrimiento para marcar secuencias sensibles a
digestién por nucleasa en ntcleos aislados. Su procedimiento se basaba en la
reaccion de nick translation, un método frecuentemente utilizado para marcar DNA
purificado (Rigby y col. 1877). La técnica de nick transfation desarrallada por Levitt y
col. consiste en una digestién con DNasa |, que produce cortes en una de las hebras

205




DISCUSION

del DNA expuesto. La adicidén de DNA polimerasa | resulta en una degradacion del
DNA en ia posicién 2' de las zonas de corte, debido a su accidon exonucleasa, que es
reemplazado por una nueva cadena de DNA en la que se incorparan nucleotidos
marcados (Levitt y col., 1979). La adaptacion para microscopia electronica de la
técnica de nick translation (Thiry, 1991) ha permitido investigar la localizacién
especifica de los genes activos o potencialmente activos, debido a la sensibilidad de
éstos a la DNasa |. La optimizaciéon de esta técnica para criocories se realizé en
nuestro laboratorio (Olmedilla y col., 1992). Los resultados dependen de la
concentracion de DNasa |. A bajas concentraciones, 30 pg/ml, el marcado se localizd
en el area pericromatinica (Olmedilia y col., 1992; Thiry, 1991). La localizacidén de la
cromatina activa mediante la técnica de nick translation coincide con nuestros
resultados de deteccion ultréestructural de DNA mediante técnicas citoguimicas e
inmunocitoquimicas en fibras de {a regidn intercromatinica, proximas a la masas de
cromatina condensada. Por consiguiente podemos considerar que las fibras de
cromatina descondensada localizadas en el area pericromatinica corresponden a
estados de la cromatina activos o preparados para transcripcion o replicacion.

La inmunolocalizacién de histonas en fibras de la region intercromatinica abre
la discusion sobre si las fibras de cromatina descondensada estan organizadas en
nucteosomas o si la asociacién de histonas y DNA se modifica de alguna forma para
permitir el acceso de las maquinarias de transcripcion y replicacion. Los datos
inmunocitoquimicos evidencian la presencia de histonas en estas fibras. Datos
bioquimicos de otros autores sugieren que los genes activos o potencialmente activos
estan empaquetados en una forma nucleosomal alterada que les hace accesibles a
las maquinarias de transcipcion y replicacion, en funcién de su sensibilidad a la
DNasa | pero no a la nucleasa micrococal (revisbn en Reeves, 1984 y Weisbrod,
1982). Recientemente Truss y col. (1995) han descrito que la induccién por hormonas
esteroideas de la expresion del promotor del MMTV (Mouse mammary tumour virus)
supone una reorganizacion del nucleosoma en que estd contenida la regidn
promotora, para permitir la union al DNA de los elementos reguladores y factores de
transcripcién, pero en ningun caso, una eliminacion de histonas. El cambio en la
organizacion estructural del nucleosoma producido por la induccion hormonal podria
estar mediado por acetilacibn de histonas, cuya relacion con la actividad
transcripcional ha sido descrita (Hebbes y col., 1988).

La localizacion de los lugares de transcripcion extranucleolar y de replicaciéon

mediante técnicas citoquimicas e inmunocitoquimicas ha aportado una valiosa
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informacion acerca de la organizacion funcional del nicleo y en concreto sobre ia
subcompartimentalizacién funcional de la regién intercromatinica.

Recientemente se ha puesto a punto un metodo para localizar lugares de
transcripcién que consiste en pulsos cortos de incorporacion de Br-UTP en células en
cultivo para marcar RNA naciente (Dundr y Raska, 1993; Jackson y col, 1993,
Raska, 1995; Raska y col., 1995; Wansink y col., 1993). A nivel de microscopia optica
se han localizado pequefias regiones fluorescentes distribuidas en el espacio
intercromatinico. A nivel ultraestructural el marcado se localiza en la periferia de la
cromatina condensada (Raska, 1995). Estos resultados.coinciden con datos de otros
autores que mediante autorradiografia ultraestructural, para focalizar la incorporacion
temprana de uridina tritada (Fakan y Puvion, 1980; Fakan y col, 1976) han
identificado los lugares de transcripcion en el area pericromatinica. En nuestro
laboratoric se ha desarroilado un método sencillo y reproducible para la localizacién
ultraestructural de los lugares de transcripcion que se basa en la deteccion de
hibridos DNA/RNA (Testillano y col., 1994) mediante la utilizacion de anticuerpos
especificos (Kitagawa y Stollar, 1982). En esta Tesis se muestran por primera vez
resultados de la combinacion de este método con la citoquimica MA que supuso una
notable mejora en el reconocimiento e identificacion de las estructuras marcadas. Las
particulas de oro se localizaron en fibras de cromatina dispersa distribuidas en la
region intercromatinica, preferentemente en el area pericromatinica. Los datos
obtenidos de la aplicacion de diferentes técnicas apuntan pues a que la region
pericromatinica es el subcompartimento nuclear en el que tiene lugar la transcripcion
extranucleolar,

El area pericromatinica es el subdominio de la regién intercromatinica en que
se produce la replicacion del DNA. El estudio ultraestructural de la distribucién del
DNA en replicacion se abordd mediante inmunodeteccion de precursores marcados
que se incorporan al DNA (BrdU) y proteinas asociadas a los complejos de
replicacién (PCNA). En ambos casos el marcado se localizd en fibras de cromatina
descondensada en ia periferia de la cromatina condensada. La asociacion de PCNA
y DNA durante el proceso de replicacion se demostré en experimentos de doble
marcado para localizar simultaneamente ambos antigenos, observandose
colocalizacion de particulas de oro de diferente tamano en las mismas estructuras en
las que se observé marcado en grupos de particulas, con anticuerpos anti-PCNA, que
revela lugares de replicacién, en experimentos de inmunodeteccién simple.
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Las fibras de cromatina descondensada, localizadas mediante técnicas
citoquimicas e inmunocitoquimicas en el area pericromatinica, son pues activas o
estan preparadas para transcripcion y/o replicacion. Nuestros datos parecen
confirmar los resultados de Hassan y col. {1993) en el sentido de que los lugares de
trancﬁpciéh y replicacion colocalizan en los mismos dominios nucleares.

4.2.2. Fibras de ribonucleoproteinas

Las fibras de ribonucleoproteina (RNP) son la expresién morfologica de la
transcripcion extranucleolar. Su abundancia estd directamente relacionada con el
estado de actividad de la célula y son numerosas en nucleos activos en transcripcién
(Fakan y Puvion, 1980; Risuefo y Moreno Diaz de la Espina, 1979; Testillano y
Risuefio, 1988). Las fibras de RNP fueron identificadas y reveladas por el método
citoquimico ultraestructural de EDTA descrito por Bernhard (1969)', quien las definid
como fibras pericromatinicas en funcién de su localizacion en |a periferia de las areas
blanqueadas por la tincidén, en las que se asumia que se localizaba la cromatina
{Bemhard, 1969; Puvion y col., 1984). Nuestros resultados demuestran que esas
areas blanqueadas por EDTA tienen un tamano superior al de las masas de
cromatina condensada especificamente tefiidas por NAMA-Ur, por lo que la tincion de
EDTA desplaza los iones uranilo no sélo de la cromatina condensada si no también
de la dispersa, localizada en el area pericromatinica, y revela un subcompartimento
de la region intercromatinica enriquecido en RNPs situado hacia el interior nuclear.
En base a esta estructuracion de la region intercromatinica, una denominacion mas
correcta para las fibras pericromatinicas descritas 'por Bemhard, seria las de fibras
intercromatinicas. El término de fibras pericromatinicas se restringiria a las fibras de
cromatina descondensada situadas en el area pericromatinica.

