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R E s u M E N 

La genninación de las semillas es un evento primordial en la vida de las 

plantas. Se inicia con la imbibición y culmina con la prolusión de la rádicula. Los mecanismos que 

se ven involucrados entre estos dos eventos (la imbibición y la protusión) no son del todo claros. 

Sin embargo, dentro de los eventos que ocurren durante el período de germinación, toman 

relevante importancia la síntesis de proteínas, la replicación del material genético y la división 

celular. Se ha observado que estos eventos guardan una relación y un patrón de aparición 

característicos. Así, tenemos que la síntesis de proteínas es un evento previo a la replicación 

nuclear y por consiguiente a la división celular. La sintesis de proteinas en general, y en panicular 

la de histonas, son un prerrequisito para que se verifique la replicación en las semillas en 

germinación. Se ha observado que la sintesis de histonas ocurre en las horas iniciales de la 

gcnninación, por lo que se piensa que esta síntesis temprana se puede deber a la existencia de 

ARNm almacenados en el embrión, o bien a la transcripción de novo de mensajes. 

Por ello, en este trabajo se buscó conocer el momento en que ocurre la 

expresión de los genes de las histonas H, y H, y su organización en el genoma de maíz. Para ello, 

se estableció la siguiente estrategia: 

1.- Aislamiento de ARN total de ejes embrionarios de maíz imbibidos a 

diferentes tiempos para su transferencia a soporte sólido. 

2.- Identificación del momento de expresión por medio de hibridación con 

sondas heterólogas. 

3.- Determinación de la organización de los genes de las histonas H, y H, 

de mniz por medio de restricción de ADN de alto peso molecular, transferido a soporte sólido e 

hibridado con sondas heterólogas. 

La expresión de los genes de la histona 11, parece ocurrir 12 bons 

después de iniciada la imbibición, aumentando gradualmente hasta las 48 horas y disminuyendo 

hacia las 72 horns; mientras que la transcripción de H, parece ocurrir hacia las 36 horas, 

aumentando hacia las 48 horas, con un claro descenso hacia las 72 horas de iniciada la imbibición. 

Más que indicar expresión a tiempos diferentes durante la genninación de los genes de las 

histonas H, y H,, estos resultados podrian explicarse considerando que el ARN fue extraído 'de 



diferentes lotes de semillas los cuales presentaron diferentes porcentajes de viabilidad y vigor. Ello 

puede ocasionar un desfasamiento en los eventos moleculares durante la germinación, ya que 

semillas con baja viabilidad, presentan un retardamiento en los eventos moleculares ( sintesis de 

proteínas y replicación nuclear, entre otros). Lo anterior indica que la sintesis de proteínas 

histonas H, y H, se debe a la síntesis de novo de ARNm en los momentos iniciales de la 

germinación del embrión de maíz, como lo demuestra esta investigación y se apoya con otras en 

diferentes sistemas vegetales (trigo y chícharo, entre otros). 

Por lo que respecta a la organización de los genes de las histonas H, y H, 

en el genoma de maíz, nuestros resultados muestran la presencia de bandas dispersas en los 

experimentos de Southern, lo cual es indicativo de genes dispersos en el genoma de mafz. 

Además, se pudo observar que el patrón de dispersión en maíz es menor que en el de ratón. 



N T R o D u e e o N 

Hoy en dla uno de los mayores problemas que enfrenta el ser humano es el 

hambre; el acelerado crecimiento de la población y la injustificada distribución de la riqueza que 

han contribuido al enriquecimiento de unos pocos y a la aniquilación por hambre y desnutrición de 

millones de personas en el mundo. Aunado a lo anterior, la perdida de la biodíversídad ( plantas y 

animales) ha convertido paraísos en inohospitos desiertos. 

Por ello, el conocimiento profundo de la biodíversidad es primordial para 

preservar la vida y por ende nuestro !mllliJll. Puesto que la alimentación es una necesidad de 

primer orden, ella debe de estar basada en productos que pennitan un crecimiento y desarrollo 

armónico y saludable. Las distintas culturas han establecido criterios para su alimentación y han 

seleccionado de entre una gran diversidad vegetal y animal los fundamentales para su dicta. De 

este modo, los granos se han constituido como el alimento biisíco, lo cual ha llevado a la 

implementación día con dla de nuevas formas de explotación, producción, almacenamiento, 

transportación, distribución, consumo e investigación. Esto último cobra mayor fuerza en la 

actulidad debido al exorbitante deterioro de la diversidad genética. Con ello, parte de la 

investigación que se realiza en la actualidad se halla encaminada a conocer a fondo los aspecios de 

la germinación, crecimiento y desarrollo de los granos de mayor importancia alimenticia. La 

germinación de semillas es primordial para el establecimieto en campo de la planta y con ello 

poder obtener una producción que satisfaga la alimentación. De esta manera. es necesario tener 

un conocimiento completo de los eventos que se verifican durante la genninacíón tales como el 

rompimiento de la dorrnancia. la viabílilad, la toma de agua, la respiración, la imbibición, la 

síntesis de protelnas y ácidos nucleicos, la elongación y división celular, entre otros. 

Durante la germinación, la sintesis de proteínas en general y la de histonas 

en particular juegan un papel importante en la reorganización del genoma. Se ha observado que 

ocurre una síntesis de proteínas histonas en los periodos tempranos ( 0· 12 horas ) de imbibición, 

en donde esta se ha caracterizado como un evento previo para la reprograrnación del genoma. Se 

piensa que dicha sintesis podría ser a partir de ARNm almacenado durante el desarrollo 



embrionario de Ja semilla o bien a la síntesis de no• o de mensajes ( Sánchez de Jiménez y Aguilar, 

1984; Weck y Marcus. 1971; Zatlanova e Ivanov, 1988; Baiza rt al.,1989). 

En animales, durante Jos estadios tardíos de Ja espermatogenesis Ja 

transcripción de los genes de las histonas se verifica antes de cada replicación del ADN nuclear y 

por ende antes de cada división celular, lo cual hace que la síntesis de histonas no sea simullanea 

con respecto a la del ADN. Sin embargo, la generalidad de las células animales muestran una 

expresión simultanea a la de los genes de histona durante la fase S del ciclo celular. Además, se 

han observado distintos niveles de expresión en otros estados del ciclo de vida (tanto en el 

número de transcritos como en la presencia de variantes) tales como en et desarrollo embrionario. 

crecimiento y diferenciación celular ( Arceci y Gross, 1977; Maxon et al., 1983; Wu et al., 

1983). 

Esta investigación se llevó a cabo con el fin de esclarecer el momento del 

inicio de la expresión de los genes de las histonas H3 y H4, así como para discernir si en las 

primeras horas de la gem1inación la síntesis de histonas es dirigida por la existencia de ARNm de 

origen materno o bien si ocurre por síntesis de novo. Se partió de la hipótesis de que el inicio de 

Ja transcripción de Jos genes de las histonas H, y H, de maíz ocurre durante las fases tempranas de 

la genninación del embrión y se estableció Ja siguiente estrategia. Se obtuvieron geles de agarosa 

con ARN total de ejes embrionarios imbibidos a diferentes tiempos (O, 12, 24, 36, 48 y 72 horas) 

el ARN fue transferido a soportes sólidos e hibridado con sondas heterólogas radiactivas de los 

plásmidos pH, y pH,. Además, para detenninar que tipo de organización presentan Jos genes de 

histonas H, y H, en el genoma de maiz se obtuvo y analizó ADN de alto peso molecular de maiz, 

ratón y Lycium restringido con diferentes enzimas. 

En vegetales, la transcripció.n de Jos genes de las histonas ha sido 

caracterizada como un evento previo a Ja replicación del ADN y a Ja división celular en un gran 

número de especies ( Zarain et al., 1987; Zatlanova et al., 1987; Baiza et al., 1989;Maxon et al., 

1983). 
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E L N U .C L E O S O M A 

La estructura' de la cromatina está_ basada en una unidad 

repetitiva deóominada · nucicOsoma, fOrma:da p'or" un conjunto de B moléculas 

de prote!nas, las· histonas, unidas Por una Secuencia . de 146, pates de bases 

de .A.Dll. El conjunto de l~s 8 histonas ·c.~nsiste d'e. 2 molécúlaS 'de cada una de 

los cuatro tipos:· H;\, H1B, H, y H.. AdemAs, una quinta proteina histona, la 

H1, se encuentra asociada con nucleosomas d~. mu.Ches, perO no de todos, los 

tipos celulares. El ADH componente de los nucleosomas consta de un "núcleo" de 

146 pares de bases, mlmero que es altamente conservado y un "linker" (ADN 

de unión o ADN catenario 1 el cual varia de 10-100 pares de bases (pb), 

dependiendo del eipo de célula. El .ADN se enrolla al conjunto de las histonas, 

formando una estructura esférica de cerca de 100 A de diámetro. Estas 

estructuras se observan a lo largo de la fibra de 10 nm de la crot11atina 

como cuentas ensartadas espaciadas de una manera regular (Kornberg y Klug, 

1961 ) • Las histonas fueron descubiertas en eritrocitos de ganso (Kossel, 

1864; citado por Brachet y Hirsky, 1961 ) y en la gltrndula de timo de muchos 

vertebrados ( Lilienfeld, 1694; citado por Brachet y Mirsky, 1961). 

Kossel (19281 consideró a las histonas estar presentes en "el 

núcleo de algunas clases de células de tejidos". Sin embargo, Mirsky y 

Pollister (1942), haciendo extracciones de nucleohistonas con NaCl lM, 

demuestran que las histonas se encuentran en el núcleo de muchos tejidos e 

incluso núcleos somáticos de vertebrados. Estas, también fueron 

encontradas en plantas { Mirsky y Pollister, 1946; Belozerkii Vryson, 

1958 ) • Por otro lado, Zubay y Wataon (19591 reportaron que en bacterias 

las proteinas enlazadas al ADN no son histonas. Por lo tanto, tenemos que 

en el nú.cleo ( desde las levaduras hasta el hombre el material 

genético -ADN- forma una estructura denominada cromatina. En términos 

generales, consiste en una cantidad igual en peso de ADN y un grupo de 

proteinas básicas de bajo peso molecular, las histonas y además de una 

proporción variable de un grupo diverso de otras proteinas las cuales por 

conveniencia han sido llamadas "proteinas cromosomales no histonas". De este 

modo, la cromatina es virtualmente el material genético de los organismos 

superiores, con el ADH como material codificante de la información 

genética mientras que el conjunto de proteinas 1 histonas y no histonas ) 

cromosomales son respon.sables del empaquetamiento, compactación y regulación 

de la actividad génica de dicho ADN. 

El estudio de la cromatina por métodos de aislamiento se ha 

realizado desde 1959 (para revisión ver Fellenberg, 1974 ) pero no es sino 



hasta 1974 f Kornber9, 1974 

vuelve más claro en cuanto 

cuando nuestro conocimiento de la misma se 

su estructura, dado que anteriormente el 

punto de vista qeneralmente 'aceptado era .:que eÍ ADH se· enrrollab~ alrededor 

del conjunto de proteinas histonas. y nO h~s.toila~: En_!J:.ase':a· ~~a-a?n~lia· gama 

de evidencias, Kornberg propone un modeú). basado ·en torno una 

subunidad de cromatina, la cual "es'tá' forñlada de unidades repetidas, 

cada una constituida de un fil~m~·nto.:-"de-·:·~ADN:. · dE! doble hélice de 

aproximadamente 146 pares de bas-é~~ ·~itt~g,~ri·~d.!s ··y ·de dos d~ cada una de las 

moléculas de histonas H • .A, ff18, H~ y.-H4'i -la"; . ~uales forman una estructura 

octamérica constituida por :u~1>:·;:i:.e·t-r~rrlé~o· .(ff1-114.) y dos cÍimeros ( H,A-H
1
8). 

El ADn se encuentra alrededor·· del. núcleo .de:histonas, promediando 1.75 

vueltas alrededor de dicho'núcl.eo. La ~resencia de una quinta histona, la ff1, 

la cual interactúe1 con url .segmento de ADN de aproximadamente 20 pares de 

bases, permite complétar ~ _vueltas, del ADN alrededor ~el núcleo de 

histonas; esta última. histona·_ interactúa con ADN de unión o catenario el 

cual tiene una. longitud variable de 10-100 pares de bases { para revisión 

ve.e 'cold Sprin9 · Harbar, Symp. · .OÚ,lnt. Biol., 19771 Liy-Eckhardt, 1977; eusch, 

1978; Callan y .y.lu9,·. ·.19~_8; Fenselfeld, 1978; Stein et al., 1~78; Nicolini, 

1979a y ·1979b; Sonncrbichler, 1979; Taylor, 1979 ) • 

P.iia,coOOcer:10.anterior se .tuvO:que.recurrir a una amplia qama 

de técnicas' e.xPe'rime~t~·le.s qlle peri:nfÚerarl-_:e~tender el. n~vel de organización 

de la' cromat.in'a.··' 

~a·\-r~~~~-~ad .. 6~ del ADN pre~~:~~~; 'ya~ios niveles en los 

or9an1~mos euc~ri~-n~i,~.ºs;, _é_st~ -, es ::dada POr '.:e1. nivel: de condensación de la 

cromatina ( s'édat··.y_M~~uf!údi~;-~977;· e~{~~ ~-.i'.,1979a :): 

·'El" :pri~er·:; .'-·.n'!V~i·./; de ~·rga~izaCJ.-¿in·· del· ADN se encuentra 

detE!J:mina.do ·_ .... ~~~- .- .Í~-~f'~~~i6n'::de ·:-una ·· eStrUC:t'ú'ra que da la apariencia 

de u~a c~~rdil:_ O -=~Ordó~·tcO~··:~~·-_:-:~~n-:Í~~to ~:.·de· Cuentas ·o esferas ensartadas con 

un espaciamiento" b.i~n. d~ú.~tado; . A" dii::ha estructura se le denominó cuerpos 

v ( ia v.' es una··le"tra griega ,Que. ~ignificla ·cuerpo esferoidal; Olins y Olins, 

1974 ?ien · cc:i?'º 'nucitioao'ma (Oudet. et al. ,1975 ) • Este presenta una 

estructura de 110.·A de diámetro y 57 A. de alto (Finch et al., 1977). Cabe 

aclara!: qu~ esta ·estructura es la resultante de la unión del ADN y el nUcleo 

de his'i:onas, 

Ei sequndo nivel esta representado por el plegamiento 

enlazado de nucleosomas de manera regular formando una fibra de 30 nm con una 

frecuencia de 34 nucleosomas/mm (Woodcock,1973; Olins y Olins 1973,1974; 

Langmore y Wooley, 1975; Oudet et al.,1975; Foe et al., 1976). Esta- fibra 

altamente condensada encuentJ:a en una intima relación con. la histÓna 



H,, la cual es requerida para la formación de las estructuras en forma de 

rosarios o extendidos de nucleosomas, A esta estructura se le denomina 

•olanoide, la cual Presenta ·de· 6 ·o ,1 nUcleosornas-por vuelta (Finch 

Klu9, 19761. Thomas Y, Koller,-. 19.Bl). La· .agregación de nucleosornas para formar 

el solenoide testructura·:superior de la cromatina) parece ser un paso crucial 

en la. re¡)resi6n de· l~. expresion génica de cierta"> áreas de la cromatina en 

células ··diferenciadas y este proceso parece ser condicionado por la 

fosforilaci6n. de· H1 1 Weintra"ub, 1985 ) lo cual indica que puede actuar 

como un represor eucari6ntico (Wolffe, 1989; sun et al.,1989 ) • 

Un tercer nivel de organización estA representado por los 

cromosomas en su forma extendida, dado que las fibras de 30 nm están 

plegadas o agrupadas en " asas " o dominios dando lugar a estructuras que 

tienen en promedio 300 nm de longitud. 

El cuarto nivel se refiere a una estructura que presenta en 

promedio 700 nm de diámetro y esta representada por cromatina altamente 

condensada la cual se puede observar en un segmento de una cromátida de un 

cromosoma en meta fase. 

El último nivel cor.responde cromosoma completo en 

metafase 1 formado por dos crornátidas hermanils unidas por el' centr6rnero) 

el cual tiene en promedio 1400 nm de diametro. En el cuadro 1 se muestran 

algunas otras caracteristicas de las diferentes jerarquias o niveles de 

compactación del ADN. 



Cuadro 1. Niveles de compactación del ADN. 

NIVEL DE DIAMETRO REQUERIMIENTO COMPACTACION DEL DN• 
CONDENSACION (nm) MOLECULAR PARCIA!. 

l.·DNA 2·3 H, 

Fibra de nucleosoma 10-11 

11.- Fibra de nucleosoma 10-11 Mg1• 6-12 

Fibra solenoldal 25-50 (Ca1-, in Wro) 

111.- F. solenoidat 30 MgtopH1
111 17.B/40 

Tubolf. unitaria 200/400 

IV.- Tubo/fibra unitaria 300 NHp121 6.3/5 

Cromosomas >600 

Referencias. Sedat y Manuelidis,1977; Bak et al.,1979a. 

(1) Requiere que se fosforile H1• 

TOTAi. 

42-84 

784-3360 

4710/16801 

(2) Requiere la presencia de protelnas cromosomales no histonas. 
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El nucleosoma ha sido generalmente aceptado como la subunidad 

de la cromatina, la cual co:r.o ya se dijo, se encuentr.t to:m.tda de la. unión 

de ADN-Histonas en una relaci6n estz:echame~t~- cer~ana-de ·~:i·y adeinas ',de 

una pequena cantidad de protei.naS no histonas _ (l~s ::uales_··.pueden ser 

diferentes en relación al estado diferencial o funcional del núcleo . ) que no 

sobrepasa la relación de 1; l de ADN-Histonas'. 

En términos gene.rales, la p.roporci6n de ·proteinaS no histonas con 

ADN es de 0,6:1 y por otro lado la relación de ARN-ADH es de 0.1:1 ( Paulson 

y Laemmli, 1977 ) , 

Con base en las observaciones de la existencia de nueleosomas y de 

que cada nucleosoma est.1 formado por segmentos de ADN de 200 pb, unidos estos 

por ADN de uni6n asociado a Hi (10-100 pb), se ha sugerido que un gen 

eucari6ntico de 10, 000 nucle6tidos podria estar asociado con 50 nucleosomas, 

De la misma manera, cada célula humana con 6 x 10~ nucle6tidos de ADU 

t~ndrla 3 x 106 nucleosomas ( Kornberg y Klug, 1961; McGhee y Felsenfeld, 

1960; Richmond et al. ,1964 J, 

Las proteinas cromosomales no histonas presentan una alta 

variedad de pesos moleculares. La mayo ria de sus componentes son similares 

en una variedad de tipos de cromatina (Elgin y Bonner, 1970 l mientras que 

otras son altamente especificas células, órganos, tejidos y especies 

(Olson et al., 1974; Bonner 1979a y 1979b ) • Las dos principales cate9or1as 

de estas proteinas son: 

•eroteinas de empaquetamiento de ARNhn IMartin et cJl,,1973). 

*Proteinas diversas (Douvas et cJl., 1915 ) , 

Además, el 50% de las proteinas no histonas representan 

componentes estructurales de la 

enzimas y proteinae acidicas 

núcleo 1 Sevall et al.,1978; 

HMG {HMG son la siglas en inglés 

cromatina y el 50~ restante representan 

involucradas en la actividad génica del 

Wan9 Kostraba, 1916 ) • Se sabe que las 

de high mobility group que significa grupo 

de proteinas .:on alta movilidad electroforética se encuentran 

preferencialmenle asociadas con regiones de cromatina activa (Weisbrod y 

Weintraub, 1919 ) , Además, se menciona que lds HMG-1-1 y HMG-17 enlazan con 

nucleosomas activados ( Weisbrod et <tl., 1960 ) , 

El modelo de Kornberg 1 1974 J se haya apoyado. en base a dos 

lineas experimentales : observaciones de la cromatina pOr micr~scopia 

electrónica y estudios bioquimicos y de difracción de ia:¡os ·X (ver fig la-ldl. 

Por microscopia ele~tr-:inica t Olins y ,olins, 1915 la 

cromatina se observa como una fibra de .tproximadamente 100 A .de diam~-:ro y 

que se conecta con seqmentos de ADH de unión o :ADN ca.tencldo •. Lo. ·anterior 



Figura la.- Modelo esquemático de los niveles de organización en 

el cromosoma eucari6tico. Tomado de Lehninger et.al., 1993. 



Figura lb.- Cromosoma al microscopio electrónico durante 1a 

mi to.sis, Tomado de Lehninger et al,, 1993. 



demuestra que la cromatina es una cadena de particulas esféricas que son 

separadas por reqiones _flexibles. Además, té~nicas de._dt°fracción de rayos 

X permiten observar esta estructura como un cuerpo de dimensiones de 

llOxllOxSS A y formada por dos capas en donde ·10,s ·146 ·pares de bases de 

ADH están alrededor del nCtcleo de histonas 'f:- octáfnero·· 1 formando una 

estructura superhelicoidal que· le da l. 75 · vUeita:· __ . .Y, pre.~:entli, un grado de 

elevación entre hebra y hebra de ADN de 28 ·A ( ·: Fi!Jch- · ei _al., 1977 ) • 

La digestión con nucleasas DNAa.sa I y nucleasas 

micrococales) ha pennitido observar mllltiplos . de monómeros de 

ap!-oximadamente 200 pares -·de bases sobre un gel en el que el patrón 

electroforético muestra ( en función de la colección de fracciones en un 

qradiente de sacarosa ) la presencia de bandas claras monoméricas que 

representan 

reconstitución 

los nucleosomas ( Finch et: al.,1975). Por otro lado, la 

reensamblado in vi t:ro de nucleosomas ha demostrado la 

veracidad del modelo. Se sabe que una fibra de cromatina puede Ber formada 

in vit:.ro por adición de hiatonas al JUIN de una variedad de orqanismos. 

También, se ha comprobado que la cantidad de ADN asociado con un nucleosoma 

en sistemas reconstituyentes in vitre es de aproximadamente 200 pb. 

Además, es necesaria la presencia en cantidades equimolare.:i de H)li., HlB, H> y 

H, para la reconstitución del nucleosoma. Tal pareceria que la histona H1 no 

es requerida en este sistem.1 para permitir la reconstitución del nucleosoma 

(Gerntond et ctl, ,1979; Gilkin et al., 1904; Laskey et al., 1977; Mertz et: 

al.,1982; Nelson et: al.,1979; Serqeat et: al., 1984; Sillman, 1986; 

Germond et: al.,1975 ). 

Las observaciones de Suda e Iwai 1979 en cuanto al 

arreglo del núcleo de histonas en el nucleosoma sirvieron de base para que 

Kornberg y Kluq ( 1981 ) eu9irieaen de manera concluyente que el tetrámero de 

HJ/H1 se encuentra ubicado en la parte central del nucleosoma y una de cada 

una de las histonas H.A y H~B 

las histonas HJ y H,. 

ubican a los extremos, cubriendo asi a 
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LAS ·. H I STO NAS , < CARACTERI ST I CAS ESTRUCTURALES. -
De .m~ne.r"a ·g~·nei~1 l~-~-.histonas···cornparten.:un il~ero·· variable de 

caracterist.icas, :.las. c·~a:1es" h~n 'per~tid.o 'c'ompr~nde~ ·~uai· ~s· 'su·-· estructura y 

con base en e1~~·~ inf~~i~> -~i~~-~~~ -~~~ectos: .. ~e,:'su'· ~C:~-1~!-d~-~·:,- A.si,. tenemos 

que .el peso molec'ulai.es:de·ll,3_.kd para H4; 15,3 kd -:Hi:· 13,8 kd - H;Bt 

14,S kd - H;A . ."y .'.-2i,·O ··k~ :- _H 1 (revisado por Isenberg, 1979). Presentan un 

alto contenido de cadenas laterales cargadas positivamente, donde 

aproximadamente . u'ilo de 

lisina arginina. 

'cada cuatto aminoácidos que las componen son 

Además, presentan distintas modificaciones 

postranscripcionales, las cuales dependen del estado funcional de la 

célula. Tales modificaciones pueden seri acetilación, metilación, fosforilaci6r. 

y ADP-ribosilaci6n y ubiquitinaci6n. Estas proteinas están altamente 

conservadas a nivel de su secuencia de anU.no.icidos, siendo las más 

conservadas las histonas H, y H> (lsenberq, 1979). 

Para determinar el grado de evolución de una determinada 

proteina se ha utilizado un para:r.etz:o denom!.nado UNIDAD DE PERIODO EVOLUTIVO 

(es el tiempo requerido para cambiar el l ~ de una secuencia de 

amino.\cidos después de la diversificación entre plantas y animales), 

As!, la unidad evolutiva de H, y H4 de 300 y 600 millones Ce ai'ics 

z:espectivatnente, lo cual indica que la unidad referida es mucho mayor en 

esta.s proteinas comparada contra otras. Por ejemplo, el citocromo e requiere 

de 20 millones de ailo.!, la hemoglobina 6 millones de arlos y lo.! 

fribrinop~ptidos 1 millón de ai\os ( Darnell y Ooolitle, 1986). 

A3lm.ismo, la alta conservación de la eatructuz:a de H, y H, 

sugiere que estas presentan una función critica en el nucleosorna y que por 

ello han permanecido prácticamente invariables. 
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LA ESTRUCTURA DE LAS HISTONAS. 
··.· .. ,, - -

Las .'histonas' han ~ido ·d1~idid~s '~i-fc ti.es'.,;'~rupos:·· 

:::::::··:.¡~~~!jf ?I~Jf f liií~¡;~~~"~ 
la_ ~e~~erat~.ra, ~; r.e~~.ci~~~~\ l.ª. ·'.:~~n~e-~~r-~~~-~n <--d~·:·-.~-N~~~~:-_<-: c_~n '.~~~ª-~.' -:ªP~~c~~ión de 

~:··7 ººh,~;;:l;:i1:}~:~9·::t~~:·i ~éj1: .;jj~~[~~f~f ~1~f~~i!~-~mtL::g,:;::"º; 
ele_~tr~.f~re~i~-- <._D~vison-· ~ e~~-~~~,, ~~-~~-~.~<.~~~~~-~.~-~~,~;~~~~"l:~/:?~s_s1 Daly y Mirsky, 

19-~5; ~oo_re,, ': ... l~~-9)·;·~~ h~ d_e~.c~b_i~~-~~;~~-~-~:;:~~-~; ... ;~~-~:·· .. ~r~~-º~ · · pueden asociarse 

en._· ~os_ cl~se~-. ~~~or~s 'C_re~i.~~do --~~~·:":~-~;~~h:~~:.:_Y.;._~-1:~,~~~~f~g-~~-- h 
' L- Histonas ricas· en·lisina;-:/1·nonde·_;·1a:·· .·lisina aporta el 40! 

del n·it:·~ó.ge~~,:. la· alanina el 20%~:::.-?~/~~;/l~·\;ig1nin~"~1 5%. . 

. . -. 
2.- · HiStonaS ric~a; en ~·~~J:·~i~a.~-~ i,; D~rlde la arginina 

28~ del nitrógeno, lá. aia~irla -~i '_1% ':Y '~.i;·~::1iS1na el 169. 

JO 

aporta el 



HISTONA. H: 

Es un grupo de histonas. con peso molecular aproximadamente de 

21,500 con 205 aminoácidos· en promedio una relación lisina/arginina 

aproximada de 1: 4; ·~ Estas moléculas presentan tres distintos dominios 

estructurales: · 

1) ,-Una secuencia. aleatoria enrollada en el segmento N-terminal 

que se ubica entre ~l residu~ 1 al 39 de la cadena de aminoácidos. 

2) Una región central globular de aproximadamente 2.B run de 

diámetro ·que se extiende del residuo 39 al 116, la cual es rica en 

aminoácidos no polares pero 

aminoácidos acidicos. 

que· contiene muchos de los residuos de 

Jl Una región altamente básica, con un dominio conservado en el 

segmento e-terminal que contiene cerca del 40% de moléculas de lisina 

(Chapman et al., 1976 ) ; éste último segmento se enlaza fuertemente con 

ADN. 

La unión de H1 ( en el extremo e-terminal ) con el ADN de unión 

permite el enrollamiento en una fibra de 10-11 nm siendo el primer nivel 

de condensación de la cromatina (Bradbury et al., 1913b ) , Se conoce que 

la longitud promedio del ADN de unión entre nucleosomas puede variar de 

una especie a otra ( Compton et al., 1976; Johnson et al., 1976; Lohr et 

al., 1977 ) , de un teji.do a otro ( Morris, 1976b) y en diferentes tipos 

células dentro de un tejido ( Thomas y Thompson, 1977; Todd y Garrard, 

1977 ) • La alta capacidad de modificación de H1 permite encontrar una amplia 

gama de variantes estrechamente relacionadas (Pangin y Chalkley, 1969a y b; 

Hohmann, 1970 l las cuales están presentes en varias proporciones en 

diferentes tejidos y sujetas 

ADP/ ribosilaci6n, 

a diferentes formas de fosforilaci6n y 

se asume que una molécula de H1 interactúa con el nucleosoma en 

dos partes: el c-termlnal de H; con aproximadamente 20 pb del ADU de unión 

en un lado O extremo del nucleosoma y el N-terr:únal con otros 10 pb del ADN 

de unión en el otro extremo cercano la entrada del nucleosoma. La 

región globular (más conservada) de H. no interactúa intimamente con el 

n~cleo de histonas; la interac;ci6n se da con mayor fuerza con H . .A (Boulikas et 

al., 19001. 

