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RESUMEN

En eucariontes, el mRNA se forma a partir de un transcrito primario o pre-mRNA que madura mediante tres pasos
gue son la 7-metil-guanilacion del extremo 5’, la poliadenilacion del extremo 3’y el splicing o corte de intrones
y ligado de los exones resultantes. Estos pasos requieren de diversos factores cuya organizacion celular
observada con el microscopio de epifluorescencia corresponde a una distribucion intranuclear conocida como
patrén moteado (speckles), que incluye regiones de distribucion concentrada (motas) y difusa en el nucleoplasma.
La morfologia de este patrén cambia en funcién de la actividad transcripcional y de splicing tanto en células
en cultivo como en tejidos de mamiferos. En este trabajo utilizamos inmunofluorescencia indirecta con
anticuerpos monoclonales contra la familia de factores de splicing SR y mostramos que este patron moteado
también se presenta en células de tejidos de otros vertebrados como peces, anfibios, reptiles, aves y en otros
cordados como el Balanoglossus. Los resultados muestran que el patron moteado también es caracteristico de
cordados no mamiferos.
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ABSTRACT

In eukaryotes, mMRNA is produced as a primary transcript or pre-mRNA which matures in a three step process:
1% addition of the 7 meG group to end 5'; 2" end 3’ polyadenylation; 3') splicing. For these steps to take place,
several factors are required. The cellular organization of such factors corresponds to a distribution called
speckled pattern as observed by means of an epifluorescence microscopy. In addition, the morphology of this
pattern presents some changes in relation to transcriptional and splicing activities in both culture and tissue cells.
In the study reported here, we employed indirect immunofluorescence with monoclonal antibodies against SR
proteins. It was shown that the speckled pattern is present in the cells of all vertebrates analyzed. Moreover,
the pattern is also present in the hemichordate Balanoglossus. The results suggest that the speckled pattern may
be a nuclear characteristic of nonmammal chordates.
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INTRODUCCION

n eucariontes, la expresion de genes tiene lugar a maduracion incluye la adicién de un “capuchon” de 7 metil-

través de la sintesis de una molécula precursora de guanosina en €l extremo 5, la adicion de una secuencia de

mMRNA (pre-mRNA) querequiere, demaneraesencial, adeninas(~250bp) enel extremo 3’ y laeliminaciondeintrones

ser procesada para su maduracion, salidadel niicleo y unién de exones atravésdel splicing. El proceso de splicing

y traduccién a proteina en el citoplasma. El proceso de ocurremediantedospasosdetransesterificacion querequieren
dela participacion de mlltiples factores proteicosy de RNAs

Nota: Articulo recibido el 29 de junio de 2007 y aceptado el 08 de que se ensamblan secuencialmente en una estructura

octubre de 2007. ribonucleoproteica conocida como spliceosoma’. Entre estos
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factoresqueintervienenenel splicing seencuentranlassnRNPs
(U1snRNP-UGsNRNP) y lasproteinasno-snRNP. Estasltimas
estan formadas por dosfamilias: a) lafamiliaHNRNPsy b) la
familiadeproteinasSR, ricasen serinay argininaquelesconfiere
la capacidad de asociarse con otros factores de splicing y son
reguladas por fosforilacién?.

El mapeo a nivel celular se realiza utilizando marcaje con
anticuerpos o sondas que reconocen factores de splicing, el
arreglo de estos factores se observa en formade un patrén que
constadezonasdeintensamarcay que correspondealasmotas
(“speckles”) embebidas en un ambiente de tincién homogénea
y difusa(patréndifuso)*+. Por microscopiael ectrénica, también
por inmunomarcaje, se sabe que esas regiones corresponden a
cumulos de particulas ribonucleoproteicas conocidas como
granulosdeintercromatinay fibras de pericromatine®.

La presencia del patrén moteado en nucleos de células de
mamiferos en cultivo estd bien documentada. Ademas, en la
literatura existen varios trabgjos publicados en los que se
muestran, mediante diferentes ensayos experimentales, que la
morfologia de las motas o “ speckles’ varia de acuerdo con la
actividad transcripcional y de splicing, 1o que ha permitido
generar un modelo que propone que, en células
transcripciona menteactivas, lasmotassonirregularesdeforma
y estan embebidas en un ambiente difuso abundante; por €l
contrario, si lacélulaesinactivaen transcripcién, lasmotasson
redondas, compactas y brillantesy el patrén difuso es menos
evidente 0 no se presenta®®. Recientemente la presencia del
patrén moteado hasido documentadatambién paracélulas que
forman parte de un tgjido. Més aln, la morfologia de estos
dominios nucleares también cambia con la actividad de
transcripciény splicing delacéluladuranteel ciclo estral dela
rate’.