Existen pues dos subcompartimentos en {a regidén intercromatinica de distinta
naturaleza quimica y distinta posicién relativa respecto a las masas de cromatina
condensada. Los limites entre ambos no estan claramente definidos y de hecho, los
datos disponibles apuntan a la existencia de un solapamiento de los dominios peri e
intercromatinico en e} que fibras de DNA y RNP colocalizan. La aplicacion de la
tincion de EDTA después de inmunolocalizacion de DNA utilizando anticuerpos anti-
DNA, muestra las particulas de oro sobre fibras de RNP localizadas en el borde de
las areas blanqueadas (Testillano 1991; Testillano y col. 1993b). La colocalizacién de
fibras de DNA y RNP representa la unién del DNA molde y el RNA heterogéneo
recién sintetizado y revela un dominio funcional en el borde de los dos
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subcompartimentos de la region intercromatinica. en donde tendria lugar la
transcripcidon extranucleolar. Las fibras de RNP formadas en los lugares de
transcripcion, migran hacia el interior del espacio intercromatinico a medida que Ia
sintesis de RNA progresa (Fuvion y Moyne, 1978). Datos posteriores han mostrado
que las fibras intercromatinicas aparecen asociadas con small nuclear
nbonucleoprotein particles (snRNPs) (Fakan y col, 1984; Puvion y col, 1984,
Testillano y col., 1993a,b; Visa y col.,, 1993). Los snRNPs estan formados por
proteinas y snRNAs (Luhrmann, 1988). Los snRNAs juegan un papel fundamental en
la reaccién de splicing o eliminacién de intrones que tiene lugar después de fa
transcripcion extranucieolar (Guthrie y Patterson, 1988; Luhrmann y col.,, 1990,
Maniatis y Reed, 1987; Mattaj, 1990). Hemos abordado fa localizacién de los snRNPs
mediante la utilizacién del anticuerpo 7.13 que reconoce la proteina D comun a los
snRNPs extranucleolares U1, U2, U4/U6 y US. La combinacién del inmunomarcado
con oro con citoquimicas permitio identificar y caracterizar las estructuras marcadas y
aportd datos sobre la organizacidén funcional de la regidn intercromatinica. En cortes
de muestras tratadas con MA, las particulas de oro se localizaron dispersas sobre
fibras de la region intercromatinica y no sobre granulos. La aplicacién de ia tincion de
EDTA sobre cortes incubados con el anticuerpo 7.13 demostré que el marcado se
detectaba sobre fihras de RNP. Estas fibras son pues el principal sustrato del
splicing. En la actualidad no existe un consenso sobre si el splicing ocurre co ©
postranscripcionalmente. Segun los resultados de Wansink y col.,, (1993) la
distribucion del marcado con anticuerpos que reconocen SC-35, un factor esencial de
splicing que no pertenece a la clase de los snRNPs, no coincide con la localizacion
de los lugares de transcripcion. En cambio Jiménez-Garcia y Spector (1993) han
descrito un reclutamiento de factores de splicihg hacia los sitios de transcripcién en
respuesta a infeccién por adenovirus 2, lo cual apoya la idea de un procesamiento
cotranscripcional del pre-mRNA. Una aproximacién al tema consiste en comparar |la
distribucion del marcado anti-snRNPs y anti-RNA en la region intercromatinica.
Hemos determinado la presencia de RNA en la reqién intercromatinica mediante
inmunolocalizacién con anticuerpos anti-RNA en cortes tefidos con EDTA y sobre
cortes de muestras tratadas con MA y digeridos con DNasa. Las imagenes obtenidas
fuefon muy semejantes y en ambos casos se contrastaron las estructuras que
contienen RNPs. La distribucién del marcado con oro que localiza el RNA total fue
similar que la que obtuvimos con anticuerpos anti-snRNPs, aunque de menor
intensidad, probablemente debide a un enmascaramiento del RNA. Nuestros datos
de la localizacion de RNA y snRNPs nas permiten sugerir que el proceso de splicing

se inicia cotranscripcionalmente, puesto que en ambos casos hemos localizado
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marcado sobre fibras de RNP situadas en e! borde de las areas blanqueadas por
EDTA, que como hemos mencionado anteriormente, representaria la zona de
solapamiento entre los dos dominios de la region intercromatinica, activa en la
transcripcidon extranucleofar. Posteriormente el marcado anti-RNA y anti-snRNPs se
desplaza hacia fibras de RNP mas alejadas de |as masas de cromatina condensada,
por lo que el proceso de splicing continGa una vez finalizada la transcripcion.

En nucleos de células de mamifero se ha locaiizado marcado anti-snRNPs en
granulos intercromatinicos (ver revision en Thiry, 1995a). Estos aparecen agrupados
en el interior de la regidn intercromatinica, formando estructuras muy prominentes. La
ausencia en ellos de DNA, asi como de marcado después de pulsos cortos de
incorporacion de uridina tritiada indica que no.estan implicados en la sintesis de
mRNAs, si no que desempefian, posiblemente, una funcién de aimacenamiento o
reensamblaje de los elementos que participan en los procesos de poliadenilacién y
splicing (ver revision en Thiry, 1995a). En células vegetales no se han descrito
estructuras homdlogas a los granulos intercromatinicos, si no enclaves de naturaleza
fibrilar que se marcan con anticuerpos anti-snRNPs (Testillano y col., 1993b). Sin
embargo Beven y col. (1995) en base a que la distribucién del marcado fluorescente
anti-snRNPs en células meristematicas de Pisum es semejante al patrén de marcado
obtenido en células animales, no descartan la existencia de granulos
intercromatinicos en plantas, aunque no existen evidencias ultraestructurales que
correlacionen el marcado anti-snRNPs con los granulos identificados en la regidon
intercromatinica de nacieos de células vegetales (Testillano y col., 1993a, b).

En base a los resultados presentados hemos propuesto un modelo de fa
organizacidén funcional de la regiéon intercromatinica, que se ilustra en el siguiente
esquema (Fig. 1). Esta estaria estructurada en dos subcompartimentos, quimica y
funcionalmente distintos: el area pericromatinica, enriquecida en fibras de cromatina
descondensada, y el area intercromatinica, propiamente dicha, enriquecida en RNPs.
La cromatina tiene que descondensarse para ser activa en transcripcion y replicacién.
Las fibras de DNA localizadas en el area pericromatinica se encontrarian en
diferentes estados de descondensacion para permitir la unién de las enzimas y
factores que participan en las funciones de transcripcion y replicacion. La
transcripcion extranucleolar ocurriia en una zona en la que ambos dominios se
solapan, donde las fibras de DNA y RNP colocalizan, y el proceso de splicing se
iniciaria cotranscripcionalmente y se compietaria a posteriort en el interior de la regidén
intercromatinica. Los datos mosirados apuntan a que, de forma semejante a lo que
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ocurre en el nucleoio (ver siguiente apartado), la organizacion de la region
intercromatinica sigue un orden vectorial. Para apoyar esta hipotesis es necesario
aplicar los métodos de localizacion in situ de moléculas y procesos, empleados en
esta Tesis, para estudiar en profundidad la dinamica de la region intercromatinica en

otros momentos de actividad y otros sistemas celulares.

e
L
.

