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ABREVIATURAS EMPLEADAS 

o 
A angstroms 

d daltones 

O.O. densidad óptica 

EDTA ácido etilén diamino tetracético, sal sódica 

mA mili amperes 

nm nanómetros 

pb pares de bases 

PM peso molecular 

SOS dodecil sulfato de sodio 

SSI solución salina isotónica 

T tiempo 

Tris tri-(hidroximetil) aminometano 

HMG proteínas no histónicas, del grupo de alta movilidad 



RESUMEN 

Se extrajeron y purificaron histonas de ejes embrionarios 

y escutelos de maíz al inicio y al fin de la germinación. Se 

obtuvieron también histonas de callos de mafz. 

Se analizaron los comportamientos cromatográficos y elec 

troforéticos de las histonas del maíz y se compararon con los 

de histonas provenientes de una fuente animal -timo de terne­

ra-. Se comparó 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 SOS, 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 C! 

racterísticas entre 1 os tejidos del maíz durante la germina­

ción, en estados de di fe renciaci ón y desarrollo específicos. 

Los resultados obtenidos son consistentes con la hipóte­

sis de que las histonas tienen un papel activo en la regula-­

ción de la expresión genética. Se demostró, además, la exis­

tencia de una variante similar a la Hlº de mamíferos, quepo­

dría desempeftar una función especifica en la cromatina del es 

cutelo del mafz. 



INTRODUCCION 



Las histonas son constituyentes básicos de la cromatina, 

con una función estructural escencial, y probableménte ·una 

muy importante función reguladora. 

La presencia de variantes histónicas específicas, princi 

palmente de la histona Hl, y la ocurrencia de modificaciones 

postsintéticas, se han asociado con funciones y estados de di 

ferenciación y desarrollo específicos. Esto sugiere que las 

variantes de las histonas Hl difieren funcionalmente unas de 

otras, y que pueden estar involucradas en les cambios estruc­

turales de la cromatina que se requ·ieren para la expresión se­

lectiva de los genes. 

Una de las variantes que se han encontrado relacionadas 

de manera más característica con los procesos de diferencia­

ción y de desarrollo de los organismos animales, es la histQ_ 

na Hlº, la cual está presente en tejidos maduros con alto gr! 

do de diferenciación y de baja proliferación celular. 

La información existente respecto a las histonas veget~ 

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 veg~ 

tales de una variante con función análoga a la Hlº. 



Investigar la existencia de esta histona Hlº, es tanto 

más interesante cuanto que una de las características distin 

ti vas de los tejidos de mamíferos, _es la irreversibilidad 

del proceso de diferenciación celular, lo cual no parece aplj_ 

carse en los tejidos vegetales. 

Hipótesis de trabajo : 

El patrón de variantes Hl en los tejidos del maíz, debe 

ser distinto y característico del tipo de tejido. Si esto 

es asi, entonces deber5 existir una correlación estrecha en­

tre las variantes Hl presentes en un tejido y su grado de di­

ferenciación y de desarrollo durante la germinación. 

Los objetivos que plantea la presente investigación son, 

analizar los tipos de histonas presentes en diversos tejidos 

del maíz en diferentes estados de diferenciación y desarrollo, 

, enfatizando la bGsqueda de las histonas que posiblemente po­

sean una función en la regulación genitica, principalmente la 

Hlº, así como determinar los pesos moleculares de las histo­

nas del embrión del maíz, de manera que se cuente con una ba­

se sólida para su caracterización. 



ANTECEDENTES 



l. Ultraestructura de la cromatina. 

En las células de los eucariotes los cromosonas están 

constituidos por cromatina, la cua·l está integrada por ADN 

- que contiene la información genética·-, proteínas - que son 

el componente mis abundante y de entre las cuales las histo­

rias son las que se encuentran en mayor cantidad-, y ARN (16). 

En micrografías electrónicas la cromatina aparece a men_t! 

do como una "cadena de cuentas", formada por partículas esfé-
o 

ricas de 100 A unidas por fibras delgadas. Estudios de difrac 

ción de rayos X y de digestión enzimática, demostraron que es 

to se debe a la existencia de una estructura re'petitiva en la 

cromatina, se unidad básica, el nucleosorna (41). 

o 

El nucleosoma es un disco aplanado de 110 A de diámetro 
o 

y 57 A de espesor, consistente en 146 a 240 pares de bases de 

ADN dando dos vueltas al rededor de una unidad hi stóni ca cen-

tral o "core" formada por dos moléculas de cada una de las 

histonas H2a, H2b, H3 y H4 -un octámero-. Una quinta histo­

na, Hl, tambi~n se encuentra asociada con el nucleosoma, pe­

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

o 
La serie de nucleosomas forma la fibra de 100 A que con~ 

tituye el primer grado de organización de la cromatina. 

El siguiente nivel de enrollamiento de la cromatina se 

puede describir como la formación de una espiral a partir del 



o 
fil amento de 100 A, dando lugar a una estructura superenro-

o 
llada llamada solenoide, la cual tiene un diámetro de 300 Ay 

está constituida de 6 nucleosomas por vuelta de solenoide 

( 53). Este solenoide de 300 A, parece ser idéntico a 1 as 

gruesas fibras de cromatina inactiva que se observan .i!l vivo, 

en el núc;leo de la mayoría de los eucariotes (4). 

Para alcanúr·el plegam{ento de un cromosoma rnitótico, 
.: . . ,• ' ' ·;·· .,' . . o 

a partir de Ta· fibra".. de •,300 '..A se generan dos órdenes de CD]!! 
~... ; . ' ~>:::·<·: .:!;:::::: .· ·. ';: ' 

pactación, en los:q~.e 1nter.vi.enen .además proteínas no hist~ 
'<. '· .·', .\~,: .. ·::·:'. 

nicas (78). 



Nucleosoma ~ 200 pb 

1------ 0.80 pb -------t 

Unidad hlstónlca central 

( Octárnero constltuído por 
las hlstonas H2A, H2B, 
H3 y H4.) 
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Figura l. Ultraestructura de la cromatina. 



JI. Histonas. Su situación en la cromatina. 

Existen básicamente cinco tipos de histonas que ~scon deno 

minadas Hl, H2a, H2b, H3 y H4. 

Las histonas son proteínas muy conservadas a lo largo de 

la evolución. Hay relativamente poca variación en íla secuen-

cia de aminoácidos de las histonas provenientes aGn de orga-

nismos muy diferentes. De entre ellas las más con:servadas 

son l a H 3 y 1 a H 4 ( 3 5 ) ; y en l a que ex. i s te un a m a¡y o r va r i a - -

ción es la Hl, la cual presenta diferentes variantes.en los 

tejidos de un mismo organismo (15). 

Las histonas son proteínas relativamente pequeñas, de a­

proximadamente la misma longitud -excepto por la Hl que es -

del doble de largo de las demás-, con aproximadamente un 20% 

de sus aminoácidos cargados positivamente -lisina y arginina­

Y el resto mayoritariamente aminoácidos neutros (1), lo que 

las convierte en las proteínas más básicas que hay en la ero 

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 formación 

de la cromatina. El tetrámero (H3) 2(H4) 2 define la zona cen­

t r a l de 1 a v u e lt a de l a s upe r h é l i ce de A O N , mi en t r.a:s q u e dos 

dímeros (H2a) (H2b), ubicados uno en cada cara del t,etrámero, 

unen ADN adicional y completan las superhél icPs (41) .. En 

cuanto a la histona Hl, también llamada de enlace, se 2ncue! 



tra fuera del nucleosoma, uniendo simultáneamente ambos fi-

nal es del ADN de las dos vueltas que conforman el nucleoso-

ma ( 2) • 

Se ha estudiado también la interacción entre la histona 

Hl y el octámero interno. Su estructura primaria y datos o!?_ 

tenidos de su conformación en solución (5, 25, 39) indican 

que las moléculas de Hl están compuestas de tres dominios es 

tructurales: 

i) Un extremo que compende la reg1on amino-terminal, y que 

abarca los residuos 1 al 39 [: 4) 

i i) La región globular central, que se extiende del residuo 

3 9 [ : 4] al 11 6 [ : ~ , la e u a 1 es r i ca en res i duo s no p o -

lares y contiene la mayoría de los residuos ácidos de la mo­

lécula, y 

iii) El extremo que comprende la región carboxilo-terminal 

compuesta de los restantes 190-225 residuos de aminoácidos. 

Solo se conocen estos ci neo tipos de histonas, las cua-

les se encuentran a través de 1 a amplia gama de 1 os organi.?_ 
,, 

mo s e u cario t es . Las h i s ton as H 5 ( 7 5 ) , H 1 ( 61 ) , H l ( f l ) - -

(2), Hle (9), RTL-3 (37), etc., han sido consideradas corno 

versiones especializadas o variantes de la histona Hl. 



111. Función de las histonas. 

En un principio se creyó qui las histonas se encontraban 

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

El hecho de que sólo existan cinco clases de histonas, y de 

que se encuentren tan conservadas a lo largo de la evolución, 

hacía pensar a los investí gadores que su papel era puramente 

estructural: "En los cromosomas de los eucariotes, las histo­

nas están implicadas en el superenrollado del ADN, bien sir­

viendo como elementos estructurales, o bien para cubrir o re­

primir a determinados segmentos específicos del ADN ... " (45). 

Posteriormente se les asignó otra localización, pues la 

información existente sugeria que se encontraban cubriendo al 

ADN, y que probablemente tenían un papel importante en la for 

mación de partículas nu o nucleosomas {74). 