Además, H1 esta involucrada en el superenrrollamiento de la 

cromatina para formar el solenoide (25/30 nm diametro) el cual presenta de 

0-10 nucleosomas po.i: vuelta; la H1 se localiza en el interior de los 
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solenoides .formahdo aSt. un es"queleto" helicoidal~· .J.o cual , revela-. que la· "· 

puede pal:.ticipar _en. ~a formá"ci'ó'n· d~- l"a. -sup~r~~tr~~tuí-a. ·de ii~·c~orlia'tina · ( E;lgin 

y Weintraub, ·1975). · · - .. _., .. _, 

conservad.~. C~~~~:;idt~Wf :ú,~;;;.i~Fj:;iüt;:t~(.:t;g·~·;t~~~~l~h:t;;;;r.D~:: 
tasa. ~e-. ~~dif~cac~~~-'.-.~~~-~~ .(_·.~u~·_,.-e~~,ª~~-:~_P_~e~-~-~·~n~i~_lm~-~t~ :· c~n'.· .. ~e_c~en~_~as ·~e 

~::::::~~:f :;i:~~~r[~~[tª~~{~Ji~f ~~J~~~l:~h~~:~~J~J;;;.1~:~~;~:;E:nq:~ . 
al,, 197? 1,.·.'.l'h_oma -Y. ~ol~-~-1:.( º-~~~?~'..-"-~.~~~.el :.Y! _Benyajat~,·)97_7) _ •. 

:·- 1 ::~· Con er:. descubrimiento'- de ·la· fosforilación· de:· las. histonas de las 
obsecvaci~nes_ ~imult~neas de que la fcsforilación de proteinas nucleares es 

significauVa durante los estados tempranos de la activacion génica 

{Kleinsmith, 1966b) como posible factor en el control ~e la transcripción y 

de la compactación de cromosomas en la mitosis ( Kornberg y Kluq, 1981), se 

ha sugerido que este proceso está jugando un papel cegulatorio en los 

periodos iniciales de activación génica, dado que se ha observado que las 

histonas se fosforilan justo antes de que se de el prcceso de 

compactación de los cromosomas. Esto podria indicar que este proceso actúa 

como un disparador de la condensación de la cromatina en el inicio de la 

profase (Kornberg y Klug, 1981; Bradbury, 1974 ) • 

La H1 y las HMG parecen ser las proteinas mAs altamente 

fosforiladas en el núcleo (Elton y Reeves, 19B61 Lund et al. ,1985; Palvino y 

Linnllla-Kankkumen, 1989 1. 

La fosforilación de H1 es evidente por la presencia de varios 

sitios de fosforilación, uno de ellos claramente dependiente de J\MPc 

(Langan, 1971). Este, se da en t!l residuo 37 de serina en timo de conejo y 

en la posición 38 en timo de ternera. 

De este modo, las modificaciones de H. por AMP ciclico 

dependiente de cinasas parecen tener una relevancia para el control de la 

transcripción 1n vivo. La significancia fisiológica de la modulacion 

de la estructura de la cromatina por una fosforilación dependiente de AHPc de 

H1 se reafirma por el hecho de que una enzima especifica para la 

desfosforilación de serina 37 ha sido detectada y aislada t Meisler y 

Langan, 1969 1. 

Además del tipo de fosforilación mediada por AMPc (Langan, l97B ) , 

existe otro que ha sido designado como "asociado al crecimiento". Este 

tipo se verifica en sitios de las regiones amino y carboxilo te~nalea de 
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la proteína. De acuerdo la secuencia de H1 de timo .de conejo (Cole, 

19771 y de timo de trucha 1 Macleod et al., 1977), los residuos que son 

fosforilados · Son ·Thr 143, _ Thr· 1Í52, ·-ser: 1B9.· y ·Thr'.16.·. 

MatsUmoto et ai;; ·:.1 ÚJéó¡ .·observan que ·en células' cancerosas de 

ratón; la _11~~~ -~ut~·~t~ :~e·n :;_i·a ~Cuál·, se: e~c~ent'.ta .··defiri1ente .1a fostorilaci6n 

de histonas· · ·.¡ ·~:.: ~~~i~i:-ip-al~~-~·te" ~ 1 -:). ta~ié~· ~uestra una deficiencia en la 

otra~·- ~~~de~~i~s.' i~di.c~n. la- al"ta heterogeneidad de la histona H1• 

Se sabe que en·-·varios tejidos·: de'"' plantas se han identificado formas 

alternas de esta ~r~telna . -, . NAdeau et. al., 1977 ~. En maiz, se han 

encontrado 4 subfracciones de H, que son electroforeticamente 

distintas y el modO de' herencia de sus.genes indica que ellos resultan de 

alelos d~ferentes localizados. en distintos cromosomas 1 Stout y Phillips, 

1973 ) • Esta al~a heterogeneidad de H1 ha sido confirmada 5"ecientemente y 

tal parece que forma una familia de i~oproteinas 1 Cole, 1984. ) . Estos 

subtipos de H1 difieren en su capacidad para condensar ADN 

(Roche, et .d., 1985 ) • 

Otro~ investigadores como Ivanchenko et al., 

demost.cado que la histona H1 en maiz presenta al menos 

cromatina 

11987) han 

distintas 

isoformas y sugiere que al menos existen 5 a 6 qenes de H1• Estos resultados 

.son complementarios las observaciones hechas por Hurley y Stoot 

(1980), en el sentido de la existencia de una heterogenidad de H1 en maiz 

en base las observaciones obtenida& por secuenciaci6n parcial de la 

banda superior encontrada en un gel acido acético/urea, lo cual sugiere que 

las dos bandas están estrechamente relacionadas y son producto de diferentes 

genes. 

Otro de los procesos postransc.cipcionales que se presentan 

las histonas es el de acetilac16n (proceso que neutraliza la carga positiva 

de residuos de lisina, dando lugar a una reducci6n de la carga neta positiva 

en el extremo N-terminal del núcleo de histonas en el nucleosomal ( Doenecke 

y Gallwitz, 1982 l . 

Se ha observado que la ai:etilaci6n de H1 no ocurre in vivo 

(Nelson, 19821 Zhang y Nelson 1986 J. Sin embargo, ha observado 

acetilaci6n reversible de residuos internos de lisina en proteinas no histonas 

HMG-1 y HMG-2 de timo de ternera Sterner et ,Jl., 1979 ) y HMG-14 y 

HMG-17 de eritrocitos de pato { Sterner et al., 1981 ) • La acetilaci6n in 

vitro se ha observado en H1 con la utilización de drogas que permiten la 

acetilaci6n de residuos de lisina t Won9 y Marushiqe, 1976; Mannironi y 

O'Incalci, 19BB ) . 
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Po_r ot~o ~~.do, la "met.~18ción_ .de '.H: .t.~~p~~~.-· ~~urfe' in ,Vivo~ sin 
embargo, una 'dis~o~s.iÓ':I f:!el. es~·ado .-. normal de la.' cro~atin~, .. inducid~ ~or 
la adicÍ6ri "de. polication~S ·ci;~ndo . .$~' ·:Ú~larl ~ rlú~ieOs':.~d~· i)1iq~do \ de<·r~tat 

·_,:·~:~~ª:. ProdJc1r~- . e '--N-

CasoS; e;1 

procesos . po.stra.nscripi.:i<?n.a.les ··en·:; u;i~;.: ií;:;:'"Vi-tl-o~~i ~e <:."háT ·obse~v;d~'~; q·u~·~',_ fól:~~ 
,.¡_!. . • ~ - ,. 

estructuras -'aberrantes. 
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HISTONA H.A 

Esta histona,. junto Con H.B. fl:)rma· el conjuritci ·:·de · Proté.inas 

cuya constitución· quimié:a es medianainenté· :, -rica en . ·:residtios de:' lisina. La 

H.A Presenta ·un. p~So· mo1ecula:é:. Pi:'om~di~·.:··de '::" ij; 960" ~~J:t·,:~:~P'r~~i~d~~~nte ··:' 129 

residuos de .:--~mifioá~id~·~-'.:/y_:: ;Un~ 1 • • : ~.~~~-~~~~~-:j:i1.~in~·?"~~~~~~:~~~::~~,~~-~~ ;·~/E1·_91~. y 

. ::~::::::;td:;~.::;~~:fi:;~t:;f;~~:~~~.~~~*Jf ~iáf 1i~l1~~~1f Hti(º::~::t::~ 
que no afectan ·la- 'carga·. o~ que;.'no:·-modifiCan\ ia> estructura' ::.=;secundaria (El gin 
y. WeintraUb,' 1975 ':) -~· ·:·,_, /.:~ :·_·::;1·" '1>' '"·· ~{.··· -.. : ... ~ .. -.<:; :;.::.-~-..-:~:-:_~: __ '('~(-_\ 
0

cU~n,to~:- --~.~-iÚ -~~~~I~:~:s:~~f :~:·::~it!fc.:t::::·~:::::~ .. ·~::irAr:il::es :i~:ad:e8j idos 

·~~-~~éi~ic;;~:, i°Bl~~k~~~in··.:·y··Lév~~197Gi· ·c~hen ét ~i.',1975). También presenta 

una-: s·e'~ie·.cie·.'·modi'f1caciones postranscripcionales ( para revisión vease a 

Reeves, 1994 ) , incluyendo la unión con péptidos de ubiqui tina (Goldknopf et 

al, 1 1990). Estas modificaciones son consideradas como moduladores del 

control de la expresión génica durante el desarrollo del erizo de m<lr, lo 

cual resulta en la sintesis de diferentes variantes determinadas a lo 

largo del periodo embrionario de rápida división celular y morfogénensis de 

tejidos ( revisado por Maxson et al., 1983 ) • 

West y Bonner ( l 980a) demostraron que mamiferos la H;A 

presenta más formas variantes que todas las demás histonas del octámero, 

En el pollo, se han encontrado 4 variantes de ésta, las cuales pueden ser 

clasificadas 2 grupos: dos variantes homeom6rfas H_A.1 y H:A,2 ; y 

dos variantes heterom6rfas H:A.x ffzA.z. Estas últimas están siempre 

representadas por 5 a 20íli del total de las histonas H.;A en c:elula!!I de 

mamiferos 

La ubiquitinación es un evento postranscripc:ional que consiste en 

la unión de un péptido de ubiquitina a proteinas citoplasmáticas, las 

cuales son blancos de degradación en ciertos momentos del ciclo de vida de 

los organismos (revisado por Reeves, 1984). Varios estudios han asociado el 

ubiquitinado de histona HzA (uH~l con cromatina activa, ·=amo ha sido 

demostrado por las observaciones en eritrocitos de pollo que contienen 

complejos uH_A (Goldknopf et al., 1980). 

Por otro lado, la acetilaci6n de histonas parece tener un 

importante papel en la regulación· de la transcrip_c~6n génica (Reeves. 

IS: 



1984 ) • La acetilación es un proceso que permite,, que un aminoácido 

(especificamente una li.sin~ 1 cambie su · carqa, neta positiva en su extremo 

. N-te.rminal a carga neta negativa p~r ~'a :·,:·in_é-~rp~~a~ióit - d~. un gl:upo acilo 

por la acción enzinlática m~~ia
0

d~ ~or_:·._ ~.c~·tuas.á~: J". ~1.<~a.~1~( re~~~sible en 
algunos casos por la. entrada_, de~·~_ag~a '.;.f .:-'.~'C·~·t~ii~·~d~.<~¿~:1 .uri~ ·: deacetilasa, 

::::t:mp:::~~::v~~~:::::;::;:1;;r~:::({J~~f{{f~;;t~;~~ffiti:t6;º:::;:;:· ~~ 
hecho de que este proceso .representa, un~· enorme, potencia~·· para; la .variación 

:: .. ~: .. ·~::u~::::oso~a ~:~=~t:~d~P:~:~i:'.~}J~~~~~i!;;t:• d~el. :0~01::.:: 
diferente de nucleosomas localizadi:>s··-.~.en o-:· 1as·.~~dist~ntas;:,:.regiones de la 

cromatina, con lo cual se pueden 

comparados entre si diferentes 

fisiológicas (C:sordas, 1990 ) • 

ÓbserJar~ distin.tó·S.:·~·- patrones cuando son 

especies, Íiile-~~-: -~éi~ra:res ·y sitUaciones 

El término hiperacetilación :se refiere a un nivel de 

acetilaci6n por arriba de aquel encontrado habitualmente y que es adquirido 

por el tratamiento de las células con buti.rato. Po.r otra parte, el término 
11altamente acctilado" se refiere un patrón no aleatorio dado por una 

situación fLsiol6gica: por ejemplo, cuando se da el desplazamiento de histonas 

por protaminas durante el estado taz:dio 

trucha (Christensen et al., 1984 1 donde 

acetiladas en un alto grado ( Csoz:das, 1990 ) • 

de la espermatogénesis 

las histonas tienden 

en la 

ser 

Por último, existe una extraordinaria gama de evidencias de 

que la acetilaci6n postsintl!tica de histonas está intimamente asociada con 

la activación de la cromatina para la transcripción genética en eucariontes 

(Allegra et al.,19811 Johnson et al.,1987; Sterner et al.,1981 ). Además, 

ha sugerido que la acetilaci6n puede ser una sena! especifica para : 

al.- Remoción de las histonas durante la replicación del ADN 

(dado que se ha observado la ausencia de éstas durante este proceso). 

b) .- Reemplazamiento de histonas los procesos de 

diferenciación f protaminas por histonas ) . 

el, - H:A y HzB son removidas durante la transcipción al igual que 

H1 y H, ( Loidl, 1988 ) , 

La fosforilaci6n, al igual que la acetilación también 

presenta en la histona H.:A, pero en menor grado comparado con la H:• Esta 

fosforilación es constante a través del ciclo celular, lo que la hace 

di fe rente con respecto a las histonas H1 y HJ en que estas se hayan 

fosforilada:s en ciertos estados especificos (por ejemplo, la máxima 
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fosforilaci6n de H~ es en 

embriogénesis del erizo 

fosforilaci6n de H.A a 

fase 

de 

lo 

y momentos especificos du!ante la 

mar) (Cohen et al., 197S , 1 , .. Se cree: que la 

largo del ciclo celular estA intimamente 

relacionada con la condensación de la heterocromatina { Gurley et al., 

1978). 

Durante el crecimiento temprano de plántulas de trigo y 

alfalfa, la fosforilaci6n de las vai:iantes H;,A acune en el exti:emo 

e-terminal el cual pi:esenta una región rica en aminoácidos básicos, con 

algunos hidroxiaminoácidos, prolina y alanina (Brandt et al., 1988; Rodrigues 

et al., 1985 y Rodrigues et al., 19BB ) • Dicha región presenta unos 

tetrapéptidos de 2-3 serina-prolina (3p) unidos y adyacentes a un par de 

aminoácidos básicos; estos tetrapéptidos sp son conocidos corno sitios de 

fosforilaci6n en la región e-terminal de H: de vertebrados ( Poccia et 

al.,1987 ) , Se piensa que la alta fosforilaci6n de H~ es una seftal para la 

disociación del nucleosorna, ya que se ha observado que las H . ..A y H~B son las 

primeras histonas en disociarse del nucleosorna cuando se entra. a un estado 

activo de transcripción de la cromatina (Spiker et al., 1987). 

Por otra parte, en HzA no ocurre 

tlzenberg, 1919 ) • Ademas, la ADP-ribosilación 

está. dada a nivel postranscripcional y la 

procesos no es conocida ( Izenberg, 1979 ) • 

la rnetilación . in vivo 

muy bajo nivel# 

func::i6n biol6qica de ambos 

Existen diferencias a nivel de la composición de amino.\cidos y de 

movilidad electroforética entre las histonas HzA H~B de animales y 

plantas. Se ha observado que las H:A de plantas presentan una menor 

movilidad respecto a su contraparte animal lo cual es atribuible a 

diferencias en estructura primaria ( Spiker, 1982 ) • En trigo se ha 

observado· que HzA presenta 3 variantes cuyo peso molecular varia de 16, 000 

a 19,000 daltons, y su presencia en proporción es equimolar ( Spiker, 1982 ) • 

La composición de aminoácidos de las diferentes variantes de H:A 

en plantas se caracteriza por alta concentración de glicina y 

leucina y una baja proporción de serina (Spiker, 1982). 
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HISTONA H,B. 

Al ·igual- - que· H~A, la H.B fol:ma parte del conjurito de 

proteinas cromosOrita"1e~ ·.que· son ·. mo'dei::adamente ricas.- en lisina •· Esta 

presenta un _ .P·~-~~ -~-.. ~~-1-~~~iar._:<de<.,'.· ~3~ ??_4: d~-i~~~neS .:.::c.on aproximadamente 125 
·,~~g¡~- y we1ntraub, 

1975 J. ..de 

-~~-é:,~en·C.i~ · de aminoácidos eKiste 

lisf~a/~r91nin~·;.~s,~~-e·í-~:.oo~d~·n'"~~-·-·d~:_··:·.¡·;~,-:_.veCes. sllper1or al de HzA. e Elgin y 
Weintr'~UÍi,·:: 1975. ·'.:.~1'';~-.;~:::h:f·e·~á~-~- .;~,1~·· .. ·:.~-~~~encia de arrlnoácidos. acidicos es menor 

en pÓr~~-~~aj·~;·X .. ~i~.:; ·d~' ··:~:.Aj"'/~~-: H~~-":e·~-- d~· _13% c en H~ esde 15%1 (Isenberg, 
19?9 ·=: .. _,:.· .. ~:;.::~: 

- ·-, ·G~~-~.Ú~:'.·ál modelo de Kornberg y Klug (1981) se sabe que en 

la ieqiÓ~·/d~-·:~-~~-~Ó~~'idos básicos de ff~B se ubican los sitios que enlazan 

con· ADN \y '·qile la región central hidrofóbica interact\la con las otras 

·Pro1:.e1t1AS j··c. h1St~nas y no histonas), lo cual sugiere importantes 

inte~'acc.ione~·-,=: ~e ·permiten que la estructura y función del nucleosoma se 

mantenga,{.:_ Wu y Bonner, 1984 ) • 
¡ . . . ' . 

Las variaciones en estructura primaria en H2 B se han 

o~~~-rv.!dO_ -e·n .·diferentes especies de vertebrados ( Alfageme et o1l., 1974; 

Cohen ·et al,, 19751 Franklin y zweidler, 1977; Isenberg, 1979J Wu et al., 

1982 '.I y también entre diferentes estados de desarrollo embrionario del 

erizo de mar ( Cohen, et al., 19151 Pocci.a y Hinegardner, 1975 ) , 

Por otro lado, en trigo ha observado que H1B presenta 6 

fOrmas (isoproteinas) las cuales eluyen diferencialmente en cromatografia 

de exclusión y de acuerdo a su distinta movilidad en geles de 

poliacrilamida/SDS, se han estimado pesos moleculares de 15,300 

19, 000 daltones (Spiker, 1982), 

Dentro de los mecanismos postraduccionales que se observan con 

mayor frecuencia en H2 B se· hayan la acetilación reveraible, la cual ocurre 

en el grupo e-amino de residuos especificos internos de lisina localizados 
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en el dominio altamente bAsico N .. terrninal del núcleo de histonas (Reevea, 

1984). El carácter alta.mente conser.vado', de-las: proteinas histonae sugiere que 

l.a secuencia entera de la cadena :del polip~ptido ea indispensable y se 

piensa que la al ta cons~rvaci6n de posicionee de acetilaci6n es fundamental 

para el correcto funcionamiento de las células eucari6nticas dado que las 

m\lltiples acetilaciones en el m'.tcleo de histonas representan una gran 

variedad de estructuras e isoformas. La acetUaci6n, como ya se dijo, se 

verifica el dominio N-terminal. En el caso de H,B este dominio 

menos conservado y muestra una mayor divergencia (Vanfleteren et al., 

1987). 

Como se mencionó lineas arriba, la H28 acetilada ha sido 

relacionada con genes activos en la cromatina, ya que secuencias especificas 

de genes activos ca-purifican con histonas altamente acetiladas lfft, lfi, y 

H:B ) (Allegra et dl., 1987 ) . Esto es apoyado por la idea de que la 

acetilaci6n es un prerequisito para la activación 

HzA y H,B parecen ser las primeras histonas 

transcripcional, ya que 

en .ser desplazadas de 

los nucleosornas de genes transcr!biendose activamente ( Baer y Rhodes, 

1983 l. 

Por otro lado, parecerla ser una constante que el n\lmeco de 

sitios de acetilaci6n de histona ~B de trucha, pollo, terneca y humano son 

semejantes a los de plantas ya que en erizo se ha observado q~e se 

acetilan sitios de lisina y uno más fosforila en serina, en 

cambio en alfalfa los 

1989). 

sitios son acetilados. ( Waterborq et al., 

Otro de los procesos que se presenta en H,B 

ubiquitinación. Como ya se mencionó anteriormente en la sección sobre HzA, 
la ubiquitinaci6n es un proceso en que una m6lecula de ubiquitina se une por 

el extremo. C .. term.inal con el grupo e-amino de un residuo de lisi na de 

histona (.Posición 120 en H2B ) ( Thorne et cil., 1987 ) . Esta proteina de 

76 residuos de aminoácidos de B.S kd altamente conserv.:.da en la escala 

evolutiva se ha observado enlazada a histonas. La ubiquitinaci6n se puede 

obse~var a nivel individual; esto es, una molécula de la histona H1B unida 

una molécula de ubiquitina; o bien, puede ocurrir tarrhien de manera 

múltiple, o sea, 

ubiqu!tinas. La 

una molécula de la proteina H~B unida a una cadE:na de 

ubiquitina difiere a nivel de secuencia de aminollcidos 

en 3 re.siduos entre levadura y el hombre ( West y Bonner, 1980b; Nickel et 

al., 1989 1. Se sabe que H/\- y H:B y variantes pueden ser ubiquitJ.nadas 

en proporciones de 10: 1 Nickel et al., 1989 1. Además, la de.nparic!ón 

de uH,B en metafase indica que estas proteinas deben de set 
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deubiquitinadas para permitir el evento de empaquetamiento ( Muller et al,, 

l9B51 Raboy et al., 1986). 

En H:B el proceso de fosorilaci6n se presenta tanto 

inmediatamente después de la sintesis de la histona como en estados 

tardios, Lo anterior indica que la fosforilaci6n se mantiene a lo largo 

del ciclo celular y que, ademas, ésta se mantiene intimamente asociada 

con la condensación de la heterocromatina. La fosforilaci6n de H1B 

ocurre en menor proporción con respecto a H1 y no se presenta durante 

estados especificos de la diferenciación celular, pero si a lo largo del 

ciclo celular (Gurley et al. ,197B ) , 
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HISTONA H, 

La "ht.stona . H, forma Parte de un grupo de protelnas ricas en 

residuos de ;a.rginina. :·E~t·~ ·p·~~t~ina preSeñta un peso molecular de 15,342 

daltones y tter:ie 135 · residuos -'de.· amirloácidos, Su composición de aminoácidos 

es dé 10·~ de.<Ús:i~~;··: 13~ '-.de arginina ( corno aminoácido básico 1 y 13~ 
de -amin'oá~tdci~:'"':.a-~'tdi~:o.9·~ . p?-ese'ntando una relación de aminoácidos 

bAsico~ÍaciCiico~_ :~de ·:]:, 8 --y· s-iendo la relación de lisir.a/argininA ~·de, O~ 72, 

Se 

en 

conoce la 

· funéi6n 

secuencia, de 'aminoácidos de una gran variedad de especie:S,-' 

de·· las cUales se ha descubierto una alta ~on~e;~~~iÓ~ · · ... 
evolutfva. Asi por ejemplo, comparaciones a nivel de la estruc~u~a-~~~rÍ~ri"'.1-:. 
entre la HJ del chicharo y el timo de ternera demuestran la ·existencia .de 

4 sustituciones { Patthy et al,, 1913; Isenberg, 1979. ) • · · ,se ~,~ .. han 

identificado diferencias nivel de aminoácidos entre un;· nWnero 

variable de mamife.ros en la H, (Franklin y Zweidler, 1911 ) , Los cambios 

observados entre terne.ca y chicharo asi como ent.ce otras espe?ies pernúte 

afirmar que la H3 junto con la H4 son las proteinas más conservadas en 

la escala evolutiva. El alto grado do conservación en la secuencia de H! 

da fundamentalmente en el extremo amino-terminal en los residuos l al 3C. 

{Waterborg et al., 1903), 

De la misma manera, la H, presenta 3 dominios estructurales 

su secuencia de aminoácidos; una región altamente conservada Ce 

aminoácidos básicos agrupados en el ex.tremo N-terminal con una pequeña 

proporción de éstos en la parte e-terminal y una región central altamente 

hidrof6bica. Es en ésta última región donde ocurren la mayor parte de 

las sustituciones puntuales, poco más frecuentemente que en la 

región del extremo C-tenninal ( Isenberg, 1979 1. 

En mamiferos la histona H,, p.cesenta regt:.ldrmente tres 

variantes electroforéticas denominadas H1 .l, H .2 y H>.3; las _cuales 

difieren en 1 o 2 aminoácidos entre si (Urban et al., 1979). La hiS:~n.i Hi es 

ia única de las histonas en presentar .residuos de cisteina. La cdr.tidad de 

cada una de las variantes puede variar de una célula a otra y de un tejido a 

otro (Franklin y Zweildler, 1917 ) . Wu et dl, {1983a) .reportaron que la H,. 3 

es la mayor variant~ de H1 en linfocitos quiescentes de humano. Ello 

indica que las variantes de histonas H:, H_A y ff:B en mayor grado, asi como 

Hl y H¡ en menor proporci6n, están involucradas en la modulación de la 

transcripción de la cromatina (Reeves, 1904 ) . 
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De la misma manera, las histonas H1 ( y sus variantes ) están 

sujetas a una serie·: .. de,- m0difi~·ac-ioó~s. ~p~'st.rad~cc.ional~s, . las cuales 

modulan las caracteristicas d~·: i~ est~u~tUra·<.:-g.'i~b0u1~~-( d~: e1ía·s;--~jercie~do -
cierta influencia en, ~~-_co~Ori:ami~n,t·o- :.:.én:'.:: ~i-:::-'~u-~~-'e_~·s·~ma··'y pe)·~·-. ta~té> e1{1a 

·h.~',., ~;;<;o ~.·; cromatina. ~~..--'.:::.;~~::;L~·. ~;_,_:::·: .. 