. a&‘%ﬁs@‘m@g‘ct |
NAMA-Ur +
EDTA -

/

NAMA-Ur -
EDTA +

SRewss® Fibras de DNA
pidE,  Fibras de RNP
® RNA pol Il

] snRNPs

Figura I: Interpretacién de {a organizacién funcional de la region intercromatinica

4.3. Nucleolo

El nucleolo es el compartimento nuclear en el que tiene lugar la transcripcion
del RNA ribosémico, su procesamiento y ensamblaje en ias particulas
prerribosémicas (Goessens, 1984; Hadjiolov, 1985; Hernandez-Verdun, 1991; Scheer
y Benavente, 1990). El nucleolo representa la expresion morfolégica de la actividad
de los genes ribosémicos y experimenta grandes cambios en la disposicién y
organizacion de sus componentes en relacién a la tasa de sintesis de ribosomas
(Risuefio y Medina, 1986; Risuefo y Testillano, 1994) por lo que es un buen
marcador del estado de actividad celular.
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4.3.1. Arquitectura nucleolar

Hemos seguido los cambios en la organizacion ultraestructural del nucleoto en
distintas fases del ciclo celular de Allium cepa y durante el desarrollo del polen de
Capsicum annuum, mediante el tratamiento de las muestras con MA. Este método
citoquimico, al facilitar la distincién entre estructuras granulares y fibrilares, permite
una definicion clara de los limites de los distintos componentes del nucieolo, lo cuat
no siempre es facil en cortes de muesiras incluidas en Lowicryl. A nivel
ultraestructural se reconocen las siguientes regiones nucleolares: centros fibrilares
(CFs), componente fibrilar denso (CFD), componente granular (CG) y vacuolas
nucleolares (Derenzini y col., 1990; Goessens, 1984; Hernandez-Verdun, 1986;
Jordan, 1984, Scheer y Benavente, 1990; Yasuzumi y Sugihara, 1965). E! CFD se
compone de fibras ribonucleoproteicas estrechamente empaquetadas. Su volumen
es muy superior en plantas, en comparacion con el CFD de células animales que esta
reducido a una fina capa asociada a los CFs. Los CFs son pequefas areas claras a
los electrones inciuidas en el CFD, que contienen material fibrilar en su interior. En
plantas se han descrito dos tipos de CFs en relacién a la actividad transcripcional: jos
CFs homogeneos, pequefios y numerosos, que contienen cromatina dispersa y los
CFs heterogeéneos, de mayor tamano y menos numerosos que los homogéneos, que
contienen inclusiones de cromatina condensada junto con fibras de cromatina
descondensada. Existe un tipo intermedio de CFs que comparte caracteristicas
estructurales de los CFs homogéneos y heterogéneos (Medina y col., 1983; Risuefio
y Medina, 1986). Las vacuolas nucleolares son también areas de baja densidad
electronica y son. de dos tipos: reactivacion y actividad. Las primeras aparecen en
conexién con los CFs y se observan en procesos de reactivacién nucieolar, como en
las fases G1 y comienzo de S del ciclo celular. Las vacuolas de actividad estan
asociadas al componente granular y contienen granulos de RNP. Aparecen en
nucieolos activos, generalmente al final de |la fase S y en G2. El componente granular
esta formado por las particulas prerribosémicas. Su abundancia y disposicién en el
nucleola esta relacionada con la actividad nucleolar.

E! nucleclo sufre cambios dinamicos en relacion a la actividad transcripcional
(Risuefio y Testillano, 1994). En nucleolos activos el CG es abundante y se encuentra
dispersc entre el CFD; los CFs homogéneos son numerosos y se observan vacuolas
de actividad. En nucleolos muy activos, con frecuencia se observa una unica gran
vacuola de actividad. En cambio los nucleolos poco activos estan formados casi
exclusivamente por CFD en cuyo interior se observan grandes CF heteogéneos,
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producidos por la entrada de la region organizadera del nucieolo (NOR) que contiene
los genes ribosomicos. Cuando el nucleolo se activa, aparecen las vacuolas de
reactivacion que estan conectadas con CFs de tipo intermedio. Una rapida
disminucién de la actividad transcripcional produce una morfologia segregada que en

nucleolos de plantas se manifiesta por la disposicion del CG airededor de CFD.
4.3.2. Localizacién de la cromatina ribosdmica

Hemos abordado la identificacidn de los procesos bioquimicos que ocurren en
los distintos componentes nucleolares, anteriormente descritos, mediante técnicas de
deteccidén in situ de moléculas cuya distribucién nos ha aportado datos que nos han
permitido establecer relaciones entre la subcompartimentalizacion estructural del
nucleolo y las funciones que se llevan a cabo en los distintos componentes
nucleolares. La localizacién ultraestructural de DNA en el nucleolo es clave para
comprender la organizaciéon funcional de este compartimento nuclear en relacién al
proceso de transcripcion. Para ello se aplicaron diferentes técnicas: hibridacién in
situ, utilizando sondas ribosémicas, citoquimicas (NAMA-Ur), inmunocitoquimicas
(anti-DNA) y reacciones de biclogia molecular realizadas in situ (TdT).

La localizacion de secuencias de DNA ribosdmico mediante la técnica de
hibridacion in situ ha aportado infomacién precisa sobre la organizacién funcional de
la cromatina ribosémica y su distribucion en el nucleclo en relacion a la actividad
transcripcional. A nivel de microscopia confocal una distinta intensidad de la seRal
fluorescente se reparte diferencialmente en el nucleolo. El tratamiento de Jas
imagenes para transformar la escala de grises, que refleja la intensidad de la sefial
de fluorescencia, en una escala de color, nos permitio asignar distintos colores a los
distintos estados de condensacién de la cromatina ribosémica y, de este modo,
determinar con mayor precision el grado de empaquetamiento de la cramatina
ribosédmica en relacion a su posicion en el nucleolo y en diferentes estados de
actividad nucleolar. Las masas de intensidad de fiuorescencia alta (color rojoj, en un
namero maximeo de cuatro y aspecto redondeado, en conexién con el nucleolo,
representarian la cromatina ribosémica inactiva, puesto que {a transcripcion no puede
llevarse a cabo en estados de tan alta compactacion. La red fibrilar de baja intensidad
de fluorescencia (color azul) en el interior nucleolar, indicaria un .estado
descondensado del DNA ribosdmico. Esta red fibrilar es mas abundante en nucleoios
activos por lo que interpretamos que representa la cromatina activa o preparada para
transcripcion. Incluidos en la red fibrilar, se identificaron pequenas regiones
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fluorescentes con una intensidad de marcado intermedia (color verde) o alta (color
rojo), en nucleolos activos o poco actives, respectivamente. Estas regiones
fluorescentes podrian corresponder a los dos tipos de CFs descritos en plantas:
homogéneos, de intensidad de fluorescencia intermedia, y heterogéneos, que
muestran una senal intensa. Ei diferente estado de condensacion del DNA ribosémico
en nucieolos con distinta actividad transcripcional, sugiere una regufacién de la
expresidn de los genes ribosémicos por condensacion-descondensacion de la
cromatina (Highett y col., 1993). A nivel ultraestructural los datos en nucleolos
inactivos de células meristematicas durmientes de raices no brotadas y nucleolos
activos de células meristematicas en proliferacién fueron diferentes. En el primer
caso, el marcado fue escaso y se localizé en el CFD, que es el componente
mayoritario en este tipo de nucleolos. El DNA ribosémico también se localizé en
masas de cromatina condensada que penetran en el nucleolo, formando un gran CF
heterogéneo en su interior. En nucleolos activos, la sefial de hibridacién fue mas
elevada y se localizd principalmente en el CFD.

Las microscopias confocal y electrdnica nos han aportado una informacion
complementaria. La primera nos ha permitido determinar diferentes estados de
organizacién de la cromatina ribosémica en base a la distinta intensidad de
fluorescencia obtenida, que es funcién del grado de compactacién de la cromatina.
En cambio la microscopia electronica ha mostrado la distribucion ultraestructural del
DNA en el nucleolo y la utilizacidon de la citoquimica MA ha facilitado ia asignacion del
marcado a componentes especificos del mismo. La correlacion entre la organizacion
estructural de la cromatina ribosémica y la identificacion inequivoca de su posicién en
el nucleolo vendra de la aplicacion de las técnicas de microscopia correlativa que
permiten observar el marcado sobre las mismas células en microscopia dptica y
electrénica mediante la utilizacidén de métodos de revelado compatibles con ambas
microscopias (Deerinck y col., 1994) o el emplec de microscopios electronicos de
barrido de alta resolucién, que permiten la observacidn directa de estructuras
macromoleculares (Shaw, comunicacion personat).