Más adelante, a pesar de tenerse un conocimiento más el~ 

ro de la localización de las histonas en la cromatina, y de 

la estructura de la misma, aún se pensaba que desempeñaban 

una función arquitectónica indispensable para la organización 

del ADN en la cromatina, lo cual no deja de ser cierto, pero 

ya se empezaba a sospechar que su función en la cromatina no 

era solamente estructural. 

De esta forma, aún cuando hasta hace pocos años no se les 

asignaron funciones reguladoras, el estudio de su función en 

la estructura de la cromatina, fué lo que condujo posteriorme~ 



te a la conclusión de que ~enian otras funciones además de 

las estructurales. 

Weintraub y Groudine en 1976 (77) postularon que en las 

cé1u·1as de los eucariotes, un conocimiento detallado de la 

estructura de la cromatina podria proveer de conocimientos 

acerca de cómo se regulan lo~ genes. Para entonces ya había 

observaciones que demostraban una relación entre la estructu 

ra de la cromatina y su actividad biológica. Estos autores 

realizaron estudios tratando con desoxirribonucleasa a la 

cromatina obtenida de los nucleos de varios tejidos, y sus 

resultados indicaron que la cromatina de los genes activame~ 

te transcribibles poseía una estructura diferente a la de las 

regiones no transcribibles; y que probablemente, los genes 

activos se encontraran asociados con las histonas, en una 

conformación en la cual su ADN asociado era particularmente 

sensible a la di_gestión por la enzima. 

Posteriormente, Kornberg y Klung en 1981 (41) indicaron 

que las histonas no estaban directamente involucradas en la 

expresión de la información genética, pero que tal vez facili 

ten los cambios en 1 a estructura de los cromosomas en 1 a ex-­

presión selectiva de los genes, cuando son transformados al 

estado activo. A pesar de que se conocía poco acerca de esa 

transformación, desde entonces ya se sabía que la croraatina 

activa, al igual que la inactiva, se organiza en nucleosomas 

que mantienen la periodicidad a lo largo de la cadena de AD~. 



También se sospechaba, que al ser transformada al esta­

do activo. la estructura de los nucleosomas cambiaba a una 

forma abierta con propiedades que facilitarían la transcrip­

ción, la cual fué posteriormente llamada lexosoma por Prior 

et al (63), y en la cual interviene de manera importante la 

hi stona 113. 

En 1982, Weisbrod (78) reporta que la regulación de la 

expresión genética es un mecanismo fundamental en el desarr~ 

lle y supervivencia de los organism0s eucariotes, y que la e2_ 

tructura de los cromosomas está directamente relacionada a 

esta regulación, pues, al menos en la mayor parte de estas 

estructuras, el ADN en el núcleo se encuentra demasiado com­

pacto como para ser alcanzado por el aparato transcripcional; 

por lo tanto, la estructura espacial de la cromatina de los 

genes que se están transcribiendo -aproximadamente 10 a 20% 

del total-, tiene que ser diferente a la del resto del ADN. 

Tanto los genes del metabolismo basal - aquel los que se están 

expresando en todos los tipos celulares de un organismo-, CQ 

mo los genes que distinguen un tipo celular de otro, existen 

en la conformación activa. 

Una forma fundamental en la cual la conformación de la 

cromatina puede ser madi ficada, es por medio de cambios en 

la estructura de las histonas (64), los cuales son báslcamen 

te de dos tipos: 

-Cambios debidos ! variaciones en la secuencia primaria 

de las hlstonas. Se han reportado a la fecha variantc~s de es 



te tipo en todas las hi stonas, excepto en la H4 ( 47 ,69), y 

se han descrito subfracciones específicas de especie, de te 

jido, y de gen (28). En la mayoría de los casos la partic_!_ 

pación de las variantes en la estructura de la cromatina, y 

en su función, no está claro, pero la ocurrencia de cambios 

en los subtipos de histonas durante el desarrollo, en etapas 

específicas, sugiere que son importantes en el proceso de di 

ferenciación (33,78). 

-~mbi~ debid~- ~modificaciones postsintéticas ~ ~ 

histonas. 

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

nes (32),etc. 



IV. Modificaciones de la cromatina. 

La estructura de la cromatina y por lo tanto su función, 

puede ser modulada por modificaciones en selectas regiones 

del genoma (1), estas sutiles pero biológicamente importantes 

diferencias en organización de la estructura de la cromatina, 

pueden ser causadas, tanto por cambios en los aminoácidos que 

especifican cada variante histónica como por una serie de mo 

dificaciones postsintéticas de las mismas (28). 

Se ha sugerido que la presencia de las variantes, está 

íntimamente relacionada a la remodelación de la cromatina d~ 

rante el desarrollo de nuevos tipos celulares, produciendo di 

ferentes configuraciones características del estado en que se 

encuentra (46). Mientas que las distintas modificaciones 

postsintéticas que pueden sufrir las diferentes variantes his 

t ó n í e as , con t r i bu y en a 1 es ta b l e e i mi en to de estad os es true tu r ! 

les transitorios (52). 

l.) Variantes histónicas. 

Existe una gran cantidad de evidencias que demuestran la 

existencia de distintas variantes histónicas en los tejidos 

de algunos organismos, en la mayor1a de los casos existen mfis 

de dos variantes de cu~lquier clase de histona -excepto H4-. 

Spiker (71) ha propuesto que las variantes histónicas 

intervienen en el control de la expresión genética, a 1 estar 

involucradas en la estructuración de la cromatina en sus for­

mas transcribible e inactiva, sus datos sugieren que cambios 



en la expresión genética, están correlacionados con cambios en 

la población de las variantes histónicas presentes en las célu 

las. Este autor propuso, también,. algunos mecanismos para ex­

plicar como estas isohistonas afectan la expresión genética. 

Una primera pos ibi lid ad sugiere que las diferentes variantes 

puedan interaccionar específicamente con las protelnas no his­

t ó ni ca s del grupo de a lt a 1110 vi 1 i dad , p a r a dar l u g a r a es t r u et u 

ras de la cromatina potencialmente transcribibles. 

Otra posibilidad es que estas isoformas difieran en la 

longitud de las interacciones histona-histona en las cuales 

se encuentran involucradas, lo cual podría afec.tar la estabi-

1 idad del solenoide y su enrol lamiento. 

Spiker ha sugerido también que la fosforilación puede te­

ner una función importante, lo cual se ve fuertemente apoyado 

por algunos trabajos (71). 

Se ha confirmado la existencia de una síntesis especifi­

ca de variantes histónicas en los distintos estados del desa­

rrollo temprano del erizo de mar (22). Y en tejidos vegeta­

les, se ha podido ver que la síntesis selectiva y la unión 

de variantes especificas tienen una función importante en el 

proceso de diferenciación celular; y que tal vez la proteóli 

sis de algunas histonas específicas muestre también una acti 

vidad·importante en el sistema (3). 

a. Histona Hl. 

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



yor peso molecular, y la distribución de los aminoácidos que 

la componen es la siguiente: en los extremos se encuentra la 

mayoría de los aminoácidos básicos, mientras la región central 

es rica en residuos hidrofóbicos (17). 

Al igual que el resto de las histonas, las Hl son prote_i 

nas nucleares que no se extraen de la cromatina con NaCl O. 35 M 

y tienen una movi~idad electrofor~tica caracteristica; pero a 

diferencia de las histonas del centro del nucleosoma, las Hl 

son solubles en ácido perclórico 0.5 - 0.83 M (46), y se tiñen 

de manera caracteristica y distinta a las histonas del "core" 

al ser tratadas con algunos colorantes para electroforesis --

83, 84). 

El grupo de proteinas que integran 1 a clase Hl muestra 

una gran variación filogenética, son, en cuanto a su estructu­

ra, la familia más diversa (50). 

Basándose en su estructura primaria se considera que con­

forman la familia de histonas ricas en lisina. 

La primera función de la histona Hl 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 fa mi 1 i a e o n tiene varias especies rno lec u l a res o va r i a n 

tes aún dentro del mismo organismo, y cuya combinación varía de 

acuerdo al estado final de diferenciación, desarrollo e induc-

e i ó n hormona 1 ( 60) . 

Dado que las variantes Hl tienen diferentes estructuras, las 



uniones entre nucleosoma y nucleosoma seguramente están con~ 

tituídas en diferentes formas; se ha propuesto que las hist~ 

nas Hl tienen la capacidad para adaptar la estructura de la 

cromatina a diferentes arreglos dependiendo de el estado de 

desarrollo y de diferenciación por los que va pasando el te­

jido. Las diferencias en los subtipos Hl, así como 1 as madi 

ficaciones -fosforilaciones principalmente- que sufren, pue­

den contribuir a los cambios en la estructura de la cromati­

na. La proporción de los subtipos Hl presentes en una célu­

la particular, puede por tanto estar relacionada al grado de 

empacamie11to del genoma (31). Actualmente está. bien establ~ 

cido que diferentes células y tejidos animales tienen propoE_ 

ciones diferentes de las variantes Hl, las cuales cambian du 

rante el des;irrollo (62,76),y que cada variante puede llegar 

a contener ha~i.a tres fosfatos (18,34,46). 

Histona HS. 

Una de las variantes Hl más 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, 6 6). 

Durante la eritropoyesis en las aves,la H5 se sintetiza 

aún en ausencia de síntesis de ADN, y va aumentando gradual­

mente su concentración hasta llegar a una proporción de 3/1 

en los eritrocitos maduros respecto a Hl (54). 