'" 
;{-,~--~~- : varios 

niveles· de co~~e~-~~~~-~n {~~-::_~~ª :,:."~_~t:.ru"..~u~~--:i::i_-:~~ :<:1~--:·/~~~~ti!1~ -.. :·t~les como 

~~:~::~:'.:i~!E~!~~jf ~;f ,:t~:-:~f ~~;~:~:::~ 
(Waterborg Y.:::M~~~~w~~~-:~~~-3~;_}:=_ ~h·~~~~.-:'.·Y .. sh~.w, 19841 Giancotti et al., 19841 

Al lis et ·aL ,. '" 1985.·" :.f',· .. :·::t;;r:, :desPi"aZa.niiefito de bis tonas durante la 

espermatogé~esis ~-'(Ch'riSt~~~:~'~.<~-~·-;ai~·, i9a41 Oliva y Mezquita, 1982; Oliva y 

Mezquita, 19~.~; · cO-~pP,e'; :·-~f ~l., :1987 · ) . o ·durante la esporulaci6n en Physarum 

( Loidl y Grobne~,,-_·190'6-;'.Lo.idl~y Grobner, 1987; Loidl, 1988 ) • 

~~~t~· ah~~a ~~ se conoce si la metilaci6n de las histonas HJ 

tiene .ª.l.~un .papé~ .. --~.~ -.el·· ~ntenirniento de la estructura abie.rta de cromatina 

de g~ne_s transcrip_c~onalmente competentes (Hendzel y Davic, 1989). Se ha 

observado· este p.roceso en· muchas especies1 en e.ritrocitos de pollo el grupo 

e-amino ··de_ los· .residuos de lidna 9 y 27 de la histona H> pueden ser 

metilados (Wu et e1l., 1986; sung et al. ,1977) formando N"-mono-metil-lisina, 

N~-dime_til-lisina y N' -trimetil-lisina ( Wu et al., 1986 ) • La met!lación 

de histonas es una modificación relativamente estable que tiene una baja tasa 

de reve.rsibilidad ( Wu et al., 1986 ) • Esta serie de modificaciones se da 

después de la sintesis de ADN y del ensamblado de la cromatina, sugiriendo 

que no está involuc.rada en el proceso de ensamblado de la misma. 

La metilación podr!a juegar un papel en la condensación de la cromatina 

y/o mitosis ( Honda et e1l., 1975 ) • Además, otros estudios han indicado 

que existe una .relación ent.re la metilación de histonas y la transcripción 

IDesrosie.rs y Tanguay, 1985; Desrosiers y Tanguay, 1988 ) . 
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Por otro lado, se ha indicado que la reducción en la 

metilación de H~ y H4 que se da por la activación de otros genes por 

choque : calórico correlaciona con la represión de la expresión de algunos 

genes IDesrosier y Tanguay, 1985 ) • 

Se sugiere que las actividades de las acetiltransferasas 

y de. ias metiltransferasas de H) pueden coexistir en la misma región de la 

cromatina sin competir entre si por los sitios de enlace; los papeles 

funcionales de estas enzimas podrian ser para mantener los estados acetilados 

y metilados de las histonas asociadas con dominios de cromatina 

transcripcionalmente activos ya que estas modificaciones podrian alterar al 

nueleosoma y a la superestructura de la cromatina, lo cual permitirla o 

facilitarla el proceso de elongación de la transcripción ( Hendzel y 

Davie, 1989 ) , 

La fosforilación de histonas durante la progresión de la 

mitosis observada en células sincronizadas de la linea celular CHO de 

hamster ocurre de manera especifica en H1 durante la preprofase y en la 

mitosis como tal ( profase, metafase y anafase ) , Cuando los cromosomas 

están altamente condensados, verifica superfosforilación de la 

histona H,, lo que no ocurre en preprofase. Al salir de la anafase y 

entrar 

demuestra 

telofase, 

que la 

H, es desfosforilada, al igual que H: • Lo anterior 

fosforilaci6n de H1 y de H, son eventos estrictamente 

mitóticoa y que ocurre sólo cuando los cromosomas están fuertemente 

condensados ( Gurley et al., 1978 ) • 

Las evidencias que apoyan la presencia defosforilaci6n de H1 en 

plantas es escasa; ain embargo, se ha logrado observar un nivel significativo 

de fosforilaci6n a lo largo del ciclo celular de pU.ntulas de trigo y de 

alfalfa, lo cual indica que probablemente esté jugando un papel similar al 

observado en células animales (Brandt et al., 1988; Rodrigues et al., 1965 y 

1988 1. 

23 



altamente 

HISTONA H4 

Dentro de la· fámilia de. p.rote1nas de histonas, 
cori~·~rvad~··~,en; la esCafa eVOiuü\;a·. Estó 

la H4 es . la más 

· ·es ' · der.i vado· de 

estudios estadiSÚ~os '.en .t-~'.rn.o . ~ la ~om;ar·a~i"órl··.>de-.; ~eC~'~ri~iaS. de: H
4

. de un 

gran núméro ·de. ofg~~i~mos _ .. desde, ·las le-~adura~··.·. tj·~s_t·~- :·~f.·· ~o~r~·-· ( ·. Darnell y 

O~olitle,.19~6:') •:'~-
_A niv'el ·:de. COmparaciÓ~· de · secuen·Ci·~: de >·a~-~~~áciid~S- .- e~ntre· varias 

especies e"Xi~te~ v~'ria~i-on~~ ~nim~S· ·· 1~ .·que::·' d~~~-~s~,~~-· :.··~¡ ··alto grado de 

:::::::::1:. é::r~•.;•c:rluc:tau:: ;"~:~ ri~~m:f ;t~~l}~~t:~t' ~t¡:~:~·::::~::e h; 
variaciones o _sustituciones -~ ·. ~i_vel . '~~;::~_e_c~·~~~-~-a·-, (_ -~e-' Lii.ng_e ·et al. ,196Pa J • 

La H4 es. una proteinA '.-r!éa··: ~'~/a~·~c;-á~id~~- d~· arginina con un peso 

molecul~r de l~, 282. daltones~ .·, .~On. ~\i02··._·( :e·~-¡d:tios:. de aminoácidos y cuya 

composición es de 14 % ·de .·arginina :"iy ·1u ~-·.de~:lisina ( como aminoácidos 

básicos ·) •/ · un - 10% de· !~"mirl.6á~id0~-: hicÍ.rof6bicos/acidicos; presenta 

una relación· de aminoacidos'· -b.i.~'1e·~~)a'CÍdicos de 2.5 y una relación 

lisina/arginina 'de 0.79~ Al·:·igual .·que·.·1a H3 , la H4 presenta tres dominios 

estructural~s en su -se.cuÉ!nci"a prin\aria y, por ende, determinan regiones 

especificas en la estructura· sec~ndaria y terciaria de la proteina. 

Al igual que las ot'ras hiatonas, la H4 no escapa a la acción de 

los mecanismos de modificación postraduccional, donde la acetilaci6n, 

metilaci6n, ADP-ribosilaci6n y fosforilac16n se presentan con mayor 

frecuencia, As!, tenemos que la acetilación se presenta tanto en forma 

irreversible ( Phillips 1963 como reversible, ocurriendo esto í&ltimo 

con mayor frecuencia (Allfrey et al.,1964; Doenecke Gallwitz ,1982; 

Reeves , 1984; Oliva et al,, 1990; Waterborg et al., 1969; Turner et al., 1990; 

Bresnick et al. ,1991). Al iguai que en las otras histonas, la acetilaci6n de 

H4 se presenta en el grupo 

lisina localizados en el 

e-amino de residuos especificas internos de 

. dominio altamente bolsico N-terminal por la 

enzima acetil transfere"sa , lo cual cambia la carga neta positiva por 

negativa por la incorporación de un grupo acilo a este extremo {Reeves, 

19641. 

Usualmente, Ht es la histona más acetilada con el 4Ó% de 

las mOléculas de células tipicas de rrwni.feros presentando de 1-4 grupos 

acetato bajo circunstancias normales como las encontradas durante la 

. replicación de la cromatina ( Turner et al., 1990 ) . No se presenta al azar, 
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sino que es altamente· '~specifica, que sugiere que eaU relacionada 

con la aé!:i v~d~.d. ·~~arisc.~i~~i·ó~.~~}·:;;~ ,~1.f~re~·t~~.~·:.· ~~~e.nt~~ ··:t~le~ .·.como: estados 
tardíos de .la :esp~rmatógé~e·s·ts::d·~·· la> trÜ~ha·: (Sún~".y ... oiX0~,1970; Candido y 

:~~;:~i 
1

:1iá~&i1~~~{lÍ{{~·fi·i~]j:?~~Z:~f t~::i::t::~§::::r~t:::~~~:::::~: 
et: a·l., ·i9'7S' 'f/:.~~t'~~ ... ,,. ~~(· >· i:_!.'.. 

--_:-.· .. :se::' h~ ·--~b.Se~v~do·.'q~.~.·,j~- i'nc~~Pora.é:i6n de nuevas histonas a la 
cromatin8 '.Óc~rr'e.~de·~·d.ife·~~-~te ~~-era;.', P~r ejemplo, en eritrocitos inmaduros 

de·. pc;;l.1~~-~ _ff1 ' {H~)::es _incorporada ·aleáto.ri.imente dentro de la cromatina; en 

ca~io~ · 'i~~ .·hi'~to~~s .-del, mlcleo- y con mayor f::ecuencia H, ae encuentran 

preferen¿ia~m~nt~"en .·fragmentos de cromatina de genes transcripcionalmente 

activos .Y en _genes competentes, las cuales estAn altamente acetiladas. 

Además, las re'giones de la cromatina con genes activos/competentes pueden ser 

remodeladas donde H, se encuentra acetilada. También se ha observado que H, 

acetilada se encuentra ausente en genes que se hayan reprimidos. Lo anterior 

sugiere que la acetilación está jugando un papel en la regulación de liS 

transcripción (ffendzel y Oavie, 1990 1 • 

Tal parece.ria que la acetilac16n intensa ( hiperacetilación ) de 

histonas promueve la eficiente reconsti tuci6n de los nucleosomas !Cotten y 

chalkley, 1985 ) , ya que eató último !le correlaciona con niveles de 

acetilación de H4 ( Norton et al. ,1989 ) • Lo anterior permite sugerir que la 

neutralización de cargas positivas en el extremo N-terminal de residuos de 

lisina en histonas del núcleo y principalmente en Hl-H, favorece la 

estabilización del octbero y la formación del nucleoaoma cOTQO tal (Csordas, 

1990 1. 

Utilizando tl!cnicas de marcado con anticuerpos especificas para 

H,, ha logrado determinar la distribución de la acetilaci6n de H, 

en cromosomas en interfase. Los datos revelan que en el cromosoma 

poli ténico de Chironomus otros dipteros existen "islas" o regiones 

definidas que están enriquecidas en H1 acetiladas y que guardan una 

estrecha relación el empaquetamiento de la cromatina y la actividad 

transcripcional de ciertos genes 1 Turner et al., 1990 ) • Sin embargo, los 

ni veles de acetilación de H, podrian no ser requeridos in vivo para el paso 

de la polimerasa II a través de la región codificante de los qenes ya que 

experimentos in vitro apoyan la idea de que la hiperacetilación de H1 no 

es requerida para la transcripción tTurner et al, ,1990 ) • 

La hiperacetilaci6n diferencial de H1 se. observa cuando 

células de alfalfa (Medicago 3ativaJ son expuestas a diferentes 
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concentraciones de sales. E,11~-· s~g~~r~. que _.1.~ _ .. a~etila_ci6n va 

correlacionada con el estado' de. exp.resi6n .9éñica-: diferencial·· con el cual la 

célula hace frente a con'di~.iOnes:. de.·.·~str~S~.·s~l~_~o· ::~a-ra .· ~~b-~_evi:v_i(·( ··-.~~1_i_ck ·.Y_ 

Dvorak, 1987; . Sachs .y Ho; ' 1-986 ·_.: .. ):;-~ .· 0~.: e~té ---~ocÍ~,-. p(;d~ia · ~cin~Íde~arSe·· a: la 

~~~;:~~~~~g~~~f iJ~~{~W~!~l!t~lt.;f~~~~ 
respuesta. de··exp'r~S~~~~ ::,g·~n~~~~~:~l~~~·~i:tC,~a~·:y-·p~J: ·_'ende·-:.-·una respuesta biol6gica 

adaptativa· del· :~.~-~~-ª~~-sm~:··.:~.1~.~-at~~~~0-~_~'-.~~~-~1., ·-'.1909:) ~--Esto apoya, una vez 
más, la idea ·de ·:qu·e '!la '.;::a·~~tú.'aCÍ6~ - '.:.·de: :hi~t~nas podria jugar un papel 

importante en 'e("c~ótr.oL de·_·:1a-·:_transcripci6n, en unión con un conjunto de 

factores y ~l~nlent.Os:_ t:Cari~~ri~~i~i1~l~s q-~e permitan el desenrrollamiento o 

descompactamiento :: ~~ ·-i~ :·~;~~matina para el acceso de Pf!limerasas que 

culminen con el pr~c~-~~.':·de·;t·ra~~cripéi6n ( Norton et al., 1989; Tsao et al., 

1989). 

Al igual qui! en las otras histonas, en H, la metilaci6n 

ocurre en él, 'grú.Po . e-amino tenninal de los residuos de lisina ( 9 y 27 en 

H1 y en el 20 ~n H4 de la mayada de las especies eucari6nticas 

sÜperiores estudiados 1 Wu et al,, 1986; Sung et al., 1977 ) • Dichos 

residuo$.'_ de 'lis.ina pueden ser metilados para formar Nr-monometil-lisina, 

N1-dimetil-liSina y N'-trimetil-lisina. 

El proceso de metilaci6n de histonas es una modificación 

relativamente estable que presenta una muy baja tasa de reversión IWU et 

al., 1906 ) , Por lo general, la metilaci6n de histonas ocurre después de 

la sintesis de ADU y el ensamblado •de la cromatina, Además, se ha 

encontrado una correlación directa entre el decremento de la metilaci6n de 

H} y H, en células en cultivo de Drosoph1la que previamente fueron tratadas 

con calor y la actividad transcripcional, la cual decrece de manera 

caracterlstica en respuesta al choque cal6rico 1 Camato y Tanguay 1982 ; 

Arrige, 1983). Ello sugiere que la reducci6n en la metilaci6n de H1 y 

H,. correlaciona con la represión de la expresión de genes activos 

respuesta al choque cal6rico (Desrosiers y Tanguay 1985 ) • 

La fosforilación es otro de los procesos postraduccionales que 

se presenta en las histonas, La fosforilaci6n de H, se presenta con 

menor frecuencia durante el ciclo celular; el mayor indice de fosforilaci6n 

de H, se verifica durante la fase y ocasiones como respuesta a 
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estímulos externos .C Isenberg. 1979 ) , ·También se ha detectado este proceso 

en el desarrollo de -l~s céllilas. de testiculos de trucha, Xenopus, 

mamiferos, etc, ( sung y oix~n~ Úbó;. Louie y Dixon, 19721, asi tambien 

durante la madura~i6n-de· -~élul~-s.de.éritroc:.itos de aves {Tobin y Seligy 19751 

sung et al., ·1971 1. 

Se· ~a c'onjeturado·_~uch~.' acerca del papel de la fosforilaci6n de 

histonas. Se piensa qu·e. representa un mecanismo para la modulación de 

su actividad¡ sin embargo, en el caso de H
1 

no se ha logrado determinar 

(tan bien como con H1 ) su papel durante el ciclo celular ( Trewava.s, 1976), 

La fosforilación de · "• ha sido observada a muy bajo nivel junto con la 

de H1 durante la c:ondensación de la cromatina para la formación de los 

cromosomas metaUsic:os ( Shibata et al,,1990 ) , A pesar de lo anterior, aí.m 

no queda del todo claro cual el papel definitivo de la 

fosforilaci6n de H, durante la condensac:i6n de la c:.romatina (Shibata 

et al,, 1990). 
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LOS GENES DE LAS HISTONAS.ORGANIZACION 

, ESTRUCTURAL . 

Las his~o~as.> .. S_~n./'P~-Ód~~t'O 'd~·:. un ~o~junto. de genes transcritos 

a _lo largo de ·la di~i1s;
0

i6~~:--~~1:~i:a.~'-~·· Estos ,se, encllentian estrechamente 

agrupados .. lclustei::_ed) .'. e'n :.,:_:~n~_·-.V~r!edad_'.:.-_ de· organismos 1 !Cedes, 1979 ) • Los 

genes de las·· hi.Sto~a~;-.. ~,d~l·:-~-ifz~ d~-inar han sido los más extensamente 

estudiádos y:. han· s~;~idl,:'.-.:d~~/-;;;~dei:~/p~ot.ot¡po para el estudio en otras 

especies, En este ·; oÍ:·g~~.Í~~~, ·:_, .. -1~~ ge~es se encuentran marcadamente 

repetidos, ag~up~~-~s;'._Y _: ~l~ne_~do_~~- uno· ~ras· ~1 otro y en donde las regiones 
codifica!'ltes para:· las __ S_;·prote~nas·· están entrelazadas con secuencias 

espaciadoras de ADN _no ~odificante· (Kedes, 1979 ) • Se ha observado, por 

medio de ensayo·s de hibridación, . que los , genes de histonas se repiten 

varios cientOs de '!ece·; < en el . genoma del erizo de mar Kedes 

Birnstiel, .¡971 ) ; · 

Los. geri~s de\14s .. histonas, al igual que otros, encuentran 

catalogadoS com~ de:' fá~i·¡as )·iñ~ltigénicas ubicados entre los medianamente 

repetitivo,s l ... ~º~~-.. ~~~;·:~'.i.;·~9~5 j.·. Los genes de 

especial· interés debido··' a· que ·ellos representan ADN 

las histonas presentan 

repetitivo codificante 

para· , pr'ot~i~ils·_ . .'q~~, ~·~~:S~ ::·:'encuentran intimamente asociadas can el material 

genético reS.p'ón,~abi'e'. ::.-,:de·· .l~ vida de los organismos superiores (Kedes, 

1976). ': .,.··· :;:'.. 

· · se':.tiá·;-obSerVado ·que el ADN de histonas es rico en secuencias 

G-C y con'.; (ia ,~·ÚÍi~-~~iOn. de endonucleasas de restricción, especificamente 

la Hind·~~·Ir~:·: ·~1"·ADN ··~s cartcldo en fragmentos uniforme.15 de 6-7 Kb de largo, 

Estos fragment~s/-·'a{ ser hibridados con todos los ARNm de las 5 clases de 

hiséonas, hibridan una sola vez, la cual hace suponer que r.ada uno de los 

genes de. histonaS. (. H1- H4 l está en el cúmulo dentro de la unidad 

repetida de 6-7 Kb' de largo (Kedes et al., 1975 l. Sobr~ esta unidad, 

ha mostrado la posición relativa en la hebra codificante con respecto a la 

secuencia de los genes de histonas en dos especies estudiadas de erizo de 

mar, la cual se representa de la siguiente manera : H, -H;B -H1 -H;A -H1 

(Kedes 1976; Kedes 1979; Hentschel y Birnstiel, 1981 ) , La unidad repetida 

de 6-7 Kb representa el total del cúmulo, pero sólo se requiere de 2 Kb 

para codificar a los 5 geneB de histonas. Como lo sugiere Schaffner et 

4J,, (1976), existen secuencias espaciadoras entre los genes de las histonas; 

dichas secuencias espaciadoras se han delimitado con la ayuda de las 
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técnic~.s de microscop.~a .e~~~trónica, - .la_s .. c~ales han revelado la existencia 

de 4 regio~_es ·~on,··~o ~u.ll en'·la un:idad ·de 6 .. 7 Kb existe un gen de cada 

histona ( Wu et:\fl;-,19i6;' ·:P~~tmad:.~:.et·.·~l., 1976 ). 

La ··co~-osi~ió~·:.:--d~>-'S'é.~U-~rici~'-': de nucleótidos en las unidades 

repetidas d~ .jo~·.:~~~~i~~·?;i:i~:.: h.iSt~~~~ ·. -i~dtca . la existencia de secuencias 

:~~:~i•::r::. t:~~~=f.~~~~~~:füj:~:=~ad•:. co;is::.:•::~::d ::ro:_ic~d~~:::: 
secuencias codificañt'es~ ~~'repr·eseritiln· ·. cerca del 0.2 % del total del ADN del 

erizo de ma~/ ~fn. ::)~~~-~-~~-~:.-,1~ ·,_combinación de regiones codifican te.e y 

espaciadoras pUede. ·· -~~'t;~~'..:id~'\''Ó: 5:- ,. 'o más del genoma haploide del erizo 

(Birnstiel et : .,L·1197·4; .:>~~hn et al., 1976; Kedes et al., 1975; Portmann et 

al., 19761 schaffne~·et·_.,1.,i9761 Wu et al.,1976; Kedes, 1976 ). 

La orqanización de los genes de histonas inicialmente fue 

explorada utilizando las endonucleasas de restricción ( Cohn et al., 1976; 

Weinberg et ... J.,1975; Groes et al., 1976, Holmes et aJ.,1977 } • Por medio 

de técnicas de mapeado con enzimas de restricción y microscopia 

electrónica se ha logrado localizar cada una de las secuencias codifl.::antes 

de las histonas dentro de la unidad repetida ( Schaffn~r et al.,1976: Wu 

et al., 1976 ) • Todos los genes de histona del erizo presentan la misma 

polaridad ( en donde una de las dos hebras sirve como patrón o molde pan la 

s!ntesis de los 5 ARNm de histonas ) y el mismo orden relativo de 

5'- 3 1 J: H1, H,, ff 1B, ffl y Hz" (Kedes, 1979 ) ( Ver figura 2 ) , 

La topologia de los genes de histona de varias 

erizo de mar que se separaron a lo largo de la evolución 

especies de 

(por ejemplo 

Strongylocentrotus purpuro!tus y Psammc!chinus 111iliarit1 que :ie separaron en 

alglln moment·o hace 6 x 101 16 x 10 1 ai\os ) , marcadamente 

cC1nservada (Durham, 1966, citado por Kedes, 1979;Hentschel y Birnstiel, 1981 

ver cuadro 2} • 

La ::omparaci6n de las secuencias de los Arulm que no se 

traducen a proteina (reqiones 5 1 y 3 1 1 toman importancia por su relativa 

conservación y por el hecho de q~e son importantes en la definición de 

funciones regulatorias ( Kedes, 1979 ) . se ha observado que la región 

3' es menos conservada que la región 5.' y que presenta una proporción de 

secuencias ricas en A .. T inmediatamente despues del codón de terminación 

en el A.RNm. 

Una comparación de la secuencia de nucleótidos en la región 

líder de los mensajeros de s. purpurdtus y P. miliaria se muestra 

en la figura 3 f datos de Grunstein y Grunstein, 19771 Schaffner et al.,1978; 

Sures et: dl.,19";8) 1 la cual muestra una alta similitud en la región 
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promotora de diferentes organismos ( Haxson et al. , 1983 ) • En estudios 

de campa.ración. de la secuencid en la región promotc:>ra,. de .varic;:s ·oi:ganismOs 

se ·han localizado secuencias espei::ificas que' probabl.ement·'." son seiiales 

regulatorias. De _la-. mlsma .-.·forma,, en la región. cercana ... a~ codón de 

terminación· en.: los.· distintos genes de his~On~s·· S~" h~n · u·};i~ado algunas 

secuencias cons~·~V~d~·~·. 1 ~er cuadr'os 3 y- 4 '-·· ~~nt:8~h-~1\;::·eiJ:nst~~l", '1981 ) • 

En_: eL_"Cuadio' anterior - se d~ . un: P.a:no.ta~ ·-~::general de la 

o.rganizació~ dé 10s:;ge~~S de,·";1al!l.·histonas _.·y.,d~ 0 'éi-'·s~·'éied~c"~O tres formas 

l~ -- con~un_tc:>s:;--~,·. ~~re9~~~:5·'. ~~ · i'os·: 5 · genes de bis tonas 

uno tras· el otro y'-~-~P~.~~~-~ .. S ~UchlíS .veces: 
2.- .. cOnjuntos' ::o ag!~é-g~dO~ de los genes de 

alineados" de manera .-difer~~~iai-;".\:~O · .. ~n -Patrón de transcripción 

en función de la .. heb.ra·· ~odifica.nt·~·' :y:: rep.etidos muchas veces. 

3.- · ·Genes · ·:~.f~Pe.:rsOs_ en el genoma, indicando 

agrupamiento no es ·e.Serí~ia_l" par~ la. coordinada expresión génica. 

alineados 

histonas 

diferente 

que el 

Por otro lado, la comparación de secuencias de ADN de los 

genes de las histónas en· ·Drosophila ( Golberg, 1979 J, levadura (Wallis 

et al.,1980 J, Xenopus ( Moorman et al.,1980 J, ratón (Seiler et al.,1981), 

humano { Heintz et al., 1981 y pollo (Sugarman et al.,1983 J muestra 

la ausencia de intrones, lo cual hace suponer que ello parece ser una 

caracteristica de la familia multigénica de las histonas (Hentschel y 

Birnstiel, 1981 J. Además, estos estudios de secuenciaci6n han indicado la 

ausencia de una señal especifica de poliadenilaci6n en el extremo 3' en una 

gran mayo.ria de los organismos estudiados. Sin embargo, existen excepciones, 

tales como: algunas clonas del ARNm de la histona H4 de Xenopus laevis 

(Zernik et al,, 1980 } y en el gen H4 de levadura existe una secuencia 

AATAAA cerca de 40 nucleotidos después del codón de terminación, la cual 

se piensa que 

diferencia de los 

una paBi~le setlal de poliadenilaci6n, 

ARNm de los genes de histona de los 

ya que a 

organismo~ 

superiores, los ARNm de levadura son tipicamente poliadenilados f Fahrner et 

al.,1990 ), 

Las unidades repetidas en tandem muestran varias 

caracteristicas comunes a nivel de organización : 

1) .-Las unidades repetidas contienen genes para las 5 clases 

distintas de histonas. 

2) .-Los genes no están tan cerca uno del otro sino que 

hallan mezclados con segmentos de ADH no codificante. 
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3) .-El r_iúmero de genes de hiStonas en varias· especies con 

arreglo en tand~m repetidos'· so'n··sirnilares;.t8nto·.eii orden,· como en magnitud. 

Asl por ejempiC, : lo~'.''. in"a~or~~ ._a9~~~~~-~8 ~de gene's · ·en . D.rosophila, erizo 

de mar Y ª!1 <el' ~é~t~~~ ' · Ca~noZ.hd.bditls · dontienen aproximadamente 150, 

;¡~::~:ii1~1tt~~~~E~~~=i,;:~::~ 
r Los_ ARNm:,de·;histonas.;,fueron ,,,,.identificados por vez primera por 

., . ,, ·. ~·-.'' ,-;:: _f,f:;!.!'.;n,;::;i~~-::__¡'.•fi~¡\'..-.1~'-:}': :,::--:\ 

BorlÚn et ~l,, {l~~~-~->-Y_~·--~ª-~l~i~_z}:~:~\-~!'f~l:?.~~ (1969a Y b) durante la fase S 
del ·ciclo· cé1u1a~ --~n:~~éi~11~-~"-11 Je~}~~i~rOs ·en · cultivo, los ARN 95 fueron 

asociado
1
s

05

· coAnRN·:.·'::.-~~ ... ó9i51~;b·~-~~;i¡~~~:1-~'.n~\i~~c~-i·:?.;Il~m~:.~-n~t·~.tiza%on proteinas histonas, De este 
modo, 't~·~~·~n \- identificados como mensajero9 de 

histonas en ~urici6n .de ·_su ' .. ·t~i\~-- y en la aparición de estos du!"ante 

aquellos periodos del ciclo celula!" cuando las histonas eran 

sintetizadas Borun et al.,1967; Butler y Muller, 1973; JaC"obs et 

c!l., 1913; Pet:ry y. Kelley, 19731 Breindl y Gallwitz, 1914; Borun et al., 

1975 J. Durante el periódo posterior a la fertilización en el erizo 

de mar, la sintesis de proteinas nucleares ocurre hasta en un 60 % del total 

,de sintesis de proteinas en un lapso de 10-12 horas y las histonas 

representan de manera qeneral la mitad de este porcentaje. La mayor 

clase prevaleciente entre los ARNm asociados a polisomas fueron los de 

histonas ( Kedes y Gross, 1969; Nemer y Lindsay, 1969). 
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GENES DE.LA HISTONA H1 

Los·.~·gen':"s··:de.'.·his~onaS :·H
1 han sido aislados de muchas 

especies. ·Los~ primeros :·Sistemas caracterizados fueron los de tejidos 

embriona~io~· · d~ ~~izO ::. d~ ~r· -y de Drosophíla (Maxson ·et. ~l., 1983 ) , ·Estos 

gene.s de ·~X~-~~·~IJ .. Ó;,'{·t:~~p~~~a- están' repetidos varios· étenti::11S "de vecf:s y el 

alto ·niiznez:o)d~--·;~op~~-9 . podda ser necesario para proveer, sUficientes 

histonas-. Para· ':'1á;· ·rápida división celular que , ocuri:e durante· la 

emb~i~g6,ne~i~ .terÍiprana, Sin embargo, los genes de expresión tardia de las 

hÍ~to~as)i1 ·tanto de eucariontes superiores 1 mamiferos y: aves·) como los de 

leva~':lr.a. ~stán presentes en un menor número de copias ( MaxSoil ~t al., 1983), 

La organización de los genes de hbtona en el pollo presenta un 

pat~6n ~~sperso en donde se observan los 4 genes del núcle? de histonas y el 

de H1 · ( Engel y Oogson, 1901; Harvey et al., 1901). Estas observaciones 

fueron obtenidas gracias al entendimiento de la relación de los genes del 

núcleo de histonas y ff
1 

con el gen ~, este último expresado solamente 

durante la maduración de eritrocitos. El gen de la histona H~ es un gen 

tejido especifico y no se encuentra estrechamente relacionado con los otros 

genes de histonas ( Krieg et al., 1903 J. Ensayos de digestión de ADN 

de pollo con diferentes enzimas de restricción y electroforesis en geles 

de acrilamida y su !;ransferencia e hibridación con sondas mostró un patrón 

diferencial que indica que los 9enes de histona de pollo se encuentran 

dispersos en el genoma y que el número de copias de c..ida uno de los 

genes de las histonas es en promedio de 6 a 0 pa.ra el gen de H1, 0 a 10 para 

el gen de H¡i., 0•10 para el gen de H2B, 9-10 para el gen de HJ y 6-B para 

el gen de H, (Ruiz-Carrillo et al., 19931 C.rawford et al., 1979). 