Los trabajos anteriores muestran que la morfologia de los
dominios intranucleares relacionados con el splicing estan
organizadosenformadeunpatronmoteado (* speckled pattern”)
tanto en células en cultivo como en células en tegjidos de
mamiferos. Sinembargo, no seconocesi estepatrén sepresenta
en células de otros vertebrados.

En este trabajo mostramos que €l patron moteado esta presente
en diferentes tipos celulares de varios tejidos provenientes de
pollo, lagartija, sapoy ranas, pez 6seo, lampreay €l hemicordado
Balanoglossus. L osresultadospermitenampliar lapresenciade
estaestructuracel ular en otrosgruposdeanimalesdiferentesde
los mamiferosy que pertenecen al Orden delos Cordados.

MATERIAL Y METODOS

Material biolégico. Se obtuvieron porciones de tejido
hepatico e intestinal de pollo de engorda (Gallus domesticus),
lagartija (Sceloporus bicanthalis), sapo (Bufo marinus), pez
0seo (Salmo sp.), gbnadasderana(Eleuther odactylusriparius);

notocorda, espinadorsal ehigadodelamprea(Lampetrageminis)
y el hemicordado balanogloso (Balanoglossus). Las muestras
fueron procesadas con las técnicas convencionales para
histologia con inclusién en parafina, con modificaciones.
Brevementelasmuestrasfueronfijadasen paraformaldehidoal
4% en PBS (Phosphate Buffered Saline), deshidratadas en
acoholesgraduales, aclaradasenxilol eincluidasenparafina. De
losbloquesdetejido seobtuvieron cortesde3a5 um deespesor
y se montaron en portaobjetos silanizados (Sigma).

Inmunodeteccién. Se llevd a cabo de acuerdo con
procedimientos descritos anteriormente®. Brevemente, en la
inmunofluorescenciaindirecta, seutilizo€ anticuerpomonocional
3C5% contralafamiliadeproteinas SR (proporcionadopor € Dr.
D. Spector, del Cold SpringHarbor, New Y ork) y comoanticuerpo
secundario un anti-lgG de ratén acoplado con fluoresceina
(Dako). Enlosensayosconlostejidosdelampreay lagartija, se
realizdinmunol ocalizaciénindirectacon enzimascromogénicas
utilizando €l mismo anticuerpo primario y anti-1Gg de raton
acoplado con fosfatasa alcalina, como anticuerpo secundario.
Pararevelar lareaccion se utilizé Fast-Red como cromégeno.
Ambosprocedi mientosincluyeronun pre-tratamientoenzimético
con proteinasa K (Dako). Las preparaciones con
inmunofluorescenciasemontaron convectashield (Vector) y se
observaron con un microscopio optico con aditamento de
epifluorescencia(Nikon, Eclispse E800). Dadoquee precipitado
gue se obtiene de lainteraccién entre lafosfatasa alcalinay el
cromégeno Fast Red produce unafuertefluorescenciarojatt, el
registro de los resultados obtenidos en las muestras en las que
seutilizd deteccién cromogénicaserealizétantoencampoclaro
como con epifluorescencia. Entodoslos casos, lasimagenesse
registraron digitalmente con una camara CCD (3CCD, MTI)
acopladaal microscopio conel programaF ashPoint 3D FPG.

ResuLTADOS

En todos los tipos celulares de los diferentes organismos
estudiados se observo el patrén moteado o speckled paralos
factoresdesplicing (Figural). Lasmotaspresentan variaciones
entamafioy forma, asi como, en intensidad de marcaje (Figura
10,p,q,r).Laregionde nucléol o sepresentanegativaalatincion
y lasmotas seencuentran embebidasen unambientedemarcaje
difuso. Estos resultados son similares tanto con marca
fluorescente como cromogénica. A pesar de los diferentes
tamafios celulares, €l patron moteado persiste.

EnlaFiguralase observaun niicleo de unacélulaepitelial del
balanogloso. El marcado fluorescente incluye motas discretas
enun nucleoplasmamarcadointensamente. Enlamprea(Figura
1b-d), con marcado cromogeénico, las motas en varios tipos
celularesincluyendo notocorda (Figura1b), higado (Figuralc)
y cuerdadorsal (Figuralc), sondiscretas. Encélulasdel epitelio
del intestino (Figuralf) y enhepatocitos(Figuralg) depez 6seo,
se presenta este mismo patron, aunque hay diferencias en el
tamafio de las motas. En ovario de rana (Figura 1h), intestino
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Figura 1. Inmunolocalizacion fluor escente y cromogénica de factor es de splicing en diferentes tejidos de varios vertebrados y de balanogloso. a) Epitelio corporal
debalanogloso (Balanoglossus); b) notocor da, c) higadoy d) cuerda dorsal delamprea ( Lampetra geminis); €) higado ef) intestino de pez 6seo (Salmo sp.); g) ovario
derana (Eleutherodactylusriparius); h) higado ei) intestino de sapo (Bufo sp.); j) intestino e k) higado de lagartija (Sceloporus bicanthalis); I) higado e m) intestino
de ave (Gallus gallus). La inmunodeteccion se realizé con fluorocromos (a, €, f, g, h, i, | y m) y con enzimas cromogeénicas (b, c, d, j y k), utilizando el cromégeno
Fast Red. Lasimagenes que se muestran en n-r ilustran el detalle del patrén moteado en nucleos individuales: célula epitelial de ovario derana (n); hepatocitoy
célula del epitelio intestinal de sapo (0 y p, respectivamente); y hepatocito y célula epitelial del intestino de ave (q y r, respectivamente). En todas las imagenes la

