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ABREVIATURAS EMPLEADAS

>0

angstroms
d daltones

D.O. densidad dptica

EDTA icido etilén diamino tetracético, sél sédica
mA miliamperes

nm nanémetros

pb pares de bases

PM peso molecular

SDS dodecil sulfato de sodio

SSI solucidn salina isotdnica

T tiempo

Tris tri-(hidroximetil) aminometano

HMG proteinas no histdnicas, del grupo de alta movilidad



RESUMEN

Se extrajeron y purificaron histonas de ejes embronarios
y escutelos de mafz al inicio y al fin de la germinacidn. Se

obtuvieron también histonas de callos de maiz.

Se analizaron los comportamientos cromatogrdficos y elec
troforéticos de las histonas delmaiz y se compararon con los
de histonas provenientes de una fuente animal -timo de terne-
ra-, Se compard también su similitud por medio de anticuer--

pos antihistonas producidos contra histonas totales de timo.

Se caracterizaron las histonas de los diferentes tejidos
y estados de desarrollo, por medio de electroforesis en geles
a diferentes concentraciones de poliacrilamida en presencia
de SDS, y se analizaron las diferentes variantes presentes en

cada caso, determinando los pesos moleculares correspondientes.

Los resultados mostraron una gran semejanza entre histo-
nas animales y vegetales. Mostraron, también, variaciones ca
racteristicas entre los tejidos del maiz durante la germina-

cidén, en estados de diferenciacidn y desarrollo especificos.

Los resultados obtenidos son consistentes con la hipdte-
sis de que Tlas histonas tienen un papel activo en la regula--
cion de la expresidon genética. Se demostré, ademds, la exis-
tencia de una variante similar a la H1° de mamiferos, que po-
dria desempefiar una funcidn especifica en la cromatina del es

cutelo del maiz.
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Las histonas son constituyentes bdsicos de la cromatina,
con una funcién estructural escencial, y probablemente una

muy importante funcidn reguladora.

La presencia de variantes histdnicas especfficas. princi
palmente de la histona H1, y la ocurrencia de modificaciones
postsintéticas, se han asociado con funciones y estados de di
ferenciacion y desarrollo especificos. Esto sugiere que las
variantes de las histonas H1 difieren funcionalmente unas de
otras, y que pueden estar involucradas en lcs cambios estruc-
turales de la cromatina que se requierenpara la expresidn se-

lectiva de los genes.

Una de las variantes que se han encontrado relacionadas
de manera mas caracteristica con los procesos de diferencia-
cién y de desarrollo de los organismos animales, es la histo
na H1°, la cual estd presente en tejidos maduros con alto'gra

do de diferenciacidn y de baja proliferacion celular.

La informacidn existente respecto a las histonas vegeta
les es muy escasa, sin embargo se han reportado algunas seme
janzas y diferencias entre las histonas provenientes de ani-
males y plantas. Considerando que los mecanismos que regulan
los procesos estructurales y organizativos de la cromatina,
son en términos generales, operativos en todos los organismos
eucariotes, el presente trabajo plantea la existencia en vege

tales de una variante con funcion analoga a la H1°,



Investigar la existencia de esta histona H1°, es tanto
mds interesante cuanto que una de las caracteristicas distin
tivas de los tejidos de mamiferos, es la irreversibilidad
del proceso de diferenciacidn celular, 1o cual no parece apli

carse en Jos tejidos vegetales.
Hipotesis de trabajo

E1 patrdn de variantes H1 en los tejidos del maiz, debe
ser distinto y caracteristico del tipo de tejido. Si esto
es asi, entonces deberd existir una correlacidn estrecha en-
tre las variantes H1 presentes en un tejido y su grado de di-

ferenciacidn y de desarrollo durante la germinacion,

Los objetivos que plantea la presente investigacidn son,
analizar los tipos de histonas presentes en diversos tejidos
del maiz en diferentes estados de diferenciacion y desarrollo,
enfatizando la bisqueda de las histonas que posiblemente po-
sean una funcidon en la regulacion genética, principalmente la
H1°, asi como determinar los pesos moleculares de las histo-
nas del embrion del maiz, de manera que se cuente con una ba-

se sdlida para su caracterizacidn.
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I. Ultraestructura de la cromatina.

En las células de los eucariotes los cromosonas estan
constituidos por cromatina, la cual estd 1ntegréda por ADN
- que contiene Ta informacidn genética -, proteinas - que son
el componente mds abundante y de entre las cuales las histo-

nas son las que se encuentran en mayor tantidad-, y ARN (16).

En micrografias e]ectrén{cas‘ia cromatina aparece a menu
do como una "cadena de cuentas", formada por particulas esfé-
ricas de 100 R unidas por fibras delgadas. Estudios de difrac
cion de rayos X y de digestidon enzimidtica, demostraron que es
to se debe a la existencia de una estructura rebetitiva en la

cromatina, se unidad basica, el nucleosoma (41).

E1 nucleosoma es un disco aplanado de 110 R de diametro
y 57 Z de espesor, consistente en 146 a 240 pares de bases de
ADN dando dos vueltas alrededor de una unidad histénica cen-
tral o "core" formada por dos moléculas de cada una de las
histonas H2a, H2b, H3 y H4 -un octdmero-. Una quinta histo-
na, H1, también se encuentra asociada con el nucleosoma, pe-

ro en la parte externa sujetando las terminales del ADN (78).

La serie de nucleosomas forma la fibra de 100 A que cons

tituye el primer grado de organizacidén de la cromatina.

El siguiente nivel de enrollamiento de Ta cromatina se

puede describir como la formacién de una espiral a partir del



filamento de 100 R, dando lugar a una estructura superenro-
1lada 1lamada solenoide, 1a cual tiene un didmetro de 300 Ry
estda constituida de 6 nucleosomas por vuelta de solenoide
(53). Este solencide de: 300 A, parece ser idéntico a las
gruesas fibras de cromat1na 1nact1va que se observan in vivo,

en el nicleo de 1a mayor1a de los eucariotes (4).

1 plegamlento de-un cromosoma mitético,

‘o

A se generan dos ordenes de com

a partir defjh‘fib

pactacibn,.en{los ,1enen,ademas protexnas no histd

nicas (78).
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IT. Histonas. Su situacidn en la cromatina.

Existen bdsicamente cinco tipos de histonas que son deno

minadas Hl, Hza, H2b, H3 y H4.

Las histonas son proteinas muy conservadas a 1o largo de
la evolucidn. Hay relativamente poca variacién en 7a secuen-
cia de aminodcidos de las histonas provenientes aln de orga-
nismos muy diferentes. De entre ellas las mas comservadas
son la H3 y la H4 (35); y en la que existe una mayor varia--
¢cién es la HY, la cual presenta diferentes variantes en los

tejidos de un mismo organismo (15).

Las histonas son proteinas relativamente pequefas, de a-
proximadamente la misma longitud -excepto por la H1 que es -
del doble de largo de las demas-, con aproximadamente un 20%
de sus aminodcidos cargados positivamente -lisina y arginina-
y el resto mayoritariamente aminodcidos neutros (1), lo que
las convierte en las proteinas mds basicas que hay en la cro
matina (16). La carga positiva residual les ayuda a unirse

fuertemente al ADN.

A partir de su arreglo espacial se puede deducir el pa-
pel estructural de cada una de las histonas en la formacidn
de la cromatina. E1 tetrdmero (H3)2M4)2 define 12 zona cen-
tral de la vuelta de la superhélice de ADN, mientras que dos
dimeros (HZa) (H2b), ubicados unc en cada cara del tetrimero,
unen ADN adicional y completan las superhélices (41). En

cuanto a la histona H1, también 1lamada de enlace, se encuen



tra fuera del nucleosoma, uniendo simultaneamente ambos fi-
nales del ADN de las dos vueltas que conforman el nucleoso-

ma (2).

Se ha estudiado también la interaccidn entre la histona
Hl y el octdmero interno. Su estructura primaria y datos ob
tenidos de su conformacidn en solucidn (5, 25, 39) indican
que las moléculas de H! estdn compuestas de tres dominios es

tructurales:

i) Un extremo que compende la regidn amino-terminal, y que

abarca los residuos 1 al 39 [f 4}

ii) La regidn g]obu1ar central, que se ext1ende del residuo
39[ - {l al 116 - a ta cual es rica en residuos no po-
fares y contiene la mayoria de los residuos acidos de la mo-

lécul a, j

iii) E1 extremo que comprende la regidn carboxilo-terminal

compuesta de los restantes 130-225 residuos de aminodcidos.

Solo se conocen estos cinco tipos de histonas, las cua-
les se encuentran a través de la amplia gama de los organis
mos eucariotes. Las histonas HS (75), H1 (61), H1 (41} --
(2}, Hle (9), RTL-3 (37), etc., han sido consideradas como

versiones especializadas o variantes de la histona Hl.



I1I. Funcién de las histonas.