La información anterior demuestra que de los genes de histona en 

el pollo no se encuentran duplicados en "tandem", como ocurre en otros 

organismos Hentschel y Birnstiel, 19911 Engel y Oogson, 1981; Sugarman 

etal.,1903), 

Estudios de secuenciación realizados por Smith y Birnstiel 

(1976) indican que la región codificante del gen de la histona H1 

no estA interrumpido por intrones; además, se ha observado que la región 5 1 

de H1 es similar a la de otros genes que son transcritos por la ARN polimerasa 

II, dado que en esta región se ha encontrado una caja TATA a -33 nucle6tidos 

ante!!! del sitio de iniciación de la transcripci6n. Antes de ésta caja (-80) 

no se ha encontrado ninguna caja tipo CCAAT ; sin embargo, esta secuencia 
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canónica aparece en posición -57. También se ha observado una secuencia 

semejante a' la caja 'GATCC la cual' se .. ubica a -43, AdemA!I, también se han 

encontrado otras dos :Secueno:ias _pc;cO com~n'es, donde la primera es un 

hexámerO GCGG~G ·:que'..se·,~·i:eP~.t~:2".:ve~es;· una a · -108 y la otra a -79 

(Sugarman - e,t<-~l :->: .. 1983 :• 1 ~ :.
1 
Este'. hexáÍiié~o :'es :similar a la secuencia GGGGCG 

encontr-~da. '..Conl~ ; .. U~a ;::~efi.~i:··~e.icO~~-~~i~-: e';; el: gen ·de la timidin cinasa de 

~~~:f.¡~~l~~~~'~ii~~~f ~:~~~~;:~ 
Por· otro··: ladOt ~~.la región 3' se han logrado identificar 

algunas secuerlCias - ccl.racte.risticas de esta región, tales una 

secuencia con s.Úaetria diada de 44 nucleótidos de largo después del codón 

de término y una secuencia rnonomérica conservada de 72 pb después del codón 

de terminación • Análisis de los ARNm de histonas de pollo expresados 

durante el desarrollo, determinó que la mayoria de los genes de histona en 

las 15 clonas recombinantes son exprt?sados en el estado temprano del 

desarrollo y que la longitud de los transcritos es de 700 pb par11 la H. 

(Sugarman et al., 1983 ) • 

Las caract~risticas estructurales observadas en los genes de la 

histona H1 en pollo, también se han encontrado en difE:re:¡tes 

organismos, tales como: Xenopus ( Zerni~k et al,, 1980 ) , erizo de mar 

(Kedes, 1919; overton y Weinberg, 1978 ) , y en Drosophila (Chernyshev et 

al,, 1980). En maiz, se han encontrado al menos 7 variantes del gen de la 

histona H 1 Ivanchenko et dl., 1987). 

Recientemente, Heint::: 11991) ha hecho una revisión de la 

lite:atura en cuanto al proceso dP. la regulación de la expresión de los 

genes de las histonas y ha observado que existen factores !generalmente 

proteínas que se unen a regiones especificas en el promotor ) específicos 

para promover la transcripción de los genes de las histonas. Asi tenemol! 

que en H1 se han encontrado hasta 4 factores transcripcionales distintos que 

se unen especificamente con regiones definidas del promotor. La correcta 

unión de los factores y las secuencias que reconocen del promotor determinan 

el nivel de trans".':ripción de estos genes durante el ciclo celular. 

33 



GENE:S D.E: LA HISTONA H,A 

En, erizo de ma.r·.1os .. genes de la histona H;A son t·ranscrit"os · 

una tas'a . á1t~ ', ~~i~~ente· .· dur~nte estados· especifiCO~ '.. d~i -~~~!'~do de 

ferÜUzac.!6~- · ·,y: ;·¡;~·;·~a.~:,~e-1.:~ e-~~ad:, :.de·, bl&s~u~a. ~·:_·!~o~~n ;;'~~-t.<~J. '.'._;_-·1~7~ -~'---~. Sin 

embargo, .. .-~~ .. ha· ~_,;·e~~~~·~~·~-~; · U'1'.: e_st~~o b~sal' · __ min~m-~ <~e_:~~(~-~-c.l:i~.c~~"-, ( K.~des, 
19}~:- ·) ~->'.~-:~~;~-~-~~:~;~-~-(}·,'~-f~:~i~:;~~~~~ .. .'::e~·-·.a1:, 11975} · .. ~~gi~Ú:e~:·'4u~:~,~~i~t~·;_- una'- alta 

f ª~;·'¡¡gi;;¡~~:&iit:~~~b~f~t~;;~2 .. f:~~~~~ 
~mbú~·n·~ri~·~_; ~·~~-~-¡~~~: -~¡~-~º"ª~~: co_n ~l ·'.·~_ar~·cte~i¡S't"ig~i:~~~b · mo-lecUiar de H~ y 
:~ª:.d::~7~:~1:;::r:t;/i;9j; 1et~• · hi~t~~--~; ."son ,;i~tetizadas . en diversos 

- , / Po;:::~ú:~;·iád~~-1:él::~1~e1 .. dec:·,,.-cotiServa~i6n de los genes de la 

histona'.: H;:~:.;('~-~-·r:ii~e-1': d~·,.c~d.ones ) ·en· d~-~: espeCi.es de erizo es menor que el 

de H~: ~--~~d~~~·:··:i9~g· )'~ -~e la misma manei:a, la comparación de secuenci.is de H/\ 

entre ; las> dos especies mayores de erizo de mar ha mostrado que las 

regiones:- regulatorias 5 1 y 3' presentan caracteri.!!lticas similares en cuanto 

al grá.do: de si~lÚud incluso cuando se compara con los genes de H,A de otras 

esped.es 1 Kemler y Busslinger, 1986). 

En erizo de mar existen dos familias de genes de hbtonas que 

codiÚcan para variantes de M.Nm tempranos y tardios y que son expresados 

diferencialmente en el embrión Hentschel y Bitnstiel, 1981; Maxson 

et al. ,1983 J, 
Los genes tempranos de hist:onas están organizados en unidades 

repetidas uno tras otro y contienen uno de cada uno de los 5 tipos de genes de 

histonas. Estos genes son poco activos durante la maduración del oocito, 

lo cual resulta en la presencia de una considerable poza de ARNm de 

origen materno en el huevo (Angerer et al., 1984 ) pero son activamente 

trascritos después de la fertilización hasta el estado de blástula . Durante 

este periodo de rápida división celular el nivel de AP.Nm tempranos de 

histonas es incrementado cerca de 10 veces (Maxson y Wilt, 1982), Cuando está 

por terminar el estado de blástula la poza de ARNm tempranos inicia un 

rápido decaimiento debido a la inactivac16n transcripcional ( Bryan et al., 

1983 ) al tiempo que ocurre un incremento en los ni veles de Arulm de otros 

genes, que son generalmente tardios f Maxson y Wilt, 1982 ) • Dichos 
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genes tardios, a d~,f~z::encia d.e los genes tempranos, están irregularmente 

arreglados en ·copias 'individU.lles (Childs et .tl,,1982 las cuales 

codifican para. diferenteS·: Variant.es estructurales de ff • .A y otros genes de 

histonas c.·~~h:e~-!!~·~·~f.;'.~_975;-~ew:iOck ~t al~,19181. 
En)4'_·:-~a-Yo·~:1a·:_de. los 'euca.Í:iontes· superiores los genes de H;A se 

encuentran ·ce"ica ·: de~_·Í~~ .. :·~e'.: HJB ~epcl~~dó~. p~i ~~~iones espaciadoras de 

ADN nO codificant·~'·.(·;-,·M~~·so~~- 'et ·.tl.-;1983'.:)_. En.az:roz· ( Odza S<!tlva ), 

ha obse~.~~d~_: ~~-~ ·e1· :.~~n:·: d_~·-<~~\:·. ~~~t~~a; ·:H/< s~ _e~-~U~ntra ·contiguo al de la 

histoná_ H~e: :·_Aml:)Q~.:-- .. -~~-t~n '. seJJ:~rados··por·.-_un~.· región de ADN no codificantc 

de ap~oximadamente· 1.2 -kb .y su. transcripción -es cOntraria a la del gen de la 

histÓna 
... ' ·. . 

H1,',· ya q1:1e análisis de secuenciación de H~ y H1B indican que estos 

dos genes se'. encuentra'n en un extremo 5' de una de las dos hebras de ADN y 

el' gen de la hiStona H1 en el extremo S' de la hebra complementaria (Tomas 

y Padaya.tty, 1983). 

En .pollo se ha observado que los genes de la histona H;A 

encuentran. formand~. pares con H1 y están duplicados e invertidos alrededor 

de un gen de· 'la histona H,. Esto es, un par de H,-H~ se encuentra a la 

izq~ierda. y derecha de manera invertida del gen ff3 , Cada par es una unidad de 

2.1 ~-y_ ambos pares presentan un 97 de similitud (figura 4, Wang et 

al. ,19.~SJ ·• Además, la transcripción es bidireccional en los dos pares 

(H1-H:A) similar a la encontrada en arroz (Thomas y Padayatty, 1983 } • En 

el,. pollo' el m1mero de copias de los 4 genes de las histonas del núcleo es 

de_;alrededor de 10 y de 6 para el gen de la histona H1 , lo que indica 

-qu.e el número de genes está relativamente balanceado pesar de la 

diversidad del arreglo génico { D'Andrea et al.,1985). Este_ arreglo de 2 

pares de H.-H~ alrededor de un gen de H3 central se ubica en un 

fragmento de 8. 4 kb obtenido de clonas de una biblioteca genómica de ~ 

(D'And!'ea et al., 1985) y secuenciado ( Wang et al., 1985). 

A pesa!' del arreglo de los genes de histona en el pollo, se ha 

observado que todos presentan un alto grado de similitud nivel de 

secuencias rcgulatorias en los extremos 5' y 3 1 CWang et aJ.,1985 ) . 

Al igual que en muchos organi.smos, es claro sl la 

presencia de vadantes de las histonas están jugando un papel distinto en 

la estructura y/o función de la c!'omatina. La asociación especifica de 

la va dante H:A. 2 de Drosoph1la con 

politénicos 1 Donahue et al., 1986 ) 

las interbandas de cromosomas 

la presencia sel.ectiva de variantes 

de H~ ( hvl ) de Tetrahymena en los rnacronücleos transcripcionalmente 

activos ( Allis et al.,1986 ) son los datos más importante.s en favor de 
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Figura 4.-
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Arreglo d' la regi6n codif icante de loa 
S genes de hiatonaa y su dirección de -
transcripción en el fragmento clonado -
en pollo pCH8.41. Niilleroa representan -
pares de bases, las pequeftaa flechas -
indican secuencia• generada• de clone• 
de MlJ. Según Wang et al., 1985. 



un papel funcionñl especifico de la diversidad de variantes de los qenes de 

las histonas. 

En levadura, los niveles de ARNm de histonas son finalmente 

regulados durante el ciclo de división celular, siendo 

preferencialmente acumulados durante la fase S ( Hereford .,t al., 1981 J. 

Los genes de las histonas son transcritos periodicamente durante el 

ciclo de división celular y además, la activación y terminación de la 

transcripción pueden ser distinquidas una de la otra por su virtual 

dependencia de eventos temporalmente separados durante el ciclo celular 

(Hereford et al., 1982 J , Se ha observado que 1 a acti vaci6n de la 

transcripción ocurre en el estado tardio o parte final de la fase Gl, poco 

antes de la replicación de los cromosomas, mientras que la terminación de 

la transcripción ocurre en el inicio de la fase s. También se ha demostrado 

que la sintesis periodica de los ARNm de histonas es regulada por el ciclo de 

replicación del ADN; de este modo, se ha sugerido que los cambios en la 

estructura de la cromatina que preceden a de la iniciación de la sintesis 

de ADN son suficientes para activar la transcripción de lo:-i genes de 

histonas mientras que la terminación de la transcripción ocurre por l;i 

iniciación de la sintesis replica ti va del ADN ( Hereford et al., 1982 ) . 
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GENES DE LA HISTONA.H,B 
'' ' ·,'· __ ,. •" . . :.· . 

Los genes de~--, la . ." histon_a· H,B ,.- de .·· levadura ·ha O" sido bien 

estudiados des.de· su:_:~~~:~.é~~~~-~~ .. r·~-c~~·~1~~~c-~.ó~~~'.~-~·!.· '. He~~f~~-~ · ~'. et:,<.~1) ,_ Ú_97.9). ;: De 

éste gen s6~o · : _e,úste·~ º.: ···d,o-~·-:.<·.co_~~~s: ,':_.~~e:--' :··-~e~o~ · ~~p.lo~d~_:: y --_~staS_-~-~-O_Pi~s _~ '·"-~ --

~~~~i~~~lf itilll~I~~~~ 
ARNms de las hist'onas';/'s·onf; re"gulados transcripcional 

postransciipcion~lm~nt~ (. He~~f:O_~d'.~_~f:/~1~.:;-<~982'-;')· .. Los niveles de ARNm de 

H2B decrecen cu~ndo --ocurre -1~ ·~1n.h1b{~i6~ '. d;;:Í~ :~intesis de ADN y es debido a 
,.· -."'.,•·'.''--.·_.- •• 1 

mecanismos regula torios ~ranscr_~_pc~_~nales y no mecanismos 

postranscripcionales ( Lycan "et _al.,. 1987 ) • 

Lo· anterior p~~~e'.:·:hac~r-:i~ aseveración de que la regulación 

postranscripcional de los_ ~e~es. de las. histonas durante el ciclo celular en 

la levadura· puede ser _detérmiñada por la vida media del mensajero maduro y 

no por la eÚciené:ia" en..:__:1~ maduración de los mensajeros, como parece ser 

el caso en los. eucariontes. superiores ( Xu et al., 1990 ) • 

En humano9: las se!=uencias regulatorias 5'del gen de la histona H,B 

han sido identific~das con_ mayor pre~isi6n con respecto a las de 3' ( Si ve et 

dl., 1986). En la región _S'se observan las secuencias regulatorias desde la 

posic:ión -21 a__ · 1~ :.:.ua en relación al sitio de inicio de la 

transcripción, enc.ontr:án_d_Os.e . una caja CCAAT, una caja TATA, una 

secuencia hexamérica .espe~_ifica y una secuencia consenso de 15 pb. 

cualquier tipo de deleci6n _en a~guna'_.de estas secuencias es deleterea para 

la transcripción ( Si ve et ·ai«, 1986). En -humanos, los genes de la histona H:B 

con transcripción depe~~i~nt~ ·de. l~· r·~¡)li~ac~6~ del ADN no contienen intrones 

(Stein et al., 1984 l, sus· 'AANm:no,.,s~n:Poliadenilados (Hentschel y Birnstiel, 

1981 ) y presentan uri'a : e~t~~c·t~r~ ·: ca"racteristica en el extremo 3 1 de asa 

(Stein et al., 1984 .. l. E~t~s, · 9enes son coordinadamente expresados durante 

el ciclo celular y su' expresión está acoplada con la sintesis de ADN 

(Baumbach et al., 1984; · Pauli et al., 1981; van Wijnen et al., 1988 l, La tasa 
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de regulación de la transcripción se ve· incrementada de 2-5 veces entre las 

fases Gl/S y un retorno a nivel basal durante· la fase S 1 Bawnbach et 

dl.,1987 J. La regulación postransc.cipcional de estos genes involucra una 

rápida y selectiva desestabilización de los ARNm hacia el final de la fase 

,So durante-.la inhibi~ión de la sintesis de ADH (. Ba.umbach et .tl.,19~4 J •. 

De este modo, la abundancia de ·los ARNm de hiStonas es 

regulado a n·ivel .transcripcional y pOstranscripcional ·cschumperli, 1986 ) • 

Por el contrario, los genes de. histoi:ias de .-·sust.itución Pueden contener 

intrones. ·1 :aru'~h et al.,'- :.-19851 .. Wells y: Kedes; _ .. 1995·¡·~:wel.1-~ ·et'·a1., 1987 · > y sus 

ARNm son'·. p~úad~nuados y fre"c~entemen·t-~:-·~~ri~-i~ii.eñ:: i.~rgas s·e~u~n~ia~ en sus 

_e~~re~os~-5 ' .. ~- .. 
1

3,;_ .-.<.,.·~pn -~~~iü~t1:1r~Í~~-ilt~-~~~ :.'C'.=~m~1~j_c;~-:.·: ci.~·e_: s·u~ ··contrapartes 

:::::d::0m;i:~~; ;;t~~.7;6~~2c;·~;r1~i:at:.:t~/:t051.i:~::~~·~. :: :~ · ~º::::: 
d~s'?ri,b·i,r .. :v~r~O~ _~·'.-~~~~~-)~~~; h~.8:'t~~~--. ff~~.:-~~~·~~d~entes de replicación en humanos 

(~ei,n~.z :'.~:~.'~~-~:/i,~~~'~:'.:,~~.~~:-:.:~,~--,~~·~:~:~.~~~~~~~· --.:~ '~98Ji'.;, S~ein et al., 19841 Zhong et 

al., _;1~8,~-.'.L P~":º. :-~.~~~~':1·~,~e:n:.:d~J ~~s,~itución o tejido especifico de H2B ha 
Sid_o,. rep-~rt~d~':·~c· C~ila·rd.,: .. ~-t··~:.;:z~·~\99Í', f .. 

, .;·p_~~· .. _~;t.~~ í.?a.d~, · ·~~ -~i Pollo. la secuencia nucleotidica completa del 

gen' de ·la .:·bis.tona H18 ha sido detf=rminada Grandy et al., 1982 } , 

junto 'con, sus :secuencias 

'se encuent.Ca muY cercana 

nivel de la proteina 

secuencia del gen 

flanqueantes S' y 3 1 y su posición en el genoma 

a dos genes de histona H,. Este gen difiere a 

que codifica en 5 de los 125 aminoácidos de la 

de timo de ternera (Iwai et al., 1970) .Las 

caractedsticas estructurales de las secuencias flanqueantes del gen H~B de 

pollo son extremadamente similares con las de otros genes de H2B de una gran 

variedad de organismos. Dichas regiones presentan en el extremo 5' 

elementos regulatorios tales como los sitios TATA y CAAT ( esta última 2 

veces, una a -104 y la otra a -162 ) y otras como GATCC { que en el pollo 

es GATTT y se haya a -84 ) • En el extremo 3' se encuentra una regí 6n con 

simetria diada con una secuencia d centro de residuos de= T {esta 

secuencia diada está compuesta de dos conjuntos de 5 pares de bases 

repetidas invertidas l f Hentschel y Birnstiel, 1981 ) . En pollo, antes de la 

secuencia diada no se encuentra la secuencia CAAGAAAGA en la posición 440. 

Sin embargo, en H:B esta posición presenta una secuencia más comunmente 

asociada con mensajes poliadenilados AATAA (Proudfoot y Brownlee, 1976 ) • En 

pollo el gen de H2B no contiene intrones ( Grandy et al., 1982), 
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GENES DE LA HISTONA H3 • 

, En la levadura ( Saccharomyces 

la secuencia de ,bases de los genes de 

cerevislae ) se ha determinado 

las histonas H, y H4 (Smith y 

Mdcesson, 1903 1. Dichos genes están agrupados en dos conjuntos no 

alélicos y organizados pares no ligados y compuestos de H:J\/HJB, 

H,/H4, H2B/H/. y HdH, l Hereford et al., 1919 ) • Además, cada par de genes 

transcritos divergentemente y están separados uno del otro por 

aproximadamente 600-100 pb de ADN espaciadoi:: que no se transcribe¡ también 

se sabe que los B genes son transcritos Hei::eford et al.,1919 y 

probablemente traducidos ( l<olodrubetz et al., 1992 ) • La transcripci6n del 

qen de la histona HJ ocurre en una hebra de derecha a izquierda, mientr::as 

que el gen de la histona H4 transcribe en la otra hebra en sentido 

inverso (Smith y Andresson, 1983 ) , Las dos copias no alélicas del gen Hl son 

transcritas ( Sm.ith y Murray, 1983 y su expresión genética está 

acoplada al ciclo de división celular ( Hereford et al., 1981). 

Por otro lado, la compo:dción de bases del gen de la histona H, 

es aproximadamente 31% A ( adenina ) , 20% G 1 guanina ) , 17% e ( citosina ) y 

32% T ( timina) y en ambos extremos 5' y 3' existen cegiones de ADN 

particularmente ricas en AT que equivalen al 70-80% de la composición 

de bases. En el extremo 5 1 de H, se ha observado una secuencia similar 

la secuencia CAT de otcos genes, Esta secuencia 5 1 C-py-T-T-C-py- 3 1 y otras 

como la caja TATA, la caja 5' GGT/CAATCT 3 1 también. se encuentran presentes 

(Smith y Andreeson, 1903). Ad:em.ia, eetas secuencias han sido encontradas 

en la misma posición (o similar) de las de genes de otros organismos, como los 

de erizo de mar (Hentschel et al.,19001 Sures et al.,1900). En el ex.tremo 3' 

han encontrado electas secuencias que son caracteristicas de genes 

eucari6nticos superiores, tales como: 5' -AATAM- 3 1 la cual es precedida 

por el sitio de poliadenilaci6n en 13-30 pb (Proudfoot et al., 1916 1 • Esto 

indica que los ARNm de levadura en su extremo 3' son poliadenilados (Fahrner 

et al.,1900; Hentschel y Birnstiel,1981). 

En el caso de pollo, los genes de la histona H1 se encuentran en 

agrupamientos pero no en unidades repetidas t Engels y Dodgson, 1901 ) • De 

este gen existen 10 copias contra 6 de H1 ID'Andrea et al.,1905). Las 

secuencias regulatorias en los extremos S' y 3 1 en los genes de H1 de pollo 

bastante similares con algunas pocas excepciones. A.si, tenemos que en 

la región S 1 se observan las siguientes secuencias: una r;aja TATA que 
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Huevo 167 ·!. 9 1·.,-i46 ! ·s:· .. ís2 ! a 610 
Celulas en zigoto_ 

i55 ! 6 · l 

2 

2-

4 

32 

NO NO 570 
59 !. 7 - NO Nd·- 220 
23 ! 7. - 23 ! 6 ú !'4 82 
16 ! 4. ¡9·! 4 . 20 ! 6 60 

20 ! 6 NO NO 75 

41 ! 6 45 ! 4 60 ! 6 !SO 
149 !14 146 !¡5 142 !12 550 

cuadro 5.- Niveles de ARtta de htst.onas de rat6n durante el des! 
rrollo ellbrionarfo temprano. Lu cifras densfto115trtcas fueron 
calculadas 1111d11nte an&11sis de •nchas autoradfográffcas comP!_ 
radas contra una curva estandar usando al gene de 11/-globina 
COl'll) patr6n , to.da de Graves et al.t 1985 ), 



se haya· en la posición 3027 del fragmento de 0. 4 kb obtenido de clonas 

de una biblioteca genómica de ). ( D'Andrea et .Jl. ,1985) y posteriormente 

secuenciado ( W~ng et al., 198511 cinco posibles cajas CAAT a 23, 51, 113, 

124, y 137 pb antes de la caja TATA, las cuales tienen una secuencia s• 
CJIJ\TGAGANA/T 3' ; además, existe una secuencia 5' TTATTTTAAACTTCCGAA 3' que 

se ubica entre la tercera y cuarta caja CAAT, la cual puede a-:::tuar como un<1 

secuencia de replicación autónoma (ARS) dada su alta similitud con la 

encontrada en levadura ( Montiel et al., 1984 ) , 

En el caso de la región 3' se ha observado una secuencia 

eimetria diada y una l!!lecuencia denominada "elementos asociados del extremo 3 ·" 

los cuales contienen lo.s nucleótidos GCT y unida a ésta, una secuencia 

AATAA que en otros ARNm ha sido asociado con un correcto procesado del extremo 

3' para formar ARNm poliadenilados (Fitzgerald y Shenk 1981; Montell et 

al., 1903 ) • Sin embargo, no han sido encontradas fonnas poliadeniladas 

de ARNm de HJ en pollo { Wang et al.,1985 J. 

H1 se encuentra en medio de 2 pares de HzA-H,, en donde dicbol!!I 

pares presentan una transcripción divergente con respecto al gen H, {Wang et 

.!lo t 1985) o 

Los genes de la histona H1 de humano también presentan 

variantes. As1 tenemos que existen 3 genes que codifican para ARNm similares, 

los cuales cambian en unas pocas baaes conservadorainente y las 

regiones 5' y 3 1 son ruucho mAa largas que laa del gen preferentemente 

expresado (Heintz et al.,1981 ). Adem.ts, por lo general las variantes del gen 

H1 presentan intrones en la región 5' y loe .ARNm que codifican no presentan 

ning\ln segmento con sirnetr1a diada y son poliadeniladoa (Welle y Kedea, 1985) • 

La. región no transcrita 5 1 (UTl\8 5' , sigla• del ingl6s 

untranslated regions) del gene la hiatona H, de humano parece presentar una 

capacidad acoplante para la estabilidad del ARNm con la replicación 

del ADN, ya que un reemplazi!lmiento de los primeros 20 nucleótidos de la 

región S' en genes quimérico.e ocasiona que ocurra una desestabilización de 

los mensajeros y no hay un acoplamiento con la replicación del ADN (Mor.ria 

et al.,,1986 ) • 

De la misma manera que en el caso de los genes de las histona::i 

en animales, en las plantas la información de la organización de estos 

genes y de los niveles de los AIUfm está limitada a pocas especies 

{Chaubet et al., 1986 ) • Tal es el caso de alljlllnas gramineae y Arabidopais 

thaliana (revisado por Gigot, 1980 ) , 

El análisis del ADN ha mostrado que no todos los genes de la 

histona HJ se encuentran estrechamente enlazados H4, lo que sugiere 
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que las 5 clases de los genes de histonas en trigo no forman unidades 

repetidas ( Taba ta et al., 1984 ) como los encont.rados en el erizo de ma.r 

1 Cohn y Kedes, 1979. y 1979a ) y en la mosca de la fruta Drosoph114 

melanogaster ( Lifton et al.,,1977 .J. ·con: respecto al nCunero de copias del 

gen HJ en el genoma de trigo, ha demostrado por densitometda de placds 

de autoradiografia que existen de · 80-100 copias de este gen por genoma 

hexaploide (Taba ta et al,, 1984.: ) • Por lo que .respecta a las secuencias 

regulatorias que se encuentran ,eó··~ae~regiones no t.raducida 5' y 3', el gen de 

la histona HJ de trigo p.reseñta· .. ci"erta· similitud con respecto a los genes de 

animales. Asi tenemos, por .. e:i~lo/ que existe una caja TATA que se encuentra 

-96 del sitio de ··inicio ·de la t.ranscripción y antes de esta se 

encuentra una secuencia 5 1-GCTCC-3 1 que es muy similar a la secuencia 

S'-GATCC-3' gene.ralmente enCOñt.ráda en los genes de las histona.s de animales 

(Hentschel y Birnstiel,'· 1981' .:) y la secuencia 5'-CCAAMCCCAM-3' la cual 

parece co.rresponder .ª ·la., caja CCAAT de la mayo.ria de los genes 

eucariónticos de la'clase·II (Efstradiadis et al.,1980 ) la cual se ubica a 

-134. Lo anterior permite concluir que en la .región 5 1 se encuentran las 

tres secuencias caracteristicas de la mayo.ria de los genes euca.riónticos 

(Taba ta et· al. ,1984 ) • 

La dirección de la transcripción de H, en trigo es la misma para 

la del gen de la histona fft ITabata et al.,1984), 

Recientemente .. ha reportado la existencia de dos 

secuencias mAs en las regiones 5 1 de los genes HJ y H, de trigo, las 

cuales parece que son .reconocidas por proteinas que se unen al ADN y que se 

sabe que actuan como facto.res de transcripción IMikam.i et 41., 1989 ) • Dichas 

secuencias son: una secuencia he>camérica ACGTCA altamente conservada y una 

secuencia octamérica CGCGGATC la.!! cuales se ubican ent.re -150 y -250 pb antes 

del inicio de la transcripción { HiJ.'.:aJni et al. ,1989), y las cuales 

también han sido encont.radas en los genes de maiz y de Arabidopsis IChaubet 

et al,, 1986; Phillipps et al., 1986; Chaboute et al., 1987; Mikami et al., 

1987 J , Por otro lado, se ha demostrado que a dicha secuencia hexamérica 

se une de manera muy especifica una proteina nuclear HBP-1 !siglas del inglés 

Hexameric bound protein -1 ) {Mikami et al. ,1987), la cual cubre 

aproximadamente 20 pb hacia el centro de la secuencia hexamérica y que 

probablemente permita actuar como factor de control en la t.ranscripción 

de los genes de histonas de trigo IMikami et al., 1989 ) . Adem!s, se ha 

observado que la proteina que interacciona con la secuencia hexamérica 

presenta varias caracte.risticas: 

1, - Es una proteina 1 s) nuclear. 
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2.- Es má.s abundante en células con división activa, tales 

corno en embriones germinandos comparados con embriones quiescentes de trigo 

(Mikami et al., 1987 1 • 
3, - La eficiencia en la transcripción del gen H1 disminuye 

aproximadamente 30% cuando la secuencia es eliminada ( Mikami et al., 198'7 ) , 

Lo anterior sugiere que la interacción de la secuencia 

hexamérica de HJ y Ht de trigo ( más que la secuencia octamérica ) con la 

proteina(s) nuclear HBP-1 esta permitiendo un control de la transcripción y 

que este control podria ser análogo al éncontrado en el mecanismo de 

transcripción regulado por ATF ( siglas del inglés 4Ctivat1ng 

transcription factor) encontr;ado en adenovirus (Hurts y Jones, 19971 Lee et 

al., 1997 ). 

Por otro lado, en maiz, a diferencia de la mayoria de los genes 

de las histonas estudiados en otros organismos, los de la histona H1 parecen 

estar dispersos en el genoma, lo cual fue observado por experimentos de 

hibridación que mostraron un patrón de bandas muy diverso1 el númer~ de 

copias del gen es de unas 60-90 copias por genoma diploide ( Chaubet ec 

al., 1996 1. 
La comparación de secuencias de varios genes de histonas H1 dn 

maiz y trigo asi como de animales sólo ha mostrado algunas diferencias en la 

posición 90 de una serina por una alani0<'\1 otros datos indican que entre H1 

de maiz y la de trigo existe un 92% de similitud ( Tabata et al., 1994 ) 

y un 79% con respecto a chicharo (Patthy et al., 1973 ) , 

A nivel de la secuencia de la región regulatoria 5' se ha 

observado que H, contiene las mismas secuencias TATA y CAAT; esta última 

difiere un poco de la canónica encontrada en los genes eucari6nticos de la 

clase II. Además de estas secuencias, también se ha observado 

secuencia octanucleotidica 5'-CGCGGATC-3' { Chaubet et al., 1986 J, 

En el caso de la región 3 1
, se ha observado que existe una 

limitada similitud. Solamente se ha encontrado una secuencia tetramérica 

análoga la región rica purina localizada 10 a 20 nucle6tidos 

después del codón de terminación en histonas animales 1 Birnstiel et al., 

1995 ) • 

Los ARNm de histonas la mayoria de los eucariontes 

superiores han mostrado ser transcritos cortos y no poliadenilados ( Kedes, 

1979 ) , Sin embargo, existen ARNm que presentan largos UTRs 3' de 150-190 

nucleótidos, en donde la existencia de sei\al para poliadenilación no 

ha sido localizada; tal es el caso del H1 de trigo (Tabata et .:11., 1996 J, 
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Por otro lado, utilizando· técnicas para clonar ADN-= del gen H1 

de cebada y chic~-ar~>s~:-ha··,obseiVa~~·.'.qll:e dichB.s clonas presentan largos UTRs 

en la .·.re9i6~ .. j_,,._-_~~Oi_e~·:·_~e'"·.~ .. ·2~0 ri~.~.~~Ótido8, asi como una posible seftal 
de po1Í.adenilaci6·n··:'(Ga,~t·t.'y_.' ~-~y/i·1987 J. 

mostrai6n 'l!~ijof°t~¡lJ:~i;~;/',~:t~:~;f~ 3 • fue:on une:t::isdi~le de :~~:~ul:: 
P_oliade~i-~_a'.~i~6.n,1 ?;~i~h-~~ ~~-~U~~.~;'.:_:_·:~~·.:· 160-iso nucleótidos de lonqitud presentan 

las.se~u~nc'i~'s' c~~aC¿~ri~t.iCa~·de los AANm que son poliadenilados en tejidos 

embr~onar~·~s~:',·~:~i;~~~~:~/~~~~'. ·.'los genes tardios del embri6n del erizo de mar 

(_Kede:s·, .:·1~~9-;~.:-.·Y_;:~·""~'~e~~i:dOs .. dUrante el proceso de la diferenciaci6n, ccmo los 

encontr.ad~S.·· .... dur~Ü~~;~:_l-~ espermatogénesis de varios organismos (Seyedin y 

Kistler, · · ~~._7·9 ___ ) ~·: ~- ios eucariontes inferiores como levadura 

Tetr~h}'111ena~ lo5 ARNm son poliadenilados y UTRs 3 1 son similares 

enti:e dichO~. orga~iSmos y además se observa la ausencia de una clásica región 

repetida invertida rica en GC isecuencia. palindr6mica), la cual es una región 

que·preced~'a_ una supuesta sei\al de poliadenilaci6n; en maiz los Arulm de HJ 

y H4 presentan las mismas caracteristicas ante.rieres. Estos ARNm 

son'. poliade~~lados, existen en dlforentes estados del desarrollo de la 

planta y se ~ncuentran asociados con polisomas, lo que indica que ellos 

repre:Sentán~. fouRas de ARNm almacenados, tal y como han sido encontrados en 

oocito's~~-no· fc'rtilizados de X"nopus 1 Maxson et c1l.,1983). Aunque no se ha 

identific'a~o alguna señal de poliadenilaci6n en el gen de la hiatona H, de 

ma1z, sugiere que dicha sei\al podria localizarse dentro de la 

secuenCia oct:américa 5 1 -ATG(GJAAATG- 3 1 la cual ha presentado cierta 

similitud de posici6n con otras secuencias Hs de cebada ( Chojecki, 1986; 

citado por Chaubet et al., 1988) y en el de petunia ( Dean et al., 1986 ) , 

entte otros. Dicha secuencia se ubica de 17 a 27 nucle6tidos después del 

eXtrerno 3 1 del ARNm (Chaubet et al., 1~88 ) , 

Recientemente, se ha mostrado que las familias multiqénicas del 

gen de la histona H1 y la de todos los demas genes de histona de rnaiz 

encuentran organizados en subf!!milias (Chaubet et al., 1989). Comparaciones a 

nivel de secuen-::ia codificantc entre los genes de histona H1 y H4 de varios 

organismos animales y vegetales ha mostrado una alta similitud aunque la 

región reg~latoJ::ia S 1 puede ser variable en longitud. Sin embarqo, presenta 

una alta conservaci6n a nivel de las secuencias regulatorias especificas. 