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



·Una gran homologia en la secuenciad~ amino&cidos (2). Las 

mayores diferencias entre ellas son, una deleción de 12 ami~ 

noicidos en la región amino-terminal de la HS, y una diferen­

cl a en composición de aminoicidos en su región carboxilo -ter 

minal (56). 

La histona H5 tiene una función muy importante en mante­

ner a la cromatina en un estado altamente reprimido (8), pues 

parece estar involucrada en la inactivación trascripcional. 

La aparición de la H5 en los núcleos de ave no correlaciona 

bien con la represión de la síntesis de ARN. Sin embargo, 

la fracción no fosfori lada de esta variante -·que se encuentra 

fosforilada al acabar de sintetizarse-, si presenta una buena 

correlación con el decremento en la síntesis de ARN, de los 

eritrocitos en proceso de maduración ( 19). 

Histona Hlº. 

Esta histona ha sido asociada con la regulación de la pr~ 

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

Hlº tiende a aparecer y acumularse en relación directa 

con la terminación de la maduración celular, en tejidos de m2_ 

miferos en los cuales la proliferación ha cesado o es muy le!)_ 

ta, así como durante la regeneración de los tejidos. Se ha 

demostrado que los niveles celulares de Hlº son inversamente 

proporcionales a la velocidad de síntesis del ADN y de la di­

visión celular (60, 61). 



La hlstona Hlº muestra una gran importancia en la dife­

renciación, y en el mantenimiento del estado madu-ro diferen­

ciado de áJgunas células,. suprimiendo la actividad· metabóli­

ca y funcjonal de lá.cromatina (12;23;60). Los. nivel.es de 

la Hlº est&n asociadós con un cambio funcional en células iil 

di viduales, por ello se ha considerado que la sintests de la 

Hlº es un mecanismo que altera la estr~ctura y función de la 

cromatina (14,23,44). 

La presencia de la Hlº parece estar adem~s relactonada 

con la expresión de las funciones diferenciadas de las célu­

las. Esta sugerencia se basa en la respuesta ~e ciertos ór­

ganos blanco, cuya función y mantenimiento dependen de los 

niveles hormonales. En estos tejidos seha observado que la 

histona Hlº se pierde cuando la hormona disminuye su concen­

tración y aparece nuevamente cuando aumenta (12). 

Los órganos en que se ha detectado esta variante1son el 

hígado, el pancreas, el riñón, el cerebro, la retina,1los 

músculos estriados y esqueléticos, el cristalino, el bazo y 

los eritrocitos nucleados (12,14,23,44,60,70). No hay est~­

dios suficientes que permitan saber si en vegetales existe 

esta variante. 

b. Histonas H2a y H2b. 

Las histonas del centro del nucleosoma proporcionan la 

base sobre la 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 fisiológico de la célula 

( 3 8). 

De esas hi ston'as; las H2a y H2b son 1 as menos conserva-

das y de ·las. que han sido encontradas más variantes .y en muy 
.,.·''·· 

•,., < •• ·, 

di versos organismos. Sus secuencias primarias contienen. mu-

chas lisinas, aunque en menor cantidad que en Hl.(35); 

la familia H2a consiste de diversas variantes>~: las que 
. . . 

se les ha denominado 1, 2, 3,.x, z, t, .w;· et'c..(7!Í,81). De 
·,· '' 

la familia H2b también,'.se.han},npontrado·'·v~·riañtes, 1, 2, 3, 

específicas de esper~á;~fr,;>(2f;.79¡, · Se•h~ observado - en 

levadiJras-·que JÓs'/sJbt{pos,~é':'~2b varían a lo largo del ci-
. '-~ . ; : ... ·~ ¡_,. '. 1 ·,. - • • ,' '' • - - ' ' ' ,:-,· 

' .:·: ' 

c. Hi ~tóna' H3. 

la histo.na H3 es rica en ar'ginina (38). Es, en realidad, 

una mezcla de 3 componentes o subtipos denomina.dos l, .2 y 3 

(26), cuyas secuencias primarias están tan bien conservadas 

que solo hay diferencias .en 5 a.min<iácidos entre las H3 del 

chícharo .v lá~ del· humano'.(82). También se ha encontrado un 

gen que probablemente c'odifique'para una variante H3 que no 

es ninguna ci~:,¡~·s·!inteHkres·;~~nque se asemeje a H3.3 (69). 
'~'- i· " " ·,.·.).:._:,:; 

·.·.:> ':·:\··.,,_~~:- -~<', ' J \~ ~ > :,.__: ):''\-'_'.t:;,' :,·. . . 

En elhfgadO'H'el,~erebro'.y/~l riñón dél ratón, y los 

linfocitos;; la\Hi·s;o·~'i,:~3\f'é;ét'.la variante que domina; 

mientras que en l~s ·~e1Ú{a~\e'k;;~·oliferación, la H3.3 es g~ 
ne ra l mente el menorcomporie:n t~·:(~2). 

· .. '.1··. 



La histona H3 posee además un importante papel en· la fo! 

mación de lexosomas. Estos son un tipo especial de subunida­

des nucleoproteicas, que se localizan en las regionesactivas 

del ADN, y cuyas propiedades facilitan su transcripci6n~ .La 

transici6n del nucleosoma al lexosoma involucra un rearreglo 

espacial de las histonas del "core". Esta estructura extendj_· 

da mantiene unidos sus extremos por medio de las histonas H3 

{63,64). 

d) Histona H4. 

Respecto a H4 no se han encontrado por electroforesis, 

variantes que puedan distinguirse (47), sin embárgo, se han 

encontrado diferentes ARN mensajeros que codifican para ella 

por lo que no se descarta la posibilidad de que también exis­

tan variantes de esta proteína (48,69). 

2.) Modificaciones Postsintéticas de las histonas. 

Algunos cambios importantes en la organización estructu­

ral de la cromatina, parecen estar regulados por modificacio­

nes reversibles y temporales de las histonas, tales como fos­

foril aciones, acetilaciones y "ubiquitinizaciones" (30,52). 

Por ejemplo, algunos residuos de lisina en posiciones .especi­

ficas de la cadena pueden ser acetilados, mientras que otros 

residuos de serina y treonina son fosforilados. Solo una 

fracci6n de cada tipo de histona es covalentemente modifica­

da, de modo que algunos nucleosomas contendrían histonas mo­

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



cienes suceden en aminoácidos que ha sido especialmente con­

servados durante 1 a evolución, es muy probable que tengan una 

función importante en la célula. 
- . ' :··· ' . 

Las histonas se encuentran entre las)prot~foas· q~e más 

pueden ser modificadas, estos cambios pr,0~·0
1

~cion~~Yún.gran 
. . :~ . .' . '. . ' . -' .. ; .. . . '· ·: .'- . 

potencia 1 de heterogeni ci dad estructural',\Y: f,~ncional .:entre 

las diferentes regiones cromosomales{47f;:· 
. ' . . . -. ¡: ;.~. ,' . ' ·. 

a) Fosforilación. 

De entre las modificaciones antes mencionadas, la fosfo 

rilación de las histonas, principalmente de las Hl, es cuan­

titativamante la más significativa, y es, a decir de algunos 

autores, el mejor candidato para ser el factor regulador de 

la condensación cromosómica (52). Diferentes fosforilaciones 

de Hl pueden tener diferentes efectos en la estructura de la 

cromatina a través.de los cambios conformacionales que sufre 

la histona con dichas .fosforilaciones (31,50). 

Esos efectó's·,;se pueden agrupar básic~~ente .eii dos"tipos: 

- Efec~¿,~;,:~.'X'1 'fa actividad genéticadife~enéfa1
1

;'/\' 
La fosforilación de las variantes ·Hl .en; ~idos especí 

, .. ,·,·.:·.·.· ... ·,"·.: '·-,.-.. -
fices de sus moléculas produce descori'derisaciones temporales 

en ciertos lugares de la cromatina, l,o'tjúe>permite la expre-
. - - '\. 

sión selectiva de los genes que se."locálizan en esas regiones. 

Y puesto que las histonas Hl se fo~forilan en sitios distin­

tos, en respuesta a situacidnes fisiológicamente distintas 

-dadas por los estados de diferenciación y de desarrollo por 

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



ción es un factor importante en la regulación de la expresión 

genética (22,71). 

- Efectos en 1 as alteraciones' conformacionales de la cr.Q_ 

matina durante el ciclo cetular : 

La cromatina debe sufrir múltiples alteraciones transit.Q. 

rias en su estructura a lo la~go del ciclo celular; durante 

la fase Sel ADN debe.hacerse accesible a la ADN polimerasa, 

y mBs tarde, durante la mitosis, se debe doblar y compactar P! 

ra formar cromosomas mitóticos. La histona sufre fosforilacio­

nes en varios sitios, relacionadas al ciclo celular, principal 

mente durante 1 a fase S y la mitosis, de esta mánera, 1 a fos fQ. 

rilación de las Hl permite a la célula relajar su cromatina P! 

ra replicár su material genético, sin necesidad de reemplazar 

durante cada ciclo celular, histonas que condensen y desconde~ 

sen alternativamente su ADN (31,46). 

Se han detectado también fosforilaciones importantes en 

histonas H3 y H2a (51,71). 

b. Acetilación. 

Varias de las modificaciones de hs histonas son rápida­

mente revertidas después de que ocurren, y de entre ellas des 

taca la acetilación. Constantemente grupos acetilo están 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 rápidamente el P! 



trón de acetilación de sus nucleosomas, en respuesta a señales 

apropia das. 