En un principio se creyd que las histonas se encontraban

en el surco profundo de la doble hélice formada por el ADN.

E1 hecho de que sdio existan cinco clases de histonas, y de
gue se encuentren tan conservadas a lo largo de la evolucidn,
hacia pensar a los investigadores que su papel era puramente
estructural: "En los cromosomas de los eucariotes, las histo-
nas estdn implicadas en el superenrollado del ADN, bien sir-
viendo como elementos estructurales, o bien para cubrir o re-

primir a determinados segmentos especificos dea ADN..." (45).

Posteriormente se les asignd otra localizacidn, pues la
informacidn existente sugeria que se encontraban cubriendo al
ADN, y que probablemente tenian un papel importante en la for

macidn de particulas nu o nucleosomas (74).

Mis adelante, 2 pesar de tenerse un conocimiento mds cla
ro de la localizacidn de Tas histonas en la cromatina, y de
la estructura de la misma, aln se pensaba que desempefiaban
una funcidén arquitecténica indispensable para 1a organizacidn
del ADN en la cromatina, lo cual no deja de ser cierto, pero
ya se empezaba a sospechar que su funcion en la cromatina no

era solamente estructural.

De esta forma, aln cuando hasta hace pocos afios no se les
asignaron funciones reguladoras, el estudio de su funcidn en

la estructura de la cromatina, fué lo que condujo posteriormen



te a la conclusién de que tenfan otras funciones ademds de

las estructurales.

Weintraub y Groudine en 1376 (77) postularon que en las
célutas de los eucariotes, un conocimiento detallado de la
estructura de la cromatina podria proveer de conocimientos
acerca de como se regulan los genes. Para entonces ya habia
observaciones que demostraban una relacidn entre la estructuy
ra de la cromatina y su actividad biolbgica. Estos autores
realizaron estudios tratando con desoxirribonucleasa I a la
cromatina obtenida de los nucleos de varios tejidos, y sus
resultados indicaron que la cromatina de los genes activamen
te transcribibles poseia una estructura diferente a la de las
regiones no transcribibles; y que probablemente, los genes
activos se encontraran asociédos con las histonas, en una
conformacidn en la cual su ADN asociado era particularmente

sensible a 1a di_gestidn por 1a enzima.

Posteriormente, Kornberg y Klung en 1981 (41) indicaron
que las histonas no estaban directamente involucradas en la
expresion de la informacidn genética, pero que tal vez facili
ten los cambios en la estructura de los cromosomas en la ex--
presidn selectiva de los genes, cuando son transformados al
estado activo. A pesar de que se conocia poco acerca de esa
transformacion, desde entonces ya se sabia que la cromatina
activa, al igual que Ta inactiva, se organiza en nucleosomas

que mantienen la periodicidad a lo largo de la cadena de ADN.



También se sospechaba, que al ser transformada al esta-
do activo, la estructura de los nucleosomas cambiaba a una
forma abierta con propiedades que facilitarian la transcrip-
cidn, la cual fué posteriormente 1lamada lexosoma por Prior
et al (63),y en la chal interviene de manera importante la

histona H3.

En 1982, Weisbrod (78) reporta que la regulacidon de la
expresidn genética es un mecanismo fundamental en el desarro
110 y supervivencia de los organismes eucariotes, y que la es
tructura de los cromosomas estd directamente relacionada a
esta regulacidn, pues, al menos en Ta mayor parte de estas
estructuras, el ADN en el nicleo se encuentra demasiado com-
pacto como para ser alcanzado por el aparato transcripcional;
por 1o tanto, la estructura espacial de la cromatina de los
genes que se estdn transcribiendo -aproximadamente 10 a 20%
del total-, tiene que ser diferente a 1a del resto del ADN.
Tanto 1o0s genes del metabolismo basal - aquellos que se estan
expresando en todos los tipos celulares de un organismo-, co
mo los genes que distinguen un tipo celular de otro, existen

en la conformacidn activa.

Una forma fundamental en la cual la conformacidn de la
cromatina puede ser modificada, es por medio de cambios en
la estructura de las histonas (64), los cuales son basicamen

te de dos tipos:

-Cambios debidos a variaciones en la secuencia primaria

de las histonas. Se han reportado a la fecha variantes de es



te tipo en todas las histonas, excepto en la H4 (47,69), y
se han.descrito éﬁbfracciones especificas de especie, de te
jido, y de gén (28). En 1a mayoria de los casos la partici
pacidn de las variantes en la estructura de la cromatina, y
en su funcidn, no estd claro, pero la ocurrencia de cambios
en los subtipos de histonas durante el desarrollo, en etapas
especificas, sugiere que son importantes en el proceso de di

ferenciacidon (33,78).

-Cambios debidos a modificaciones postsintéticas de las

histonas.
Como fosforilaciones (39), metilaciones (7), ADP-ribosilacio

nes (32), etc.



IV. Nodificaciones de la cromatina,

La estructura de la cromatina y por 1o tanto su funcidn,
puede ser modulada por modificaciones en selectas regiones
del genoma {1), estas sutiles pero bioldgicamente importantes
diferencias en organizacidn de la estructura de 1a cromatina,
pueden ser causadas, tanto por cambios en los aminodcidos que
especifican cada variante histénica como por una serie de mp

dificaciones postsintéticas de las mismas (28).

Se ha sugerido que la presencia de las variantes, estd
intimamente vrelacionada a la remodelacién de la cromatina dy
rante ¢l desarrollo de nuevos tipos celulares, produciendo di
ferentes configuraciones caracteristicas del estado en que se
encuentra {46). Mientas que las distintas modificaciones
postsintéticas que pueden sufrir las diferentes variantes his
tonicas, contribuyen al establecimiento de estades estructura

les transitorios (52).

1.) Variantes histonicas.

Existe una gran cantidad de evidencias que demuestran la
existencia de distintas variantes histénicas en los tejidos
de algunos organismos, en la mayoria de los casos existen mas

de dos variantes de cualquier clase de histona -excepto Hé4-.

Spiker {71) ha propuesto que las variantes histdnicas
intervienen en el control de la expresidn genética, al estar
involucradas en la estructuraciaon de la cromatinra en sus for-

mas transcribible e inactiva, sus datos sugieren que cambios



en Ta expresidon genética, estdn correlacionados con cambios en
la poblacidn de las variantes histdnicas presentes en las célu
las. Este autor propuso, también, algunos mecanismos para ex-
plicar como estas isohistonas afectan la expresion genética.

Una primera posibilidad sugiere que las diferentes variantes

puedan interaccionar especificamente con Yas proteinas no his-
tonicas del grupo de alta movilidad, para dar lugar a estructy

ras de la cromatina potencialmente transcribibles.

Otra posibilidad es que estas isoformas difieran en la
longitud de Tas interacciones histona-histona en las cuales
se encuentran involucradas, lo cual podria afectar la estabi-

lidad del solenoide y su enrollamiento.

Spiker ha sugerido también que la fosforilacidn puede te-
ner una funcidn importante, 1o cual se ve fuertemente apoyado

por algunos trabajos (71).

Se ha confirmado 1a existencia de una sintesis especifi-
ca de variantes histonicas en los distintos estados del desa-
rrollo temprano del erizo de mar {22), VY en tejidos vegeta-
les, se ha podido ver que la sintesis selectiva y la union
de variantes especificas tienen una funcidn importante en el
proceso de diferenciacién celular; y que tal vez la protedli
sis de algunas histonas especificas muestre también una acti

vidad importante en el sistema (3).
a. Histona HI.

Las histonas Hl son, entre todas las histonas, las de ma-



yor peso molecular, y la distribucion de los aminodcidos que
la componen es la siguiente: en los extremos se encuentra la
mayoria de los aminocdcidos basicos, mientras la regidn central

es rica en residuos hidrofobicos (17).

Al igual que el resto de las histonas, las Hl son proteil
nas nucleares gue no se extraen de la cromatina con NaCl 0.35 M
y tienen una movitidad electroforética caracteristica; pero a
diferencia de las histonas del centro del nucleosoma, las HI
son solubles en dcido perclorico 0.5 - 0.83 M (46), y se tifien
de manera caracteristica y distinta a las histonas del “core"
al ser tratadas con algunos colorantes para electroforesis --

( 83, 84).

E1 grupo de proteinas que integran la clase Hl muestra
una gran variacidn filogenética, son, en cuanto a su estructu-

ra, la familia mas diversa {50).

Basandose en su estructura primaria se considera que con-

forman la familia de histonas ricas en lisina.

La primera funcidn de la histona Hl1 es mantener el super-
enrollamiento del ADN, uniendo sus puntos de entrada y salida
del nucleosoma para formar los solenoides, y por ende la ultra

estructura de la cromatina (5)

Esta familia contiene varias especies moleculares o varian
tes ain dentro del mismo organismo, y cuya combinacion varia de
acuerdo al estado final de diferenciacidn, desarrolle e induc-

cidon hormonal (60).