Con la utilización de esta .región S' como un marcador moleculai: se ha 

logrado detenninar un patrón ele-::troforético que nos indica que eY.isten de 

B a 10 subfamilias y que los genes de cada subfamilia pi:esentan una 

posici6r. -:specifica y el nUmero de copias es variable ( 4 a 16 1 de una 
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subfamilia a otra; estas·: subfamilias son conservadas en diferentes lineas de 

mah, asi como. también .con varias especies con qenomas relacionados como 

teozintle, sorgo y . c~~~ 'd·e·:."aZúcar '(Chaubet et al., 1989 ) . En otros 

términos, lo anterior quiere. decir· 'que la presencia de subfamilias de los 

genes de histona en maiz repreSenta '.1a éxistencia de vadantes génicas que se 

expresan _de manera diferenc~~i', '( Chaubet et .al., 1989 ) , 
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GENES .DE LA HISTONA H, 

Las Protei~as -~odi n'cadas_· por la familia multigénica de H, - tanto 

de animalBs. como.' de: pi~ritas ·:so~·· ia.S'..·(iUe. ~r_~S.énttin los mas á1tos niveles ·de 
conservaci6n.'.·'en·;·-.'ia· e~-cal~· .~-~~i'~tiv-~ '_;t·_._·í(~·des,i9191 Maxson et al,, 19831 

Darnell y_ Oo~~i~~,~~!)9~~~~- ,.~-.~ 
- ~-" ·-1-~v~~ur~,:._··_lo_~---~_:. ge~~-~-· ··de las 

l~cali~~d~- en-~2·~,j·~~í.'.dif~~~nt~s ·c~d~·\1~0'..~':_·-.1as 
histonas 

prot"einas 

H, y .. han 

que codifican cada 

·par·· e~U1V~-i~~t~\/de ·/foci-::·;·s~n <"idé~-~i~as·, ·Estos dos genes se encuentran 

s'e~cir~'~o~·~:-~~t'.r~~-·~1:<~072._:._ u~:·:~~~~~t~--d~-.'.~46 ~b y en el otro por 616 pb y 

ámbos-- loci · présenteln'=Úna- tranScripci6.ri -dive'rgente ( Smith y Andresson, 1993). 
' . . . ·' .. _· . . .. - . . ' - ~ ; , 

El nWnero_·-.de'· copicis __ del gen- H, de ievadUra es de 2 por genoma hdploide. Las 

dife~~n~ia~."·qu~ existe"n>érú:re la Pr~teiñ"a codificada por H, en levadura y la 

de otroS: oJ:ganismos se observa en la región e-terminal, por lo que súf: 

cambios' no alteran la actividad funcional de · la proteina ( Hentn:hel y 

, Birns~ie.1,, 1981; Smith y Andresson, 1983 1, Con:paraciones a nivel de las 

regiones 5' y 3' de ambos loci de los genes H, y H, revelan que la 

composición de bases es aproximadamente de 70 a 00' rica en AT y entre la 

secuencia intergénica de H1 y H, de cada loci se encuentra una alta 

concentraci6n de GC ( Smith y A.ndresson, 1903). El análisis de secucmcia 

de nucle6tidos . en la región UTRs 5' de los genes de H, ae los 2 loci ha 

moetrado cierta Bimilitud por lo que respecta a la presencia de algunas 

señales regulatorias, las cuales muestran algunos cambios: sustitución de 

una base o modificación en su localización o posición con respecto al sitio 

de inicio de la transcripción, A.si, tenernos que la putativa caja TATA en el 

gen H, de levadura se encuentra entre los nucle6tidos 20 al 30 antes del 

sitio de inicio de la transcripción del ARNm. En el caso de la caja CAT de 

H
4

, esta se encuentra a 41 pb de la caja TATA; además, otra secuencia que se 

observa en S' de levadura es 5'-GGC/TCAA'I"CT-3 1
, la. cual se localiza entre 

40 y SO pb del lado 5' de la caj~ TATA t Breathnach y Chambon, 1981). 

Por otro lado, en el extremo UTRs 3' se ha encontrado una señal 

de poliad.enilaci6n 5 1 -AATAAA- 3' de 13 a 30 pb de donde se inicia la 

secuencia de poli (Al. Quizá porque existe la sellal de poliadenilaci6n 

no sea necesario la presencia de la secuencia invertida repetida para un 

correcto procesado del ARNm de H4 de levadura IBreathnach y Chambon, 1961). 

En función de la información anterior se sugiere que los ARNm 

de las histonas de levaduras son poliadenilados; esto podria representar 

lm mecanismo para evitat la degradación acelerada de los mismos, ya que se 

ha reportado que los mensajeros no poliadenilados de mamiferos son m.\s 
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susceptible~ al, ataque· de exonucleasas especificas en comparación . con .los 

ARNm poliadenilados t RosS : Y. Kobs, 19Bé - ¡. 

Por otro· ladó,:· la _:org~niÍ:.aciÓn .. de·:i..os "
0 

·genes', ·de histona de 

levadura ~resent~:-· \~O!··a~r~'910 . .' .. .-dif~~e~~~:· C~n. ~~~~edi:~-. ~ ."1"a~.'~~Yor·i~ de·· · 1os 

B::~::~s:~;~}¡~~~I~f ~~~~tt.i~~:i;:~::.· 
Los· ~~ne,~-~~ _:las:t~.i~~:on~s_:·.~~e;-.~~~~º/~~-';e0n~_ue~~ra.i:1 ;_;:•1 ~,:C9~~i.~ados en ·, 

~~J.~~;~~·'.~~rf f if ~~J?~T~~-~~ 
diferente con respecto --~-l~'~.i~-i~;':·'·~~-\-:;~~~-~i~;.·_::-~~-;~ ·_ia::_;, ~r~·~.~~·~~~~·~6n:~de:·:. ·otros 

:::~=~~:.:~:::nn::~:E~"-f -~~i,'i~:;[~¡1~i~~;o;~k~~e}1t:.:j~!El~~:::~21:::ug::o:~ 
5 '-TCCAG-3 1 la cual se en~cuentra' \r.a/:.~115 -::Y;;la: secuencia· 5 1 -TTTCAATC-3 1 a -59 

::~l:~~::yn~e ;"~:~:~::~{, \f á~trf r~~)~~~.;J;/ .i~;);·~n:::in sec::ncia .id.: 198~: 
nucle6tidos 1-94 ·a .:.::60) :: ·en la~ re.gi~f!;UTR~:·s,~ 92~: ~-i.c~· en - · GC- Sugarman et 

al., 1983 l • 

En la región UTRs 3' de los : ·, g~nes de histona H, de este 

organismo se observaó secuenci8s · Caracteristicas de genes que codifican 

para ARHm no poliadenilados. De este modo, se encuentra una secuencia con 

simetria diada (análoga a las estructuras ~e asa) 5' -GGCTCTTTTCAGAGCC- 3' y 

otra secuencia nanomérica S' -CAACAAAGA- 3 1 ( a +386 y +415 nucle6tidos, 

respectivamente después del cod6n de t.erminaci6n). como· los AP.Nm de ll4 no 

son poliadenilados es claro que no existe una señal de poliadenilaci6n en el 

extremo 3 1 l Proudfoot, 1982 ) • 

Los genes de las cuatro clases mayores de las histonas se 

expresan primariamente al inicio del desarrollo embrionario del pollo. De 

este modo, como el desarrollo embrionario es de 21 dias ( Romanoff, 1961: 

citado por Sugarrnan et al.,1983) la expresión, transcripción y la traducción 

de los PJU-lm de las histonas tiene lugar en los primeros S dias d_espués 

de la fertilización, con lo cual se tiene la cantidad necesaria de los 

diferentes A.RUm de histonas que permite la alta tasa de división celular 

en la que se vé envuelto el embrión para formar un nuevo ser en 21 dias. 
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Después de estos 5 _ dias i~ tas~ de transcripción de los genes de histonas 

disminuye a un nivél ·basal · de· aProXim8damente 10%' del total alcanzado 

durante el period~··de a\á~ima· ·¡;~á~sc~ipción · ( Sugarman e~ ai., 1983 ) • 

En el·. ser· h~·no·.'··i'~·:or~ani~ciCión. d~ los genes de las histona 

encuentra en. a~iuPa~mi-~nt·o~<d·i~~e~~6~·.·~n; ,urliétades .cl~ra~ente ·rep~t.ida ( Heintz 

et al.¡ l9el : ... ,,~-~-:rii:~h~'\;..,, aireglo ~--·presenta Cuatro Úpos d~ disposición 

diferente en e~·.· qeno~a; ;.~~.a"."·H~i :~:· H~~ffl...:H,~H~, H1 B~HzA-H~ - y, HJ-H,- fHzA, H,1-HJ; 

los cuales· s-e exp~e~~h' · ·d1fe".~·en.~1ai~eni:'e A~ra!lt~ el
2 

ciclo, celular ( Sierra et 

al., 1982 1 ·• E~.~~·yo~~· .. c:Í·e hi.brida-~l.ón_ en.:.~élula'S ·· HeLa han indicado que el 

ARNm de H_, s~ 'e:il~ue-~tr~ P.~.es~nte d_urailte· la fase s y no en Gl del ciclo 

celular (Detke et al., 1979 1 , La región UTRs 5 1 'de los genes de la histona 

H, de humano ha mostrado las ·siguientes secuencias regulato.rias: dos cajas 

CAAT una tras otra a· -116 y -78 pb antes del sitio de inicio de la 

transcripción; una caja TATA a -57 pb; una caja GGTCC a -72 pb; una serie de 

secuencias repetidas GC; una corta secuencia de 21 nucleótidos conteniendo 

sólamente residuos de GA (-173-153) y una posible secuencia 5' -CCACAAA- 3' 

a -30 nucleótidos del sitio de inicio de la transcripción (Benoist et dl., 

1980; Chrysogelos et al,,_ 1985 J. En el caso de la re9i6n UTRs 3' de H1 

s6lamente se ha encontrado una secuencia denominada aaa o simetria diada a 22 

nucleótidos después del sitio de té.rmino de la transcripcJ6n {Busslinger et 

dl., 1979; Ross y Kobs, 1986/ Ros et e1J., 1986). 

Lichtler et al. (1977 y 1980 } han reportado la presencia de al 

menos dos tipos de AP.Nm que codifican para la histona H1 en células He!..a 

S3. La presencia de estos diferentes ARNm podría deberse a que son el 

resultado de diferentes qenes que han divergido en función de cambios en su 

secuencia nucleotidica (existen de 20-40 copias de cada gen de histona por 

genoma haploide en células humanas ( Wilson y Helli, 1977 1 o bien por una 

maduración diferencial de un mismo transcrito primario ( Maxson et al., 

19831. 

Sin embargo, Lichtler et dl. (1982) han reportado adem&s de lo 

anterior que existen al menos otros 5 M\Nm distintos de H,, los cuales 

codifican para protelnas identicas. 

El nivel de transcripción de los genes H1 en humano se ve 

regulado por el enlace especifico de distintos factores de 

transcripción a dos regiones bien definidas del promotor o UTR 5'. Dichos 

factores, el H4TF-1 y el H4TF-2 reconocen especificamente una secuencia 

entre -ea y -110 pb antes del 5i tic CAT y una secuencia inmediata.mente 

contigua antes de la caja TATA ( Dailey et al., 1986 ) , 
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En las plantas, la inf.ormación _acerca .de los· g'enes_ de histonas 

H1 se basa en los_ de .. algunas. 9r~lrú.n°~as. y e·n: Ar~bÍ.dop~i~· .. the1l.i'e1n~, .' én dondt! 

se conoce la secuencia. nú~i~Otidi~·a. d~l g~-n·,: e{ .é:u.li 'nlue~tr~::. una·. or.ganiza~iÓn 
diferente a· ta encon~~-.lda ·:en-:el ·,ei:izo .-":de.·. m'ar; .-·Ei:;- .minler·O_:.··de~·copia'.s s_e 

conside.ra ~ajo--~~~":.~~-s~e~-~O' ª:·1~·~ ._ ~n~o~~ra.~Os'.:~· ·~~· ,;~r~-~-~~;::~Y·;·~e~:.t __ ~d~··:·1.~~vi_~~d~. 
por Gigot, l 9 ~: 1 .r:t::~:~ :;~f.°t:~t::rid:• ;~:\{l:~t~il'.~'.i~~~r~: ;;(¡~~'.\~~"º~,de 
las ~is tonas· P_re~~ó~~::· ~~~~.~n~~s __ · d.e -~,A··Y ff:B ~~ ·~~~ _h~~r.~; :~:'.~~~--;i)~.~ _·?~.- H_._: _eh -1~ 
otra ·heb.~a, '~~·. q.u~i:;~~.~e .. ~':~a;· ~~~n~~ri~ci6~ . de; __ ~s_tO_s_~;.:.l~-i~~~~~~t~~:~_~r.·par_- de 
H2A-H:e- s~· ·. ~~·cu~,;~·.ra \~ep~'r~do ';- po~: una· ie9i6n ~ic;a ~~~·AT~:_de· 3·, 1Kb'.::E.Ste tipo 

de arreglo ·'e.S 'dif~~e·nte al .e'ncoritr~do 
0

en ~riz~, ·P-e~o Presentá:mU~ha ·sún.tiitUd 

con los de ot.ros genes de hiatonas 1 Thomas y Padayatty, 1983 ) , 

En el trigo de manera . general, el gen de K, se· encuent.ra 

adyacente al gen HJ, pero no 'parece formar unidades repetidas, · sino mAs 

bien parecerla, al igual que en maiz Phillips et al., 19861 Chaubet 

et e1l,, 1986 ) , que los genes se encuent.ran 

genoma 1 Tabata et al., 1983 ), El gen de 

como elementos dispe.rsos en el 

la histona H, de trigo ha sido 

clonado y secuenciado 

aminoácidos de la proteina 

fase ) son idénticos a 

1969•). 

y su secuencia nucleotidica indica que los 

( en función del marco de lectura abierta y en 

los encontrados en chicha.ro 1 De Lange et ctl., 

El número de copias de H, fue definido por análisis tipo 

southern de ADN de embriones digerido con Hind III; las autoradiog.rafias 

obtenidas most.raron la existencia de múltiples bandas, lo cual supone que 

la organización de loa genes de histona en trigo es de manera dispersa 

y no en un arreglo de unidades repetidas. Aswniendo que cada banda 

del patrón de hib.ridaci6n representa de 3 a 10 copias por genoma 

hexaploide lan.ilisis densitométrico) y realizando una suma aritmética de 

todas las bandas se determinó que el número total de copias del gen H4 de 

trigo se eneuentra entre 100 a 125 po.r genoma hexaploide 1 Taba ta et ctl., 

1983). 

Las secueneias regulato.rias de las UTRs 5' y UTRs 3 1 del gen de 

H, de trigo fueron deducidas por mapeo con nucleasa SI . Los resultados 

indican que ambas regiones presentan una alta 

encontradas en otros genes análogos. Asi, tenemos que 

similitud con las 

UTRs 5' existe 

una secuencia con cierta dtnilitud con la caja TATA 1 Krieg et dl., 1983 l. 

Esta supuesta caja TATA p.resenta una secuencia 5 1 -TTTAAGA- 3 1 que 

haya 98 pb antes del sitio de inicio de la transcripción. Ademds, se ha 

encont.rado otra secuencia 5' -GACCC- 3' a sólo 2 nucle6tidos antes de la 



putativa caja TATA, ~a cual es ·similar a la secuencia S' -GATCC- 3' que es 

caracteristica de. genes ·de 'histon'as·. de varios géneros de plantas ( Hentschel y 

Birnstiel~l9Bl. )_ •. Ot_ra·s: se:~.~~-~ci~~~ .tal~s c_omo: 5 1 -CCAT- 3 1 y s• -CCACT- 3 1 

son simila:Ces· a -la '·Caja._5'_.-~CCAAT·- 3<·c Efstratiadis et al,, 1980 ), la 

cual· se .. 10\:a1i:~a·' :·~·~::·g~~.es· d;;>.i'a·.~i~s~ ·II ubicándose. ·a 46 .nucle6tidos antes 

de la ·sUpue;t·~ c~j~_ TÁTA~ . 
.. . .. ,~~·el; C~·so-·de la. UTRs j;· d·é:_·--·ioS geneS .... H

1 
de. trigo, se han 

localizado· .. ·dos secuencias u'ria. ·.sec~~nci~~· .. :·~.: _con., ·Lsimetria diada S' 

-ACTTGTTTAGT.:. 3_, .-_-a 70 nué:le6tidos d~~~ué~ .·:_del sitio de la terminación 

y una posible sedal de. poliadenilación 5 1
' -AACN\A- 3' a 116 nucleótidos 

después del codón de término/ ambas presentan similitud con las respectivas 

secuencias canónicas encontradas en esta región (Proudfoot y Brownlee, 

1976), Sin embargo, a pesar de la presencia de la supuesta sei'l.al. de 

poliadenilac16n no se ha encontrado ARN'm alguno con caracte.risticas de 

estar poliadenilado¡ de tal modo que la función biológica de dicha secuencia 

encontrada en el gen H4 de trigo no es conocida ( Taba ta et al., 1983 ¡, 

En tdgo se ha reportado el primer ejemplo de que existe una 

vadante del gen H., dado que se ha observado un cambio de base en segunda 

posición en el cuarto codón después del sitio de inicio de la traducción, 

el cual cambia de glicina asparagina. La variante que presenta el 

aminoácido asparagina no es eficientemente transcrita in vivo comparada 

con la alta eficiencia de transcripción in vivo de la variante que presenta 

glicina en este cod6n; ademá!I, estas do!I variantes no presentan una perfecta 

similitud en sus extremos UTRs 5' y UTRa 3'. De este modo, e::itas dos 

variantes del gen Ht en trigo parecen ser el primer ejemplo de vari<11.ci6n 

en e::ite gen en eucariontes supedoree (manú.feros y aves e incluso plantas) 

(Tabata e Iwabuchi, 1~64 ) . 

El estudio de los genes de las histonas en maiz se ha centrado en 

los genes de la histona H, y H,, los cuales poseen una organización del tipo 

de la de elementos dispersos en el genoma como se ha observado en la mayoria 

de los organismos superioree ( revisado en Hentschel y Birnstiel, 1981). 

Dentro de las UTRs 5' y UTRs 3' de los ARN'm de H, de maiz se 

han encontrado ciertas secuencias similares a las encontradas en trigo 

(Taba ta et al,, 1983 ) • En la UTRs 5' se encuentra una posible caja TATA 

localizada a -109 nucle6tidos del sitio de inicio de la transcripción; 

ademAs, 24 nucle6tidos antes de la putativa caja TATA se encuentra la 

secuencia 5 1 -GCTCC- 3' la cual es similar a la secuencia consenso 

pentamérica 5' -GATCC- 3' ; no se ha encontrado ninguna secuencia ti pica 

5' -CCAAT- 3 1 , De particular interés es una secuencia octanucleotidica 
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5 1 -CGCGG(C)ATC- 3 1 encontrada en la región UTRs 5 1 de maiz y' otros genf!s de 

H, de plantas, la cual se encuéntr.a a 90 . .'nu_cle6tido·5 antes. de· .la. ~aja ThTA y 

que parece ser una secuencia esPe~ifi.C:a ·de los ... ~,~r:_e~_; .de histonas, .de :plantas 

( Gigot et al.~ 1987 ) , .- "· '·' 

En el caso de UTRs 3.1 no, se. h~.··~~~·~~t~~~~·::.ni_~~·~~.~ ·.~n~~·o~·¡a con 

las secuencias caracterlsticas en es~~ ' re'?~~~·;:/~:~':_-'.;:~~~t-~~~ .. ;9én~S :~e histona 
de H

4 
Ross y Kobs, 1986 ) , Sin embargo';''.~:·s'e·':>~:tia·~.-·- ·ení::onÚado otras 

:::~=~:• :::0 es~::ct::••;:· .. ~n:erd~d:im;~:iif~~:::::t~':':p~r~:;:.:::::te q~~ 
nucle6tidoS después del cod6n de term.Í.naCi60 '' ~ ... q~~-- p·r.~se~ta la siguiente 

secuencia: 5' -CCAGCTGCTGCTGG- 3' ; esta . eStruc~ura ""es seguida por una 

secuencia corta rica en AG: AGAAG (Phillpps et al. ,1986 ) , 

Los genomal!ll de rnaiz y trigo no son los únicos casos en donde 

se ha encontrado la presencia de los genes de histona H, y H4 como elementos 

dispersos, ya que los genes tardios del erizo de mar que se expresan durante 

el desarrollo embrionario,' también estAn distribuidos como elementos 

dispersos f revisado por Kedes, 1979; Childs et al., 1979 ) , 

Por otro lado, se sabe que la regulación de la expresión de los 

genes de histonas ocurre varios niveles en animales: transcripción, 

traducci6n y degradación de AP.Nm ( MaKson et al., 1983). 

A nivel de embriones secos de varias plantas existe una cierta 

cantidad de ARNm de histonas almacenados, similar a la poza de ARNm 

encontrada en el huevo de erizo de mar, el cual es traducido durante la 

etapa temprana de la germinación ( Ahmed y Padayatty, 1982; citado por 

Gigot et al., 1987 ) , 

La presencia de ARNm poliadenilados ha sido observada en 

levadura ( Fahcner et .al., 1980 ) , Tetrahymena (Bannon et <11., 1983) y 

tambilm en variantes de genes tardlos de histonas de erizo de mar (Ernst et 

al., 1987 ) , en genes de histonas independientes del ciclo celular y/o 

tejido especifico en pollo { Harvey et .d., 1903; Engel et al., 1902 ) , en 

humano {Wells y Kedes, 1985; Wells et al., 1987) y, en ratón 1 Bird et 

al., 19851. 

En el caso de plantas son pocos los ejemplos donde ha 

encontrado una región caracterlstica UTRs 3' relativamente larga que posea 

una posible seftal de poliadenilaci6n; sin embargo, en trigo, los 1\RNm de 

H, y H, poasen largas UTRs 3' de 150-190 nucle6tidos ( Tabata e Iwabuchi, 

1986), pero no se ha observado una sei'ial de poliadenilaci6n. 

En malz,en los ARNm de las histonas H1 y H, se han encontrado 

algunos UTRs 3' largos de 160-250 nucle6tidos y además se ha observado la 
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ausencia de una clásica señal de poliadenilaci6n ( Chaubet et al., 1988 ) . 

Lo anterior fue confirmado por la •eparaci6n por medio de una 

eromatografia de columna de 01190 d (TI de ARN poli (Al+ y ARN poli (Al- a 

partir de ARN extraido a l.as 48 y 96 hrs. despu6s de iniciada la inbibici6n 

de embriones. Las fracciones obtenidas mostraron que los ARNm de Hi y H1 

de maiz fueron poliadenilados, además se demostró por densitometria que el 

99% de los mensajeros son poliadeniladoa ( Chaubet et al., 1988 l. 
La poliadenilaci6n de los mensajeros de hiatona de maiz 

(Hl-H,l puede considerarse como un estado transitorio, especifico e11tos 

tejidos durante la 9erminaci6n l tejido meristem.t.tico con una alta sintesi:s 

de ADN ) • Lo anterior suqiere que se puede considerar equiparable con 

loa reportes en donde se ha observado la poliadenilaci6n de los ARHm de 

qenea tardios, 1011 encontrados en erizo de mar y 1011 tejido

especificos o durante la espermatogénesis de otros organismos ( Maxson et 

al., 1983 ) • La poliadenilaci6n de los ARNm de H, ( y de H, l de maiz ocurre 

en diferentes estados de desarrollo de la planta y se hayan asociados 

con loa polisomas, lo cual indica que no repreaentan ARNm almacenados como 

ha observado en oocitos no fertilizados de Xenopus (Maxson et al., 

1903). 

La posible sef\al de poliadenilaci6n en ARNm de H, de maiz ha sido 

localizada dentro de la secuencia octanucleotidica 5' -ATG IGIAAATG- 3 1 

ubicada entre el nuele6tido 17 y el 27 después del cod6n de terminación 

(Chaubet et al., 1988 ) • 
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LA EXPRESION DE LOS GENES DE LAS HISTONAS. 
CICLO CELULAR . 

. Han pa~~do'.,má~, d~·.· d~s ,dé.cadas desde que Robbin Borun (1967} 

descubrieron ·:qtie ·1'a.S .. ' proteinas - histonas son sintetizadas tasas 

significa.tiVas · '~diá~é.~t~'·. · durailte la fase del ciclo celular. 

Actualment~~ ~~ .. S~b~.~,\:~~~·.-... ~x·~·~t~.:· una_ . estrecha correlación en la expresi6n de 

los gen~~-.d~:;J.:a?:~i~-t~~-~-~·( -~~ '. ~uaÍ :~e encuentra intimamente simultanea con la 

sintesi~ de~· ·Af'.IW' ~0-~·1a ·. rila~oria: de los casos estudiados Hentschel 

s1rns.tiel, 1981°; · chaubet · - et al., 1989; Heintz, 1991 } , aunque, como ya se 

ha mencionado, ex1Sten· · al9una excepciones , como por ejemplo embriones 

tempraiios de erizo de. mar (Arceci y Gross, 1977) o en maiz ( ~atlanova e 

Ivanov, 1988). Lo anterior indica que existe una expresión génica diferencial 

de los genes de las histonas, la cual manifiesta en función del 

estado funcional de la célula ( Maxson et al., 1983 ) • De esta manera, 

existe una amplia evidencia experimental que indica que la sintesis de las 

histonas durante la fase S del ciclo celular es el resultado de un 

incremento en la concentración de los ARNm de las histonas debido 

probablemente a los procesos transcripcionales y postranscripcionales que se 

verifican durante la expresión de los genes (Borun et al., 1975 ) • 

El aislamiento de clonas de genes de histonas de una gran 

variedad de especies animales y algunas especies vegetales ha permitido 

confitlll4r el hecho de que la acwnulaci6n de ARNm de histonas es regulada 

por ambos procesos y que estos mecanismos Bon dinámicos y pueden ser 

activados rápida y reversiblemente m1U tiples veces durante una fase 5 

particular 1 Sittman et al., 1983; Heintz et al., 1983 ) • El incremento de 

aproximadamente 20 veces observado durante la fase 5 ocurre en una variedad 

de eucariontes desde las levaduras hasta el hombre (Heintz, 1991). 

La regulación de la tasa de incremento en la transcripci?n de los 

genes de las histonas durante la fase dada por las secuencias 

dentro de la región regulatoria promotora y su relación con los 

factores de transcripción. Asi, los análisis de las modificaciónes de los 

promotores de histonas H,, H1, H2B H1 celulas animales han 

establecido claramente que cada una de estas clases de genes requieren de su 

UTRs 5 1 completa para la correcta transcripción durante la fase s ( Capasso 

y Heintz, 1985, Artischvsky et al., 1985 y 1987; Dalton y Wells, 1988; 

Hwang et al., 1990). Estas regiones promotoras pre::ientan ::iecuencias 

elementos consenso especificos, los cuales son altamente conservados 
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posici6n, orientación y secur:nciá dentro de u·na familia especifica de genes 

de' histonas de .una variedad_. 'de· .. Orqani.~mos . eucariónticoS ·· ( Wells, 1986 ) • 

Los ~i~mentos': ·,o·. :··s~cUenci~S .; ·é~~S~zisó ~·~·~e. ,'s~ ·: ~ncuentran en la 

región Promot~ra·.;<·d~/ la'\maYO'd.~·,: 'd~ 1~:5· >·g~n.e~·./eu~~~i·6n,ticos pz:esentan 

particulár~~nt~ .·3"<r:~·~1·~.~·~·~.(i~·~·~· .-,~-ú~1 .. es./:se : .. : ubi~a·n.'.·.:· aii\es·:·de1· sitio de inicio 

~~:tl:~r~t~~~r¡~~~~~~~'.:~:;:~:~:¡~~ 
son indi~P:ens,~~~~-~.;:~: ~.:.: ,P.~~~-;::.-.'·~·.~c~, "::<.~ ~~-~~~-~~~-~-~;:: .~~·.:",l~ ., t ran_scripción, dado que 
deleciones.;en ·esta:" región pueden' presentar.~'efectoe- dz:amáticos en la iniciación 

de l.l. t·~~~~~;i~"c:Ú~-~·:·1:~··:·~1t·;~·T:- -H~~1;:·e·t·. a·1~··~-.·198s l. 