Se piensa que esta aceti1ación de las histonas se encuen­

tra relacionada con la activación transcripcional, viéndose i-n 

crementada en los genes activos, pues aparentemente produce un 

incremento en la síntesis del ARN al proporcionar el acceso de 

la ARN polimerasa a un gen activo (78). 

La acetilación ha sido observada principalmehte en las his 

tonas H3 y H4 (80), 

c. "Ubiquitinización". 

Otra modificación reversi.ble' de.las histonas, es la que se 

da por la unión covalente de la proteína de 76 aminoácidos lla­

mada ubiquitina, a lOl a 20% de las moléculas de la histona H2a 

en una célula. Este: complejo ubiquitina-H2a fué llamado A24, 

aunque actualmente se usa el prefijo U para denotar la ubiquitj_ 

na unida a la histona: existen por. tanto UH2a.1, UH2a.2, µH2a.X, 

UH2a.Z, etc. (79). La. conjugación de estos pol ipéptidos, se 11~ 

va a cabo a través del grupo amino de la lisina 119 de la H2a y 

del carboxilo de la arginina terminal de la ubiquitina (51). 

La ubiquitina es una proteína abundante en, aparentemente, 

todas las. células eucarióticas;. su s'ecuencia ,de aminoácidos es 

una de las más .ccinserv.adas, al grádo de ser igual en humanos e 
.. ' 

insectos (20) .. Se le encuentra e'ri'las células tanto en forma 

libre, como unida a una gran vúiedad de especies proteicas, 

principalmente a la histona H2a (1;:36 1 51). 



Otro importante papel ha sido propuesto para la ubiqui­

tina, es el de servir como señal para .que las proteasas esp~ 

cifi cas hidrol izen a los conjugados· ubiquitina-proteína, pues 

se ha demostrado que para la degradación de algunas proteínas, 

su conjugación previa con ubiquitina e~.un proceso necesario, 

muy útil durante el recamb.io de proteínas, tales como las his­

tonas (10,13,30). 



METO DO LOGIA 



J. Materia l. 

Material biológico. 

Semillas de maíz (Zea !!l!ll L.) variedad H-30, adquirí~ 

das en Productora Nacional de Semillas .• ·. 

Tejidos embrionarios -eje y escutelo- d~ 2~ horas de 

germinaci6n, obtenidos de embiones. d~ mifi iembrados en me­

dio basal de Murashige y Skoog (55) e incubados a 25ºC duran 

te 24 horas, al término de las cuales los tejidos fueron dl 

sectados manualmente, e inmediatamento congelados a-50ºC. 

Callos de maíz de la misma variedad, obteni~os de ejes­

embrionarios de semillas maduras en medio de Murashige y 

Skoog, en presencia de MCPP (ácido 2-metil-4-clorofenoxipr~ 

pi6nico), y subcultivado en el mismo medio con 2 mg/l de 

MCPP, 0.01 mg/1 de cinetina, mg/1 de ácido indolacético, 

y 200 mg/1 de caseína, según método descrito por Sánchei de 

Jiménez y Albores (67). 

Conejos hembras raza Nueva Zelanda, variedad blancos. 

Reactivos ~peciales. 

Histon~s de timo de ternera, de Sigma Chemical Company. 

Estánd•res de calibración de electrof~resis para.p~ote! 

nas de bajo PM, de Pharmacia Fine Chemicals. 

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

boratories. 



EMBRION 

............... ··· "·· ...... 

Figura 2. Corte transversal de una semilla 

de maíz (6). 



Adyuvante completo de Freund, de DIFCO laboratories. 

Acrilamida para electroforesis discontinua, de Merck. 

Azúl de Coomassie R, de Sigma·chemical Company. 

Los demás reactivos se usaron grado analítico. 

~· 

Centrífuga Beckman modelo J2-21. Roto~ JA-20. 

Ultracentrífuga Beckman mode.lo L~sp. Roto'r Úp·o 40. 

Espectrofotómetro UV/Vis Pye Unicam modelo SP6-550. 

Homogenizador Politron Kinematicar.MBH. 
•. 

Equipo de electroforesis Bio-Rad modelo 220. Fuente de 

poder para electroforesis rsco modelo 490. 

Columna cromatográfica Pharmacia Fine Chemicals modelo 

K9/30. Colector de fracciones LKB modelo 2112 Redirac. 
h 

II. Extracción de las histonas del maíz. 

Todos los pasos se realizaron a 0-4º e, a menos que se 

indique otra condición {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 partículas finas. Al finalizar se dejo subir la tempera­

tura hasta 0-4ºC para eliminar el exceso de C0 2. 



Los tejidos con alto contenido de agua como el callo 

- 22 callos, equivalentes aproximadamente a 2.5 gen peso se 

co -, los ejes embrionarios y los escutelos de embriones ger 

minados 24 hr - 600 embriones- ;fueron previamente congela­

dos durante una noche a -70ºC, y se pulverizaron en mortero 

manteniendo el tejido congelado, hasta producir un polvo de 

partículas finas. 

El tejido·.pulvé'rAzad~ .. 5é,;hrirrib~enizó co.n anfo,rtiguador TBT 
-'. .·. / ·:~~:~:_ .. ·/_-·:;:,:.::·.:'.:,''.-"~/ .. L)~;~~),,_;_: .. ·r·/:X<.\~:: _ ~\· >. ... 

(Tritón X•lOO 0.5%>;.p/v;•Fris.;HCFO:OSMi pWB.1•,\B-mercaptoe-
. • •• , :-:·~,,~.- 1 . • •• j:i> ·. \'' .. . : . ' ·, . ' ·... . . ' 

tanol 15 mM); ~~;_:j6Ni'en~Ja de flaoruro fenil metil sulfónico 
; -~- '.~ 

(PMSF) o.of'.mM/duránte 2 min - B veces por 15 seg - , en un 

homogenizadó~':Po~'itrón a máxima velocidad. Se agitó durante 
\ _ .... 

10 min eri>un"'agitador Vortex a velocidad intermedia, y se 

centrifug~i 500 xg durante 5 min. 

El sobrenadante se filtró a través de "miracloth", y el 

residuo o bagazo se presionó dentro de il, a manera de obte­

ner la mayor cantidad de extracto soluble posible. Al fil­

trado se le agregó gota a gota y con agitación ligera, una 

solución de sulfato de amonio 3M hasta alcanzar una concen­

tración 0.15M, dejandose posteriormente reposar·toda la no­

che. 

La mezcla se centrifugó a 10,000 xg por 10.min y se eli 

minó el sobrenadante. 

La pastilla obtenida se resuspéndió en.,amortiguador TBT, 

el cual contenía además sulfato de amonio 0.15 M Y PMSF 0.01 

mM. 



Se homogenizfi en un homogenizador Potter durante 1 min ~4 ve­

ces por 15 seg- a ~axima velocidad. 

El homogeneizado se centrifug¿ a 10,000 xg durante110 

min, y se eliminó el sobrenadante. La pastilla así obtenida 

se lavó 4 veces con amortiguador TBM (Tris;-HCl 0.01 M, pH 8.1, 

8-mercaptoetanol 15 mM, MgCl 2 2 mM), agitando a velocidad in­

termedia en un agitador Yortex durante 3 min - ,6 veces por 30 

seg - , y centrifugando a 10,000 xg dura.nte 10 min por ca1da la 

vado. La pastilla final se resuspendió en la menor cantiidad 

posible de amortiguador TBM. 

La cromatina .resuspendida se agregó gota a gota por las 

paredes de recipientes 'que ya contenían un colchón de sacaro­

sa (sacarosa.1.7 M, B-mercaptoetanol 15 mM, Tris-HCl O.Ól M, 

pH 8.1), ~n. una proporción de 0.25 ml del colchón por cada 

ml de croinAt\~'ª'·~·u.~' se requiere agregar. Se centrifugó 1a 

60,000 x'g~~~ra~t'~>2. hr. Una vez terminada la corrida de .·.-.. >~ :'(' .;'.'./ :;·;~·-- ,, '.',',' . ' ' ' cen. 

trifugacifi!i(se· .. e1;rinin6 por succión el colchón de' saciarosa y 
. ,':·. {;'~¡·.i·:· • ''.\ ',. ·.· ·.·: 

se obtuvó')uria pasti 11 a gel ati nos a, 1 a cual se 1 avó dos veces 

con amortiguador TBM, centrifugando a 15,000 xg durante 10 

min p~r ca;d.a lavado; obteniendo la cromatina pu1•ificada,1en la 

pa s t 111 a.·· fina 1: 

La' cromatina se lavó 3 veces con solución A (NaCl 0.35 M, 

NaOH 0.1 M, pH 7.0 .B-mercaptoetanol 15 mM), mezclando 3-0 seg 

a velocidad intermedia en un agitador Vorte,;, y centrifugando 

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



obtuvo la cromatina libre de algunas proteínas no históni-

cas . 