Dado que las variantes Hl tienen diferentes estructuras, las



uniones entre nucleosoma y nucleosoma seguramente estan cons
tituidas en diferentes formas; se ha propuesto que las histo
nas Hl tienen la capacidad para adaptar la estructura de la

cromatina a diferentes arreglos dependiendo de el estado de

desarrollo y de diferenciacidon por los que va pasando el te-
jido. Las diferencias en los subtipos H1, asi como Tas modi
ficaciones -fosforilaciones principalmente- que sufren, pue-
den contribuir a los cambios en la estructura de la cromati-
na, La proporcidn de los subtipos H) presentes en una célu-
1a particular, puede por tanto estar relacionada al grado de
empacamieato del genoma (31). Actualmente estd bien estable
cido que diferentes células y tejidos animales tiemen propor
ciones diferentes de Tas variantes H1, las cuales cambian du
rante el desurrollo (62,76),y que cada variante puede l1legar

a contener hasia tres fosfatos (18,34,46).
Histona H5.

Una de las variantes Hl mds conocida es la histona HS,
que se encuentra en eritrocitos nucleados de anfibios, repti
les, peces,y aves -en donde ha sido extensamente estudiada-

{19,66).

Durante la eritropoyesis en las aves,la H5 se sintetiza
aun en ausencia de sintesis de ADN, y va aumentando gradual-
mente su concentracidn hasta 1legar a una proporcién de 3/1

en los eritrocitos maduros respecto a H1 (54).

Dado que 1a histona H5 es una variante de la Hl, existe



-una gran homologia en la secuencia de aminodcidos (2). Las

mayores dffefehciasienpre ellas son, una delecién de 12 ami-
noacidos ebﬂla‘fegién émino-termina]‘de Ta HS5, y:una diferen-
cia en compdsiciﬁh de aminodcidos en su region carboxilo —ter

minal (56).

La histona H5 tiene una funcidn muy importante en mante-
ner a la cromatina en un estado altamente reprimido (8), pues
parece estar involucrada en la inactivacidn trascripcional.
La apaficién de la H5 en los nicleos de ave no correlaciona
bien con 1a represion de la sintesis de ARN. Sin embargo,
1a fraccidn no fosforilada de esta variante -que se encuentra
fosforilada al acabar de sintetizarse-, si presenta una buena
correlacidn con e} decremento en la sintesis de ARN, de los

eritrocitos en proceso de maduracion (19).
Histona H1°. .

Esta histona ha sido asociada con la regulacidn de la pro

liferacion celular en tejidos funcionalmente maduros (12,70).

H1° tiende a aparecer y acumularse en relacion directa
con la terminacidn de la maduracion celular, en tejidos de ma
miferos en los cuales la proliferacidn ha cesado o es muy len
ta, asi como durante la regeneracidn de los tejidos. Se ha
demostrado que los niveles celulares de H1° son inversamente
proporcionales a ta velocidad de sintesis del ADN y de la di-

visidn celular (60, 61).



La histona. Hl5'muestra una gran. importancié'en la dife-
renciacidn,: y en e] manten1m1ento del estado maduro diferen-
ciado de a]gunas ceiu]as, suprim1endo la act1vidad metabol15
ca y func1ona] de: 1a cromat1na (12 23 60) Los niveles de
Ta H1° estan asoc1ados con un camb1o func1ona1 en céhulas in
d1v1dua1es, por ello se ha con51derado que laus1ntesrs de la
Hi° es un mecanismo que altera 1la estructura y funcidn de la

cromatina (14,23,44).

La presencia de la H1° parece estar ademas relacionada
con la expresidn de las funciones diferenciadas de las célu-
las. Esta sugerencia se basa en la respuesta de ciertos or-
ganos blanco, cuya funcidn y mantenimiento dependen de los
niveles hormonales. En estos tejidos seha observado que la
histona H1° se pierde cuando la hormona disminuye su concen-

tracidon y aparece nuevamente cuando aumenta (12).

Los Grganos en que se ha detectado esta variantesson el
higado, el pancreas, el rifion, el cerebro, la retina,'los
misculos estriados y esqueléticos, el cristalino, el bazo y
los eritrocitos nucleados (12,14,23,44,60,70). No hay estL-
dios suficientes que permitan saber si en vegetales existe

esta variante.

b. Histonas H2a y H?b.

Las histonas del centro del nucleosoma proporcionan la
base sobre ta cual se enrolla el ADN, por lo que es muy pro-
bable que con el reemplazo de unas variantes por otras, la

cromatina pueda adquirir también, configuraciones activas e



inactivas dependiendo del estado fisioldgico de la célula
(38). L o

De esas h1‘ton 1as H2a y ‘H2b son las menos conserva-

das y de” 1a‘f3t\ an'sido encontradas mis variantes y- en- muy

leGY‘SOS orgamsmos : SUS secuenc1as pr‘1mar1as cont1enen mu-

chas 11s1nas, aunque en menor cantidad que en H1. (35)

clo celular (:

. 'Hiét"oﬁ H3,

La h1stona H3 -8s rica en arg1n1na (38) Es, en realldad,
una mezcla de 3 componentes 0 subt1pos denomlnados 1, 2 y 3
(26), cuyas secuencias pr1mar1as estan tan b1en conservadas
que solo hay diferenc1as en 5 aminoaC1dos entre las H3 del

chicharo Y 1as de] humano (82) g Tamb1en se- ha encontrado un

gen que probablemente cdd1f1qu para una varlante H3_que no

es n1nguna qe

En‘el: hi
linfocitos T; 1a
mient ras Que!enﬁ]as

neralmente el menor ¢



La histona H3 posee ademds un importante papel-en l1a for
macidn de¢1éxosoma§. Estos son un tipo especial de-subunida-
des nuc]eoproteibas, que se localizan en lasvregibneSﬁhcfivas
del ADN, y cuyas propiedades facilitan S transcripéiéna‘La
transicion del nucleosoma al lexosoma invqucka'anreaEréglo
espacial de las histonas del "core", Esta estructﬂréJexfendi‘
da mantiene unidos sus extremos por medio de Tas hiSﬁonéé'HB

(63,64),
d) Histona H4.

Respecto a H4 no se han encontrado por electroforesis,
variantes que puedan distinguirse (47), sin emb&rgo, se han
encontrado diferentes ARN mensajeros que codifican para ella
por 1o que no se descarta la posibilidad de que también exis-

tan variantes de esta proteina (48,69),

2.) Modificaciones Postsintéticas de Jas histonas.

Algunos cambios importantes en la organizacion estructu-
ral de la cromatina, parecen estar regulados por modificacio~
nes reversibles y temporales de las histonas, tales como fos-

forilaciones, acetilaciones y "ubiquitinizaciones" (30,52).

Por ejemplo, algunos residuos de lisina en posiciones especi-
ficas de la cadena pueden ser aceti\ados; mientras que otros
residuos de serina y treonina son fosforilados. Solo una

fraccidon de cada tipo de histona es covalentemente modifica-
da, de modo que algunos nucleosomas contendrian histonas mo-

dificadas mientras otros no (1). Puesto que estas modifica-



ciones suceden en aminoacidos que ha sido especia1mente con-

servados durante 1 evolucidn, es muy probable que tengan una

funcién mportante en la célula.

Las histonas se encuentran entre la

a) Fosforilacién.

De entre las modificaciones antes mehcionadas.~1difosf9
rilacion de las histonas, principalmente de las H1, es cuan-
titativamente la mids significativa, y es, a decir de algunos
autores, el mejor candidato para ser el factor regulador de
la condensacién cromosomica (52). Diferentes fosforilaciones
de H1 pueden tener diferentes efectos en la estructura de la
cromatina a travé;.de los cambios conformaciona1e$_que sufre

la histona conudjChqsgfosfqrilacioneé (31,50),

Esos}eféc

ké“pﬁeden agrupar bésicdment,;eh?dbs'tipos:

- Efectos e,,;a'act1v1dad genética: diferen

La fosfor11ac1on de las varlanteSt i
ficos de sus moléculas produce- descondensac1ones temporales

en ciertos lugares de la cromatina,_l

sion selectiva de los genes que setldénggén en esas regiones
Y'puesto que tas histonas Hl se fogfafilan en sitios distin-
tos, en respuesta a situaciones fisfbngitamente distintas
~dadas por los estados de diferehciac16n>y de desarrollo por

los que atravieza la célula-, se considera que la fosforila-



cion es un factor importante en la regulacidn de 1la expresion
genética (22,71). o o

- Eféctos en las,a1teracioﬁes;ﬁdhférmacjonales‘de 1a cro
matina durante e) ciclo‘éeyﬁlérfiﬂ -

La cfomatina debe,éufrifxﬁﬁltibles’a1teraciones transito
rias en su.estructura é'lq iargo del ciclo celular; durante
la fase S‘el ADN debefhacerSe accesible a la ADN polimerasa,
y mds tarde, durantevla mitosis, se debe doblar y compactar pa
ra formar cromosomas mitéticos. La histona sufre fosforilacio-
nes en varios sitios, relacionadas al ciclo celular, principal
mente durante la fase S y la mitosis, de esta mﬁnera, la fosfo
rilacidn de las H1 permite a la célula relajar su cromatina pa
ra replicar su material genético, Sin necesidad de reemplazar
durante cada ciclo celular, histonas que condensen y desconden

sen alternativamente su ADN (31,46).