·. ·b¡· ,:;_ Una re';ió'n de subtipOs - e'specificos de secuencias 

cÓns'e~;o -.jSSc'si. · s19las del inglés subtype sPeciLic consensus sequences) 

la cual es requerida para un correcto control de la inducción de la 

transcripción de los genes de las histonas al entrar a la fase 

(Artischvsky et al.1 1987; Hwang et al., 1990; Dalton y Wells 1 1988 ), 

Mutaciones en esta región evitan que no se de una correcta pz:ogramaci6n 

de la inducción de la transcripción durante la fase S, por lo que los SSCS 

de los genes de las histonas son considerados como elementos de simultaneidad 

con el ciclo celular ( Heintz, 1991 } • 

En función de lo anterior, se piensa que esta región esti 

diz:ectamente involucrada con la inducción de la transcripción de los genes 

de la's histonas en la fase S del ciclo celular ( Heintz, 1991 l • 

c) .- Una región denominada dominio distal activador DAD; 

siglas del inglés di:ital activ.st1ng domain ) , la cual presenta secuencias 

que se encuentran 10 pb antes del sitio de iniciaci6n de la transcripción y 

presentan cierta variabilidad entz:e miembros individuales de una familia de 

genes dados. Se ha observado que deleciones en esta región provocan un 

decremento de hasta 20 veces en la tasa de transcripci6n La Bella et 

dl, 1 1989 citado por Heintz, 1991). Dentro de eota región existen secuencia:s 

que son requeridas para un correcto control de la regulación de la 

transcz:ipción durante el ciclo celular; así tenemos, por ejemplo a la caja GC 

y la caja AC en el gen de la histona H1 de alguno5 mamifero:s ( Dalton y Wells, 

1988 ) • Se piens.i que el papel mis importante de la region DAD es la de 

determinar cual de los miembros o genes diferentes de una familia de genes 

de histonas debe ser el mayor productor de mensajero:s de hiatona en cada 

tipo de cédulas ( Hanly, 1989; citado por Heintz, 19911. Lo anterior e:1 
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confirmado por la presencia de variaciones en DAD en las diferentes 

copias de cada· uno'.de los genes dé laS'· histon.is que ·cod~f_i,can par~: cada 

uno de _ 1_~~'· ~~bt~.p~5·._-.:~de_··:. ~a~ '·Prot_~~-ri.as :: d·~·., ~~-iS~~~ª~-\·;y._- -~~ _:_·c~~f· Pu_e~~ 
dete_rmina_r :cPJe·. ~-UbtiP~.- ~-:~e·. ,,~cjen ~.~s··· S~b·r~X,pr~SadO. e~.:"u·~~-. Pobi~~i6n ~a·Yoritaria 
de laS··;~élÚla·s <·con.~'· ·cii~1~·i.'6n·>·activa. ~n' variedad de organismos 

·~it~il~f ~i~~~~tf~~1::z=~~~::s:~; 
(consideradas .';",comunment_e,:.:,'_como:~~factores·':.de transcripción ) interactúan de 

::~i:: Lf :ri~~Jt::ltff ¡ªJ:~~;;:;·Lr~g.is°:~. -L~. ::::0 
de un:.~::"::~~:!~::·:~:::: 

comO cofa"ctOréS:<~·~á~Sc~iP'.ciO~á1es .:_Y son proteinas de alto peso molecular. 

Por .ejemplo ·.~e pUeci~: ~~~~ci~-~a'.r a OTFl ( sigla9 del inglés o.rigin t.ranscriptíon 

iac't~r- on·e·'.; ·~r~ e~~{-~-~-. \~ri"~. PCotel.na de 90-95 kDa presente en extractos 

~u.~·l~a·r-es - d~ célu_l·~·s·'. H~La~ l~· Cu~l enlaza con el octAmero en H~B en la 

regi6n de SSCS y especificamente estimula la transcripción de este gen 

hasta 20 veces en un sistema in vltro, comparado en el mismo siatema cuando 

no se encuentra unido a la región sscs el OTFl Fletcher et al., 1907 ) • 

Otro de los factores caracterizados es HlTF2 siglas del inglés 

transcription factor of histone Hl-2 l el cual es una protelna de 

aproximadamente 45 kDa y que enlaza preferencialmente dentro de la región 

SSCS de la hietona H1 en la secuencia S' -CCAAT- 3' • Se ha reportado que 

esta proteina no es activa en ensayos de transcripción in v1tro1 ya que 

para ser activa parece requerir de un polipéptido adicional que no ha sido 

identificado. Los elementos 5 1 -CCAAT- 3' tienen un carácter multimérico, 

queriendo esto decir que no son especificamente enlazados con HlTF2 sino que 

se han observado otros factores como los HiNFB ( Van Wijnen et al., 1988) y

HlTFl (Gallinari et al., 1989 ) los cuales también enlazan con la caja CCAAT 

de la región promotora del gen de la histona H1 t Heintz, 1991 ) • 

Por otro lado, para el gen de la histona H, se ha encontrado 

otro elemento regulatorio de la transcripción en la fase s, el cual es 

H4TF2 y es una protelna de aproximadamente 60 kda que enlaza especificamente 

en la región SSCS permitiendo una estimulación in vitre de la transcripción 

de dicho gen 1 Dailey et al.,1988, citado por Heintz, 1991 ) , 

En humanos, se ha encontrado otro factor análogo que permite 

el control de la transcripción del gen de la histona H, durante el ciclo 

celular. Este factor, HiNF-D, al igual que HiNF-A y HiNF-C interactúa en 
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dos sitios dentro de. i.3 región DAD, específicamente en los sitios I f que se 

localiza del -nucieÓtido -120 al. -152 ) y en el sitio II (del nucleótido 64 

al -91 )· árltes .·del sitio de inicio de la transcripción (Pauli et .tl., 1987; 

Dailey et:' al., 1986."). 

: : Es :.·eV!d~nte ·que el. control de la expresión no se sustenta 

excfll~i,:.á:meflte. ·en· -est~·s - y otros posibles factores, dado que evidencias 

experimentai'es indican que otros procesos tales como modificaciones 

transcripc!~ilalés y postranscdpcionales están ejerciendo un papel importante; 

también:· s_e tiene: que tomar en consideración que la inducción de la 

transcripción en la expresión de los genes de alguna manera se 

criticamente influenciada por el estado funcional de la célula y de los 

mismos eventos de crecimiento y desarrollo del nuevo individuo ( Heintz, 

1991). 

La expre5!6n de los genes de las histonas se haya pues sujeta 

una estricta regulación a lo largo del ciclo celular puesto que como ya 

mencionó, se ha evidenciado que existe un acoplamiento temporal y funcional 

entre la sintesis de proteinas de histonas y sus niveles de AP.Nm con la 

sin tesis de 1\DN (.revisado en Stein et dl ., 1984 citado por Van Wijnen et 

c1l., 1991 J. Lo anterior ha sido demostrado en varios si a temas de cultivo 

de tejidos de mamiferos utilizando células derivadas de tejidos notmales 

diploides, transformadas y tumorig~nicas ( Holthuis et al., 1990; Ito et 

al., 19091 Shanna et .tl., 19891 Gallinari et al., 1989; Kroeger et al., 

1987 J. De este modo, la regulación de los genes de las hiatonal!ll segurantente 

es mediada por múltiples mecanismos transcripcionales y postranscripcionfles 

involucrando .secuencias del promotor y factores de transcripción que se unen 

al promotor (Pauli et 4l., 19871 Oalton y Wella, 19881 Van Wijnen et al., 

1989), en la actividad de procesamiento del extremo 3 1 de los A.RNm IStauber 

y Schurnperly, 19881 Vasserot et al., 1989/ Liu et al., 1989 ), en la 

degradación de los Arulm (Rosa et al., 1986; Peltz y Ross, 1987; Mor.ria et 

dl., 1991 J y en la localización subcelular de los ARNm 

al., 1987; Zambetti et al., 1990 J. 

Zambetti et 

Se 5abe que el procesamiento selectivo y la desestabilización de 

los ARHm de histonas contribuye significativamente a los niveles 

celulares de los mismos en células que se dividen activamente (Stein 

et •J., 19891 Owen et al., 1990 ) • 

La mayoria de la información relacionada con la expre8ión de 

los genes de las histonaa ha sido obtenida a partir de sistemas anillUlles 
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tanto en modelos in vitro como in vivo ( Van Wijnen et al,, 1991 ) ; en el 

caso de plantas, esta información es bastante escasa, 
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LA GERMTllf-CION. ASPECTOS GENERALES. 

LA GERMINACIOii DEL EMBRION DE MAIZ, 

Oefinici6n de semilla~ 

una semilla es el producto rnaduro ·Cfe.·-.· .. ~n. ·~vúlo - t~·~i:i11ZádO·. 
Esta estructur..i . es mor fol6gicamente compleja: y co.ntiene. te:Ú.~l~s·· d~-; di."t~rénte -, 
composici6n cromosómica. El embrión, en la mayoria d~.· -los:'-ca~,d~: ~s··;:-di~·l~id~, 
excepto p~r~ las especies apomicticas1 el encÍOS~~~~~.'_:~~:\~}~~~·~C_t.P'~~'. . 
fuente o Compartimiento de almacena.je de reservas y es. tÍ:ipl~ide.?f-·i;iiíki~s·~ 
1984 ) , La formación dd embrión se realiza de la ?nd~~~-~-'.~19'~~i-~_n·t~·{i·:-~:~i·· .e'···:-· .. 

Una célula megaspora madre se des.irroÜa .en--ei.'·6Wió~:;1a:,:.'.,~éU4t~ 
por medio dtl divisiones meióticas, forma 4 ~étUl~·s--~Íi~Í~~ri~l"f:i.;·~·o~6i~~i~·sj.··. 
las megasporas hijas. De éstas, tres deqenez:an· rni'7n.tra.S~:·.qUe:(i~~/C~~:~·t~? .. ~.e··. 
desarrolla. dentro del saco embdonario. El nú~le~' .,.h8~1oid~· de'-.:.'i~'· :~é'1~i~ ·' . 
del saco embrionario pasa 

estructura con B mlcleos, 

por 

en donde 

div1s1on-es su~es1va~ ~. r~S:u1t~~do·..:-e·ri: ~-n·a·· 
tres. dé'. e~los se ~i.tu~~-. ~~-~ )a<r~~·~-¿,·~ 

micropilar y uno de éstos, por medio de diferenciaci6rí, paáar;i 'a ser ei' 6Vtilo 

(gameto femenino ) • Los otros 3 n'1cleos se sitúan en el extremo contrario y 

ot~os dos. más. se ubican en la parte central· del saco embrionario formando 

eSt.~s uri núcl.eo fusi~.n.ado ( 2n ) • 

La fertilización ocurre de la siguiente manera: dos núcleos 
- ' ' . . -. 

gener~tivós , del··· grano· ·de polen ( gameto masculino ) . se introducen al 

inte~~~r: d.~·1 .. · ::~ s'aco _: · embrionario ·~ través del tubo polinice formado por 

un-núcleo.:d~_l··grano de_:. polen en donde uno de loa núcleos generativos 

f.!cuñd·a:"·ai>mlcieo<_'del: Ó~io· p'~~a ·formar una célula diploide que posteriormente 

··se.ria .el ,emb.~i-Ón.,·· ;/~n·:: t~~-~6:, e'1: .. ~tro núcleo generativo fecundará al núcleo 

fuSion~~o .- ~. 2n ,')' ·p~r~~·::·~Orm8~· 'u~a ~structura con 3 núcleos ( Jn el cual, 

poi ' .. div1~i~~e·s .. :~Ué:~~~~~~ 1:f~tma~á· .ei tejido de almacenaje de la semilla -el 

endospermo -.,;,Este~ . .- en los estados tempranos del desarrollo de la ,semilla 

r~dea· ~].· ~~ri'ó~) .eo'r . ot~o lado, los in tegumentos del 6vulo se desar.rollan · 

dezitro·· de·· 1a ~ci..ibierta ··de la semilla o testa (Mahershwari, 1950; · citado 

po~ :Mayer Y. Polj.akoff-Hayber, 1989). De este modo la semilla· presenta 

3 estructuras básicas (Fahn, 1982): 

a) .-un embrión del cual resultará la futura planta. 

b), -El endo!permo, generalmente conocido como tejid~ de 

reserva, que nu~rirá al embrión durante su crecimiento iñicial hasta que 

alcance el estado de plántula, en la que el desarrollo de hojas· y ralees 

pe:::mitira la independeno:ia desdP. el punto de vista · nutriciorial. 

el. Una cubierta seminal que encierra las dos parte5 

anterio.ces, la cual puede ser suave, gelatinosa o dura, esta Ultima encontrada 
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en la mayoría de ·las sem~llas, Dicha estructurd pte!ien~d. una alta importar.cía 

dado que _forma una.· .. barr~ra entre el l:"ml:t:ión '/ el medio ambiente 

inmediato: La ·cubierta ·de ·,la·. ·semilla· está._formadd por los integumentos 

seminales " · 1~ _ p·;~p{~dad 'más · · cfara de, esta . es de la establecer la 

permeabilidad·. ~~i~-~t.i\,a ~i: ;_ a;gUa:·: ·;·./.',.· g·as·~s·. ·La· ·1mpei:1~eabilidad de la cubierta 

de la seinillá .. a:¡: .~·.a~u~~:~_c:o~'tr:ib~.ye· mantener el estado de dormancia o 
'""' "•o".,, 

quiescencia ·> :·; · .. · :·. ::'. .. ::.;~r ,. .. :\' ': ·.~;;-~·.~· .. , 
. Lo. ~nteri.o_r:'.~~~ie.r.e .q.~e: l<l: · .. ~em.illa una estructura que 

después, de: qu~ (á.1'cán~·a) ~·u·:·~adu.i~Z-usioléÍjicá ( o comercial desde . el punto 

~:.,:~:::t:~:~;::iº;,~r~d:~/~~c~o:':u:·.t:n pri<n•;iº;.º;.,•nt:·:: t:~:dos ·:. , •• ::~: 
y un emb·r.iÓ~·~ i~~ea.d6s:·~e>'iula.·:;~-~U~i~rt~. por lo general impei:meetble .al agua y a 

lo~·· gases~ En,-: e~.i~~. !. -~OS~. ·~roC~so··~et.ab6licos se encuent.ran. muy reducidos, · 10 

cual la. h;ce pf~~~nt~·~:;·"uO.:: .e~_tado·_ de vida latente, ya ·que la ausencia de 

consumo de-·Oxf9eno·: aSf)o'. demuestra. (Bidwell, 1979 ) , 

manifiesta de manera 

exterria '.eñ el·.~·t,~~añ~"·y-:l~·:fo~~a·;:,. e~ta,-· de manera·. g·~ne.ra1 depende de la 

forma '~ie1:: ovcl~~·o~·,:·::~oS·::.:~.ºÍl~icio·nes · ba·j~· ·las c·ua1~i'.. i~~·'..pl~~ta·:·pai:ental crece 

durante' ·i~~ '.:fó~n:aCión>'.>'ci~ .las · semillaS,. 'ei>,.··'"ta~a~o del emb.r:f.ón, la 

2;§t:~~lWK~11JJ gf~;:t~:1~~¡~::.···~~~~§ 
.·IF•hn,,19,ª 2 >'·~1-:';e~~ió~· c.;n~i.·~j d~<:~:%~t~fa~;t :tina ~llllnula, uno ·más 

cotil~done~·· y·\i~- h1pOcoti.lo.::e1 ': ·cüa(~.-~·~o?l~ét~\\ la . radicula y la plUmula. 

Se sábe ·~u~ ·~a 'cubie·r~a. d_~·:,_.·-.i~'.·~::~~mJ.11~··<·j~~g.~:j·;J~~- :::.pap~l sumamente impactante 

en ~l t~ans~o~~e. ~e" s~~ta~~~-~~' ~~/~e~.~~~ª:'~·(:d~.: :. ~a.S. partes p.roductoras de la 

:~::::h•~•~::1''::;.c¡ó;á"Zª~~¡~ 9-ªl1f>~i~~i'•.~:.~:::::::;6n~· y:·~~··mu:::: 
seffiillas. ma.du.ras ·. conÚ~~~~: · ~~i'~~~~t-~}d~; :' 5 ~:a· .10 de· a9ua. Además, el 

periodo de desecaciÓn pa°.re~~:. :se'r">~·~n~~~c·h~·~·. ~·emillas, un estado esencial del 

desarrollo a mane.ra de .. ca.~aC:t~17;~iA~·~·~~1:".P.~~via a la 9e.rminaci6n ( Kermode y 

Bewley, 1986; KermOde et al.,':'1986;:.··Qua·trcino, 1987; citados por Mayer y 

· ~oljakoff-Mayber, 1989 l ("'.e . .r. f~~-u~~:~·s,\°" ·y-Sbi. 
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Algunas detinicion.• de garmi.naai6n. 

La germinación de la semilla se inicia con la imbibición o toma 

de agua y culmina con la protuci6n de la radicula la cual en la mayoria de 

los casos comprende s6lamente la elonqaci6n celular y no necesariamente la 

división celular, dado que la torna de agua por la semilla rtpidamente 

incrementa o elonga las vacuolas ha5ta que estas se ubican en una parte 

central de la célula ( Bewley y Black, 1970 ) , Desde el punto de vista 

fisiológico, Bidwell, (1979) define a la germinación como el proceso en que 

se inicia la absorción de aqua, la reactivación del metabolhrno y la 

iniciación del crecimiento. 

Se menciona que la germinación de una semilla ocurre cuando la 

radicula protruye a trav611 de su cubierta. Puesto que la división celular 

se inicia cercanamente a la elongación ( Wilkins, 1984 ) , algunos fisiólogos 

de semillas tornan esto:s eventos como la terminación de la germinación (Toole 

et: al., 1956 ) , 

Mayer; y Poljakoff-Mayber, 09091 definen a la germinación de 

semillas de plantas superiore.s como aquellos eventos a part lr de los cuales 

semillas secas quiescentes presentan una respuesta a la toma de agua, 

para mo:strar un incremento en su actividad metabólica general y que 

permite iniciar la formación de una plántula a. partir del embrión. Por 

ello, resulta dificil definir el estado preciso en el cual la germJ.:iaci6n 

termina y .se inicia el crecimiento ( Wilkins, 1984 ) • 

Todas las definiciones de la qerminaci6n incluyen a la 

división celular como parte del fenómeno. La división celular es usualmente 

seguida por un alargamiento o elongaci6n de las células hijas embrionarias. 

A pesar de lo anterior, todavia existe cierta controversia acerca de cual 

proce~o es primero (la división o la elongación celular J durante el inicio 

del proceso de germinación. De este modo, en alguna.s semillas la división 

celular podrla ocurrir primero seguida por la elongación y en otros caBos 

ocurriria lo contrario ( Mayer y Poljakoff-Mayber, 1989 ) • 
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Viabil.idad y vida .-dia de oudll••. 

Las semillas retienen su capacidad para germinar en funei6n de su 

estado de desecación mientra que el tiempo por el cual pueden mantenerse 

viables es determinado genética y ambientalmente. De 

viabilidad es mantenida por mayor tiempo cuando las 

esta manera, la 

semillas se mantinen 

bajo condiciones que permitan un estado metabólico quiescente ( Mayer y 

Poljakoff-Mayber, 1989 ) • 

La pérdida de viabilidad de semillas puede ser debida 

varios factores. Enti:e ellos se tienen: un prolongado periodo de 

almacenaje, el cual podria provocar, entre otras cosas lesiones en su ADN. 

En Secale, por ejemplo, se ha observado que durante la imbibici6n las 

lesiones sufridas en el ADN durante el almacenaje son reparadas muy 

tempranamente ( Osbotne et al., 1980; Osbox:ne et al., 1981; citados poi: Hayer 

y Poljakoff-Hayber, 1989 ) • Además, tale5 lesioneis en el l\DH parecen 

ocurrir también durante la dormancia. Es claro que la rehabilitaci6n del 

genoma es esencial para una efectiva germinación ( Osborne et al., 1984 citado 

por Mayer y Poljakoff-Maybec, 1989). 

La pérdida de viabilidad durante el almacenaje también 

acompaña poi: varios cambios quimicos, como por ejemplo los cambios inducidos 

en lipidos por procesos peroxidativos, donde 1os radicales libres 

genecados pueden atacar proteinas de membrana causando daños a 1a 

estructura de la misma ( hacerla mis frágil, por ejemplo ) 1 Bewley, 1986 ) • 

Por otro lado, se sabe que la mayoria de las semillas de 

plantas superiores son desecadas ducante el estado de maduraci6n. Este proceso 

de desecaci6n, como ya se dijo, es a menudo considerado como paso o 

condición necesaria de la semilla para su subsecuente germinación; otras 

semillas, por el contrario pierden su viabilidad si son desecadas. A estas 

últimas se les considera como recalcitrantes las primeras como 

ortodoxas (King y Roberts, 1919; citado por Bewley y Black, 1986 J. 
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!:l vigor da .. milla•. 
Se denomina vigor al potencial de la tasa de crecimiento de 

!a plántula y se relaciona con la emergencia de la misma. La pérdida de 

vigor no necesariamente implica una inhabilidad absoluta para germinar 

y desarrollar una planta completa normal, aunque esto está 

frecuentemente acompaftado o relacionado con la represión de eventos 

bioquimicos tempranos durante la germ.inaci6n. Generalmente el término 

vigor toma mayor importancia en la práctica de la agricultura comercial, 

ya que es un medio para e:stimar la emergencia de pl.intulas en el campo, lo 

cual lo hace en ocasiones tan importante como el porcentaje mismo de 

qerminac16n ( Heydecker, 1972; citado por Khan, 1962 1. 

Factor.• que areotan 1a g9rmi.naa16n. -

La toma de agua por el embrión de la semilla es el primer 

proceso que ocurre durante los momentos iniciales de la germinación, Esta 

toma de agua es dada por la imbibición y su terminación está determinada 

por 3 factores principales: la composición de la semilla, la 

permeabilidad de la cubierta de la semilla o fruto al aqua y gases, y la 

disponibilidad del agua en forma liquida o gaseosa en el medio ambiente. Este 

proceso fisico est.i relacionado con las propiedades de los coloide• de 

manera que no existe ninguna relación absoluta con la viabilidad de lao 

semillas, ocurriendo de igual manera en semillas vivas ó semillas 

muertas por calor u otro procedimiento ( Bewley y Black, 1978 ) • Durante el 

proceso de imbibición las moléculas del agua entran en contacto con lu 

sustancias de la semilla las cuales tienden hincharse, causando con 

ello una saturación de las particulas coloidales y en adición, ocupando 

los espacios capilare.s e intracelulare.s • La hinchazón del coloide resulta en 

la producción de una considerable presión de imbibición, la cual puede 

provocar el rompimiento de la cubierta de la semilla, con lo cual se permite 

que el embrión emerja proporcionando además un espacio en el suelo para el 

desarrollo de la planta. Además, la magnitud de la presión de imbibición e.s 

también una indicación del poder de retención de agua por la .semilla y por lo 

tanto determina la cantidad de agua requerida para la rehidratación de 

los tejidos df: la semilla durante la germinación. 1 Bewley y Black, 1978; 

Murphy y ttoland, 1982 ) • 

La disponibilidad de agua pan la imbibición depende de la 

composición del medio en el cual la 9erminaci6n toma lugar. La captación 

final de agua podria ser dP.terminada por el potencial de agua 
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circundante a la cubierta de la semilla determinando su grado máximo de 

imbibición. tNikolaeva, 19691 citada por Mayer y Poljakoff-Mayber, 1989 ) • 

Otro de los factores que afecta la germinación de las semillas e:s 

la cornposici6n de la atm6sfera ambiental1 la mayo:ria de las semillas 

germinan bajo condicionee aer6bicas ( atmósfera conteniendo 20% de 

óxigeno y 0,3% de C01 y otros gaaes en distintas concentraciones y 

unas pocas bajo condiciones anaer6bicas 1 Kennedy et •l., 1980 ) • 

La temperatura también juega un papel importante. Asi, tenemos 

que la rnayoria de las semillas eecao son bastante resistentes a temperaturas 

extremas, pero, de manera general, las semillas presentan una temperatura 

óptima en la cual se alcanza el mh alto porcentaje de viabilidad y por lo 

tanto de germinación en el menor tiempo posible, El rango de temperatura 

dentro del cual diferentes semillas germinan es determinado por el origén de 

la semilla, por las diferencias genéticas entre una especie dada y por la 

edad de la semilla, 

La luz CB otro de los factores que afectan la germinación de las 

semillas. Las semillas han e ido clasificada5 en 3 grupos dependiendo del 

efecto que este agente fideo tiene Sobre ellas: semillas cuya germinación 

es faVorecida por la luz1 semillas cuya germinación es favorecidas por 

la oscuridad y aquellas semillas que 5on ir.diferentes a la luz o la 

oscuridad ( Kinzel, 1926; citado por Hayer y Poljakot:f-Mayber, 1989 ) . La luz 

en general no es la que influye en la germinación de las semillas; es una 

longitud de onda en particular, El espectro de luz menor a 290 ron inhibe 

la germinaci6n de algunas semillas, entre 290-400 nrn el efecto no es del todo 

claro; en el rango de luz visible, de 400-700 nm y particularmente ent:re 

560 y 700 nrn ( la luz roja ) se promueve la germinación; la luz azul la 

inhibe IEverani et .tl., 1957; citado por Mayer y Poljakoff-Mayber, 1989). 

La dormancia de la semilla es un estado de quiescencia er1 

donde el metabolismo se encuentra reducido a un m.1nimo, lo que le permite al 

embrión mantener su viabilidad y poder en un momento determinado, cuando las 

condicione8 ambientales lo permitan, reiniciar su actividad metabólica y 

germinar para formar una nueva planta 1 Vegis, 1964 l • De este modo, las 

plantas que crecen en regiones con periodos estacionales pronunciados, han 

desarrollado un mecanismo que les permite sobrevivir en periodos no favorables 

para su genninaci6n, donde el crecimiento podria estar comprometido por bajas 

temperaturas o condiciones de eetrés de agua u otros factores ambientales 

(Wilkins, 1984 ) • 

Una gran cantidad de especies 1 principalmente granos 

presentan una dorrnancia innata despu6s de que han sido cosechadas, 
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mientras que otras semillas pres~ntaO una· dormancia. indu.cida 'por condiciones 

adversas del medio ai:rlhiente ·como .. 1~ · temperBt~rá '·, Bothwick. ·y. ltobbins·, .19291 

citado por Wilkins, 1904 ) , teúsi6'~ · red~cid~; ·_de :·O>tige~o·, (Edwards, 

1969) o estré~ por._agUa 1Kh~·~;·19.60'f.·." Í.~ .;:·do·~~n'Ci'ii · ,.:t·e.nn..lna en una semilla 

:~::::e¿ e:t:~~:é:E:=::ur::~'.;t tt~ItCi~f5f &!f Wl!~~~~.al~:.n:at .. bo::·: 
principalm~nte )>.~ir.--~~~ .t;:a~t~:.< de:::;l:ln·~.,e~t~~O :·.-/ co~l.~tamente maduro de la 

:::::::~.· ;::t:i:t. •t;: f f tt;'&:~~~e';,;:j~d:~•ar;:~::nt::1o;::~:~e ·~~ 
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Metabolismo durante 1a germinación de semillas. 

Las semillas secas se caracterizan por una baja tasa de 

metabolismo, dado que la maquinaria enzimática se encuentra prácticamente 

paralizada. Al rehidratarse la semilla durante la imbibición, la toma de agua 

activa a las proteinas permitiendo con ello una elevación de la tasa de la 

actividad metabólica durante el periodo de germinación IBewley y Black, 

1978). Las semillas secas presentan una baja tasa de respiración y confol':rne 

estas s~ van rehidratando durante la imbibición, la respiración aumenta. 

Durante la toma inicial de agua ( imbihici6n l en la germinación y 

durante el crecimiento inicial, la respiración requiere de sustratos 

disponibles, los cuales derlvan de la hidrólisis de sustancias de reserva, 

principalmente carbohidratos ( Wilson y Bonner, 1971), 

De este mod:>, los cambios quimicos que ocurren al inicio de le! 

germinación consisten de tres tipos principales 

al .-La degradación de ciertos materiales de resel':va en la semilla. 

bJ. -El transporte de los productos de dicha degradación de una 

parte .de la semilla a otra, especialmente del endospermo al embrión o de los 

cotiledones a "las 'partes en crecimiento. 

cJ,.- La sintesis. de nuevos materiales. 

Además, es de especial importancia la iniciación de la sintesis 

de proteinas durante la germinación y su relación con el metabolismo de 

los ái~idos nuclé:icos 1 Mayer y Poljakoff-Hayber, 1989). 

Los estados iniciales de la germinación están, consecuentemente, 

ac:=ompai'lados por una pérdida neta de peso seco debido a la oxidación de 

diferentes moléculas. 'Este se vuelve a recuperar cuándo las plántulas se han 

formado, esto es, cuando una· raiz ha emergido y toma minerales del medio 

y los cotiledones de las prime.ras hojas están eXpuestos a la luz y son capaces 

de realizar fotosintesis ( -Wilkins, - 1984 ) • 
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La sinteais de 4cidos nucléico• y prot•inaa y la 

germinaci6n dtll embrión maiz 

Durante la genninae!6n, la .dntesis de proteinas es esencial para 

que emerja. la radicula; esta sin tesis, que comienza despub de la 

imbibición, puede ser independiente de la sintesis de ARN. Sin embargo, para 

que la germinación se complete, es necesario que se presente la sintesis de 

novo de ARN ( Bewley y Black, 1986 1. 

Asl, la actividad y cantidad de polisomas ( aquellos ribosomas 

asociados con ARNmJ es usualmente muy baja en semillas secas o bien 

completamente nula. Durante la genninaci6n de trigo, los polisomas aparecen 

rápidamente en -embriones (cuadro 6, Mayer y Poljakoff-Mayber, 1989 ) • En 

algunos casos, los ribosomas pueden ser sintetizados inmediatamente al 

inicio de la germinación, mientras que en otros casos existen suficientes 

ribosomas en el embrión para la formación temprana de poli.somas. De esta 

manera, en algodón la formación de ribo.somas y la sin tesis de ARN ocurren 

durante los estados iniciales de la germinación ( Oelseny eot al., 1980 y 

1981; citados por Mayer y Poljakoff-Mayber, 1989 ) • 

En semilla.!! secas, la ausencia de polisoi:na.s es clara. La 

aparición e incremento de los mismos se ve favorecida cuando las semillas 

son hid1·atadas; además, se ob.!!lerva una dismint.:dón en el nUr.tero de ribosomas 

libres o no unidos, dado que e.stos están siendo .reagrup,ados para la 

formación de los complejos de sintesh de protelnas. De este modo, cor.forme 

se incrementa la cantidad de polisoIMs, la actividad de síntesis de 

protelnas aumenta (Brooker et .sl., 1978 J. 