. Esta crom~tina se resuspendió en solución B {citrato de 

sodio 1.5 mM, pH 7.0, NaCl 15 mM, 8-mercaptoetanol 15 mM), 

y se le agre~ó gota a gota con. agitación ligera una solución 

de ácido sulfúrico O. 5 M has.t.a .alcanzar una concentración fj_ 

nal de 0.1 M. Se mantuvo en: agitación durante .4 hr, después 

de las cuales se centrjfug'ó'.~ io,ooo xg durante.JO niin y se 
. '.. ,,· ·' 

obtuvo el extracto ácido; Con,la pastii'°1a·s~'realizó la.ex-

tracción de nuevo. ¡·<···:·.·· .. :;<'';:'{ /;;Jft: .. >'·'.\:>'.' '> 
',' . , , ·• '-'·1·:-·: ·~:, -~- ,'.:;,·'e 

A 1 extractó á c i do~e·:1 .• j/~.·~1hi;~1a'[,~n,j::;'.~:~;i~:~e.~~s ·.de eta n.o 1 

absoluto enfriado· a :~20CIC·í·y,:sey;conservo en ·reposo a .ést.a .. ; ~ . . . ~ ' . ' ' ·,, . ,: . ' '. . . . . . . -

temperatura durante .48 hr; 'pi;~c:tpi~~ndo ásí ias 'histonas prg_ 

sentes en el extracto. L'a suspensión fué centrifugada a 

10,000 xg durante 5 min, eliminándose el sobrenadante. La 

pastilla formada se lavó 2 veces con etanol 95% frío, el cual 

se elimina centrifugando y decantando el sobre'nadanté~ para 

obtener así una pastilla de histonas que se almacena a, 0-4ºC. 

III. Extracción de las histonas Hl. 

La obtención selectiva de las .Hl se realizó por medio de 

extracciones con ácido perclórico 0.74 M a.partir de las his 
. ''":··-~\\•' · ..• ,. ,>;':.': ' -

tonas total es, durante una noche :ao .. , ... ' ' 4.°c';;_;Af cabo de este 

tiempo se ·centrifugó la muestra•·a')q,o_oo· ~g du.rante 20 min. 
. . . ','·.· . ,, '·.. ·:' 

El sobrenadante contiene las histonas/Hl; ·.El .ácido perclórj_ 

ca se eliminó neutralizando. l'a ~C>1uÚ6n con Tris-base y se -



dializó contra amortiguador Tris-HCl 0.01 M. El dializado se 

almacenó a -20ºC. 

IV. Electroforesis en placas de geles de acrilamida-SDS. 

Para la preparación de los geles se utiliiaron versiones 

modificadas de 1 a técnica de, Laemml i (42) adaptadas a nuestros 

sistemas. Se emplearon tanto placas de.acrilamida',d_econcen­

tración continua, como en gradientes. Los geles-,.-_tanto sepa­

radores como concentradores, se prepara~º":ª partir de una S.Q. 

lución basal de ácrilamida 30%.p/v y'N,.N1 .:.bis-mefilenacrila­

mida o.a%_p/v. -L_os geles separadores conten~an los siguientes 

reactivos Jris•HCl o. 75 M, pH a.a, sos o.2t, y se polime-

rizaron· por la adiCión. de N,N,N,'N' • tetrametil etilendiamina 

(TEMED) O~l% y persulfato de amonio 0.1%. 

Antes de aíladir el persulfato de amonio, se eliminó el ai 

re de las soluciones, y para .evitar que el borde del gel que­

dara rugoso, se colocó sobre él una capa de agua mientras po­

limerizaba, misma que fué retirada para agregar el gel _conce!!_ 

trador. Dependiendo del tipo de gel que se tratará, se recu­

rrió al uso de un formador de gradientes para lograr la concen 

tración de _acrilainida requerida. El qel concentrador de 5% de 
. ' '. . ' . ~ . . ' 

acril amida .. ~en todos los ¿~-sos~- co'ntenia .; Tris-HCl 0.25 M, 
.,, ' . "",¡.,!. 

pH 6.a, SOSÓ'.2%, ·y se ~o:li~.e~'.fzf-de la m.isma manera que los 

geles~eparadores. 

Las muestras se disolvi~r6n en el amortiguador de muestra 



diluido 1:5, constituido por Tris-HCl 0.05 M, pH 6.8, SOS 1%, 

B-mercaptoetanol U, EDTA 0.02 M y glicerol 10%. Para asegu-

rar una completa disociación de las histonas se agregó B-mer­

captoetanol 5% a las muestras y se sumergieron en agua hirvien 

do durante 1 min. El amortiguador que se utilizó durante las 

corridas estaba constit.iddq po.r Tris-HCl 0.025 M, pH 8.3, glj_ 
,,:_,,. 

cina 0.192 M y SOS 0:1%;'; Ia'~.léctroforesis se efectuó apli-­

cando una corriente cons~ante·de 2 mA por carril, enfriando 

con un baño de agua 'corriente, hasta que el indicador del fren 

te de corrida (azGl de br~mofenol 0.002% en agua) alcanzó el 

extremo inferior del gel. 

Una vez terminada la corrida, los geles se tiñieron dura~ 

te 1 hr con azul de Coomassie 0.2% en metanol 50% y ácido ac~ 

tico 7%. El desteñido se realizó con ácido acético al 7%.en 
agua. 

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

tograffa de exclusión molecular. 

Para separar cada una de las familias de histonas a par­

tir de una muestra de histonas totales, se utifizó la ~romat~ 

graffa de exclusión molecular, empleando comb matriz intrte 

el BioGel P-60, 100-200 .. "mesh" (71). 

fué HCl 0.01 N saturado con ¿loroformo. 

El eluyente; utilizado 
' ' . ·'.0'- •'. ' 

·pará;'e{montÚe· del 
..· ., .'.'.,. ,... ' . 

sistema se recurrió al uso de columnas de vidrt~;:a'c~esorios, 
... ' .·:<~;. . 

mangueras y recipientes resistentes a la ac~ión de:disolven-

tes orgánicos, pues el empleo de un eluyente de ~ste tipo no 

permitió el uso de otra clase de material, 



Preparación de la columna 

El gel se hidrató durante 18 hr a temperatura ambiente; 

se empacó en una columna de 30 cm ·de'largó y'i.5 cm de diám~ 

tro, y se equi 1 ibró con el el uyente·:,, la présión .soportada 

por la columna fué 40.cm"Hg; Ei'voluinen. vacío, determinado 

con azu 1 de dextrán en HCl o. r'.;N .·-disolvente de 1 a muestra­

fué de 16 ml. 

Para el análisis .se aplicaron 4.75 mg de histonas en 0.7 

ml del disolvente de la muestra, y.se recogieron ·12o·muestras 

de 1 ml -22 gotas- mediante un colector de fracciones con flu 
.;. ' 

jo de 9 gotas/min. Se determinó la absorbancia', a ·230 nm de 

cada una de las fracciones colectadas. 

VI. Producción de anticuerpos antihistonas. 

Para la producción de suero antihistonas, se utilizaron 

conejos Nueva Zelanda blancos; y como antlgeno, histonas tot! 

les de timo de ternera. Se probó el siguiente esquema de in­

munización con el objetivo ,de producir una buena respuesta in 

mune por parte de loi animales. 

Inóculo: 

Histonas de timo de tern~ra 2 mg/ml de SSI. ........ 0.5 ml 

Adyuvante completo de Freund ......•...•...........• 0.5 ml 

Se mezclan ambas soluciones hasta formar una emulsión ho-

mogénea. 



Se aplicaron cinco inoculaciones de 1 ml cada una, con 

una semana de intervalo entre ellas. La primera dosis se a~ 

ministró repartiendo el inóculo en los dos cojinetes planta­

res posteriores, y 1 as siguientes cuatro en el músculo que 

recubre el fémur. Se esperó cuatro días después de la últi­

ma, para hacer .una sangría de prueba. Para ella, se extraj.!!_ 

ron 5 ml de sangre de la vena de la oreja. Se comprobó la 

presencia de anticuerpos antihistonas por medio de pruebas 
• 'I ' ., 

inmunológicas (ver P'ruebas de Inmunoprecipitaclón) .. . . . . . . . ' ·. .. 

Comprobada su pres~ncia se co;edió la máxima cantidad de 

sangre por medio de. púnciones car.diacas a los animales. La 

sangre se dejo coagulai} más tarde.~~ centrifugó a 3,000 xg 

por 10 min, a témperatura ambiente. El suero se decantó y 

se almacenó a -20ºC. 

VII. Pruebas de inmunoprecipitación. 

El suero obtenido de los conejos inoculados se tituló 

por medio de pruebas de inmunoprecipitación en tubos capila­

res, contra las mismas proteínas con que fueron inmunizados 

- histonas de timo de ternera -. Se usaron diluciones del 

suero de 1:1 a 1:500, y una solución de histonas de timo de 

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

tubo capilar; Se incubaron a 37ºC durante 2 hr y posterior­

m'ente otras .22 hr a temperatura ambiente. Cuando ocurrí ó 

reacción, se observó el precipitado en 1 a zona de interfase. 



Se utilizó albúmina sérica bovina como control negativo~ 

VIII. Determinacfó~. de protei111ras 

La determi~aci6~~c~loft~é~rica se r1•va '·cabo siguien-

do el método re'¡lortad~por towry (49). . 



RESULTADOS 



I. Obtención de las histonas. 

Las investigaciones realizadas hasta la fecha se encuen 

tran, en su mayoría, enfocadas hacia sistemas de origen animal. 

Por esto, de las metodologías existentes se seleccionó la más 

conveniente para adaptarla a los tejidos del maíz, con modifi­

caciones a lo largo del método. 

Se consideró a las técnicas que involucran la extracción 

ácida de 1 as hi stonas, como 1 as más adecuadas, pues no preci­

san de reactivos, resinas o arara tos inaccesibles; no obstan­

te, requieren de una gran cantidad de pasos de purificación y 

lavado. De acuerdo a la literatura consultada, se logran con 

estas técnicas productos con una pureza considerablemente al ta, 

comparable y aún 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 homogenización, y produce una especie de bagazo 

que interfiere la manipulación. 