region de los nucléolos muestran negatividad a la reaccion (flecharoja) y e tamario, forma, distribucion y nimer o de las motas varia (flechas blancas) atin en un
mismo tipo celular.”
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(Figurali) ehigado (Figuralj) desapo, lasmotassedefinenmas.
En reptiles como la lagartija (Figura 1k, ) tanto en células
epitelialescomoen hepatocitos, utilizandomarcaj ecromogénico,
tambi én se presentan motas discretas, tanto en observacién con
epifluorescencia(Figuralk) comoencampoclaro(Figurall). En
aves ocurre lo mismo (Figura 1m-n). Se muestra un nucleo
representativodebal anogloso (Figuralo), pez 6seo (Figuralp),
rana(Figuralq), lagartija(Figuralr) y ave(Figurals).

DiscusioN

En estetrabaj o se utilizaron anti cuerpos monoclonal es'® contra
losfactoresde splicing delafamiliaSR en diferentestejidosde
variosvertebradosy semuestraqueen el niicleo sepresentauna
distribucién que corresponde a patron moteado observado en
célulasdemamiferos. Loscriteriosparaafirmar quesetratadeun
patrén moteado auténtico son los siguientes: 1) ladistribucion
delamarcaesintranuclear, 2) el marcajenoincluyeal nucléolo,
3) lamarcasepresentacomo dosregionesintranucl eares: unade
marcaintensaen regionesdiscretas (motaso “ speckles’) y otra
enformadetinciéndifusaenlaqueestan embebidaslasregiones
demayor concentracion (patréndifuso). Ademas, apesar deque
no se conoce €l estado transcripcional de cadatipo celular, se
observo quelamarcasepresentaen algunascélulasenformade
motas irregulares o bien redondas, como lo que se observaen
células en cultivo, con diferente actividad transcripcional o en
células sometidas a diferente ambiente hormonal*®. Estudios
posteriores con €l microscopio electronico podran revelar si el
patron moteado observado en estos grupos de vertebrados,
también estan formados por particulas ribonucleoproteicas.
Trabgjos previos de otros investigadores sugieren que este
puede ser €l caso®. En efecto, se haobservado que en el nlcleo
de gran cantidad de especies, las ribonucleoproteinas
intranucleares son diversas, e incluyen particulas fibrosas y
granulares, algunas de las cuales podrian corresponder a las
descritas en células de mamiferos. Por gjemplo, las fibras
pericromatinianas estan presentes en todas las especies
estudiadasalafecha?. Estetipo defibrascorrespondealaparte
difusadel patrén moteado®“. Sinembargo, lapartedelasmotas,
gue corresponde alosllamados granul os de intercromatina, no
hasido observadaen otrosanimal es. Estudioscon el microscopio
electronico de transmision y técnicas de deteccion de
ribonucleoproteinas podraayudar aconocer si lasmotasdelas
especies usadas en este estudio contienen granulos de
intercromatina o se puede tratar de otras particulas nucleares
similarespresentesenel grupodelasplantas, comolosgranulos
de Lacandonia®.

Lapresenciadeun patrén moteado paralosfactoresdesplicing
sehareportado recientemente paraotrasespeci escomolamosca
Drosophila melanogaster y laplanta Arabidopsis thaliana 4>
En Arabidopsis, por ejemplo, los primeros reportes indicaron
guelamorfologiadel patrén moteado dependiade laactividad
transcripcional y desplicingdelascélulas, similar acomoocurre
conlascélulasdemamifero'®. Estosdatossugierenlaposibilidad

dequelaorganizaciénintracelular delosfactoresdesplicingen
un patrén moteado, incluidas las proteinas SR, puede estar
ampliamente presente en |os eucariontes.