Se sabe que la sintes:f s de proteinas se inicia minutos des pué a 

de !nielada la imbibición o hidratación de lds semillas, cuando algunos 

de los ARNm almacenados durante la embric.gónesis .!!Ion dire.-:-.amente 

uti!!.:ados. La sintesis de protelnas continúa con los ARNm sintetizados de 

novo con lo cual es posible que se verifiquen los eventos po.sten.ores que 

dan paso la germinación de la semilla ( Payne et .tl., 1978 l . 

Por otra parte, se han investigado algunos de los procesos que 

regulan la continuación del crecimiento y diferenciación durante la 

germinación de senullas, estudiando lll actividad transc.ripcional de conjuntos 

de genes, los cuales :se expresan en un estado especifico de la embriogénesis y 

en eventos postgerminativos in vivo ( Coma! y Harada, 1990 ) • 

Durante la embriogéne.ds se ha detectado una actividad 

t.ransc.ripcional alta en unos 15, 000 a 30, 000 genes diferentes y la complejidad 

de los ARNm se incrementa significativamente conforme avanza el desa.:rollo del 

embriOn empezando a decaer cuando se inicia la desecación, hasta quedar sólo 
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activos· unos cuantos .·genes·._( Goldbecg, 1986; Dure, 1905 ) • En el !rijol soya 

~e ha observado' que:desd~-. la· etapa media d~ la ·maduración del embri6n eKi.sten 

de 7 a ·10 .genes ·p":ra':PrO'tei~~s· de reserva que se eKpre:un y cuyos mensajeros 

s·on almac~na~os ·en ·1~S .. ~~fil~~on~s., lo cual representa cerca del 50~ del total 
de lo.s ARi1~ :/pr~s'erlt~s ·:. 'r niA.s ·de. 10, 000 copias 1 en las células de loR 

cot~l~don_e:~~·yL~. ~-~p,~;;S,¡~~ ·~·e: estOs: genes empieza a decaer conforme la semilla 

se de~~id~~:t~.'\iq~~~~·~9·\~~la1. G~ldberg, 1986 ¡, En ch.tcharo l Písum satiVWD, 

L. J .se':'ha:n·,:de-~ecti.d:o~.3· . .'grüpos"·de_ genes de la leg--glabul.ina 1 globulina 11 s¡ 

lo.s .. ·~u~l'~·~~·l_~e.·~~U~i~.~~ ··~n.~c~·~~~soma~· diferentes; dos en el ci:omosoma l y el ott:O 
en· :~í· .:c~~~~~~~~:-',.,_:7 ~> ~~t~~ genes. 's.e ~xpre.san. diferencialmente dur~nte- el 
de.9"~rr~Ú~'.'.-d~1:;~:~~~i~n1"-por ejemplo, lo!I provenientes del cromosoma l se 

' .- : , - ; ... -_ -:-: .. ';:~· :,j ¡;';:,~,; -\~'·;: - - ., .. ' " . 

·expr:esan·muy· tempranamente 'durante la embrioqénesis y conforme avanza ésta, .la 
' '' .. _ ,_ .. ::.' /:. ~ . :·, "· . ·;... : .. 

pres.encia·:de··estas· transcrico:s decrece, apareciendo los del cromo.soma 1, los 

cuales : j:)r:ev~J:~~~~·~~- .hasta el Únal de la embriogénesis ( Domoney y Casey, 
1985). . :, ,,_ .\:·:. 

;, i::n funé::ión· de lo anterior. se puede decir que el desanollo 

embÚón·ario··:-·y<·p¿~tgéOunativo de plantas se haya generalmente separado poi: un 

ped.o?O _'de ·latencia. el cual es consecuencia de la deshidratación ( 4-Si de 

contenido de aguei en semillas de nabo y maiz, respectJ. vamente IBewley y Black, 

19831 Ha rada et al., 1988), Durante muchos atl.o:s se consideró a dicho pedodo 

de latencia como s1n6nimo de inactividad metabólica. Sin ernbarqo, 

recientemente se han encontrado resultados sUmamente interesantes en nUcleos 

aislados de .semillas secas de Bras3ica napus, L. (cero horas) en donde se 

obsl!rv6 que estos son t.ransctipcionalmente activos, aunque sólo en un 8% del 

valor miximo obtenido durante la em.brio9énesis temprana (Comai y Hatada, 

1990}. Asumiendo que la tasa de elonqaci6n de la transcripción es constante en 

n\icleos aislados, los resultados indican que la actividad de los complejos de 

ARN polimerau esta. reducida en semillas secas (McKni9ht y Palmiter, 1919; 

Groudine et al., 1981; Darnell, ¡9a21. Además, hay estudios acerca de la 

cantidad de genes que se expresan d1Jra.nte el pr:oceso de embrioq~nesis, algunos 

de los cuales son activos tanto en embrionea secos como en plántulas y en 

plantas adultas (Goldberg et ¿sJ,, 1989 } • Pe la misma manera, se tienen 

evidencia!! que indican que la expresión diferencial de genes y la acumul&ci6n 

de sus productos (ARNml se observa exclusivamente durante la embriogéncsis, 

mientras que otros son prevalecientes en plántulas y estos mismos no son 

detectados en embriones secos ( Hareida et dl., 19881 Huqhes y Galau, 1989). 

Por otro lado, estudios sobre el efecto de la desecación prematuu 

en embrione~ en desarrollo han sugerido que este proceso es una seftal 

reqUetida para el cambio del programa de expresión qénica de embriogénico a 
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postqerrninativo ( Bewley et al,, 1989 J; la comparación de los transcritOs. de 

embriones, semillas secas y plántulas su<jiere que el tiempo de cambio de la 

expresión del patrón embriogénico a uno de tipo p~stgerm.inativo ocurre 

después de que las semillas son rehidratadas ( Comai y Harada, _ 1990, ) • 

Haciendo una evaluación de la competencia transcripcional de los 

genes de nO.cleos aislados de semillas secas, se ha observado que solamente 

aquellos genes que son transcripcionalmente activos durante la embriogénesis 

tardia, son competentes para 5e.r transcritos en semillas seca.si al cont.racio 

de genes expresados especificamente en plántulas o en embriones inmaduros y 

plántulas pero que no son transcritos en nUcleos aislados de semillas secas, 

sino que son activos en embriones 15 horas despues de iniciada la imbibición. 

Lo anterior indica que la rehidratación inicia un cambio de un patrón de 

expresión génico embriogénico a uno postgena.inativo ( Coma! y Ha.rada, 1990 1, 
Con lo anterior podemos sugerir que la rehidratación es el disparo 

de la expresión de mucho5 genes, pero es también claro que durante el e5tado 

8eco de las 5enú.llas, la transcripción de mucho5 de ellos di8minuye pero 

desaparece (Comai y HarClda, 1990) • 

De la misma manera, en estudios de la caracterización de la 

población de los ARNrns pre8entes en ejes embrionarios de Phaseolus 

mostró que ciertos mensajeros ae encuentran presentes s6lamente en el 

desarrollo embrionario; mientraa que otros fueron caracter!sticos de ejes en 

germinación ( Misra y aewley, 1965 ) • Algunos de los ARNrus fueron almacenados 

en las semillas seca5, mientras que otros 

ejes fueron .rehidratadoa, En ejes 

fueron formados nuevos ARNms luego de 

fueron degradados cuando los 

embrionarios aislados de mah 

ser iniciada la imbibición y 

traducidos dentro de las primeras 24 h. Aparentemente estos nuevos mensajeros 

fu.:?ron !ot'mddos aún antes de stir terminada h. toma de aqua por el embrión y 

se mueven rapidamente dent.ro del citoplasma antes de que los ARNr sean 

movilizados ( Oommes y Van de Walle, 1983 l , 

Los ARNm almacenados presentes en los embriones de semillas de 

rábano fueron formados durante la embrioqénesis y muchos de éstos 

codifican aparentemente para proteinas involucradas en la misma embriogéne5io: 

(Aspart et al., 1984). Asi, la conclusión de los estudios de caracterización 

de los ARNms almacenados en semillas, es la de que muchos de éstos son 

deqradados muy tempranamente durante la germinación, pero no se excluye la 

posibilidad de que antes de que se inicie la de9rddac1ón generen 

algunas proteinas que podrian ser funcionales durante el inicio del proceso 

de germ.inaci6n. Sin embargo, es muy p.cobable que los nuevos mensajeros que 
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se sintetizan inicialmente .son lo.s requeddos para permitir el correcto 

avance de la, ge~nación { HaYer y Poljakoff-Hayber, 1989 ) • 

De. esta. ma~era,-· S.tnchez-Hartinez et al., (1986) estudiando la 

población ·de· ?~üPéPtidos expresados durante el desarrollo de embriones 

de 20 d·1~·9 ·>cf~,s~~'é:/·· "de la polinización ha3ta la maduración y durante 

·1os estad.o"a-. iri.·i~iaies de la germinación de maiz, observaron 3 grupos de 

polipéptidos 

lJ .- Polipéptidoa presentes en embriones en desarrollo, algunos 

·de los cuales no pueden ser detectados en las semillas secas maduras, 

mientras que otros penisten aún durante las primeras dos horas de iniciada 

la imbibición, pero se encuentran ausentes despu6s de las 8 horas; 

2) .- Polipéptidos ausentes en muchos embriones jóvenes, pero que 

son formados durante la maduración. Algunos de éatos son de vida corta y 

están ausentes en semillas secas, mientras que otros persisten por un 

periodo variable de tiemp_o durante los estados iniciales de la germinación y, 

3) .- Polipéptidos que están ausentes en embrione!'; en desarrollo 

y en semillas secas y s~ o están presentes durante la germinación. 

Lo anterior nuevamente apoya la presencia de A.RNms almacenados 

en la 5emilla seca durante el desarrollo embrionario (Peumans et al., 1992). 

Por otro lado, se sabe que la elongación y divi.sión celular se 

verifican durante la germinación, lo cual hace obvio que se de la necesidad 

de sintetizar proteinas y acidos nucléicos • 

.Asi, la división celular requiere, entre otras cosas, de ADN 

integro. De este modo, durante la primera hora de la imbibición en embriones 

de arroz 'rirradiados y en maiz se ha oh.servado que la sintesis de ADN es de 

tipo reparativo ( Vázquez-Ramos y osborne, 1986; Vázquez-RAmos et al. ,1988 ) • 

Esto íiltimo es apoyado por los trabajos de za rain et al., (1987) en las que 

trabajando con ejes embrionarios de maiz y-irradiados e imbibidos en presei.cia 

de benzil-adenina/ 1H timidina y comparados con controles (sin irradiar y sin 

benzil-adenina) y con los embriones sin irradiar imbibidos con 

benzil-adenina, observaron que en las 3 primeras horas de iniciada la 

imbibición la incorporación de timidina titriada es mayor en ejes irradiados e 

irnbibidos en benzil-adenina que en los no irradiados, lo cual sugiere que 

verifica una sintesis de ADN de tipo reparativo. 

Se ha observado la sintesis de ADN horas después de iniciada la 

imbibición de la semilla¡ sin embargo, una apreciable sintesis de esta 

molécula se observa antes de la sintesis de proteinas. Además, se ha 

detectado sintesis antes y después de la división celular y esta es 
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menudo, pero. no siempre,· un prerequisito para la protusi6n de la radicula 

(Mayer ·y P~ljak0ff-M~y~er, · 1969 ) • 

·De· este modo: durante la germinación de semilla.a ocurren 

múltiples. c~mbi'o~· en el núcleo durante la transici6n de estados quiescentes a 

estados .8Cti\;os de la semilla. Estos cambios incluyen una dispersión de 

la ~~oma.tina.:y una vacuolizaci6n de los nllcleos. Durante el ciclo celular la 

·mitosis · es seguida por el crecimiento durante el cual no existe aintel!lis 

. de· 1\DN. En este estado el contenido de ADN del núcleo es el de un 

complemento 

(S) donde 

12C); posterior a Gl se presenta un periodo de sinteais de 1\DN 

el material genético duplica (4CJ; al término de S se 

presenta un segundo periodo de crecimiento denominado G2 en el cual se 

sientan las bases para dar paso a la mitosh. Durante el desarrollo nuclear 

previo a la quiescencia en las semillas de dicotihd6neas, estae son 

detenidas en el estado latente de la fase Gl 1 por el contrario, en maiz y 

trigo (monocotiledóneas) el ciclo celular puede ser no ser tan 

sincronizado en este estado en cuanto al inicio de la quiescencia1 ha sido 

observado que unas semillas son detenidas en Gl mientras que otras lo son en 

G2. Con el inicio de la imbibición y el consiguiente disparo de la actividad 

metabólica, algunas de las células en la semilla proceden hacia la 

división celular y crecimiento. Sin embargo, la replicación del ADN podria 

no iniciarse inmediatamente en todos loe tipos celulares 1 Del tour, 1995 ) . 

Asi, durante la imbibición de semillas, la sinteaia temprana de 

proteinas probablemente estA basada en buena medida en los ARNms almacenados 

(Wceks y Marcus, 1971; Caers et al., 19791 Bray y Smith, 1965 ) , adernAs de los 

generados por la transcripción que ha sido detectada a e8too tiempos de la 

germinación IDelseny et al., 1961). Como ya se mencionó se ha observado la 

existencia de AR?lm almacenado embriones en diferentes especies de 

semillas quiescentes (Bi:ook!-!'r et .d., 1916; Payne, 1916; SAnchez de Jim6nez, 

1901 } , Con base en esto, ha postulado que estos ARNm son requeridos 

bttsicarr.ente pa.ca la rápida actividad metabólica que se observa en las 

primeras horas (0-6) posteriores a la !mbibici6n l!lemillas t Brooker et al., 

1978; Martin y Northcode, 1981 ) 1 otros .~poyan la idea de que estos ARNm 

son requeridos para que continue la actividad de sinteeia de otras pz:oteinas 

necesarias para la -:orrecta germinación ( Jendrisak, 1960). Algunas de las 

nuevas proteinas sintetizadas se i:equieren para reiniciar la división 

celular en los tejidos embrionados. En tric¡o, entre lae nuevas proteinas 

sintetizadas en la germinaci6n, las proteinas ribosomales aparecen primero 

(Lane y Tumaitis-Kennedy, 1981 1 y en maiz las histonas aparecen poco después 

(Van de Walle y Deltour, 1974 ) simultaneamente con la iniciación de la 
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división celular 1 aryan. et -al,, -19831 Plumb, et _ al;, 1984), p~r lo ' qu~ las 

histonas. han sido invO.luc~·a-das:'-~n···18 \~gu,Íaclbn - del·. ciclo . de división 

celular '(D'Anna· et ,-·a1-;¡/i9'9;2"¡· -.~u-·;:é:t · ~-i:,'199i1·'.. /~- :- - ... -,' 

~~lf:r~~Ii~i~1~J1~l~~iif i~~~~ 
posteriO~ --~.~4;,~~~~~~~.~-~.:,:).~,~~~f:.f.~,~:~i~<~-t~::n:~;~_is.~k, --1~80;,._D.~t~~ -~~--~~_!,~ .l.~,~3. _). 

·;; En":·;este\•:sentido,'::,durante.-_,la germinación de.' las ·semillas, -la 
existenci~·'· de·--:~~n·~-e·~~-~·-:·~~~~fap_~~. ~~:.:~:~~-t~Íña~ ª". · g~nGral· •/ la -de·:·hi_st~nas en 

pa~·ticulaÍ:(.'so~~- fr~~·~~s~{.~ Q~~~-L~~~iieñ
1

• una· .interesante relación con el inicio de 

la replicaci6~\.~1~;·~NP/;_l°~(diyisión celular e ·S.inchez de Jirnénez y Aguilar, 
19.04) ·• :_ · ·c:,:::1-"; .-~· .. ¿, . 

. _·:··E~·\'f~n:~i.6r(.'d8 la·· anterior, la sintesis de proteinas especificas 

que toma -iUg~'~;f·d~-~~nte la imbibición de semillas parece ser sustentada 

parcialmente. eri ·un conjunto de A.RNm almaceñados (Weeks y Harcus, 19711 Caers 

et··~1. ·;:.'19;9·, -5·~a~·,y Smith, 1985 ) • Asi, en las primeras horas de imbibición 

la · siOte-sis dé prOteinas ocurre a una tasa muy baja y ello podria ser 

respaldadc;> por ·ARNm sintetizado en la ernbriogénesh tardia y por ARNms 

transcritos· de novo (Spiegel y Marcus, 1975; Martin y Northcode, 19811 Dntta 

et al., , 19831 Sánchez de Jiménez, 19841 Hasumori et .JJ., 1992 ) los cuales 

quizá sean los encargados de z:eorganizar al genoma. Esto se ve reforzado en 

modelos animales donde la existencia de pre-ARNm se ha encontrado en huevos de 

Xenopus (Adamson y Woodland, 1974}, en erizo de mar {Arceci y Gross, 1977), en 

Spisuld sp. (Gabrielli y Baglioni, 1975), y en Triturus viridenscens (Levenson 

y Marcus, 1976; Ruderman y Pardue, 1976). 

Esto sugiere que la formación de nuevos núcleos de histonas 

(nucleosomas} podria permitir reestructurar al genoma en periodos tempranos de 

la germinación de semillas, dado que la sintesis de protelnas hhtonas durante 

la imbibición ocurre unas hoz:as antes del inicio de la duplicación del ADN 

nuclear, En maiz, la sintesis de novo de proteinas histonas se detectó a las 

6 horas y se observa una tasa rn!xima a las 12 horas; posteriormente, a las 

15-16 hoz:as, toma lugar la sintesis replicati va en núcleos de células 

meristemAticas de embriones imbibidos (Zatlanova e Ivanov, 1988; Baiza et a.l., 

1989; Vazquez-Ramos y Osboz:ne, 19861 Zatlanova et dl., 1981). Por otra parte, 

en algunas células de animales la reparación y la duplicación del ADN son 

eventos posterioz:es a la expresión de lo5 genes de las histonas, como ha sido 
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demostrado durante el desarrollo temprano de .huevos de erizo de mar, en donde 

la sintesis de histonas es dirigida. por ARNm de origen .matei:no y esta ocui:re 

antes de los primei:os 20 minutos donde se .. verifica el primer ciclo de 

duplicación del ADN nuclear, prosiguiendo asi, de esta manera no coincidente 

( sintesis de histonas y ADN nuclear) al· menos durante los primeros 4 ciclos 

(Arceci y Gross, 1911), 

En este sent~do, se ha demostrado que el inicio d~ la sintesis de 

ADN nuclear en embriones de maiz durante la germinación se verifica de manera 

no simultanea con la eintesis de histonas; esto es, la sintesis de histonas es 

un evento previo de la sintesis de FülN nuclear, ya que se ha obsez:vado que 

durante las pz:imeras 8 horas de iniciada la imbibición de maiz hay sintesis de 

ADN. Esta sin tesis parece sez: de tipo reparativo y organelar (Za rain et al., 

19811 zatlanova et al,, 1987) mientras que la slntesis duplicativa ha sido 

detectada hasta las 16 horas de iniciada la imbibición, Lo anterior fue 

concluido con base en la alta incorporación de 'H-timidina en los núcleos de 

células meristemAticae de embriones de maiz ( Baiza et al., 1989 ) . 

La aparición de las primeras figuras mit6ticas se observa en 

núcleos de células de mesocotilo (conjunto de células que se encuentran en lo 

que se denomina coleorriza en la regi6n de la cofia del embrión) a las 12 

horas, con una máxima manifestación a las 28 horas, siguiendo en células del 

nudo escutelar (células que se encuentran entre la región de la cofia y el 

Apice caolinar y cole6ptilo del embri6n maduro de la semilla) y por último en 

células de raices seminales y primarias ( células que conforme avance el 

proceso de división ser.in las que den origen a la raiz primaria, las raices 

secundarias, las adventicias y las de sostén) a las 32 y 36 horas, 

respectivamente. Los tres tipos de tejidos alcanzan un mixima valor 

estacionario a las 36 hoz:as y es cuando se alcanza ademAs el 80f de 

germi.naci6n determinada por la protusi6n de la radicula (Baiza et al., 1986 y 

1989). El hecho de que aparezcan las primeras figuras mitóticas no indica que 

es en la totalidad del embrión donde está. ocurriendo la división celular, sino 

más bien que son algunas pocas .células las que están manifestando este proceso 

y la generalización del fenómeno al resto del embrión se verificará. a partir 

de las 28 horas (Baiza et al., 1989). 

En función de todo lo anterior podemos destacar que en celulas 

somáticas de animales ia sintesis de histonas se haya temporalmente simultanea 

a la del .ADN ts6lo ocurre durante la fase S del ciclo celular) ( Robins y 

Borun, 19671 Breindl y Gallwitz, 1974; figura 6 Wu "I Bonnez:, 1981 } . Por el 

contz:ario, durante la maduración en oocitos y en el desarrollo temprano de 

Xenopus no .existe simultaneidad (Adamson y Woodland, 19741, asi como tampoC'o 
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existe en embriones de erizo de mar CArceci y Gross, 1977). En plantas, 

existen diferencias impo~tantes entre. estos ··d~s .. ·proCesos. En niaiz se ha 

observado que la ·."sintesiS de histOriáS presenta·: Un~'9rá..O·.·pico· entre. 4 a 12 horas 

posteriores a la imbibición dis~~~Y~~nCio ·1i~e~~~e.ñt~ h~c.i~ '.i'as 1-6 y aumeritando 

gradualmente hacia. l~s 4Q' ho~~·s·. c~~~d~· ·~·l':ed~ de.'· la 'ger~~ación 'ocurre via 
' . . ' .. , 

protusión · de radicula. ·pe),[- ·otro . lado, en el· lápso · de 4 ·a 12 horas no se 

manifiesta de manera ~ctiva y total la sinte,Sis de ADN,. sino qué esto ocurre 

hasta las 16-18 ~hora~, a-lcanzando un es~ad~ esta.cionario. alrededor de las 24 

horas de iniciada ·la imbibición. Ello sugiere fuertemente que la síntesis de 

histonas y la del ADN no se encuentran simultaneas durante la genninac16n de 

maiz ( Zlatanova e Ivanov, 19881 Baiza et al., 1986}. Esta falta de 

simultaneidad se ve apoyada por los trabajos de Fukuei et al. (1978) y Kato et 

.d, 11982), . en embrion'es de Vic1a faba, 

Durante la germinación del embrión de maiz, han sido observados 

dos peri6dos bien definidos: la elongación temprana de la radícula, que 

es facilitada por la traducción de los ARNm almacenados y un periodo de 

crecimiento sostenido que requiere de la presencia de los nuevos ARNms 

(Datta et al., 19831 Galli et al., 1981, Jendrisak, 1980 ) • Además, 

han observado dos caracteristicas distintivas en estos dos periodos: el 

primero ( 0-6 hrs 1 se ha caracterizado por ser el periódo de 

imbibición, cuando los embriones realmente reinician la actividad metabólica 

después de un periodo de quiescencia y el segundo ( 18-24 hrs ) cuando los 

ejes embrionarios inician la protución de l·a radicula y se inicia la 

división celular permitiendo la culminación del proceso de germinación 

del embrión de maiz ( Sánchez de Jimenez y Aguilar, 1984 ) , De este modo, 

la radicula crece hacia abajo a través de la cubierta seminal hendida para 

formar la raiz primaria , a la cual siguen la formación de raices 

secundarias y/o adventicias y conforme se desarrolla el tallo van 

apareciendo otros dos tipos de raices de los primeros nudos, las de sostén y 

la aéreas; mientras que el vástago ( apice vegetativo encerrado en su 

vaina protectora y el cole6ptilo, crecen hacia la superficie (Secretaria de 

Educación Pública, 1990 ) , 

En conclusión, no se sabe si la síntesis de histonas que tiene 

lugar entre las 4 y 12 horas posteriores al inicio de la imbibición ocurre 

por la presencia de los Arulms almacenados de origen materno en ejes 

embrionarios o si estos son transcritos de novo durante las primeras horas de 

la imbibición, lo cual contrasta con la información obtenida a partir de 

modelos animales. 
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Por ello, para contestar esta pregunta se plantea la sig !ente 

hipotesis general de trabajo: 

Ripóteai•: 

El inicio de la transcripción de los genes de las histona:s 

H, y H, de maiz ocurre durante las fase8 tempranas de la 

germinación del embrión. 

Para abordar dicha hipotesis, se establecen los siguie tes 

objetivos: 

Objetivo• Gln•ralea : 

1.- Determinar si la sintesis de las histonas HJ y H, durante la 

germinación del embrión de maiz se basa en ARNm almacenado e 

origen materno o bien en mensajes sintetizados de novo. 

2.- Determinar si la transcripción de los genes de las histo as 

H1 y H
4 

del embrión de rnaiz es simultanea a la división cel llar 

durante la germinación. 

3,- Determinar la posible organización general de los genes e las 

histonas Hi y H1 en el genoma de maiz. 

Obj•tivo• Particul&re•: 

1.- Montar la técnica de Southern para sondear al genoma de tz 

con los genes de las histonas H, y H,. 

2.- Extraer ARN total de embriones de maiz imbibidos a dife entes 

tiempos en medio HS Bin fitoreguladores, 

3 ,- Extraer ADN de alto peso molecular de embriones de maiz. 

4.-Montar la técnica de Northern para sondear a ARN total de 

embriones de maiz con los genes de las histonas ff: y H1 • 
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4.- MATERIALES Y METODOS.-

t.1.- HATBRIALES.-

4.l,I,• Material biológico.· 

4.1.1.1.- Las semillas de maiz 1 Zea mays L •. 1 que 

utilizaron fueron de la variedad Chalque~o, las cuales fueron proporcionadas 

por PROUASE f Productora Nacional de Semillas, coyoacán, México al 

Depar~ament.o de Bioquimica de la División de Estudios de Posgrado de 

la· Facultad de Quimica de la U,N.A.H. 

4.1.1.2.- Los ratones utilizadoa para la extracción de 

ADN gen6~c_o.y _ARN total a· partir de higado fueron proporcionados por el 

biot~r~o de .1a· Facultad .de Quim.ica de la U.N,A.M. 

4.1.1.3.- Los plbm.idos utilizados en este trabajo fueron 

los siguie~tes :. 
El plásmido pBR-mus-hi-1-H4-Himf (pH.1 donado por el 

Dr. Roy s. Wu (de Biotech Research Laboratories, Inc., 

Marylañd 20850, Laboratory of Molecular Pharmacology, Division 

Rockville, 

of Cancer 

Treatement, National Cancer Institute, National lnstitutes of Health, 

Bethesda Maryhnd 20205) a la Dra. Estela Sánchez de Jiménez de la 

Facult"ad de Qulnúca de la U.N.A.M. 

El plásmido pHS201 (pHJ) donado por la Dra. lsaura 

Meza (del Departamento de Genética del Centro de Estudios Avanzados del 

Instituto Politecnico Nacional, Mltxico) al Dr. Fernando Montiel Aguirre de 

la Facultad de Quimica de la U.N.A.M. 

4.1.1.4.- Cepae bacterianas de E. coli c-600 y sr-e, 
donadas por la Dra. Aurora Brunner (del Instituto de lnvestigacioneis en 

Fisiologia Celular de la U.N.A.M.). 

4.1.2.-Maleriales de laboratorio.· 

Toda la cristaleria empleada en la manipulaci6n de los 

ácidos nucleicoa fue lavada previamente con jabón simple, luego con ácido 

sulfúrico concentrado f96iJJ / posterio.rmente, 

y después con agua de ion! zada .secada 

e.stez:ilizó 20 minutos a 15 psi., 120º c. 

enjuagada con agua destilada 

en un horno a 100° c. Se 

Todas las aoluciones fueron colocadas en frascos ámbar 

previamente lavados con ácido sulfúrico y esterilizadas. Aquellas soluciones 

que no se pueden P.sterilizar por calor se pasaron por un filtro Millipore 

de O. 45 µ utilizando un porta filtro Nalgene. 

Las pipetas fueron enj~agadas en agua corriente 5-10 

minutos y colocadas en mezcla crómica por 24 horas; poeteriormente, fueron 
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lavadas con agua corriente y ·destilada 

secadas y esterilizadas. 

luego con agua desionhada, 

En todos los experimentos se utilizaron guantes desechables 

para cirujano, de latex. 

se' :~tilizaron reactivos grado analitico para la preparación 

de medios y soluciones, 

·c.2.- Soluciones bi\sicas.-
4.2.1.- Tris base/HCl pH 7, 1.5 y 8.0 lM 

Sigma H T-1503. 

4.2.2.- NaCl 5M 

J.T.Baker # 9084. 

4. 2. 3, - EDTA lethylenediaminetetraacetic a cid- disodiwn 

saltl pH 7.5 y e.5 o.5M 

Sigma H ED255. 

4.2.4.- MgC11 

J,T,Baker 1# 2444. 

4.2.5.- CaC11 

J.T.Baker #1332, 

4 ~ 2, 6, - Solución amortiguadora 

Tris base pH 1. 5 

Nacl 

EDTA pH e.5 

4. 2, 7, - Mezcla Crómica. 

Dicromato de potasio 

Ac. sulfúrico 

agua 

STE 

lM 

0.05M 

lOmM 

lOmM 

lmll 

120g 

1600ml 

lOOOml 

4.3.·Mtdio de culllvo para d crecimiento de E. coli y soluciones p.or9 la 

transformación genitica con plbmidos rKombinantes. 

4. 3 .1. - Medio Luria ( Roth, 1970 ) • 

Liquido: 
-Triptona 

Di feo 0123-01 (143635) 

-Extracto de levadura 

Oifco 0127-01-7 

-NaCl 
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-Timidina SOm9/l. 