El rendimiento logrado por el método empleado en este 

trabajo fué de 0.82 mg histonas/g tejido seco, el cual puede 

todavía ser susceptible de aumentar y probablemente de mejo­

rar aún más 1 a cal id ad y pureza de sus productos. 

Para cuantificar las histonas obtenidas se probaron di 

ferentes métodos. 



II. Determinación de las histonas. 

La determinación de 1 as histonas se efectuó midiendo. la 

absorbancia del enlace peptídico a 230 nm. Las hfstonas, a di­

ferencia de la mayoría de las proteínas, prácti~~mente no pre­

sentan aminoácidos arom§ticos en su secuencia p~imari~ {~4). 

Por ello, la respuesta al método de Lowry fue bastante baja, 

lo que significa que este método no es adecuado para este tipo 

de proteínas. 

Se obtuvo una curva patrón utilizando las histonas de ti 
mo de ternera como estándar. La absorbancia de las soluciones 

de concentración conocida -en un margen entre 10 y 200 mg de 

histonas/ml- se determinó a 230 y 280 nm (fig.3). La relación 

en ambos casos fué lineal. Sin embargo, mientras que a conce[ 

traciones de 30 mg/ml la absorbancia a 230 nm superaba 0.1 de 

D. O.; uti 1 izando 280 nm no fué posible alcanzar este valor, aún 

a concentraciones de 200 mg por ml. 

III. Comparación entre histonas animales y vegetales. 

Se comparó el patrón electroforético de las proteínas ob 

tenidas del maíz, y las proteínas homólogas provenientes de u­

na fuente animal, representadas por las histonas del timo de 

la ternera. 

La caracterización de los patrones de las histonas se 

realizó en geles de acrilarnida en presencia de SOS. 

Se decidió arbitrariamente usar las histonas del timo de 
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Figura 3. Relaci6n de la absorbancia con diferentes 

~oncentraciones de las histonas del timo 

de ternera, empleando luz de 230 y 280 nm. 



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

información que existe de ellas. 

La figura 4 muestra los patrones electroforéticos de - . ·,'\'"• 
las 

histonas del timo de la ternera y las del 'esctitel'hédel maíz ob 
'" ', .. · -:· _.,::;~ · . .': -

tenidos en ún gel de 10 a 18% de acrilamida'f· lil'.!fbandas infe-

riores del patrón; col".respondiente af,escütel~. {e ~bserva que 
. ' - ·- ' .', ' -· ·'·, '. 

migran en la iona de las hjsfonas del'' º~cC>réí• del timo, y la 

banda de migración superior en ra: zona.propia de las Hl. Pues 

to que la distancia· filogenitica que separa a los organismos 

de los cuales provienen estos tejidos es muy grande, los patr~ 

nes son distintos, sin embargo el corrimiento electroforitico 

de las proteínas obtenidas del maíz es el correspondiente al 

comportamiento de proteínas histónicas. 

IV. Cromatografía de histonas animales y vegetales. 

Otra faceta anal izada fué el patrón cromatográfico de las 

histonas al eluír a través de una columna de exclusión molecu-

lar, comparando el comportamiento de las histonas de la ternera 

y las del maíz. 

En la fig. 5 se puede observar que los patl":~pes de ambos 
. '')-. ·.··í~',_-; 

tejidos muestran un pico pequeño, seguido de otro}:~e<tamaño in-

termedio al inicio de cada eluato; posteriorme~t~i+11~ ·pico. de 

gran magnitud; y para finalizar, en el caso del timo:·seguido 

por otro pico pequeño, y en el del maiz por dos picos. 

El pico mayor (fracción JI!) que presentan las histonas 

del maíz, parece corresponder de acuerdo a lo observado en la 
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Figura 4. Patrón electroforético de las histonas del escu­

telo del ma1z (carril a), y de las histonas del 

timo de la ternera (carril b). La electroforesis 

se realizó en geles de poliacrilamida a una con­

centración de 10-18% en presencia.de SOS. 



literatura respecto a otras especies, a las histonas H2a y H2b, 

muy difíciles de separar y que coemigran en este sistema (71). 

Los dos picós menores al final de patrón obtenido (fracciones 

IV y V) corresponderían a las histonas HJ y H4, respectivamen­

te. En el caso de las histonas de ternera, el pico mayor 

(fracción III), parece incluir además la histona H3¡ y al fi­

nal del patrón, aparece solámente un p.ic'o, que .muy probablemen-,.,., 

-fe corresponde ·a.lá .histona H4 (fracción V). En ambos tejidos 
• " . . ! ~. ' . - . '. • ' ' • • , 

los primero~: picos {fra~ción n son los producidos por histo-

nas Hl. 

El cálculo de la distribución de 1 as proteínas en el pa­

trón eluído, obtenido por medio del área bajo la curvl, da los 

resulta dos mostrados en la tabla I. Se supuso, para este cá 1 c.!!_ 

lo que el 100% del área es la suma de toda el área de absorción 

a 230 nm, y se obtuvieron los valores relativos de cada uno de 

los picos. 

V. Producción de anti cuerpos. 

Se produjo un suero antihistonas·, inmunizando durante cin­

co semanas por vía intramuscular, conejos con cantidades cons-

tantes de 1 as h i stonas del timo de 1 a ternera. 

Las histonas son proteínas peque~as, de las cuales las ma 

yores poseen un peso molecular de aproximadamente 20,000 d, por 

lo 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 inoculación en la primera 
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Figura 5, Patrón cromatográfico de las histonas del timo de 

la ternera (a) y del escutelo del maíz (b), en una 

columna del BioGel P-60, determinado por absorción 

a 230 nm. 



Tabla l. Distribución relativa d.e;proteínas en el patrón 

cromatog~áfico' ffi.g'.s) de.:.hi:~ton~s del timo de 

1 a . ternera·' (a)· Y, "deF ~~{~te'1·6.,·d.e{·maíz'. ( b). 
'< 

Timo···éa.S:>\ (b) 

Total 'J00.00°%: 100~00 % 

Fracción· 5 .17 % l. 43 % 

Fracción I I 33.07 % 10 ;77 % 

Fracción 1I1 55.78 % 75.91 % 

Fracción IV 6.55 % 

Fracción V 6.36 % 5.31 % 



administración; mientras que en las sucesivas se empleó la 

vía intramuscular normal. 

La determinación de la presenc·ia de .los á~ticuerpos anti 

histonas en el suero, así como.su cuantit'icac.ión~· se efectuó 

por medio de pruebas de inmunopre'cipitaci6n¡/registrahdose un 
·.:· .. ·.' .. 

título de 1:25 para una concentración de lmg.de histonas/ml 

(tablar!). 

La especificidad de los anticuerpos se·deinostró usando 

una solución de albúmina como control negativo. 

VI. Anti ge ni ci dad cruzada. 

Se comprobó que las histonas de tejidos emb'rionarios del 

maíz comparten determinantes antigénicos con las histonas del 

timo de la ternera. Se realizaron pruebas de inmunoprecipit! 

ción entre el suero que contiene los anticuerpos antihistonas 

del timo de tern,era, y la fracción estraida con ácido sulfúri 

co de la cromatina purificada del eje embrionario y del escu­

telo de maíz. · 1La':feacción antígeno-anticuerpo tuvo lugar, y 

con ella ·la·formlc1ón de precipitado abundante en ambos casos 

(tabla III). 

VII. Patrones electroforéticos de las histonas del maíz. 

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

Las partes que constituyen el embrión del maíz son el eje 

embrionario y el escutelo, son por tanto los tejidos de mayor 

importancia en la germinación de la semilla. El eje embriona-



Tabla II. Titulación de un suero antihistonas por pru! 

.bas de inmunoprecipitación. Las histonas del 

timo de la ternera cóntra diluciones de suero. 

Dilución del suero Precipitado formado 

1 +++++ 

1:10 ++++ 

'1: 25 +++ 

1: 50 + 

1: 100 

1: 250 ' 

1: 500 



Tabla III. Pruebas de in~unidad'crUzadaentre anticuer­

pos ántihistonas del timo de la ternera e hi~ 

tonas de los teJ:idos embrionarios del maíz. 

$uero antihistonas 

del timo de la 

ternera 

/ (Control) 

Fra ccfón ácida 
. ',,·. 

de cromatina · 

(Histonas) 

·Precipitado 
·: .. · . 

formado 

.Ej~ embrionario +++ 

Escutelo +++ 



rlo esti formado por los tejidos que van a dar lugar a la· pla~ 

ta, el escutelo por tejidos que funcionan>como transportadores 

de nutrientes del endosperno hacia el eje '(29): ·uno de los o!J. 

jetivos fundamentales de este trabajo,,es d{s'cernir si existe 

alguna relación .entre la germinación y el. p~r~ceso de diferen­

ciación, y el comportamiento de las hisfonas; fué por lo tanto 

a estos tejidos a donde se.enfocó. en pri!llera inStanda, el pr~ 

sente trabajo. El eje emb.rionario y el escutelo son· dos teji­

dos completamente disimbolos respecto a su grado de desarrollo 

y diferenciación. El primero parcialmente diferenciado, que 

durante la germinación va a sufrir una gran cantidad de divi­

siones celulares; el segundo, completamente diferenciado, cu­

yas células ya no entrarán en el proceso de mitosis. 