Se han detectado también fosforilaciones importantes en

histonas H3 y H2a (51,71).
b. Acetilacian.

Varias de Tas quificéciones de las histonas son répida-
mente revertidas después de que ocurken, y de ‘entre ellas des
taca la acetilacion. Constantemente;grupos'acetiTo estin sien
do unidos a lisinas por la histona acetilasa, y eliminados por
la histona desacetilasa; en total, un grupo acetilo permanece
en una histona, en promedio, tan solo diez minutos (1). Esto

significa que una célula es capaz de cambiar rdpidamente el pa



tron de acetilacidn de sus nucleosomas, en respuesta a sefales

apropiadas.

Se piensa que esta acetilacién de las histonas se encuen-
tra relacionada con la aQtfvaciﬁn transcripcional, viéndose in
crementada en los genes activos, pues aparentemente produce un
incremento en la sintest'deI ARN al proporcionar el acceso de

la ARN polimerasa a un gen activo (78).

La acet11ac1on ha sido observada prlnc1pa1mente en-las hig

tonas H3 y H4’ (80)

c. “Ubiquitinizacién".g

Otra modificacién'réversib1§ _é&1a§“histon5$.’es la gue se
da por la unién COvalente'dé 1556;6iéina'de 76 aminodcidos Tla-
mada ubiquitina, a 10% a 20% de las motéculas de la histona H2a
en una célula. Este comp]eJo ubiquitina-H2a fué 1tamado A24,

aunque actualmente se usa el prefijo U para denotar la ubiquiti
na unida a ta histona: existen por. tanto UH22.1, UH2a.2, UH2a.X,
UH2a.Z, etc. {79). 'La conjugacidn de estos poTipéptidos, se e
va a caho a través‘del'grupo amino de la 1i§ina 119 de-la H2a y

del carboxilo de la arg1nina termina] de- 1a ubaqu1t1na {51},

La ub1qu1t1na es una’ prote1na abundante en, aparentemente,

todas las. celu]as eucar1ot1cas, su‘”

ecygnc1ahde.am1noac1dos es
una de las mis conservadas, a] grad }i‘x “: ?‘ A

insectos (20). Se 1e encuentra en a{fééluids tanto en forma
libre, .como un1da a una gran. var1edadnde -especies proteicas,

principalmente a la histona H2a (1 36 51)



Otro- importante papel ha sido propuesto para la ubiqui-
tina, es el de servir como. sefial para que las proteasas espe
cificas hidrolizen a los conjugados- ubiquitina- prote1na, pues
se ha demostrade que para Ta degradacwn de a]gunas protemas,
su conjugacion prev1a con ub1qu1t1na es un proceso necesar1o,
muy Gtil durante el recamb1o de prote1nas, ta]es como 1as his-

tonas (10 13, 30)
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I. Material.

Material bioldgico.

Semillas de maiz (Zea mays L. ) varredad H 30, adquir1-

das en Productora Nacional de Sem111as

Tejidos embrionarios -eje y escuge}o;;dex24ihbfas de
germinacion, obtenidos de embionesldéfmﬁfi‘éembrados en me-
dio basal de Murashige y Skoog (55) e incubados a 25°C duran
te 24 horas, al término de las cuales los tejidos fueron di

sectados manualmente, e inmediatamento congélados a-50°C.

Callos de maiz de 1a misma variedad, obtenidos de ejes-
embrionarios de semillas maduras en medio de Murashige y
Skoog, en presencia de MCPP (icido 2-metil-4-clorofenoxipro
piénico), y subcultivado en el mismo medio con 2 mg/1 de
MCPP, 0.01 mg/l de cinetina, 1 mg/1 de dcido indolacético,
y 200 mg/1 de caseina, segln método descrito por Sén§h92 de

Jiménez y Albores (67).
Conejos hembras raza Nueva Ze]anda,‘y?riedad blancos.

React1vos espec1a1es

Hlstonas de t1mo de ternera, de Slgma Chemica1 Company.

Estandares de calibracidn de e]ectroferes1s para protel

nas de bajo PM, de Pharmacia Fine Chemicals;

Resina Bio-Gel P-60 (100-200 de tamiz);,de‘Bio,Rad La-

loratories,



ESCUTELO |

EMBRION

EJE
EMBRIONARIO

FigUra 2. Corte transversal de una semilla~

de maiz (6).



Adyuvante completo de Freund, de DIFCO laboratories.
Acrilamida para electroforesis discontinua, de Merck.

Azil de Coomassie R, de Sigma Chemical Company.

Los demds reactivos se usaron grado analitico.
Centrifuga Beckman modelo J2-21. Rotor.JA;éd;f’fL 
Ultracentrifuga Beckman mode1o L 50 Rotor t1po 40.
Espectrofotdmetro UV/Vls Pye Un1cam modelo SP6 550. .
Homogenizador Politron KinematicaGMBH,

\é

Equipo de electroforesis Bio-Rad modelo 220. Fueﬁte de

poder para electroforesis ISCO modelo 490.

Columna cromatografica Pharmacia Fine Chemicals modelo

K3/30. Colector de fracciones LKB modelo 2112 Redirac.
o ¢

1. Extraccién d8~lés histonas del mafz.

Todos iostpasbs se‘reélizaron a 0-4° C, a menos que se
indique otra condicidn (68).

Los tejidos quiescentes como el eje embrionario - 600
ejes, equivalentes a 2.5 g -, y el escutelo - 2.5 g -, se
trituraron en mortero con hielo seco hasta ser transformados
en particulas finas. Al finalizar se dejo subir la tempera~

tura hasta 0-4°C para eliminar el exceso de C02.



Los tejidos con alto contenido de agua como el callo
- 22 callos, equivalentes aproximadamente a 2.5 g en peso se
co -, los ejes embridnarios y los escutelos de embriones ger
minados 24 hr - 500 embriones- ;fueron previamente congela-
dos durante una noche a -70°C, y‘se pulverizaron en mortero
manteniendo el tejido congglédo, hasta producir un polvo de

particulas finas.

1”@5 amgffiganOr TBT
tanolt 15 mM), esencwa de fluoruro feni] met11 sulfdnico
(PMSF) 0 M: du ante 2 min - 8 veces por 15 seg -, en un
homogenlza‘ ioTﬂtron a maxima velocidad. Se aglto durante
ffag1tador Vortex a velocidad 1ntermed1a, y se

centrlfugo a 500 xg durante 5 min.

E] sobrenadante se filtrd a través de "mirac]oth", y el
res1duo o bagazo se presiond dentro de e], a manera de obte-
ner la mayor cantidad de extracto soluble pos1b1e. Al fil-
trado se le agregd gota a gota y'con agitacién‘iigera, Qna
solucidn de sulfato de amonio 3M hasta alcanzar una concen-
tracidn 0. 15M dejandose posteriormente reposar toda la-no-

che.

La mezcla se centr1fugo a 10 000 xg por 10 mln y se eli

miné el sobrenadante.

La pastilla obtenida se resuspend1o en amort1guador TB8T,
el cual contenia ademds sulfato de amonio 0 15 M y PMSF.0.01

mM.



Se homogenizd en un homogenizador Potter durante 1 min ~4 ve-

ces por 15 seg- a maxima velocidad.

E1 homogeneizado se centrifugd a 10,000 xg«dufanféflpt
min, y se elimind el sobrenadante. La,pa§£111§ié§?nobt§hida
se lavé 4'y§ces con amortiguador TBM (TrfSéHC]‘O{OIvM;ilH'B.l,
B- mercaptbetanol'lS mM, MgCl2 2 hM), aQ%téhdb a Velbcid&d in-
termedia en un agitador Vortex durante 3 mxn - 6 veces por 30
seg -, ¥ centrifugando a 10 000 xg durante 10 min por cada la
vado. La pasti]]a final se resuspend1o en la menor cantidad

posible de amort1guador TBM

La cromatina.resuspendlda se agregd gota a'gota por las
paredes de rec1p1entes que ya contentan un colchon de sacaro-

sa (sacarosa 1 7 M B-mercaptoetanol 15 mM, Tris- HCI 0.01 M,

pH 8.1}, enfun roporcion de 0.25 ml del co]chon por cada
. ;é‘requiere agregar, Se centrifugota

: rl“ Una vez terminada la: corrida de cen

trifugacﬁ m1no por.succion el co]chon de sacarosa y

se obtuvo* na p“st111a gelatinosa, Ta cual se 1avé dos veces

con amort1guador TBM, centrlfugando a 15 000 xg durante 10
min por cada lavado' obteniendo 1a cromatina pur1f1cada>en la

pasti]la flna1

La cromatina se lavo 3 veces con solucién A (NaCl 0.35 M,
NaOH 0.1.M, pH 7.0,B-mercaptoetanol 15 mM), mezclando 30 seg
a velocidad intermedia en un agitador Vortex, y centrifugando

a 2,000 xg durante 15 min por cada Tavado. De esta forma se



obtuvo ta cromatina libre de algunas proteinas no histdni-
cas.