La técnica NAMA-Ur mostré el nucleolo como un area clara a los electrones,
con algunas inclusiones de cromatina condensada, correspondientes a los CFs
heterogéneos. Asimismo se identificaron algunas fibras en el interior del cuerpo
nucleolar, aunque menos intensamente tefidas que las inclusiones de cromatina de
los CFs heterogéneos, que por su posicién podrian estar distribuidas en el CFD. Las

masas de cromatina condensada en estrecha reiacion con el nucieolo, que incluso
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penetran en su interior, podrian representar la cromatina ribosémica inactiva, La
aplicacién de esta técnica sobre cortes incubados con anticuerpes anti-DNA mostré
las particulas de oro sobre las estructuras especificamente tedidas. La citoqu_imica
NAMA-Ur revela, pues, de forma especifica la presencia de DNA en el nucleoclo,
aunque no permite relacionarla con la subcompartimentalizacidon estructural del
mismo. Por ello se complementéd con el inmunomarcado anti-DNA en cortes de
muestras tratadas con MA para determinar la distribucion de DNA en los distintos
componentes del nucleolo, perfectamente identificados en estas secciones. Las
particulas de oro se localizaron en ambos tipos de CFs, homogéneos y
heterogéneos, asi como en determinadas regiones del CFD, preferentemente
situadas en (a proximidad de los CFs. La evaluacion de la densidad de particulas de
oro en estos componentes mostré que los valores mas altos se encontraban en los
CFs heterogéneos, debido a la presencia de inclusiones de cromatina condensada.
Los CFs homogéneos presentaron valores intermedios y los valores mas bajos se
encontraron en el CFD, debido a su gran tamano en plantas y a la distribucién
frreguiar def marcado en este componente nucleolar (Gonzalez-Melendi y col., en
preparacion). También utilizamos ofras técnicas ultraestructurales para localizar DNA.
La realizacion in situ de la reaccion de TdT, constituye una alternativa muy sensible
para localizar pequefias cantidades de DNA en cortes ultrafinos (Testillano y col.,
1995a; Thiry, 1992b). Nosotros la hemos combinado con la citoquimica MA y hemos
encontrado marcado en los CFs y regiones del CFD, proximas a aquellos. Estos
resultados son semejantes a los obtenidos tras la deteccién de secuencias de DNA
sensibles a DNasa | mediante la técnica de nick translation sobre criocortes
(Clmediilla y col., 1992). Para la localizacion Vde la cromatina nucleolar se requieren
concentraciones de DNasa | de 300 pg/mi, superiores a las empleadas para detectar
la cromatina extranucleolar activa. Las particulas de oro se encontraron sobre los CFs
y en el CFD, donde se distribuyeron de forma irregular, preferentemente cerca de los
CFs. Anteriormente, Thompson y Flavell (1988) habian determinado mediante datos
bioquimicos que los genes ribosomicos activos estan organizados en una
conformacion que les hace mas sensibles a la DNasa |.

En resumen, la observacion de los resultados de hibridacion in situ RNA/DNA
en microscopia confocal y el posterior tratamiento de las imagenes ha permitido
definir diferentes niveles de organizacion def DNA ribosdmico. La realizacion de
hibridacién in situ en microscopia electronica, asi como técnicas para la localizacién

- ultraestructural de DNA (citoquimicas, inmunocitoquimicas y reacciones moleculares
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realizadas in situ) han detectado la cromatina nucleolar en los CFs y ciertas regiones
del CFD, en ocasiones préximas a los CFs.

El estudio ultraestructural de la distribucion de histonas en el nucieolo
utilizando anticuerpos anti-histonas H2B y H4, ha mostrado la presencia de particulas
de oro en los mismos componentes en los que hemos detectado DNA, es decir, CFs
y CFD. La evaluacion de la densidad de particulas de oro en esos componentes
determiné valores descendentes desde los CFs heterogéneos al CFD, con valores
intermedios en los CFs homogéneos (Gonzalez-Melendi y col., en preparacion). Otros
autores también han demostrado una distribucion coincidente de DNA e histonas en
el nucleolo, bien en los CFs y CFD (Raska y col., 1995) o exclusivamente en [os CFs
(Thiry y Muller, 1989). En cambio Derenzini y col. (1985) afirman que la cromatina
ribosdmica en linfocitos humanos esta libre de histonas. Nuestros datos indican la
presencia de histonas en los componentes fibrilares del nucleolo pero no nos
permiten determinar si existe 0 no una configuracién nucleosomal de la cromatina
ribosdmica en el interior del nucleclo. Conconi y col. (1989, 1992) han demostrado ia
existencia de dos poblaciones de DNA ribosoémico, una que contiene nuclecsomas y
representa los genes inactivos, y otra que carece de una organizacioén nuclieosomal y
corresponde a los genes activos o preparados para transcripcion. Estos autores han
determinado que en tomate un 80% de la cromatina ribosémica se encuentra en
estado nucleosomal, mientras que el 20% restante se encuentra en una forma
“abierta" (Conconi y col., 1992}, Sus estudios se basan en la utilizacién de psoraleno,
una sustancia empleada para el diagndstico de {a cromatina activa e inactiva en
funcién del establecimiento o no de uniones entre las dos hebras de DNA y la
observacion en microscopia electronica de (a organizacion de fos extendidos de DNA
ribosomico en condiciones desnaturalizantes {Sogo y col.,, 1984). La ausencia de una
conformacion nucleosomal no excluye, que de la misma forma que ocurre en otros
genes (Truss y col, 1995), las histonas permanezcan unidas al DNA ribosémico
descondensado de otra forma. Por ello consideramos que la distribucion coincidente
de histonas y DNA en los mismos componentes nucleoiares no descarta que el DNA
localizado en los componentes fibrilares del nucleolo se encuentre en una
configuracion activa en trascripcién. Otra posible inferpretacion es que fa presencia
de histonas en el nucieolo esté relacionada con la regulacidén de la expresidén de los
genes ribosomicos, de forma que estarian proximas al DNA para empaquetarlo en
niveles de organizacion superiores cuando la actividad transcripcional decae.
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4.3.3. Localizacion de los lugares de transcripcion y procesamiento

La identificacion de los componentes nucleolares en los que se Hevan a cabo
las funciones de transcripcion y procesamiento del RNA ribosémico y su
reorganizacion en diferentes estados de actividad transcripcional, requiere el estudio
de 1a distribucion de otras macromoléculas en relacion a la localizacion de DNA,

Para determinar el estado funcional de la cromatina nucleolar fue preciso
utilizar anticuerpos que detectan antigenos que revelan el proceso de transcripcién, y
comparar su patréon de marcado con la distribucidén de DNA en el nucleolo. Hemos
estudiado la distribucion de los lugares de transcripcion ribosdmica utilizado
anticuerpos anti-hibridos DNA/RNA, que detectan la unién del DNA molde y el RNA
transcrito. E1 marcado se localizé en el CFD aunque no homogéneamente repartido.
Las particulas de oro suelen aparecer en las proximidades de los CFs, pero no en el
el interior de éstos. Este patron de marcado, previamente descrito por Testillano y col.
(1994), fue confirmado por ia aplicacién de este método sobre cortes uitrafinos de
muestras tratadas con la citoquimica MA, que permiti6 un mejor reconocimiento de
los componentes nucleolares. Otra evidencia de la colocalizacién de DNA y RNA en
el nucleolo proviene de la inmunolocalizacién de DNA en cortes ultrafinos tefiidos con
EDTA (Risuefio y Testillano, 1994). El marcado anti-DNA se detectd en forma de
pequenos grupos de particulas de oro localizados en ciertas regiones positivas a
EDTA del CFD. Tambien hemos empleado el anticuerpo anti-NOR90 que reconoce e!
upstream binding factor (UBF), un factor de transcripcion asociado a la RNA
polimerasa |, responsable de la sintesis del RNA ribosémico. E! patron de marcado
fue semejante al de ia localizacion de los hibridos DNA/RNA. En experimentos de
doble marcado anti-hibridos DNA/RNA y anti-NORS0, se constatd la colocalizacion de
algunas particulas de oro de diferente tamarno en zonas del CFD, en ocasiones
préoximas a los CFs. Tomados en conjunto, estos datos nos permiten suponer que la
transcripcion de los genes ribosdmicos tiene lugar en ciertas regiones del CFD, en la
proximid.ad de los CFs, pero no necesariamente restringida al borde entre los dos
componentes fibrilares del nucleolo.