Para este análisis se compararon los patrones del eje y 

del escutelo a dos estadios importantes y muy distintos del prQ._ 

ceso de germinación: obtenidos de semillas secas, totalmente 

maduras y en estado quiescente (T=O); y de semillas despuis de 

24 horas de imbibición (T=24}, cuando prácticamente la mayor•a 

de las semillas han_ germinado y las células meristemáticas ya 

están en división celular (comunicación personal, Bafza, A.M. 

y Sánchez de Jiménez, E.). 

Los patrones observados muestran entre sí 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 

más marcada en el escutelo que en el eje. Se observan ademis 
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Figura 6. Patrones electroforéticos de las histonas del 

maiz, en geles de poliacrilamida a una concentr~ 

ción de 10-18 % en presencia de SDS. Eje embrio-

nario proveniente de seruillas en estado quiescen 

te T•O hr (carril a)¡ después de 24 hr de imbi-

bición T·24 hr (carril b)¡ escutelo T·O hr (ca­

rril c)¡ escutelo T=24 hr (carril d). 



1 ó 2 bandas entre la zona Hl y la del "core". Por otra Pª!:. 

te, los cambios en el patrón de histonas del escutelo en es­

tado quiescente· (T=O) y ,del escut~lo de semilla ya· 'germinada 

(T=24), son muy li'gero~>tanto para la zona del 11 coreí1 • como 

para la zona de las Hl; más áúri·sise compar~n.:octín los que 

sufre el patrón de las histonas del eje enit>Honári.ó. En el 

eje embrionario, las histonas del "core" no ·se alt~ran con 

la germinación; sin embargo la placa de las histonas Hl sf 

sufre grandes modificaciones, se observa incluso la aparición 

de nuevas bandas. 

b. Callo. 
" 

Se obtuvieron histonas de los callos de maíz por el mét~ 

do establecido, y se analizó también su patrón electroforéti 

co para estudiar la función de las histonas en la diferencia 

ción celular. Los callos son acúmulos de células poco dife­

renciados, no organizados, que provienen del eje embrionario 

y se mantienen en cultivo l.!!. vitre por períodos prolongados 

en presencia de fitorreguladores de crecimiento (65). En la 

fig. 7 se observa que en el gel se separan varias bandas ex­

tremadamente tenues en la región de las Hl, y varias más in-

tensas en la zona del "core", 

VIII. Familia Hl. 

Para definir más claramente cuales son las histonas de la 

familia Hl y diferenciarlas del resto de las proteínas, en es 

pecial de las proteínas nucleares.no histónicas de alta movi-
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·Figura 7. Patrón electroforético de las histonas del callo 

del maiz {carril a), y del timo de la ternera -­

{carril b); en geles de poliacrilamida a una co~ 

centración de 18% en presencia de SOS. 



lidad electrofor~tica -HMG-, se efectuaron purificaciones se 

lectivas con ácido perclórico (APC). 

El APC en concentraciones entre 0.5 ~ 0.83 M; tiene la 
• . . . ' . ! - . 

\~ . 

propiedad d~,solubilizar las histonas 'de.la fá~t,li~'.'Hl y pr~ 

cipitar las restantes. incluyendo las HMG'(46). Lo's rendi­

mientos sin embargo fueron sumamente bajos, por lo ·que las 

muestras colocadas para electroforesis fueron muy pequeñas y 

las bandas producidas extremadamente tenues, al grado de no 

ser registradas con el ari dad por 1 as fotografías. Por ello 

se hizo un diagrama del resultado de estas electroforesis. 

En la fig. 8 se observa este diagrama que muestra que 

las histonas extraídas con APC del eje -familia Hl-. tienen 

pesos moleculares mayores que las de escutelo, mayores incl!!. ,_ 

so que las de animales. Las histonas Hl del esc~tel~~migran 

en una zona de bajo peso molecular, al n.ivel. de .. ra.banda.Hl 

de timo menos pesada. 

go, contaminaciones por 

En ambos casos se obs~rvan, •SinJmbar 
. '.::1.' ;· r.:. ,', .. 'i .. -_'.'•,,.: ,'· ~--·,'· . -; ' -

otras. proteínafie·~:·'f~·-z~\ia> ·del "core". 
·.· ,, '· -

,;.:•t'• 

')"" 

, ~ ' . .': ·. ' -... , v; 

IX. Determinación de 1 os pesos. molec'ul~·¡::~~ •d'e Jás 

del maíz. 
,'-' ¡, :·,-~:~ • e"\:.:·,' 

'·'_>: . ,, .. ,., 

.., ,, •:,~?~.~:L'.~+-F:~R:¡;:;~~th . •. ; ... ·. ·, · 
Los pesos moleculares de~>las.,~hi'storías.:s~.calcularon en -

base a sus movilidades· el·~·~:~t·?.;,o_~Ú;\:~:~,~'.f:,n id~\;el~s de acri 
~ ': ·;, ', 

1 amida en presencia de sos ;.jia que sus' :m·ovilidades son fun-
' . ' ·, 

cienes lineales del logaritmo de sus pesos moleculares (11). 

La fig. 9 muestra la curva .patrón de las histonas del ti 
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Figura 8. Patrones electroforiticos en geles· de póliacril! 

mida a una concentraci6n de 10-18 % en presencia 

de SOS, de las histonas scifubles.en APC 0.74 M 

-familia Hl-. Histon~~;HL~el,eje embrionario 

del maíz T=O hr (carril a) i)_istonas Hl del es­

cutelo del maíz T=24 hr (carril b); Histonas to 

tales del timo de la ternera (carril c). 



mo de ternera utilizadas para estos fines, y la curva que 

producen las proteínas típicas como : la fosforilasa b, la 

albúmina sérica bovina, la ovalbúmina, la anhidrasa carbóni 

ca, el inhibidor de tripsina de soya, y la lactoalbúmina. 

La diferencia entre ambas curvas indica un comportamiento 

distinto entre los dos grupos.de proteinas, por lo que tra­

tándose de histonas, se utiliz6 cbmo-curva patr6n la produ-
, .• 1 ,· , 

cida por estas mismas proteínas1. Pt'.O~enientes del timo de 
," -: ' '. ' : .. ': ... , . ' ". : ;: '. " . ~. ' . ' . '. : ' ; 

la ternera. La gráfica<i'~>t~~'~ó :aJustando los puntos obte-

nidos a una curva d.e·reW·esi6nsimple mediante el criterio 

de minímos cuadrados, el cual reduce la distancia de los 

puntos a la curva. 

En la tabla IV , se muestran los pesos molecu)ares de 

las bandas que aparecen en los patrones electroforéticos del 

eje y del escutelo, en estado quiescente y germinado; así 

como las familias a las que corresponden las distintas his-

tonas. 
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Figura 9. Movilidad clcctrofor6tica de las protelnns tlpi-

cas (a), y de las histonas del timo de la terne-

rn ( b), en geles de poliacrilamicla a una concen­

traci6n de lú-18 % en presencia de SDS. 
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Tabla IV. Pesos moleculares de las histonas del eje embrion.!!_ 

rio T"O hr (carril a), T=24 hr (carril b); del es­

cutelo T•O hr (carril e), T=24 hr (carril d). 
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DISCUSION DE RESULTADOS 



Las histonas del maíz y de la ternera estudiadas, mues 

tran grandes simi lHuétes entre sí. Presentan patrones eleE_ 

troforéti ces: .semejantes (fig.4) a pesar de proceder de org!_ 

nismos sumame~t~ aleja~os filogenétfcamente. Es de notarse 

sin embargo, que la hi.stona H3 del escutelo no se moviliza 

en posición intermedia con las H2a y H2b, como ocurre en el 

timo ( 57). 

Los patrones cromatográficos son también semejantes; 

la Hl, las H2a -H2b, la H3, y la H4, es el orden en que el!!_ 

yen del gel las histonas del escutelo del maíz (fig.5b). 

Las histonas excluyen en el gel cromatográfico de acuerdo 

al tamaño que poseen, sin embargo las familias H2a y H2b no 

se resuelven en este sistema (71). Las histonas del timo 

de la ternera presentan un comportamiento similar a las del 

maíz al someterse a las mismas condiciones, no obstante la 

fracción HJ eluye conjuntamente a la fracción H2a-H2b (fig. 

5a). En tejidos animales, las histonas no correlacionan el 

valor creciente que les ha sido asignado, con su PM; comun­

mente la histona HJ posee un PM mayor o intermedio a la H2a 

y la H2b (38,56). 

La prueba que marca de manera fehaciente la enorme re-

1 ación existente, entre las histonas de un cereal y las de 

un mamífero, es el hecho de que comparten determinantes an­

tigénicos (tabla III), lo que confirma la gran conservación 

de estas proteínas a lo largo de la evolución (1). Reportes 



previos .habían demostrado esta misma relación entre organi! 

mos animales muy. distantes en la escala evolutiva (58,73). 

La producci6n de anticuerpoi por medio de animales de 

laboratorio es escasa (tabla I I). Consecuencia .de la baja 

capacidad antigénica que presentan ante el sistema inmune, 

unas protefnas de tan pequeíla magnitud y escasez de amino­

ácidos: arom&ti cos .en su molécula. 

Otros autores también han detectado este problema, y 

han logrado mejorar la respuesta antigénica agregando ARN a 

su preparación de antígeno (73). 
\li!S¡l§.if'. . 