Esta cromhtiha se kesuspehdié'én"sblucién B (citrato de
sodio 1. 5 mM, pH 7.0, NaC] 15 mM B mercaptoetano] 15 mM),
y se le agrego gota a gota con ag1tac1on ligera una solucidn

de ac1do su]fur1co 0.5. M hasta a]canzar una concentrac1on fi

nal de 0 1 M Se mantuvo eniag1tac1on durante 4 hr, despues

absoluto eﬁfriédd5a' 2
temperatura durante 48 hr, prec1p;tando a51ly"

sentes en el extraqto., La suspens1on fue centr1fugada a
10,000 xg durante 5 min, el1m1nandose el sobrenadantet> La
pastilla formada se lavd 2 veces con etanoi QSz.ffiq{ el cual
se elimina centrifugando y decantando e] sobkéhq§an£¢}'péra
obtener asi una pastilla de histqﬁés_q&evsé_ajﬁaﬁén§7§?0-4°c.

I11. Extraccibn de Tlas hist‘onas <H‘1 .f:--‘:'

La obtenc1on selectiva de 1as Hl se reé]1zo pdr med1o de




dializo contra amortiquador Tris-HC1 0.01 M, E1 dializado se

almacend a -20°C.

1V. Electroforesis en placas de gé]es de acrilamida-SDS.

Para la preparacion de ]os geles se utiI1zaron ver51ones

modificadas de la tecn1ca de Laemm11 (42) adaptadas a nuestros

sistemas. Se emplearon. tanto p]acas de acr11am1d“

tracidn cont1nua, como en grad1entes Lbév o Tes anto sepa-

radores como concentradores, se prepararon‘ 'part1r de una S0
Tucién. basal de acr1]am1da 30% p/v y. N 1b1s meti]enacr1]a-
mida 0, 8% p/v Los ge]es separadores conten1an los sigu1entes

react1vo'”“:Tr1s HC] 0. 75 M pH 8. 8, : SDS 0. 2% y se polime-

r1zar0n"por 1a ad1c1on de- N, (A ; tetramet11 etilendiamina

(TEMED) 0 1% y persulfato de amonio 0 1%

Antes‘de anad1r el persquato de amonio, se elimind el ai
re de las soluciones, y paréiévitar que el borde del gel que-
dara rugoso, se colocd sobré 81 una capa de agqua mientras po-
Timerizaba, misma que fué retirada para agregar el gel concen
trador. DependiéndO'del'tipo-de gel que se tratard, se recu-
rrié al uso de un formador de grad1entes para lograr la concen

E] qel concentrador de 5% de

tracion de acr11am1da requer1da

ntgnqa i Tris-HC1 0.25 M,

pH 6. 8 SDS.O:Z% y se pol me _zo‘de*Té misma manera que los

ge]es separadores

Lasfmuestras se\disoﬂviérdnven el amortiguador de muestra



diluido 1:5, constituido por Tris-HC1 0.05 M, pH 6.8, SDS 1%,
B-mercaptoetanol 1%, EDTA 0.02 M y glicerocl 10%. Para asegu-
rar una completa disociacidn de las histonas se agregd B-mer-
captoetanol 5% a las muestras y se sumergieron en-agua hirvien

do durante 1 min. El amort1guador que se utilizé durante las

corridas estaba cbnstitu1df por Tr1s HC1 0.025 M, pH 8.3, gli

cina 0.192 M y SDS 0;1%‘ La'eléctroforesis se efectud apli--
cando una corriente constan_e dé 2 mA por carril, enfr1ando
con un bafo de agua corrlente, hasta que el indicador - del fren
te de corrida (azul de bromofenol 0.002% en agua) a]canzq el

extremo inferior del gel.

Una vez terminada la corrida, los geles se tifiieron duran
te 1 hr con azul de Coomassie 0.2% en metanol 50% y dcido acé

tico 7%. E1 destefiido se realizd con dcido acético al 7%.en
agua.

V. Separacidn de las histonas por familias, utilizando croma-

tografia de exclusidn molecular.

Para separar cada upna de las familias de histonas a par-
tir de una muestra de'histonas totales, se ut111zo 1a cromato

grafia de exclusidn mo]ecu]ar, empleando como matr1z 1nerte

el BioGel P-60, 100~ 200 "mesh" (71). E] eluyente 't311zado
fué HC1.0.01 N saturado con- c]oroformo Para
sistema se recurr1o al uso de columnas de v1dr1o, addesorlos,
mangueras y recipientes resistentes a la acc1on de d solven-
tes orgdnicos, pues el empleo de un eluyente de este tipo no

permitio el uso de otra clase de material,



Preparacidon de la columna :

E1 gel se hidraté durante 18 hra temperatura-ambiente;

se empacd en una columna de 30:§mfdw{ drgdjyfl 5 cm’de diime

tro, y se equilibrd con eifelﬁyénté La. pres1on soportada

por la columna fué 40 cm Hg El volumen Vac1o, determ1nado

con azul de dextran en He o §bTYénfeFde‘1é'mJestra—
fué de 16 ml. ' N
Para- el anal1sxs se apl1cafon 4 75 mg de histonas en 0.7
mi del d1solvente de la muestra, y se recog1eron 120 muestras
de 1-ml -22 gotas- med1ante un colector de fracciones con flu
jo de 9 gotas/min. Se determind la absorbanc1a a: 230 nm de

cada una de las fracciones colectadas.

VI. Produccidn de anticuerpos antihistonas.

Para la produccidon de suero antihistonas., se utilizaron
conejos Nueva Zelanda blancos; y como antigeno, histonas tota
les de timo de ternera,f‘Se probd el siguiente esquema de in-
munizacion con‘e]-bbjetivo.de producir una buena respuesta in
mune por parte”déj1o§‘énima1es.

Indeulo:

Histonas de timo de ternera 2 mg/m1 de SSI.........0.5 m]

Adyuvante completo de Freund................;......0.5 ml

"Se mezclan ambas soluciones hasta formar una emulsién ho-

mogénea.



Se aplicaron cinco inoculaciones de 1 ml cada una, con
una semana de intervalo entre ellas. La primera dosis se ad
ministro repartiendo e1 in6cu1o en Jos dos cojinetes planta-
res posterlores, y las s1gu1entes cuatro en el misculo que
recubre el femur. Se espero cuatro dias después de la Ulti-
ma, para hacer una sangr1a de prueba.‘.Para ella, se extraje
ron 5 m] de sangre de ]a vena ‘de la oreja. Se comprbbé 12

presenc1a de ant1cuerpos antih1stonas por medlofde pruebas

1nmunolog1cas (ver Pruebas de Inmunoprec1p1tacion)

COmprobada su presenc1a se. cosecho 1a max1ma cantidad de
sangre por med1o de punc1ones card1acas a-1os" animales. La
sangre se deJo coagu]ar v mas tarde se centr1fugo a 3,000 xg

por 10 m1n, a temperatura amb1ente. E1 suero se decantd y

se almacend: a -20 C,

VII. Pruebas de inmunoprecipitacidn,

Elfsuéro obtenido de los conejos inoculados se tituld
por medio de pruebas de inmunoprecipitacidn en tubos capila-
res, contra las mismas proteinas con que fueron’inmunizados
- histonas de timo de ternera -.  Se usaron d1]uc1ones del
suero de 1:1 2 1: 500 y una. solucidn de histonas de timo de

ternera de 1 mg/ml formando ‘dos capas estratificadas .en el

tubo cap11ar o Se 1ncubaron a 37°C durante 2 hr y posterior-

mente otras 22 hr a temperatura ambiente, Cuando ocurrid

reaccién, se'observo el precipitado en la zona de interfase.



Se utilizd albimina sérica boviana como control negativo.

VITI. Determiﬁaciﬁﬁtdésprofe#néﬁﬂbéf'Loﬁfy; ¥g'

La determinacidn’ colorimétrica se 11evd-a cabo siguien-

do el método %epofﬁédo{pbrfgéﬁfy;k?§)j‘i‘ N



~ RESULTADOS



I. Qbtencidn de las histonas.

Las investigaciones realizadas hasta la fecha se encuen
tran, en sﬁ mayoria, enfocadas hacia sistemas de origen animal.
Por esto, de las metodologias existentes se se]eccionéjla mas
conveniente para adaptarla a los tejidos del mafz, con modifi~

caciones a lo largo del método.