Un método altermativo al de Testillano y col. (1994) para localizar a nivel
ultraestructural los lugares de transcripcion ribosémica consiste en la incorporacidén in
vivo de BrUTP en el RNA naciente y la posterior deteccién de Br-RNA mediante el
empleo de anticuerpos especificos conjugados con oro. El marcado se localizé en el
CFD, en regiones préximas a los CFs, tanto en céluias animales (Dundr y Raska,
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1993; Hozak y col.,, 1994; Raska, 1995; Raska y col., 1995} como vegetaies (Melcak y
col., 1996), aunque en plantas no todo el marcado del CFD esta asociado a CFs.
Melcak y col., (1996) han descrito la existencia de dos dominios funcionales en el
CFD mediante 1a aplicacion del método de deteccidn de Br-RNA para localizar el RNA
ribosdmico naciente en protoplastos de células meristematicas de raiz de Aflium cepa.
Estos experimentos requieren una permeabilizacién con Triton X-100 para facilitar la
entrada del precursor no isotépico del RNA. Esto produce un cambic en la estructura
fina del nucleolo que se manifiesta por la aparicibn de dos dominios
morfolégicamente diferenciados en et CFD: uno de ellos es mas electrondenso,
mientras que el otro muestra un aspecto mas fibrilar, El tratamiento con Triton es
compatible con la sintesis de RNA ribosomico (Meicak y col., 1996). De hecho Garcia-
Blanco y col. (1995) utilizaron condiciones més drasticas para detectar Br-RNA en
extendidos nucleares, con resuitados satisfactorios. Ef marcado que detecta los
lugares de incorporacién de BrUTP en nucleolos de protoplastos de Allium cepa se
localizo especificamente en el dominio electrondenso del CFD, mientras que no se
encontré marcado significativo en el dominio fibrilar (Melcak y col., 1996). Este
resultado asi como la presencia de proteinas Ag-NOR vy .moléculas implicadas en
transcripcion y procesamiento (Risueno y Medina, 1986) apoya firmemente la idea de
la existencia de una subcompartimentalizacién funcional en el CFD de plantas siendo
la zona cercana a los centros fibrilares funcionaimente similar al CFD de células
animales (Cerdido y Medina, 1995; Risueno y Medina, 1986; Risuefio y Testillano,
1994, Shaw y col., 1995).

En base a la-localizaciéon ultraestructural de DNA ribosdmico, Br-RNA vy
proteinas como RNA polimerasa | y DNA topoisomerasa |, Hozak (1995) ha propuesto
un modelo de la organizacion funcional del nucleolo, en el que define los CFs como el
reservorio de genes ribosomicos inactivos, RNA polimerasa |, DNA topoisomerasa | y
otros factores necesarios para la sintesis del RNA ribosémico. El desplazamiento del
DNA molde sobre las polimerasas fijas en los CFs daria lugar a la aparicion del CFD
segun se sintetiza el RNA ribosémico. A medida gue los franscritos maduran, el CFD
se convierte en CG. La actividad transcfipciona1 de los genes ribosémicos daria lugar
de farma centrifuga a la aparicion de los distintos componentes nucleolares.

La distribucion de las zonas activas en transcripcion es mas amplia en plantas
que en animales puesto que en aqueéllas no siempre estan asociadas a los CFs si no
que también se encuentran incluidas en ciertas regiones del CFD (Medina y col.,
1983; Melcak y col., 1996; Risuero y Testillano, 1994; Shaw y col.,, 1995). Segun
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Medina y col. (1983), los CFs contienen la cromatina de la regidn organizadora del
nucleolo en estado transcripcionalmente inactivo, junto ¢con una gran cantidad de
proteinas. Estudios morfométricos han demostrado bajo condiciones fisiologicas y
experimentales que el tamano de fos CFs es inversamente proporcional a ia actividad
transcripcional, y en un hipotético estado en que todos los genes ribosomicos se
estuviesen ftranscribiendo no se observarian CFs, localizandose la cromatina
ribosomica activa dispersa en el CFD (Medina y col., 1983). La localizacién in situ a
nivel de microscopia confocal de la secuencia del extemal franscrnbed spacer (ETS),
que detecta los pre-RNAs ribosomicos transcritos, ha demostrado que la mayor parte
de la transcripcion ribosomica ocurre en regiones amplias del interior nucleolar que,
en estudios correlativos en el mismo tipo de nucleolos, se corresponden con la
disposicon del CFD en cortes ultrafinos (Shaw y col., 1995). Teniendo en cuenta los
datos anteriores y que el nimero de genes ribosomicos es uno o dos ordenes de
magnitud superior en plantas -13.000 por complemento diploide en Allium (Ingle y
Sinclair, 1972)- que en animales, es légico suponer que al haber mas .genes
transcribiendo, Ia distribucidn nucieolar de las zonas activas sea mas amplia que en
animales y no esté restringida exclusivamente a la zona del CFD proxima a los CFs.
En estados transcripcionalmente activos, fibras de DNA ribosdmico se extenderian
desde los CFs hacia en interior del CFD a la vez que los factores necesarios para la
transcripcion difundirian de los CFs a esas areas activas del CFD (Risueno y
Testillano, 1994). Retomando nuestros datos de la localizacién del DNA ribosémico
mediante hibridacién in situ a nivel de microscopia confocal, podemos interpretar el
marcado disperso localizado en el interior nucleolar y revelado por el color azul, como
la imagen de los genes activos o preparados para franscripcion que a nivel
ultraestructural daria lugar a un marcado concentrado en ciertas regiones del CFD.
Las estructuras mas brillantes, representadas por los colores verde y rojo y que
hemos interpretado como CFs (homogéneos y heterogéneos. respectivamente),
podrian representar acumulaciones de DNA ribosémico inactivo, mostrandose activos
Unicamente los genes dispuestos en su periferia donde, efectivamente, la
microscopia confocal ha revelado la existencia de fibras de cromatina ribosémica
dispersa. La disminucion de la actividad transcripcional se manifiesta por una
progresiva condensacion de |a cromatina ribosomica, ' "

La fibrilarina es una proteina nucleolar que participa en el procesamiento
temprano del RNA ribosdmico (Kass y col., 1990, Tollervey y col., 1991). Varios
autores han iocalizado esta proteina en el CFD del nucleclo (Cerdido y Medina, 1995;
Osch y col., 1985; Pierron y col., 1989; Puvion-Dutilleul y col., 1891; Testillano y col.,
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1992). En extendidos nucleares Garcia-Blanco y col. (1995) han observado la
colocalizacion de transcritos ribosdmicos nacientes y fibrilarina, lo cual sugiere que el
procesamiento se inicia cotranscripcionalmente. Cerdido y Medina (1995) han
localizado esta proteina en el borde entre el CFD y los CFs, el cual definen como
activa en transcripcion, y sugieren que la fibrilarina no es una proteina estructural si
no que su presencia y distribucion estan relacionadas con la actividad transcripcional.
En base a estos datos han establecido un modelo de la organizacion funcional del
nucleolo en el que proponen la existencia de dos dominios funcionaimente diferentes
en el CFD en funcién de su proximidad a los CFs. Datos previos del grupo (Testillano
y col., 18992) y nuestos (Testillano y col. 1995a; Gonzalez-Melendi y col., 1996) no nos
permiten afirmar categoricamente que [a distribucion de la fibrilarina coincida
exactamente con la localizacidon de los dominios activos en transcripcion del CFD,
aunque no se puede descartar esa posibilidad. £n ocasiones, se observa un marcado
concentrado en ciertas regiones del CFD. pero en otros casos el marcado esta
disperso por el CFD.