La determinación de los PM de las histonas del maíz se 

efectuó analizando su movilidad electroforética en los ge-­

les de acrilamida en presencia de SOS (fig.6). La curva pa­

trón se preparó con las histonas del timo de la ternera, uti 

lizando la información reportada por Panyim y Chalkley (59) 

sobre el PM de estas moléculas, calculado a partir de su se­

cuencia de aminoácidos; ya que las histonas no se comportan 

como lo hacen las proteínas típicas comunmente utilizadas P! 

ra estos fines. Dos curvas distintas fueron obtenidas al 

graficar movilidad contra PM, para las proteínas comunes y 

para las .histonas del timo (fig.9). Este mismo comportamie.!! 

to fue reportado por Panyim y Chal kley, quienes atribuyeron 

estas diferencias en corrimiento a la gran carga positiva que 

poseen las histonas (58). El complejo SDS-histona que se far 

ma en el gel presenta una carga negativa neta mucho menor que 

la de los complejos con proteínas no básicas, lo que afecta 



su movilidad en el gel. 

La identificación de las histonas en los patrones elec­

trofor~ticos de los tejidos del maíz (fig.5), se efectao bá­

sicamente tomando en cuenta los datos ya mencionados report~ 

dos en Ja literatura para las histonas del timo de la tern~ 

ra (12),;y l.os datos de algunas histonas vegetales (71,43): 

Lasbandas:.de·los tejidos embrionarios del maíz conPM 

entre 18,500. y·25:;s·oo d incllisive, corresponden a la familia 

Hl (tabla IV) .. Esta familia en el timo de la ternera (59) y 

en los eritroci,tos<del.pollo:(.43), presentan un PM a.lrededor 
• < ~ - ·' ' •• • • 

de 21,000 d, si~ émbar:go se 'han reportado valores superio~es 
' '··. ~.. ' . . . ' 

a 24,000 d para a'}!Junas Hl del tabaco, del trigo y de la ce-

bada (43). Esta>tdentifi cación de las Hl en maíz, fue ade· 

más confirmada an~lizando el comportamiento en el gel de acr.:!_ 

lamida-~DS, de la fracción de las histonas que es soluble en 

APC.0.74 M -histonas Hl·, las cuales migran en la zona de 

19,000 a 24,000 d aproximandamente (fig.8). 

Las familias H2a y H2b presentan en maíz un PM de 15,500 

y 14,700 respectivamente (tabla IV). Estas dos histonas mue~ 

tran en la ternera 14,000 y· 12,000 d (59), mientas que Spiker 

(7l)reporta para las 'H2a y las H2b de trigo valores entre 

19,000 y 15,000 d .. 

La: historia H3 posee un PM de 14,000 den los tejidos del 

mafz (tabla IV), mismo valor que es reportado para.el timo de 

la ternera. 



La banda H4 se identificó tomando en cuenta que es la 

histona de menor PM, aproximadamente 12,.500 d'.en elmáiz (t! 

bla IV). 
'. 

Los resultados obteriidos;coinciden·'coi{'ia idea. deque 

las histonas vegetales· en 9e.fferal, son m&s pesadas qüe sus 

contrapartes animales (71Yeri ro que se refiere a las fami­

lias HI, H2a y H2b; pues las histonas H3 y las H4 se conser­

van menos alteradas en la escala filogenética (16). Y con 

el hecho de que las H3 tienE!ll en plantas, un menor PM que las 

H2a y las H2b (43, 72). 
•. 

En los patrones electroforéticos del eje (fig.6; tabla 

IV) aparecen además otras dos bandas que migran en la zona 

de PM inferior a las Hl, y superior a las histonas del "core", 

lo cual sugiJre que se trata de protefnas cromosomales no h~ 

tónicas HMG, que sé coextraen. de 1 a cromatina junto con las 

histonas¡ ~que .en·muchas ocasiones no es posible eliminar 

con lavados ~e NaCL 0.35 M (24). 

Los patrones históni cos del eje embrionario T=O, T=24, 

los del escutelo T=O, T=24, y los del callo (figs. 6 y 7), 

muestran algunas diferencias importantes en la región de las 

histonas Hl. Las bandas de v,ariantes o tipos moleculares que 

presenta esta familia son distintas en cada caso, lo que es 

apoyado por reportes previos (46) que indican .que incluso los 

tejidos de un mismo organismo presentan diferente proporción 

de las variantes de Hl, de acuerdo a su estado de desarrollo, 

de diferenciación y de inducción hormonal. 

/t (f,' 1 1,. ¡ 



El eje embrionario antes de germinar presenta un amplio 

espectro de variantes Hl, con distintos PM y variada intens! 

dad (fig. 6,carril·a). Una vez germinado este tejido mues­

tra una nueva serie' de variantes (fig. 6~carril b), distinta 

del esquema anterior¡ En contraste, el escutelo no muestra 

en su corrimiento electroforético diferencias apreciables an 

tes y después de la· germinación. (fig .. 6:carriles c y d). 

El eje embrionario es un tejido cuya expresióri genética 

varía durante la germinación, de un estado quiescente pasa a 

una forma activa, para sintetizar las distintas proteínas que 

requiere en cada paso de su desarrollo (29). Por otra ·parte 
'' ' 

el escutelo es un tejido embrionario altamente díferenc.iado, 

que no va a crecer ni a mostrar división celular durante la 

germinación y desarrollo de la plántula (29) . 
. ' '· ' 

Estos resultados son consistentes con,el .punto .de'~J~ta 

de que los cambios en la expresión genética ~stáli·cd~ref~cfo;.,. 

nados con cambios en la población de las varian'tesihfstónicas . ' : ·- ., .... ,, '-' .... 

Hl presentes, las cuales difieren unas de otras fu~~j6¡Aa;inen­

te. 

Entre las variantes Hl presentes en. el ej'e .. e'mb~io~ario 

antes de iniciar la germin~ci'ón, es la de. m~yof·;:,fi,~'-:#~~~oi.·,d­
la predominante; en tanto que la de menor PM.-.ia;sob?d,:; ~Ó e! 

tá presente en él (tabla IV, carril a). ·>A hs,24~hr•da .!Í~rmi 
·.. '• " -

nación, el eje embrionario muestra distintas variantes Hl~ -ya 

no figura entre e 11 as 1 a hi stona de 25 ,500 d; ·y aparece, entre 

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



El escutel o, tanto al inicio como al fin de la·. germina­

ción, muestra un patrón 'de variantes Hl dominado prácticamen 
.. , ' -

te por la varianteiH.l ·de ~enor PM -18,500 d-.• s,alyO>po'r alg_!! 

nas otras bandas s·umamente escasas (tabla IV, :carriles:::c· y d). 

Estos datos apuntan· hacia 1 a existenc'ia én los 'organis-. ' ' ,. . .... ·· .. ·· 

mos vegetales, de análogos a la his.tona HP de ~~imales;, la 

cual, junto con la HS, constituyen las hf~ton.as de menor PM 
. . . 

entre las que conforman la familia Hl en a~ .. imales (12~56). 

Existen diversos reportes en la litera.tur~. (14, 23, 61} que 

muestran la acumulaci6n de la Hlº asociad~ a tejidos que han 

terminado su proliferación celular, funCionalmente maduros, 

y completamente diferenciados¡ por ello se ha considerado . 

que esta histona está relacionada con la expresión de funcio 

nes diferenciadas de las células. Este seria el caso del te 

ji do es cut e 1 ar de 1 a s em il l a. 

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 S!!, 

gerir que se tratan de dímeros naturales de las histonas H2a 

o H2b. O bi.en podría'n deber su existencia a la formación de 

complejos ubiquitiria-Hlo' Lii·unión de la ubiquitina a las 

proteínas, se ha asociado con el recambio de las mismas, co-

mo señal de inicio para su degradación (30). Sin embargo se 

requeriría mayor experimentación para poder definir la iden­

tidad de las proteínas contenidas en esas bandas. 

i/? z"/r-t-¡. 



Las bandas en el patrón electroforético del callo' del mafz -

no aparecen ~fendefinidas; es sobre todo la ausencia tan n~ 

table de proteínas en la parte superior, lo que indica una 

degradación de la muestra (fig. 7). Se sabe que estos tejj_ 

dos presentan una abundante cantidad de proteasas (65), la 

cual aparentemente subsiste a pesar de la presencia del in­

hibidor PMSF, y a.los cuidados tenidos durante la manipula­

ción (co~diciones de temperatura de 0-4ºC y almacenaje a 

-20ºC). 

Sin embargo otros autores (40) lograron obtener un pa­

trón electroforético de las histonas de los cal'.los del maíz 

bastante claro. El cuál, comparado con los patrones de los 

tejidos del maíz con mayor grado de diferenciación, presen­

ta grandes diferencias, principalmente en la zona de las 

histonas Hl. 



CONCLUSIONES 



l. Existe una similitud muy grande -en peso molecular y de­

terminantes antigénicos- entre las histonas de animales 

y las de vegetales, a pesar de encontrarse tan alejadas 

filogenéticamente; 

2. Se observó una correlación entre las variaciones en los 

patrones electroforéticos de las histonas y los diferen 

tes estados de diferenciación celular de los tejidos em­

bionarios del maíz, lo cuál sugiere que las histonas tie 

nen una importante función durante la germinación de las 

semillas. 

3. Existe en los tejidos del ma1z una variante Hl, cuya ocu 

rrencia y características electroforéticas, sugieren que 

se trata de una histona funcionalmente análoga a la va­

riante Hlº que se ha encontrado en los animales. 

4. Se determinaron los pesos moleculares de las histonas de 

los tejidos embrionarios del maíz al inicio y al final -

de 1a germinación. 

De esta manera se cumplieron los objetivos propuestos al 

inicio de la presente investigación para demostrar la hipót~ 

sis planteada. 
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