Se considerd a las técnicas que involucran la extraccion
dcida de las histonas, como las mds adecuadas, pues no preci-
san de reactivos, resinas o aparatos inaccesibles; no obstan-
te, requieren de una gran cantidad de pasos de purificacidn y
lavado. De acuerdo a la literatura consultada, se logran con
estas técnicas productos con una pureza considerablemente alta,
comparable y aln superior a la de los productos obtenidos por

otros métodos (68).

Una estructura que no afecta las extracciones a partir
de tejidos animales y que si se presenta en los vegetales, es
la pared celular, que le proporciona rigidez al tejido lo que
dificulta su homogenizacidn, y produce una especie de bagazo

que interfiere la manipulacidn.

E1 rendimiento logrado por el método empleado en este
trabajo fué de 0.82 mg histonas/g tejido seco, el cual puede
todavia ser susceptible de aumentar y probablemente de mejo-

rar atn mds la calidad y pureza de sus productos.

Para cuantificar las histonas obtenidas se probaron di

ferentes métodos.



II1. Determinacidn de las histonas.

La determinacidn de las;h1stona$«se;éféqtd6~midjendo\la

absorbancia del enlace peptidico a 230fnm;;Laé;h%étohéé,vagdi-

ferencia de la mayoria de 1as protefnas,“pféctj

‘péhféfnd pre-
sentan aminoicidos aromdticos en su secuenciq*b?ihéfiﬁiQ64)‘

Por ello, la respuesta al método de Lowry fue‘bésfsnfé‘baja,.‘
10 que significa que este método no es adecuadb.péra este tipo

de proteinas.

Se obtuvo una curva patrén utilizando las histonas de ti
mo de ternera como estdndar. La absorbancia de 1a§‘so]uciones
de concentracion conocida -en un margen entre 10 y 200 mg de
histonas/ml- se determind a 230 y 280 nm (fig.3). La relacidn
en ambos casos fué lineal. Sin embargo, mientras que a concen
traciones de 30 mg/ml la absorbancia a 230 nm superaba 0.1 de
D.0.; utilizando 280 nm no fué posible alcanzar este valor, ain

a concentraciones de 200 mg por ml.

III. Comparacion entre histonas animales y vegetales.

Se compard el patrdn electroforético de las proteinas ob
tenidas del maiz, y las proteinas homdlogas provenientes de u-
na fuente animal, representadas por las histonas del timo de

la ternera.

La caracterizacion de los patrones de las histonas se

realizé en geles de acrilamida en presencia de SDS.

Se decidid arbitrariamente usar las histonas del timo de
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Figura 3., Relacion de la absorbancia con diferentes

‘concentraciones de las histonas del timo

de ternera, empleando luz de 230 y 280 nm,



la ternera como patrén de referencia, por la gran cantidad de

informacidn que existe de ellas.

La figura: 4 muestra los patrohes“electrof"\'*qp§‘de las

histonas del t1mo de la ternera y las del escut el maiz ob
tenidos en. un gel de 10 a 18% de acr11af baﬁdas infe-

riores del patron, correspondwente” :OBSérva que

migran en Ta zona de 1as hjstonas‘de1g“coré“ de] t1mo, y la

banda de migracion. super1or en la zona brop1a de 1as H1. Pues
to que la distancia’ fllogenet1ca que separa a los organismos
de los cuales provienen estos.tej1dos.es muy grande, los patro
nes son distintos, sin embargo el corrimiento e]egtroforético
de las proteinas obtenidas del maiz es el correspondiente al

comportamiento de proteinas histénicas.

IV. Cromatografia de histonas animales y vegetales.

Otra faceta analizada fué el patrdn cromatogriafico de 1las
histonas al eluir a través de una columna de exclusidén molecu~
lar, comparando el comportamiento de las histonas de la ternera

y las del mafz.

En la fig. 5 se puede observar gque los patrdhéé;de ambos

tejidos muestran un pico pequefio, sequido de. ot amafio in-

termedio al inicio de cada eluato; posteribrmehte unxpibo‘de
gran magnitud; y para finalizar, en el caso del timo s

por otro pico pequefio, y en el del maiz porVdOS'picds{

E1 pico mayor (fraccidon II1) que presentan las histonas

del mafz, parece corresponder de acuerdo a la observado en la



‘Figura 4.

s

Patrdn electroforético de las histonas del escu-
telo del maiz (carril a), y de las histonas del

timo de la ternera (carril b). La electroforesis
se realizd en geles de poliacrilamida a una con-

centracion de 10-18% en presencia.de SDS.



literatura respecto a otras especies, a las histonas H2a y H2b,
muy dichile§ dé‘separar y que coemigran en este sistema (71).
Los dos ﬁicds<ﬁenores al-final de patrdn obtenido (fracciones
v y'V) coffésppnderian a las histonas H3 y H4, respectivamen-
te. En’eTnEésb de las histonas de ternera, el.pico mayor
{fraccion III), parece 1nc1u1r ademas la h1stona H3; y al fi-
nal del. patron aparece solamente un p1co, que muy probablemen-

e correspondeva 1a’. h1stona H4 (fracc1on V) En ambos tejidos

los prvmerof”rfwj“ fracc1on ) son los produc1dos por histo-

nas Hl.,_\';

El éélcuié de 1la distribucién:de 1&5 proteinas en el pa-
tron eluido, obtenido por medio del drea bajo la curva,~dé los
resultados mostrados en la tabla I. Se supuso, para este céfcg
lo que el 100% del area es la suma de toda el &rea de absorcidn
a 230 nm, y se obtuvieron los valores relativos de cada uno de

los picos.

V. Produccidon de anticuerpos.

Se produjo un suero antihistonas, inmunizando durante cin-
co semanas por via intramuscular, conéjds,gon cantidades cons-

tantes de las histonas del timo de 1alterhera;

Las histonas son proteinas pequefias, de ‘las cuales las ma
yores poseen un peso molecular de aproximadamente 20,000 d, por
To que son muy poco antigénicas. Por lo anterior, para desper-
tar una respuesta inmune humoral en los animales, se utilizaron

los cojinetes plantares como via de inoculacién en 1la primera
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Figura 5. Patron cromatografico de las histonas del timo de
la ternera (a) y del escutelo del maiz (b), en una
columna del BioGel P-60, determinado por absorcién

a 230 nm.



Tabla I.” D1str1buc10n relativa delprotexnas en e] patron

TotaLJ

Fraccioné_uf :
Fra-cc10r,1"j"~"I'I B 3307 % . | 1077 .
Fracéiaﬁfill o 55;78 &3 :, . “~'55;91 %
Fraccion ;iV_ ' ~—————b‘. - o E"6.55: %

Fraccién: V . 6.36% ¢ 5,31 %




administracion; mientras que en las sucesivas se empled la

via intramuscular normal.

La determ1nac1on de Ia presenc1a de 1os7ant1cuerpos anti

histonas en el suero, asi. como su cuant1f1cac1on,,se efectuo

por medio de pruebas de 1nmunoprecip1tac1bn, g1strandose un

titulo de 1:25 para,una concentracionAde,;mgg e'h1st0nas/m1

(tablall).

La especificidad de los anticuerpos:se ‘demostrd usando
una solucién de albimina como control negativo.

VI. Antigenicidad cruzada.

Se comprobd que las h1stonas de tejidos embr1onar1os del
maiz comparten determ1nantes ant1gen1cos con las hlstonas del
timo de la ternera. Se rea11zaron pruebas de inmunoprec1pita
cion entre el suero que contiene los anticuerpos antihistonas

del timo de ternera, y Ta. fraccidn estraida con acido sulfur1

co de la cromat1 r1f1cada del eje embrionario y del escu-

telo de ma1z; ‘. eacc1on antigeno-anticuerpo tuvo 1ugar. y
con e]]a 1a formacwon de precipitado abundante en ambos casos

(tabla m)

VII. Patrones electroforéticos de las histonas del maiz.

a. Eje embrionario y escutelo. Estado quiescente y germinado.

Las partes que constituyen el embridn del maiz son el eje
embrionario y el escutelo, son por tanto los tejidos de mayor

importancia en la germinacidn de la semilla. E] eje embriona-



Tabla Il. Titulacidn de un suero antihistonas por prue

1ba§ de:fnmunoprCipitacién} Las histonas de]

timo de la terhera,COnfra diluciones de suero,
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Tabla III” Pruebas de 1nmunidad cruzada entre anticuer-

pos ant1h1stonas deT-tlmo de '1a ternera e his

tonas de los tei1dos embrionar1os del maiz.