4.3.4. Distribucién de RNA en el nucleclo

Hemos estudiado la distribucion de RNA en el nucleolo mediante la
inmunolocalizacion de RNA total, utilizando anticuerpos anti-RNA, e hibrizacion in
situ, utilizando sondas que reconocen las secuencias 18S y 25S de la unidad
ribosémica. Estudios anteriores en nuestro laboratorioc habian demostrado una
distribucién heterogéna del marcado fluorescente de anticuerpos anti-RNA en el
mismo material (Mena y col., 1994). A nivel ultraestructural ei RNA total se distribuyo
de forma desigual en el nucieolo. La aplicacion del inmunomarcado sobre cortes de
muestras tratadas con MA permitio identificar el CG como el compartimento nucleolar
de mayor intensidad de marcado, mientras que la sefial observada sobre el CFD fue
moderada. Aungue la mayor parte del RNA localizado en el nucleolo mediante el
empleo de anticuerpos anti-RNA es ribosomico, utilizamos la técnica de hibridacion in
situ para detectar especificamente secuencias de RNA ribosdmico y comprobar si su
distribucidén era semejante en ambos casos. La observacién en microscopia confocal
de proyecciones de distintas secciones opticas de nucleclos en distintos estados de
actividad reveld una distinta distribucion de la fluorescencia. En algunos nucleolos la
seflal mas intensa se localizé en zonas periféricas, mientras que en otros aparecia
entremezclada con dreas de intensidad intermedia. A nivel ultraestructural
comprobamos que el marcado no se distribuye homogéneamente en el nucleolo, de

la misma forma que ocurre cuando empleamos anticuerpos anti-RNA. La intensidad
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de particulas de oro es superior en el CG que en el CFD. Esta distribucion
heterogénea del marcado se mantiene en nucleclos con distintos tipos de actividad.
El CG mantiene una intensidad de marcado superior que el CFD independientemente
de cual sea su posicion en el nucleolo, periférica o entremezclada con el CFD, en
relacion al estado de actividad transcripcional. Esta distinta distribucion del marcado
en el nucleclo no fue posible apreciarla en cortes de muestras no tratadas con MA
(Olmedilla y col., 1993). Estos datos nos han permitido establecer una correlacion
entre las imagenes de microscopia confocal y electronica. Las areas de mayor
intensidad de fluorescencia corrresponderian al CG, mientras que las de intensidad
intermedia revelarian el CFD. De este modo podemos inferir el estado de actividad
transcripcional en funcion del patrén de marcado fluorescente que revela especies de
RNA ribosémico.

5. CAMBIOS EN LA ORGANIZACION FUNCIONAL DEL NUCLEQ DURANTE LA
MADURACION DEL GRANO DE POLEN DE Capsicum annuum L.

En el capitulo anterior hemos descrito la organizacion funcional del nucleo
celular en diferentes momentos de actividad, relacionando la presencia y distribucion
de diferentes moléculas que participan en importantes funciones nucleares, con los
cambios dinamicos en la actividad génica. Hemos aplicado los métodos de deteccion
in situ de moléculas al estudio de la biologia celular del poien, centrandonos en el
analisis morfofuncional del nicleo. Estos métodos nos han pemitido obtener un
mayor conocimiento del metabolismo nuclear en relacion a los cambios estructurales
que son reflejo de los profundos cambios de la actividad génica durante la
microsporogénesis y desarrolio del polen joven {Risuefio y Medina, 1986, Risuefo y
col., 1988, Testillano y Risuefio, 1988). El planteamiento y desarrollo de este estudio
ha exigido el uso de técnicas citoquimicas, inmunocitoquimicas, reacciones
moleculares realizadas in situ e hibridacion in situ para detectar diferentes molécuias
implicadas en procesos de replicacion, transcripcion y procesamiento de RNAs e
identificar las estructuras subcelulares que albergan dichos procesos nucleares.
Hemos realizado un seguimiento, tanto al microscopio optico como electrénico, de
distintas fases de la microgametogénesis, especialmente aquellas en las que la
induccion de embriogénesis es mas facil, para obtener informacién sobre su estado
fisiolégico.

A lo largo del ciclo celular la cromatina experimenta cambios estructurales
que estan relacionados con el desempefio de funciones nucleares tales como

221




DISCUSION

replicacion y transcripcidn. La existencia de una alternancia condensacion-
descondensacion de la cromatina fue demostrada en 1963 (Mazia) y confirmada
posteriormente (Rao y Hanks, 1980). Se ha descrito que después de la division hay
una fase de descondensacion, interrumpida en mitad de G1, hasta la mitad de |a fase
S. La cromatina se condensa progresivamente desde la mitad de la fase S hasta la
siguiente mitosis._ (Nicolini y col., 1975). Hemos observado cambios en el patron de
condensacion de la cromatina durante la interfase de la microspora, desde la fase de
tetrada hasta la mitosis que confirman la existencia de un proceso de
descondensacion de la cromatina. El patron de condensacién de la cromatina
experimenta cambios relacionados con la densidad del material fibrilo-granular de la
regidn intercromatinica, siendo este material muy abundante cuando la cromatina
estd descondensada y escaso en estadios de cromatina condensada (Testillano y
Risueno, 1988). La tincion de EDTA ilustra claramente este hecho. Este método
citoquimico contrasta preferencialmente los RNPs mientras que las areas ricas en
cromatina aparecen blanqueadas. En nlcleos activos la red fibrilo-granular de la
region intercromatinica es densa y las areas blanqueadas son pequefias, mientras
que en nucleos poco activos la densidad de Ia regidn intercromatinica es menor a la
vez que las areas blanqueadas son de mayor tamano (comparar Figs. 15ay b). En la
fase de tetrada, como resultado del proceso de descondensacidn de la cromatina que
se inicia después de finalizada la meiosis, se observan dos estados morfofuncionales
de la cromatina. En posiciones preferentemente periféricas encontramos grandes
masas de cromatina y en el interior del nlcleo la cromatina esta mas dispersa. En ia
regidn intercromatinica se observan abundantes fibras y granulos en la proximidad de
la cromatina dispersa. Este hecho corresponde a la reactivacién de la transcripcion
extranucleolar que tiene lugar después de la meiosis. La acumulacién de granulos y
fibras continua durante la interfase de la microspora y disminuye al final de ia misma.
Cuando la microsora se aproxima a la profase de la primera division mitética del
polen, la regidn intercromatinica presenta escaso material fibrilo-granular mostrando
areas claras en su interior. Esto es coherente con el estado muy condensado de la
cromatina en esta fase, gue representa una inactividad transcripcional (Puvion y
Viron, 1981).