CONCLUSION

L osfactores de splicing no snRNPs pertenecientesalafamilia
de proteinas SR estan presentes en los nlcleos de bal anogl 0so,
lamprea, pez 6seo, anfibios, reptiles y ave. Estos factores se
organizanenformadeun patrén moteado similar alodescritoen
células en cultivo y de tejidos de mamifero, lo que permite
extender la presencia del patron moteado a estos grupos de
vertebrados y sugerir que €l arreglo delosfactores de splicing
€en un patrén intranuclear moteado es una caracteristica que se
presentaen todos|osnicleosdecélulasdetejidosdelosgrupos
de animales vertebrados y de los cordados.

AGRADECIMIENTOS

El laboratoriotienefinanciamientode DGAPA-UNAM PAPII T
IN-206307. Agradecemosal Posgradoen CienciasBiol 6gicasde
laUNAM através del programa de doctorado conjunto con la
Universidad de la Habana por su apoyo para los estudios de
doctoradodeY amilkaRodriguez Gomez. TambiénaGuadal upe
Hiriarty Miguel Gaxioladel INER por el apoyo pararealizar las
preparaciones histoldgicas. Al Dr. David L. Spector, del Cold
SpringHarbor Laboratory, New Y ork, por el anticuerpo3C5.Y a
laDra. MaricdlaVillagrdndelaFacultaddeCienciasdelaUNAM
gueamablementenosproporcionétejidodelagartija. Y a M.en
C. Gerardo Rivas delaFacultad de Cienciasdela UNAM, por
proporcionarnos gy emplares de balanogl oso.

REFERENCIAS

1. Jiménez-Garcia, L.F., et al. Biologia celular del splicing. Mensaje
bioquimico 31, 141-156 (2007).

2. Misteli, T. & Spector, DL. Protein phosphorylation and the nuclear
organizationof pre-mRNA splicing. Trendsin Cell Biol 7, 135-
138 (1997).

3.Mintz,P.J. & Spector, D.L. Compartmentalization of RNA processing
factors within nuclear speckles. J. Struct. Biol. 129, 241-251
(2000).

4. Spector, D.L. Nuclear domains. J. Cell ci. 114, 2891-2893 (2001).

5. Spector,D.L.,Fu, X.D.& Maniatis, T. Associationsbetweendistinct
pre-mRNA splicing components and the cell nucleus. EMBO
J 10, 3467-3481 (1991).

6.Jiménez-Garcia, L.F.& Spector D.L. Invivoevidencethat transcription
and splicingarecoordinated by arecruitingmechanism. Cell 73,
47-59 (1993).

7. O'Keefe, R.T., Mayeda, A., Sadowski, C.L., Krainer, AR. &
Spector, D.L. Disruption of pre-mRNA splicinginvivoresults
in reorganization of splicing factors. J Cell Biol 124, 249-260
(1994).

8. Mistdli, T., Céceres, JF. & Spector, D.L. The dynamics of a pre-
MRNA splicing factor in living cells. Nature 387, 523-527
(1997).

9. George-Tellez, R., Segura-Vadez, M.L., Gonzdlez-Santos, L. &
Jiménez-Garcia, L.F. Cellular organization of pre-mRNA
splicing factors in severa tissues. Changes in the uterus by




diciembre, 2007

Segura-Valdez, M.L. et al.: Speckles en vertebrados 69

hormone action. Biol. Cell 94, 99-108 (2002).

10. Turner, B.M. & Franchi, L. Identification of protein antigens
associated with the nuclear matrix and with clusters of
interchromatin granulesin bothinterphaseand mitoticcells. J.
Cell i 87, 269-282 (1987).

11. Murdoch, A, Jenkinson, E.J., Johnson, G.D. & Owen, J.J. Alkaline
phosphate-fast red, a new fluorescent label. J. Immunon.
Methods 132(1), 45-49 (1992)

12. Jiménez-Garcia, L.F., et al. Implications for evolution of nuclear
structuresof animals, plants, fungi, and protoctists. BioSystems
22,103-116 (1989).

13. Jménez-Garcia, L.F., et al. The ultrastructural study of the

i nterphasenucl eusof Lacandoniaschismatica (L acandoniacese:
Triuridal es) reveal sanon-typical extranucleolar particle. Biol
Cell 75, 101-110 (1992).

14.Yuan,L.,etal.ldentificationof RNA binding sequencesof Drosophila
SR protein dx16. Mol. Cell Biochem. 302, 119-124 (2007).

15. Tillemans, V., Leponce, |., Rausin, G., Dispa, L. & Motte, P.
Insightsinto nuclear organization in plantsasrevealed by the
dinamicdistribution of Arabidopsis SR splicing factors. Plant
Cell 18, 3218-3234 (2006).

16. Fang, Y., Hearn, S. & Spector, D.L. Tissue-specific expresion an
dynamic organization of SR splicing factorsin Arabidopsis.
Mol. Biol. Cell 15, 2664-2673 (2004).