Suero antihistonas 1'Fracc1on acida,-;f;Precipitado
del timo de la . de cromatlna‘““' - formado.
ternera o (H1stonas) S
- ' - ~EJe embr1onar1o‘-,_ ' -
- -" B Escutelo LAt

4 (’CO.ntrO])' . . _-—___ ‘ _




rio estd formado por los tejidos que van a'dar'1ugar a la plan
ta, el escutelo por te31dos que func1onan como transportadores

de nutrientes del endosperno hacia e] eae (29 ?} Uno de los ob

jetivos fundamentales de este trabaao,.es dxscernir si. ex1ste

alguna relacidn.entre la germinacidn y el

groceso de d1feren-
ciacidn, ¥y el comportamlento de’ 1as htstonas, fue por 10 tanto
a estos tejidos a: donde se enfoco en pr1mera 1nstanc1a, el pre
sente trabajo. E1 eJe embraonar1o y el escutelo son dos tea1-
dos completamente disimbolos respecto a su grado de~desarro1lo
y diferenciacidn. E1 primero barcia]menténdiferenciado,’Que
durante la germinacibn va a sufrir una gran cantidad de divi-

siones celulares; el segundo, completamente diferenciado, cu-

yas células ya no entrardn en el proceso de mitosis,

Para este andlisis se compararon Jos patrones del eje y
del escutelo a dos estadios importantes y muy distintos del pro
ceso de germinacidn: obtenidos de semillas secas, totalmente
maduras y en estado qu{escente (T=0); y de semillas despugs de
24 horas de imbibiéién (T=24); chando pkécticamente la mayoria
de las semillas han germinado y ]as células meristemdticas ya
estdn en d1v151on ce]u]ar (comun1cac1on personal, Baiza, A.M.

y Sénchez de Jiménez, E.}.

Las patrones observados muesﬁran entre‘si diferencias muy
importantes (fig. 6). La zona de las histonas que corresponde
a las Hl, muestra varias bandas -variantes de Hl- bien defini-
das en el eje y muy poco marcadas en el escutelo, y solo una

mids marcada en el escutelo que en el eje. Se observan ademas
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Patrones electroforéticos de las histonas del

maiz, en geles de poliacrilamida & una concentra
cién de 10-18 T en presencia de SDS. Eje embrio-
nario proveniente de semillas en estado quiescen
te T=0 hr (carril a); después de 24 hr de imbi-
bicién T=24 hr (carril b); escutelo T=0 hr (ca-

rril ¢); escutelo T=24 hr (carril d).
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1 6 2 bandas entre la zona H! y Ta del "core". Por otra par

te, los cambios en el ‘patrén de histonas del escutelo en es-

ETVescutelo de semi]la yéﬁﬁérminada

tado quiescente. (T=0'

anto para la zona del "core“ como

para la zona de Tas’ H]. mas aun s se compara on los que

sufre el patron de las h1stonas del eje‘embrionar10'f En el
eje embrionario, las h1stonas del "core" ‘no-’se a1teran con
la germinacidn; sin embargo la p]aca de las h15tonas H1 si
sufre grandes modificaciones, se observa incluso la aparicidn

de nuevas bandas.

b. Callo.

v

Se obtuvieron histonas de los callos de maiz por el méto
do establecido, y se ané]izé también su patrdn electroforéti
co para estudiar la funcidn de las histonas en la diferencia
cién celular. Los callos son actmulos de células poco dife-
renciados, no organizadqsf que provienen del eje embrionario
Yy se mantienen en cultiyoviﬂ vitro por periodos prolongados
en presencia de fitorréjU]adores de crecimiento (65). En la
fig. 7 se observa que~én el gel se separan varias bandas ex-
tremadamente tenues en la regidn de las.Hl, y varias mis in-

tensas en la zona del "core',.

VIII. Familia H1.

Para definir mds claramente cuales son las histonas de la
familia H1 y diferenciarlas del resto de las proteinas, en es

pecial de las proteinas nucleares no histonicas de alta movi-



-Figura 7. Patrdn electroforético de las histonas del callo
del mafz (carril a), y del timo de la ternera --
(carril b); en geles de poliacrilamida a una con

centracion de 18% en presencia de SDS.



1idad electroforetica -HMG-, se efectuaron pur1f1caciones se

1ect1vas con acido perc]orlco (APC)

mientos sin embargo fueron sumamente bajos, por 10 que las

muestras colocadas para electroforesis fueron muy peqUeﬁas y
las bandas producidas extremadamente tenues, al grado de no
ser registradas con claridad por las fotografias., Por ello

se hizo un diagrama del resultado de estas electroforesis.

En la fig, B se observa este diagrama que muestra que

las histonas extraidas con APC del eje -familia Hl-, tiénen

pesos moleculares mayores que las de escutelo, mayores 1nc1u

so que las de animales. Las histonas H] del escute1o

de timo menos pesada. En ambos casos se. observan,‘sﬁn embar

go, contaminaciones por otras

ciones lineales del logar1tmo de sus peéos moleculares (11).

La fig. 9 muestra la curyappatrén de Jas histonas del ti
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Figura 8;-‘Patrones e]ectroforéticosvgn gg}es‘de poliacrila

mida a una concentracion de 10-18‘%'en1presencia

solubles en APC 0.74 M

de SDS, de las histonas:

-familia Hl-. Histonas H1 del eje embrionario

del maiz T=0 hr (carrfl'h);ihﬁstonas H1 del es-

- cutelo del maiz T=24 hr’(cahrfl b); Histonas to

tales del timo de 1la terneré {carril c).



mo de ternerq utilizadas para estos fines, y la curva que
producenilaS'proteinas tipicas como : la fosforilasa b, la
albimina sér%da bovina, la ovalbimina, la anhidrasa carbéni
ca, el inhibidor de tripsina de soya, y la lactoalbimina.
La diferencia entre ambas curvas indica un comportamiento
distinto entre los dos grupos. de prote1nas, por lo que tra-

tdndose de histonas, se Utl]JZO como curva patron la produ-

cida por estas m1smas prote1n’ proven1entes del timo de

la ternera. La graffc ~”Justando Tos puntos obte-
nidos a una curva de regre51on s1mple mediante el cr1ter1o
de minimos cuadrados, el cual ‘reduce la d1stanc1a:dexlgs

puntos a la curva.

En la tabla IV , se muestran los pesos molecu]ares de
Tas bandas que aparecen en los patrones electroforet1cos del
eje y del escutelo, en estado quiescente'y germinado; asi
como las familias a las que correspondeh'las distintas his-

tonas.
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Tabla IV. Pesos moleculares de las histonas del eje embriona

rio T=0 hr (carril a), T=24 hr (carril b); del es-

cutelo T=0 hr (carril ¢), T=24 hr (carril d).
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DISCUSION DE RESULTAROS



Las h1stonas del malz y de la ternera estudIadas, mues

tran grandes sim111tudes entre 51 Presentan patrones elec

troforet1coslseme3antes (f1g 4) a pesar de proceder de orga

nismos sumamente aleJados fllogenetlcamente. Es de notarse
sin embargo, que 1a h1stona H3 del escutelo no se moviliza
en posicion 1ntermed1a con Ias H2a y H2b, como ocurre en el

timo (57).

Los patrones cromatograficos son también semejantes;
Ta H1, las H2a - H2b, la H3, y 1a H4, es el orden en que ely
yen del gel las histonas del escutelo del maiz (fig.5b).
Las histonas excluyen en el gel cromatogrdfico de acuerdo
al tamafio que poseen, sin embargo las'fami]ias‘HZa y H2b no
se resuelven en este sistema (71). Las histonas del timo
de la ternera presentan un comportam1ento simitar a las del
maiz al someterse a las mismas cond1c1ones, no obstante la
fraccion H3 eluye conjuntamente a la fraccién H2a-H2b (fig.
5a). En tejidos animales,:]ag histonas no correlacionan el
valor creciente que les ha‘sido aéignado, con su PM; comun-
mente la histona H3 posee un PM mayor 0 1ntermed10 a la H2a

y la H2b (38, 56)

La prueba que marca de manera fehaciente la enorme re-
lacién existente, entre las histonas de un cereal y las de
un mamifero, es el hecho de que comparten determinantes an-
tigénicos (tabla III)}, lo que confirma la gran conservacidn

de estas proteinas a lo largo de la evolucién {1). Reportes



previos .habian demostrado esta misma relacién entre organis

moé_animales muy:distantes en la escala evolutiva (58,73).

"Lauproduccién de anticuerpos por medio de animales de
laboratorio es escasa (tabla I1). Consecuencia de 1a baja
capacidﬁd antigénica que presentan'ante el sistema inmune,
unas pk@tefnas de tan pequefia magnitud y escasez de amino-

dcidos aromiticos .en su molécula.

Otfbs autores también han detectado este problema, y
han logrado mejorar la respuesta antigénica agregando ARN a

su preparacidon de antigeno (73).