Después de la division asimétrica de la microspora se forman las células
vegetativa y generativa con distintos destinos. Las células vegetativa y generativa
presentan una distinta actividad génica, una de cuyas manifestaciones mas evidentes
es ! diferente estado de condensacién de la cromatina, que es apreciable en corles
semifinos tefidos con DAPI. Hemos estudiado el patrén de cromatina en las células
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vegelativa y generativa de granos de polen bicelulares jovenes mediante la
realizacion in situ de la reaccion de TdT a nivel ultraestructural. Las particulas de oro
revelan los lugares de incorporacion de nuclectidos marcados a los extremos 3'
hidroxiio libres expuestos en la superficie de los cortes. £l nucleo vegetativo presenta
un patron de marcado en el que tas particulas de oro se localizan sobre las pequenas
masas de cromatina condensada y las abundantes fibras de cromatina dispersa de la
region intercromatinica. En cambio, en ei nucleo generativo las masas de cromatina
condensada son mayores y las fibras de cromatina dispersa son menos abundantes,
segun (a distribucién de las particulas de oro. La inmunolocalizacién de hibridos
DNA/RNA en las fases estudiadas confirmd el proceso de reactivacion de la
transcripcion durante la interfase de la microspora y las diferencias en la actividad
génica entre las células vegetativa y generativa del grano de polen bicelular joven,
inferidas de los cambios observados en la organizacion funcional de la cromatina y
region intercromatinica en estas fases de la microsporogénesis. En efecto, en las
fases tempranas de la interfase de la microspora, recién terminada la meiosis, se
observa un abundante marcado, que localiza los hibridos DNA/RNA, en fibras de la
region intercromatinica. En estadios posteriores el marcado es menos intenso, si bien
constante, y desaparece cuando el nucleo se prepara para la mitosis. En el polen
bicelular joven se observan diferencias de marcado con anticuerpos anti-hibridos
DNA/RNA entre las células vegetativa y generativa. La distribucién del marcado que
localiza el DNA molde y el RNA recién sintetizado es mas amplia en la célula
vegetativa que en la generativa. La distribucion espacial y temporal del marcado con
anticuerpos anti-hibridos DNA/RNA, para localizar lugares de transcripcion, coincide
con la del marcado con anticuerpos anti-PCNA, que localizan lugares de replicacion,
durante la interfase de la microspora. Otros autores habian descrito previamente una
relacion funcional entre replicacion y transcripcién (Hassan y col., 1993). El estudio de
los cambios en la estructura de la cromatina durante el ciclo celular no ha demostrado
la existencia de una relacion causa-efecto entre la descondensacion de !a cromatina
y las funciones de transcripcion. Si bien una descondensacién de ia cromatina es
necesaria para que la transcripcion pueda llevarse a cabo, también puede ser una
consecuencia de este proceso (Lee y Garrard, 1991).

Los cambios en la organizacion del nucleolo durante la interfase de la
microspora reflejan una reactivacion progresiva de la funcidén nucleolar (Risuerio y
col., 1988). Al comienzo del periodo S, en la fase de tetrada, el nucleolo esta
compuesto principaimente por CFD y una vacuola de reactivacion, en conexion con
los CFs, en cuyo interior son visibles granulos semejantes a los pericromatinicos.
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Esta morfologia nucleclar es tipica de un estado de reactivacion de la transcripcién
ribosomica. En estadios posteriores la vacuola de reactivacion desaparece y el CG se
va haciendo cada vez mas abundante y se entremezcla con el CFD. Los centros
fibrilares son de tipo homogéneo y de pequefo tamano. Hacia el final de la interfase
de la microspora el nuclieolo alcanza su maxima actividad y una gran vacuola de
actividad, asociada al CG, es evidente en este tipo de nucleolos. Después de la
mitosis, los nucleolos generativo y vegetativo estan inactivos y se componen
principalmente de CFD. Posteriormente el nucleolo vegetativo se activa
progresivamente, adquiriendo CG y mostrando numerosos CFs homogéneos. El
nucleolo generativo mantiene un estado de baja actividad transcripcional. Esta
principalmente compuesto por estructuras fibrilares rodeando masas de cromatina
compacta de la region organizadora del nucleolo, formando un gran CF heterogéneo
en su interior. Los cambios en la actividad transcripcional del nucleolo fueron
estudiados mediante el empleo del anticuerpo anti-NOR90 que reconoce el factor
UBF (Upstream Binding Factor) asociado a la RNA polimerasa |. La intensidad del
marcado encontrada en distintos estadios de la microgametogénesis fue coherente
con el estado de actividad transcripcional, reflejado por la organizacion nucleolar. Asi,
en nuclelos constituidos mayoritariamente por CFD, el marcado es poco intenso,
mientras que en nuclecios cuyas caracteristicas ultraestructurales reflejan una
elevada tasa de biosintesis de ribosomas, el marcado fue mas intenso. De este modo
hemos podido observar que al igual que ocurre con la transcripcion extranucleolar, ia
transcripcidon de los genes ribosdmicos se activa progresivamente desde el final de la
meiosis hasta la primera mitosis del polen. Se observa un incremento en fa intensidad
de particulas de oro, que revelan UBF, desde la fase de tetrada hasta ia de
microspora vacuolada tardia en la que la actividad transcripcional es elevada.
Después de la mitosis, recién formado el polen bicelular joven los nucleolos
vegetativo y generativo estan inactivos y es escaso el marcado con anticuerpos anti-
NORS0.

La localizacion ultraestructural especifica de rRNA mediante hibridacion in situ
mostré claras diferencias en el metabolismo del rRNA en distintas fases de la
microgametogeénesis. En el estadio de microspora vacuolada la senal de hibridacién
que reconoce el RNA ribosomico 255 es intensa en el nucleclo y nucleoplasma.
Estos resultados ponen de manifiesto que se trata de una fase de intensa actividad
biosintética de prerribosomas. En el grano de polen bicelular joven se observaron
diferencias de intensidad de marcado en el nucleoplasma entre las células vegetativa

y generativa, siendo superior en el nicleo generativo. La menor actividad metabdlica
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del nucleo generativo explicaria la abundancia de prerribosomas en el nucleoplasma

cuyo fransparte hacia el citoplasma seria mas lento.
6. ASPECTOS ULTRAESTRUCTURALES DEL POLEN EMBRIOGENICO

Ei seguimiento de la progresion de los cultivos de polen mediante tincibn con
DAPI mostra que bajo las dos condiciones de estrés ensayadas (semiayuno y choque
termico) se produce un cambio en el programa de desarrollo gametofitico hacia la via
esporofitica. A partir del segundo dia de cuitivo en medio liquidc de microsporas
vacuoladas tardias y granos de polen bicelulares jovenes, contenidos en las anteras
seleccionadas, se observan granos de polen bicelulares atipicos que presentan dos
nucleos con la misma forma, tamafio y grado de condensacion de la cromatina,
segun la intensidad de fluorescencia en aplastados tefiidos con DAPI. Los granos de
polen hicelulares con dos nucleos semejantes continuan el proceso de desarrolio
esporofitico inducido bajo condiciones de estrés dando lugar a granos de polen
multinucleados o proembriones. Este resultado sugiere que la primera manifestacion
morfoloégica del proceso de embriogénesis del polen consiste en una division
simétrica del nucleo de la microspora. Este hecho hahia sido descrito previamente en
cultivos de microsporas de Brassica después de choque térmico debide a una
fragmentacién de la vacuola que produce la pérdida de [a polaridad de la microspora
{Hause y col., 1993; Telmer y col., 1993; Zaki y Dickinson, 1980, 1991). Sin embargo,
recientemente Touraev y col. (1995) han demostrado el mantenimiento del desarrolio
gametofitico después de la induccion de divisidén simétrica del nacleo en microsporas
de tabaco. Estos resuitados no permiten responder a la cuestién de si la division
simétrica es causa o efecto de la induccion embriogénica.

Debido a que la poblaciéon de partida para iniciar los cultivos no es homogénea
y en ella se encuentran granos de polen bicelulares jovenes, ocasionalmente hemos
encontrado, aunque con muy baja frecuencia, granos de polen multicelulares en los
que aparentemente, segun el grado de condensacion de la cromatina en aplastados
tefiidos con DAPI, las divisiones embriogénicas tienen lugar a partir de la célula
generativa (Gonzalez-Melendi y col., 1995, 1996, Testillano y col,, 1995). No se
puede excluir por tanto una respuesta embriogénica del polen bicelular joven; aunque
se desconoce si estos granos multicelulares progresan hacia proembriones. Las

posibles rutas embriogénicas en pimiento se ilustran en el siguiente grafico (Figura ll}.
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Figura II: Esquema de las posibles rutas embriogénicas observadas en Capsicumn annuum L. i:
Ruta principal que implica la division de! nlcleo de la microspora vacuolada tardia . Il: Ruta
secundaria que implica la division de uno de los nicleos del grano de polen bicelular joven. a:
microspora vacuoclada tardia; b: grano de polen bicelular joven; c: grano de polen multicelular;

d: proembrién,

En ocasiones hemos observado en los cultivos la presencia de microsporas
cuyos nucleos presentaban un tamafio igual o superior al de los dos nucleos
semejantes de granos bicelulares atipicos, que podrian originarse por duplicaciones
sucesivas del material genético sin la ocurrencia de cariocinesis.

Los datos anteriores sugieren que la fase de microspora vacuolada tardia es
clave en el proceso de induccidn de embriogénesis en Capsicum (Gonzalez-Melendi y
col., 1995, 1996). La caracterizacion de su estado fisiolégico mediante los métodos
de deteccién in situ de moléculas y procesos, utilizados en esta Tesis, han revelado
que este es un estadio de elevada actividad transcripcional. Ademas la confirmacién
por inmunomarcado con anti-PCNA de que los nucleos de las microsporas
vacuoladas tardias estan finalizando el proceso de replicacion del DNA, facilitaria su
reprogramacion. Ef tratamiento de estrés produciria de alguna manera el cambio en el
plano de division del nucleo replicado de la microspora vacuolada tardia dando lugar
a granos de polen bicelulares atipicos con dos nucleos con aspecto semejante que

posteriormente se desarrollian originando granos de polen multinucleados.
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El seguimiento que realizamos de granos de polen embriogénicos mediante
estudios ultraestructurales en distintos momentos del proceso de desarrolio
esporofitico, en base a la utilizacidon de métodos de procesamiente que permitieran
una adecuada preservacion estructural, permitié confirmar que Ios dos nucleos de los
granos de polen embriogénicos presentaban un semejante estado de condensacion
de la cromatina. El analisis a nivel de microscopia electrénica de su organizacion
nuclear (patrdn de cromatina, region intercromatinica y nucleolo) mostrd
caracteristicas propias de células vegetales en proliferacion (De la Torre y col., 1975;
Fadén, 1993; Risuefo y Moreno Diaz de la Espina, 1979; Risueno y col., 1982;
Testillano y col., 1993b). El citoplasma es denso, reflejando un metabolismo activo, al
igual que en células proliferantes. Estas caracteristicas ultraestructurales son muy
distintas de las mostradas por los granos de polen bicelulares gametofiticos. Las
células vegetativa y generativa muestran claras diferencias en su organizacion
nuclear que reflejan la diferente actividad génica en ambas (Dinis y Mesquita, 1992,
1994; Faddén, 1993; Risuefio y Medina, 1986; Testillano y col., 1995). Las diferencias
en la organizacién funcional entre [os granos de polen bicelulares embriogénicos y
gametofiticos ilustran las diferencias en la actividad génica de los nucleos que siguen
el desarrollo esporofitico o gametofitico.

La presencia de depdsitos densos en las vacuolas citoplasmicas de granos de
polen embtiogénicos en Datura fue descrita como un marcador del proceso de
embriogénesis (Sangwan y Camefort, 1983). Sin embargo nuestro estudic del
proceso de desarrollo gametofitico en Capsicum ha demostrade la existencia de
depodsitos electrondensos en el interior de las vacuolas citoplasmicas en distintos
momentos del proceso de desarrollo gametofitico de lo cual concluimos que, al
menos en nuestro material, su presencia no constituye un marcador de
embriogénesis (Fadon, 1993; Gonzalez-Melendi y col, 1995). El estudio
ultraestructural de granos de polen multicelulares en fases mas avanzadas del
desarrollo esporofitico mostraron un diferente grosor de las paredes celulares que
separan células dentro de un mismo grano de polen embriogénico. Esta caracteristica
ultraestructural de las paredes celulares es una constante durante el crecimiento y
desarrollo radicular y permite distinguir células formadas en distintos ciclos de division
(Risuefio y col., 1968). De la misma forma el diferente grosor de las paredes celulares
dentro de granos de polen multicelulares indica células formadas en diferentes ciclos
de divisién que ocurren sucesivamente durante el desarrollo esporofitico.
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1.- L.a adecuacion del crioprocesamiento de muestras a polen de pimiento
permitid el mantenimiento de las prop.iedades quimicas y antigénicas de las mismas,
habiéndose localizado proteinas implicadas en distintas funciones nucleares tales
como replicacién, transcripcion y procesamiento de RNAs, asi como los genes
ribosomicos y sus transcritos.

2.- Hemos mejoradeo el contraste y reconocimiento de los distintos
compartimentos nucleares en cortes de Lowicryl mediante la aplicacion de técnicas
citoquimicas especificas o preferenciales. Hemos descrito que e! tratamiento de
metilacion-acetilacion es un método citoquimico que permite una mejor definicion de
los subcompartimentos celulares sin afectar la reactividad antigénica y quimica de las
muestras, siendo compatible con inmunocitoquimica e hibridacion in situ. Esto ha
proporcicnado un reconocimiento inequivoco de las estructuras marcadas en ensayos
de inmunocitoquimica e hibridacién in situ.

3.- Hemos definido cambios dinamicos en la funcién nuclear y determinado
relaciones estructura-funcién en el nicleo celular durante el proceso de maduracidon
in vive del polen y fases del ciclo celular mediante la combinacion de métodos
citoquimicos y técnicas de localizacion in situ de moléculas permitiendo una correcta
asignacién del marcado con oro en experimentos de inmunocitoquimica e hibridacion
in situ,

4.- Hemos propuesto el método de localizacién dei antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA) en microscopia electrénica como una alternativa mas
sencilla y rapida que la incorporacion in vivo de BrdU para localizar lugares de
replicacién y estudiar ia dinamica de la fase $ del ciclo celular en procesos de
desarrollo en plantas con una larga interfase, como la de la microspora. De este
modo hemos descrito dos momentos principales de sintesis de DNA durante la
interfase postmeittica de la microspora, al principio y final de {a misma.

5.- Hemos determinado que l0s procesos de transcripcién y procesamiemio

del RNA heterogéneo en la regidn intercromatinica estan ordenados de forma
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vectorial definiendo dos dominios, en relacion a su proximidad a la cromatina
condensada, estructural y funcionalmente diferentes.

6.- Hemoes determinado que los cambios en el patron de condensacién de Ja
cromatina estan relacionados con las variaciones en [a densidad de estructuras
ribonucleoproteicas fibrilares y granulares en la region intercromatinica, que reflejan
el estado de actividad nuclear.

7.- Hemos relacionado la organizacion funcional y distribucion de ta cromatina
ribosdémica en el nucleclo con la tasa de biosintesis de ribosomas mediante la
localizacion de los genes ribosémicos y sus transcritos mediante hibridacion in situ en
estadios del desarrollo o momentos del ciclo celular con distinta organizacién
nucleolar y actividad transcripcional.

8- Hemos obtenido reconstrucciones tridimensionales del marcado en
experimentos de hibridacion in situ RNA/RNA y RNA/DNA y relacionado la distinta
organizacidn de estructural y funcional de la cromatina ribosémica y la distinta
distribucion de los transcritos con el estado de actividad nucleolar mediante la
observaciéon de muestras en microscopia confocal y el posterior tratamiento de las

imagenes .

9.- Hemos determinado que los estadios de la microspora préoximos a la
mitosis son los mas eficientes para inducir una respuesta embriogénica en cultivos in
vitro y caracterizado su estado fisioldgico mediante métodos citoquimicos,
inmunocitoquimicos e hibridacion in situ.

10.- Hemos definido un proceso de desdiferenciacion en el polen

embriogénico en base a las caracteristicas ultraestructurales que comparte con

células meristematicas en proliferacion.
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