La determinacién de 1os PM de las histonas del maiz se
efectudé analizando su movilidad electroforética en los ge--
les de acrilamida en presencia de SDS (fig.6). La curva pa-
trén se prepard con las histonas del timo de la ternera, uti
lizando la informacidn reportada por Panyim y Chalkley (59)
sobre @1 PM de estas moléculas, calculado a partir de su se-
cuencia de aminodcidos; ya que las histonas no se comportan
como lo hacen las proteinas tipicas comunmente utilizadas pa
ra estos fines. Dos curvas distintas fueron obtenidas al
graficar movilidad contra PM, para las proteinas comunes y
para las histonas del timo (fig.9). Este mismo comportamien
to fue reportado por Panyim y Chalkley, quienes atribuyeron
estas diferencias en corrimiento a la gran carga positiva que
poseen las histonas (58), El1 complejo SDS-histona que se for
ma en el gel presenta una carga negativa neta mucho menor que

la de los complejos con proteinas no bdsicas, lo que afecta



SU movi]ida¢ en el gel,

p—————

La:identificaéién de las histonas en los patrones elec-
troforéticos dgllos tejidos del maiz (fig.5), se efeétﬁo bé-
sicaméntéitbméndo en cuenta los datos ya mencionados répbrfg
dos eh:ié 1ftéfatOra para las histonas del timo de la terne

ra (12), 3 1os datos de algunas histonas vegetales (71 43)

Las bandas de ]os teJ1dos embr1onar1os del ma1z con PM

entre 18 500 ¥ 25*500 d 1nc1us1ve, corresponden ala famtl1a

H1 (tab]a IV) gfami} a en el timo de la ternera (59) y

en los er1troc1to pol]o (43), presentan un PM alrededor
de 21,000 d, s1n embargorse han reportado valores super1ores
a 24,000 d para

bada (43). Est‘

Hh_ngl‘del tabaco, del trigo y de la ce-
léhtificécfén de las H1 en maiz, fue ade-
mas confirmada*ﬁpg]jiahdo el comportamiento en el gel de acri
1amida7§D§;‘dé’iQJffaccién de 1as histonas que es soluble en
APC10,745Mf5hfston§§ H1-, las cuales migran en la zona de

19,000'5 24,000 d aproximandamente (fig.8).

Las’ fam111as H2a y H2b presentan en maiz un PM de 15,500
y 14,700 respect1vamente (tabla IV). Estas dos histonas mues
tran en Ta ternera 14 000 y 12,000 d (59), mientas que Spiker
(71)reporta para las ‘H2a'y las H2b de trigo valores entre
19, OOOy 15 oooa ‘

La’ h1stona H3 posee un PM de 14,000 d en 1los teJldOS del
maiz (tabla-IV), m1§mo valor que es reportado para,el timo de

la ternera.



La banda H4 se 1dent1f1co tomando en cuenta que es la -
histona de menor PM, aprox1madamente 12 500 d en e] maiz (ta

bla IV).

" Los resultados obtenldos co1nc1den co “las 1dea‘de que

las histonas vegeta]es en g nxi, son més pesadas qué sus
contrapartes anima1es (71) en lo que se refierea las fami-
lias H1, H2a y H2bj pues Tas hlstonas H3 y las H4 se conser-
van menos alteradas en la escala filogenética (16). Y con
el hecho de que las H3 tienenen plantas, un menor PM que las

Hza y las H2b (43, 72).

En los patrones electroforéticos del eje (fig.6; tabla
1V) aparecen ademids otras dos bandas que migran énvia zona
de PM inferior a las Hl, y superior a las histonas del "core",
To cual sugiénéiqqe.§é‘trata de,broteinas;crompsomales no his
ténicas HMG, qué?ééfnoeXtréenfde la cromatina junto con las
histonas;‘yiqneién*nucnas onasibneé no es posible eliminar

con lavados de NACL 0.35 M (24).

Los patrones- histonicos del eje embrionario T=0, T=24,
los del escutelo T=0, T=24, y los del callo (figs. 6 y 7),
muestran algunas diferencias importantes en la regién'de las
histonas Hl. Las bandas de variantes o tipos moleculares que
presenta esta familia son distintas en cada caso, 10 que es
apoyado por reportes previos {(46) que indican .que incluso los
tejidos de un mismo organismo presentan diferente proporcion
de las variantes de H1, de acuerdo a su estado de desarrolilo,

de diferenciacion y de induccion hormonal.

SHIFHRELL



E1 eje embr1onar1o antes de germ1nar presenta un amplio
espectro de var1antes Hl, con distintos PM y variada intensi
dad (fig. 6,carr11.a), »Una:vez germ1nado este tejido mues-
tra una nueva sérielde:varidﬁfeé (fig. 6,carril b), distinta
del esquema antéribhkifEnrcbﬁtréste, el escutelo no muestra
en su corrimientdyb1é§tﬁdfprético-diferencias apreciables an

tes y después de 1a~gérmfnacf6n,(fig. 6,carriles c y d)..

E1 eje embrionario-es un teJ1do cuya expres1on genet1ca
varia durante l1a germinacion, de un estado qu1escente pasa @
una forma activa, para sintetizar las d1st1ntas protelnas que
requiere en cada paso de su desarrollo (29). Por otra parte
el escuteio es un te31do embrionario altamente d1ferenc1ado,

que no va a crecer ni a mostrar division ce]u]ar durante Ta.

germinacion y desarrollo de la plantula (29).

la predominante; en tanto que 1a de menor PM
ta presente en &l (tab]a v, carr11 a)
nacidn, el eje embrionario muestra distintas var1antes H], ya
no figura entre ellas la histona de 25,500 d3 y aparece, entre

otras, la de 18,500 d (tabla IV, carril b).



E1 escutelo, tanto al .inicio como a] fln de lay germ1na-
cion, muestra un patron de var1antes HI1: dom1nado pract1camen

te por la variante H] de menor PM -18, 500 d-, salvo

nas otras bandas sumamente escasas (tabla IV, carr'le

Estos datos apuntan hac1a 1a ex1stenc1a en los

mos vegetales, de analogos a la hIStona H1° de an1ma1e* f

cual, junto con la H5, constituyen ]as”h1_tonas de menor PM
entre las que conforman la fam111a,H1 enfaqjma1es (12.56)3
Existen diversos reportes en la 1ité§§tuféb(i4 23"61)‘que
muestran la acumulac1on de Ta H1° asoc1ada a teJ1dos que han
terminado su proliferacidn celular. func1ona1mente maduros,
y completamente diferenciados; por e]lo'se ‘ha cons1derado
que esta histona ésté relacionada con la expresidn de funcio
nes diferenciadas de las células. Este seria el caso del te

jido escutelar de 1a semilla.

———————

Los patrones electroforéticos -del eje embrionario mues-
tran otras bandas de mayor PM, que rebasan los 30,000 d (ta-
bla IV, carriles a y b). Dado este valor de PM, se puede su
gerir que se tratan de dimerosvnatura1es de las histonas H2a
o H2b. 0 bien podrian deber su existencia a la formacidn de
complejos ubfquff&ﬁﬁ;ﬁ]?f?ts“uniéh de la ubiquitina a 1as
proteinas, se hé'aébéfado.con el recambio de las miémas;bco-
mo sefal de inicio . para su degradacidn (30). Sin embargo se
requeriria mayor experimentacidn para poder definir la iden-

tidad de las protefnas contenidas en esas bandas.

FELZLLIIL



Las bandas en el patron e]ectroforético del callo del ma1z -
no aparecen biendefinidas; es sobre todo ta ausencia tan no
table de proteinas en la parte superior, lo que indica una
degradacidn de la muestra (fig. 7)., Se sabe qu; estdsfteji
dos presentan una abundante cantidad de proteasas (65), la
cual aparentemente subsiste a pesar de la presencia del in-
hibidor PMSF, y;aE]dsvcuidados tenidos durante 1a manipula-
cion (céﬁdiqféngs de temperatura de 0-4°C y almacenaje a
T

Sin eﬁbargo otros autores (40) lograron obtener un pa-
tron electroforético de las histonas de los catlos del maiz
bastante claro. E1 cual, comparado con los patrones de los
tejidos del maiz con mayor grado de diferenciacién, presen-

ta grandes diferencias, principalmente en la zona de las

R

histonas H1.



CONCLUSIONES



1. Existe una.-similitud muy grande -en peso molecular y de-
terminantes anfigénicos- entre las histonas de animales
y las de végetales; a pesar de encontrarse tan alejadas

filogenéticamente.

2. Se observd una correlacidn entre las variaciones en los
patrones electroforéticos de las histonas y los diferen
tes estados de diferenciacidn celular de los tejidos em-
bionarios del maiz, lo cudl sugiere que las histonas tie
nen una importante funcidn durante la germinacidon de las

semillas.

3. Existe en los tejidos del maiz una variante H1, cuya ocu
rrencia y caracteristicas electroforéticas, sugieren que
se trata de una histona funcionalmente andloga a la va-

riante H1° que se ha encontrado en los animales.

4, Se determinaron los pesos moleculares de las histonas de
los tejidos embrionarios del maiz al inicio y al final -

de 1a germinacion.

De esta manera se cumplieron los objetivos propuestos al
inicio de la presente investigacion para demostrar la hipdte

sis planteada.
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