.Sigma T--5018 

Sólido: 
-Agar C. Bacto aqar 129/l. 

D~-f~o 0·~40::.'Ól .·· 
-Ai1tibi6t"ico' c·~~~rld~ "sea' requerido) 20mg/l. 

Si~ A-0~40. (_ampicilina) 

4.3.2.- Solución de caC12/timidina SOrnM/SOmg/ml 

4~3.3.- .Solución de glicerol lSt. 

Merck # 4094 

4,J,4.- Solución Tris base pff 7.5 lOmM 

4.4.-Soludones p•n •mpllficuión y •bbmlenlo de p"•midos • pmrtir de 

E. coli por ti mitodo de lis•do claro fOeweU y Helinlki, 1969). 

4 ,4 .1.-Medio Luria. 

4.4.2.-Solución STE, 

4.4.3,-Lisozima 

4. 4 ,4 .-solución amortiguadora Trit:i-saca.rosa: 

-T .ris base pli S 

-sacarosa 

Sigma # 8•9378 

10m9/ml 

O.OS M 

2S % 

4, -4. 5.- Solución Tri ton X-100, EDTA, Tris base/fria: 

-Triton X-100 O.U 

Sigma T-6878 

·EDTA pff 8.S O.SM 

-Tris base pH 7. 5 lM 

-Aqua cbp 

4. 4. 6. - Solución saturada fenol/STE. 

12.S% 

S% 

1008 

4. 4. 7, - Solución de acetato de sodio 3M 

Siqma # s-87 so 
4.4.B.- Solución de cloruro de cesio 

Cabot 

4. 4. 9. - Solución de bromuro de etidio 

Siqma # E·87Sl 

o. 7S9/ml 

lOmg/ml 

4. 4 .10. - Solución saturada NaCl/STE-isopropanol. 

4.4.11.- Etanol absoluto. 

Merck # 15853 
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4.5.- Solu•iones para 11 1mplinc1ti60 y 1bl1miento de plúmldo 1 pllrtlr de 

E. cali por el método de lisu alcalina desarrollado por Blmbolm y Doly (1979) y modiíK'.1do 

por bh-Horowkz (1981): 

4.5.1.- Medio Luria liquido, 

4.5.2,-Soluci6n l. 

-Glucosa 

-Tris base pH B 

-EDTA pH e.s 

4,5,3,- Lizosima 

4,5,4,- Soluci6n 2. (recien preparada), 

-NaOH 

sigma # sos-e 

SOmM 

2SmM 

lOmM 

Smq/ml 

0.2N 

-sos (sodium dodecyl sulfate- sodium salt) U 

Sigma # L·S750 

4.5.5.- Solución 3, 

-Acetato de potasio pH 4, 8 

Sigma # p-1147 

... Aeido acético glacial. 

Merck 1/15850 

-Agua cbp 

4,5,6,- Isopropanol puro. 

J.T.Saker # 9084 

4.5.7,-Etanol absoluto. 

4,5,8,-Soluci6n STE. 

SM 

11.5% 

100% 

4,5.9.-Soluciones requeridas para elaboración de gradientes 

de CsCl, 

4.6.·S-Oluclooes para aislamiento del inserto dd plásmido. 

Prooediaiento A. -

Por medio de gel de agarosa de bajo punto de fusión tipo VII 

(Sigma A-4018) (Reportado por Maniatis et al. ,1982). 

4.6.l.-Scl. amo:tiquadora Tris-acetato pH 8.2 lOX 

-Tris base 

-Acetato de sodio 
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-EDTA pH 7.5 O.OlM 

A· partir de este amortiguador lOX, por medio ·de una 

dilución de 1/10 ~e ~bti.ene un· amo-:r~Í.guador lX, . el cual'• es Ut.tlizado para 

la elaboración ·de·. J.'os . ·gei~-s -de -·_agarosa · prepai:cÍ~i.Yos.' '.paiá".- ais'iamientO 
del inserto o--bi~-~ 'p~~a:'.~-omprob·ar 'la· ii:i·~~~-1'.:ú1~'.~.'. de'-~ "}úu{ -total 
gen6mico ·cuando~ és _:.dig·~·ridO >' ;. c~n ~:·;enzimas de·- -·restr.1c~(6~: ··,:~ 

,-.'."'.·S~:i~ _,-~mo:rÚgu~dora .·Tr·i~-b~i'atO -· SX' 

-_.·-:.·'_'.7:ff~~~~~~~~·<<·~·::·_: -. . ':-s4g 
· ~~ 7Acido, Bórico ·:·: : ' . 2·7~ 5g 

•. , ' .'·•(Sigma B-6766) ·.• ·. ·. 

-EDTA 20mi.de ·EoTA ·a.SM 

.. -~Ág_~·a:·-~; . , 1000· ml·;" 

oe· la misma forma, a partir de _SX se obtiene )X·. p~ra 

elaborar el gel preparativo. 

Procedimiento B.-

Por medio de gel de agarosa tipo I (Sigm·a A;-016·9~ .(Schl.~if y 

Wensik, 19811. Al igual que en el procedimiento A ·se re=quiere de los 

amortiguadores mencionados, además de glicerol 50%/tris borato IX~ 

4.6.2.- Solución amortiguadora para 
nucleicos con enzimas de restricción. 

4. 6.2 .1. -Solución amortiguadora para 
que requieren una baja concentración de sales. 

-NaCl 
-Tds-HCl pH 7. 5 
-MgC11 

restricción de ácido8 

restricción con enzimas 

6 mM 
lOmM 
lOmM 

4. 6,2.2 .-So1Üci6n amortiguadora de mediana concentración de 

sales. 

sales. 

-NsCl 
:-Tds-HCl pH 7. 5 
-MgC11 

60mM 
SOmM 
7mM 

4.6.2.3.- Solución amortiguadora de alta c".'lncentrac16n de 

-NaCl 
-Tris-HCl 'pH 7.5 

, -MgCl~ 

lGC.mM 
20mM 
7mM 

4. 6. 3.-Solución amortiguadora para carga de ácidos nucleicos 

en los geles de agarosa. 

agarosa: 

4.6.3.l.-Solución amortiguadora para carga de ADN en gel de 

-sacarosa 

-EDTA 
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agarosa: 

-Azul de bromofenol 

(Siqma B-5525} 

-sos 
-Agua cbp cantidad a elaborar 

0.1• 

o.u 

4.6.3.2.-Solución amortiguadora de carga de ARN en gel de 

-Glicerol 
-EDTA 
-Azul de bromofenol 
-Xilol-cianol 
-Agua cbp 

50~ 

lmM 
o.o 
0.4% 

cantidad a elaborar 

4. 7.- Solucion .. para aislamiento y purificación de ADN y ARN de hlgado 
dera160 (u olro lejido) pord ml!lodo reportado por P. Kriegdaf, 1983a. 

4. 7. l.-Soluci6n de fenol/acetato de sodio/hidroxiquinoleina. 
-Fenol (Sigma P-1037) 50ml 
-Acetato de sodio O. 3H pH 7. 5 SOml 
-Hidroxiquinoleina l' (Merck 7098 J O. 5g 
-Equilibrada durante toda la noche a temperatura ambiente. 

4. 7 .2. - Solución de acetato sodio/SDS/EDTA 
-Acetato sodio pH 7. 5 O. 3M 
-sos 0.5% 
-EDTA 5mM 

4. 7. 3.- Solución cloroformo/alcohol iso-amllico ( 24 :1) 
-Cloroformo 24 

J.T. Baker 9190-62 
-Alcohol iso-amilico 

Merck # 979 

4.7.4.- Solución de cloruro de litio 
(Sigma_ L-050_5): .. _, ', 

4. 7 .~ .-.· S~lUci~~· .. de~'.·~~c¡~ 

.4. 7. 6,- Solución ·de DNA.asa I (grado IJ 

4. 7. 7. - Etanol 70' 

4.7.B.- Solución de TE 
-Tris ba:!le/HCl pH 7. 5 
-EDTA pH 7,5 

4. 7. 9. - Solución de RNAasa tipo I-A 
(Sigma R-9005 pancreas bovino). 

4H 

5mH 

20rng/ml. 

20mH 
lmH 

5mg/ml 

4.8. -Solucion .. pira aislamiroto dr ARN tola! y ADN dr allo peso 

molec:ular a partir de lejidos, órganos y srmiUas de plantas. Milodo de ealrae<i6a 

con CTAB, d .. anoUado por Taylor y Powrll (1982). 
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soluciones a 

4. B. l. Medio .s6lido Hurashige-Skoog/sin reguladores, 
Soluciones stock de sales 
Solución A: 

Cloruro de calcio CaCl:,H~O 
Solución B: 

Nitrato de potasio. KNOJ 
Nitrato de_ amonio NH4 N01 
Solución C; 

Yoduro de potasio KI 
Cloruro de cobalto cocl, • 6 H10 

Solución O; 
Fosfato de potasio Klf:P01 
Acido bórico HiBOJ 
Holibdato de sodio NazMoO, .2Hl0 

Solución Et 
Sulfato de magnesio MgS04 • 7H~O, 
Sulfato de manganeso MnSO, .H,o 
Sulfato de zinc znso, . 7H20 
Sulfato cíipdco cuso, .SH,O 

Solución F: 
Sulfato ferro.so 
EDTA 

Solución stock de vitaminas: 
Inositol 
Ti amina 
Ac:. nicotinic:o 

. Piridoxina 
Aminoácidos 

Glicina 
Fuente de carbono; 

Sacarosa 
Soporte: 

Agar 
Preparación: 

44g/1 

190g/l 
. 165g/l 

. 0.08g/l 
' 0.002,4g/l 

.. 37g/l . 
·:t.6889/l 
·0:869/i 
o. 0024g/l 

2. 7849/l 
J. 7249/l 

lOg/l 
lOOmg/l 
lOOmg/l 
lOOmg/l 

lOOOrng/l 

30g/l 

8. 9g 

Para 1 litro de M-S mezclar en el siguiente orden 
partir de las soluciones stock: 

Solución A 
B 
e 
D 

E 
F 

Inosi tiol 
Piridoxina 
Tiamina 
Ac.nicotinico 
Glicina 
Sacarosa 
· Ajustar a pH 7.5 

lOml 
JOml 
lOml 

lOml 

lOml 
!Oml 
!Oml 

Sml 
lml 
Sml 

20ml 
30g 

l•• 

Agar 89 (calentar) 
Aforar lOOOrn.l 
Vaciar a frascos de cultivo (gerbers) y esterilizar. 

4. 8 .2 .- Solución amortiguadora de extracción 
-CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide) 

Sigma C-9127 
-Tris base/HCl pH8.0 
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-EDTA pH 7 ,5 
-NaCl 
-Agregar directamente al tubo: 
-(J-Mercaptoeunol 

Sigma N-6250 

4.B.3.- Solución de CTAB 
-NaCl 
-CTAB 

4. B. 4. - Solución amortiguadora de 

20mH 
l.4mH 

2% 

10% 
0.7M 
lOt 

precipitación para 
concentración de ácidos nucleicos: 

-CTAB 1% 
SOmM 
lOmH 

gradiente cscl: 

-Tris base/HCl pH 8. O 
-EDTA pH 7.5 
-{J-mercaptoetanol 

4. 8. S. -Solución de cloruro de cesio 
-Tris base/HCl pH. e.o 
-EDTA pH 7,5 
-NaCl 
-csCl 

Sigma C-3032 

4. e. 6. -Solución de cloruro de cesio 
-Tris base/HCl pH 8. O 
-EDTA pH 7 .5 
-NaCl 
-e sel 

H 

lM 
SOmM 

5mH 
SOmM 

lM 

5. 7M 
SOmH 

SmM 
SOmM 

S.7M 

4. 8. 7. - Solución para resuspender al ARN después del 

-Trie baae/HCl pH 7. 6 
-EDTA pH 7.5 
-O-mercaptoetanol 

4, 8, 8, - Solución para extracción de ADN 

lOmM 
lmM 
H 

a partir del 
sobrenadante del gradiente de cscl. 

El sobrenadante se diluye 2 veces con: 
-Tris base/HCl pH 8, O 
-EDTApH7.5 
-NaCl 
-Bromuro de etidio 

Sigma E-6751 

SOllH 
SmM 

SOmM 
200~9/ml 

Ajustar a un indice de refracción de 1.390 con CsCllM. 

4. B, 9. - Solución saturada de isopropanol/STE/NaCl o solución 
saturada de isopropanol/NaCl/citrato de sodio. 

4.B.10.- Solución de acetato de sodio 0.3M 

4.9.- Solacionn para la daboraciM de e1tttroron1il de ADN. Método 

d .. am1llado por Johnson y Grossman, 1977 y modificado por Smilll d .J, 1913. 

4,9.1.-Solución amortiguadora tria borato lX. 

4.9.2.-Soluci6n amortigu.Jdora de carga para ADN. 
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4. 10,- Solutiont1 para la tlaboratión de tltttrofomis de ARN reportado por 

Lehrarh etal, (1977) y modificado por Thoma1 (1980) y Golbtl'll (1980). 

4 .10. l.-Soluci6n amortiguadora para la elaboración del gel 

de agarosa para ARN: 

-Agua desionizada 

-Formaldehido Solución 37! 

58.20P 

21. 73% 

-solución amortiguadora de electroforesis lOX lOf. 

(Amortiguador de fosfato de sodio pH 7, O lOOmM) 

Stock A 

Fosfato de sodio monobásico 

Stock B 

Fosfato de sodio dibásico 

0.2 H 

0.2 M 

Ya elaboradas las 2 soluciones stock, para el amortiguadorr 

de electroforesis lOX se toma: 

Stock A 

Stock B 

EDTA 

39ml 

61ml 

20ml del O.SH 

0,2M 

0.2M 

lOmM 

4.10.2.- Amortiguador para mantener desnaturalizado muestras 

de ARN total a correr en electroforesis (volumen promedio por mueatra 

pocillo/JO~ll 1 

-Fonnamida deaion~zada pH 7. O 

Herck-9684 

50% 

Proce.so de deionizadoi Mezclar (estandarizado): 

-lOOml formam.ida 

·.4 grs. resina Bio-Rad Ag 501-x6 Ambe.rlite MB-lA 

{Sigma A-73931 

-Revolver durante lhr. oscuridad 

-filtrar y guardarla a -70° e 

-Formol comercial 

Merck # 15656 

-Amortiguador electroforesis lOx 

-Muestra a correr 
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4.11.- Solucione• para la 1ransfereoci1 de geles de agarota (ADN-ARN) a 

50porte s61ido (nylon-nllro<elulou). 

agarosa, 

4. ll.1.-Soluc16n desnaturalizante para ADN en geles de 

-NaCl 

-NaOH 

Herck 6498 

l.SM 

O.SM 

4.ll.2.-Soluci6n neutr~l.~7'.~nte. P.~ra ADN en gel de a9arosa: 

-NaCl· ~ ,._, 3M 

-Tri~ base/H'c1.<~,: _:;.-'· · · " O,SH 

_:!'1.~-~-~¡F ~·,,:·~~_:j_~· ~~::<:;,'··> .. -
. '. "', · .. -----.>~<:·~·:··~~~i<>> '''C· ··: ·-·-
4.11.3,-A'· partir .del .amortiguador SSC 20X se prepara por 

dilución los amorti_~u~-~o~·e·~ · 1_0~ .·~; · s, '3 -'y 2x. 

-solución - amortiguadora SSC 

"-N~Ci 
Citrato tri sodio pH 7, O 

Nitrocelulosa (transferir) Nylon (transferir) 

Amo.ctiguador lOX 

Amortiguador SX (enjuagar) 

Amortiguador 20X 

20X 

3H 

O.JH 

4.12.- Soluciones pan el proceoo de marcado de la sonda con P" . 

4,12.1.- Se utilizó un Kit .random primer extensión. 

!Biotechnology System.s Dupont NEP-103 l 

4.12.2,- Sephadex G-50, medo de preparación: 

-disolver Sq de sephadex en lOOml STE, se este.ciliia y se 

deja enfriar. 

4,12,3,-Acido tricloro acético 10% 

4, 12.4, ,..:soluciones para contador de centelleo (tolucno) 

2,2'-p-fenilen-bia O.lg 

(S-feniloxaiol) POPOP, Merek 0.19 

2, 5-difeniloxa 201 Sg 

PO POP, Merck 

Tolueno 11 
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4.13.- Soluciont1 para prehlbridación e hibridación de fdtro• de ADN·ARN 

con 1ondu radiactlvu. 
4.13.1. Mezcla de prehibridaci6n: 

-Formamida deionizada 

-SSC SX O SSPE Sx. 

-Solución Denhardt 5x 

-Agua destilada (variable) 

-sos 
-ADN acarreador 

(ADN de esperma de salmón lOOmg/ml 

fragmentado) • 

SSPE 

NaCl 

50\ 

25% 

10% 

13,9% 

o.u 

1.0\ 

TOTAL 100 % 

Sx 

0,9 M 

NaH1P01 SOmM 

EDTA pH 7,0 5mM 

Solución Denhardt Sx 

PVP 40-T (Polivinilpirrolidona) 0.1% 

BSA (suero de albumina bovina) 0,1% 

Ficoll 0.1% 

ADN de esperma de salmón lOOmg/ml 

100 mg ADN fragmentado de esperma /lOml H20 

Siqma-D-6898 o D-1626 

-Diferentes combinaciones de salee: detergente en 

función del. grado de severidad qu~ se requiera para lavar los filtros 

después del proceso de hibridizaci6n: 

-ssc 2X + SOS O. u , SSC IX + SOS O. U y otras. 

4.14.-Soluciontl pira el revelado de pla<1s de autoradi0&rafí1. 
Solución reveladora y reforzadora Kodak G-BX 

Se diluye 4.6 veces/ con agua. 

Solución fijadora y reforzadora. 

Se diluye 4. 6 veces/ con agua. 
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4.15.- Solución para eliminación de radioedividad inrorporadn en filtros, 

pira ser reutilizados en ensoyos de hibridación (según Maniatis, el al, J 982). 

Al Tris/HCl fpH El, 0) O.OOlM 

EDTA <PH a. 01 O.OOlM 

s. Oenhardt O.h 

Bi ssc o.osx 
EDTA pfl e.o O.OOlM 

sos o.1x 

85 



4.16. METODOLOGIAS.-

J •• Tnmsíonnarión genélira de E. co/i con un plísmfdo dtlermlnado 

(Dagrrt y Ehrikb, 1979; SthlrifyWtnsink. 1981; Hannhan, 1983}. 

1.- Crecer E. coli (cepa c-600 o SF-B) en una caja de Petri 

con medio de cultivo no selectivo toda la noche a 37° c. 

2. - Inocular medio Luria liquido con C-600 o sr-e toda la 

noche a 37° c. 

3.- Inocular medio Luria liquido con una dilución 1/50, 

del cultivo anterior incubar a 37° e toda la noche con agitación· hasta tener 

una concentración de SxlO' - lxl01 células/ml. 

4.- Centrifugar a. 40009 ·s. >ininutos·· .. a· ·4ci -·e (antes de 

centrifugar pone~ ei f?Ul'tivo,po.r'·.s nd~uto~·. en.~una -eube.éa··:~on ·h~el~l • 
· 5. - ·Decantar. ~l tub~ y colocarlo , en hielo' 5 minutoS y 

el botón se res.us¡)ende con 1/2 del volumen original de uná ~alució~ f~ia de 

CaCl: - 50mM; colocar el tubo en hielo. 

6,- Centrifugar 10 mln a 4º e 3000 r.p',m, Decantar 

el sobrenadante. Resuspender (1/15 volumen original) en una solución fria de 

CaC11 , 50mM. Incubar a 4° C por 24 horas, 

Oe aqui se pueden seguir dos Vias: 

la.- Para congelarlas y almacenarlas (células competentes), 

2.- Agregar glicerol estéril (1.2 rnl.J hasta una 

concentración final de glicerol al 15% (vol/vol), mezclando suavemente. 

2.- Depositar a las c6lulas en tubos eppendorf de 

1.5 ml en alicuotas de 0,2 ml.. 

3 ,- Congelar a las c6lulas colocandolas en un bailo 

de hielo seco y etanol o nitrógeno liquido. 

4.- Almacenar a -70° C a las células, las cuales son 

viables hasta por 2 meses. 

2da.- Para utilizarse inmediatamente. 

l.- Agregar ADN plasmidico l µ! (0.01-0.l µ.q ADN del 

plástnidoJ en un volumen de 100 pl de Tris-base pff 7. 5 10 rnH. 

2, - Incubar a las c6lulas en hielo por 25 min. 

3 .... Colocar a las células 37º e por 5 min 

(choque térmico) • 

4, ... Sajar la temperatura de manera drástica colocando 

el tubo con c6lulas en hielo por 10 min. 
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5, - Colc:icar - el contenido del tubo a un tubo para 

centrifuga y agregar 3·ml de medi.o.Luria .. liqui.do:: 

6,- ;. Iné:ub,ar·.r-~ ·.:1.a:s'·:-<=:éll:llas.· una hora {para expresar 

resistenci~. a un_ ·antibi6tico ~deteind-~ad~) ·. ¡; .... d~~ .. horas (para expresión de un 

marcador autotrófico) a 3'7º e. sin agitaei6n·. 

1.- Centrift.igar a las células 10 min a 3000 rpm 

temperatura ambiente. 

a.- Decantar el sobrenadante y resuspender en el 

liquido remanente suavemente, 

9. - Esparcir 10-30 gotaa (o el conten1do del tubo) en 

cajas Petd con medio Luda s6lido con antibiótico. Al término de 24 horas de 

incubaci6n a 37° C pueden aparecer las colonias. AqUellas que aparezcan ser4n 

las que hayan adquirido el pU.smido, 

10.- Aislar colonias individuales en tubos con medio 

Luria liquido y hacer mini preparaciones para el alelamiento del plásmido por 

el método de lisado claro desarrollado por Clewell y Helinatd, (1969), 

D. Ampllíicacl6n y aislamiento de pü1mido a partir lle E. coli 

transformada, por el mitodo de liudo <laro ( Clewell y Hellnllld, 1969). 

l.- Crecer en medio Luria (500 tnl) a E, coli tSF-8) con 

el plásm.ido de interl!s durante 15-18 horas a 37°C con agitación (200 

revoluciones promedio/mini. 

2.- Centrifugar en frascos para centrifuga J2-21 en rotor 

JA-14 (Beclanan) 10' a 5000 rpm a 0° c. 

3.- La pastilla celular se resuspende y lava en STE frie 2 

veces con centrifugaciones intermedias para obtener la pastilla. 

4. - Se prepara lisozima 10 mg/ml 

5.- Se decanta el tubo1 la pastilla se disuelve 

completamente con 6 m1 Tr:is/sacarosa (0.05H/25t) frlo y se deja reposar 5 1 

en hielo sin que se formen agrec¡ados (agitación continua). 

6.- Se agregan 2-3 m1 de liaozima ( 10 mg/mll, se disuelve 

bien y se deja reposar 5 1 en hielo. Conforme transcurre el tiempo se observa 

viscosidad, de no observarse esto se ;uspende los demás pasos (dado que 

no hubo rompimiento celular), 

7. - Se agregan 2 ml de EDTA O. 5 M frie IPH 8.SJ 

dejándose reposar por espacio de 10-15 min. en hielo. 
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B. - se· agregan 10 ml .. de solución ·Tri ton. X-100-EDTA O. 5 

M-Tri::i: 1 M fria" (detergente). Con el TritOn la solución torna viscosa. Se 

deja reposar.por._u.n:~.i~mpo-~Ílimo'.de··2 .. :3 h.~·~as ~.n:·~i:-lo.' 
:~~-·Centi:1tUgar .60' _a·1soo~·g 1 S~·o~-C. , _. 
·10.""'. ReSCatar el sobrenadante··· Y. ·'eXtraeclo ··con 4ml 

STE/fenol, agitar.ii.- CentrÚugar 10' 10,ooo;q•s'.o~c/i:':~: 
12 .~ Recupera-.r el · sObré:.1_1_a~a~.te ·-:."!. -~g_rc::gar 1/20 volumen de 

acetáto ~a 3M .·Y· 2: volumen etanál f.rio; ., mé;:icl:a'r~·~·~_,-}li9~r~SAment.e {existe ARN 

citoplasmático, ADN bacteriano y ADN plasmi.di~~-)- ~ . -"· ., 

13.- :arda.e a .. 70º e, ~o·;·.·~>~-~?º ·e .to~a· la noche. 

14.- Centrifugar 60 1 a-10 OOO:g~s.a_-10º c. 
15.- ReSuspender el botói:a.º_~·n,\4.4:ml·:de STE. 

16.- Agregar 15 g cloruro cesio sólido y 0.6 ml de una 

solución bromuro de etidio 10 mg/ml a concentrac:=i6n final de CsCl 0. 75 g/rnl 

o sea a una densidad de 1.55 g/an.3 
• Dividir la mezcla perfectamente en 2 

tubos de polialomero para ultracentrit:uga Beckman L5-75. Llenar los tubos 

con parafina liquida sin dejar burbujas. 

17 .- Ultracentrifugar 39 000 rpm 15° C 36-49 horas en rotor 

50Ti {según Radloff et al, 19171. o bien a 45, 000 rpm 20ºc 12 horas pero en 

este caso la densidad deberá de ser menor a 

agregando 14. 9 g CsCl. 

18. - Detener la corrida 

1.55g/c:m' • Esto se consigue 

y retirar el rotor de la 

ultracentrifuga con sumo cuidado de manera de que el gradiente de densidad se 

mantenga y con ello lograr que las bandas permanezcan estables y se pueda 

extraer a la banda plasmidiea de interés. 

19.- Visualizar las bandas con una lámpara de luz 

ultravioleta de orida larga (365 nni). Abrir el tapón con cuidado y colectar la 

banda de interés con una pipeta Pasteur de punta larga o bien picar con una 

jeringa estéril de 1 ml y aguja del # 14 por debajo de la banda de interés 

para colectar la banda. El contenido de la pipet.a o jeringa se deposita en un 

tubo i::orex de 25 ml, despacio. 

20. - Remover el bromuro de etidio con STE/1:i:opropanol 

saturado en NaCl, agitar y esper~r a que se separen las fases, repetir ésto 

por lo menos 2 veces. 

21. - Diluir con 5 volwnenes de agua estéril {para diluir 

las sales) y agregar 2 vo~umenes de etanol frio, mezclar y guardar 30'-70°C 

o 12-24 hrs. -2o~c. 

22. - Centrifugar 60' 10, 000 g' s, 10° c. 
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~3 .- Decantac, secar ·.l~.s ~ubos. a va~i.o~: 

24;- Resuspender·· cada' tubo· en la· mitad dél volúmen para 

-70 c o de ·12-.2{hocas;a ·:-20'.o':~;\5~. -··.-. {:~:··='.; <·:·:·::_.:·'.[<·:. · 

- 26.":..., ~ent~if~9~'(~·:.'io;_óoO·.:~;~n/P~'r::íQ·, a 4~ c. en micro fuga. 

27 ;'- - Decant~~' --:~-.;;¿~--~-:·'t:'U~~~~~',Y''~i~·~~.~p~~d~r- ~l pl6smido puco en 

0.4 ml STE paca tener una concentración de ADN- de -t 119/µl. 

28,- Tomar 1 µl. y digerirlo con la enzima apropiada 

revisarlo en un gel. La concentración del plá:smido puede ser calculada 

visualmente en el gel o espectrofométdcamente asumiendo que 50 IUJ/ml de 

DMA de cadena doble en una solución acuosa tiene una absorbencia de 1 

a una longuitud de onda de 260 nm. 

111. Amplificación y aúlamiento de plásmido a partir de E.coli por ti 

mHodo de lilú alcalina (reportado por Bimboim y Doly 1979; modificado por 

bh-Horowicz, 1981). 

1.-Crecer en medio Luria {500 ml) E.coli ISF-8) 

transformada con el plásmido de interés durante 15-18 hacas a 371> e con 

agitación a 200 rpm. 

2.- cosechar a las cUulas por centrifugación en rotor 

JA-14 10 minutos a 5000 rpm 01> c. 

3.- Resuspender el bot6n celular en 15 ml de solución I 

conteniendo 5 mg/ml de lisozima. 

4.- Transferir la mitad del volúmen a 2 tubos de centrifuga 

para el· rotot SW-27 (columpio). 

5.- Incubar a temperatura ambiente por 5 r.únutos. 

6.- A.gregac 20 ml de la solución II recien pceparada entre 

los 2· tubos. 

7 ,- Mezclac vigorosamente y guardar en hielo por un tiempo 

rninimo de 10 minutos. 

8.- Agregar solución III fria hasta equilibrar los 2 tubos 

hasta un llenado aproximado de O. 2 cm del borde del tubo. 

9,- Ponec papel parafilm al tubo y mezclar cada uno. 

10.- Centrifugar en el rotor SW-27 a 20 000 rpm, 20 minutos, 
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11 .• - Transferir· el sobre.nadant.e ~. t.ubos. a., los· que se 

agregará O, 6 volúm_enes 'de i~oprOp~,.'.r::~1.~· ·.de .·.ta~ . forzn.:i._ .. CJ~~ .e~.· .. _-~1~1!,i~o to~~-~ :_que~e 
en el menor nlhnero ·de tubos_ para· no· disqrÍ?.gar 'demaSiado la· "pa&tilla· •.. '. 

i2;~: M~Zc1ar ~ ~: .. 'd~j~r ¿~e~~~ar<a ;-:_ t~~:r~tU~a· .. ~mk;;ie~te is 
minutos, ·:·.·.~.' · ·:_,' - · · ' .~ · ;;.. ~--- "-· 

. , . , .. ·, ·'' ~~'l'i,;~:;·c~!.
0

',';._.'i;{,-.. >~~":¡,....:).'1\;.\}.:._~·,\/¿-:::~: :)-/ :._,,,_ . 
13 •.- -. -Centrifugar,·._, 12,000 ,.··.9 !s ::.,.,.Jo::-~minutos ·::, a_ ',temperatura 

;;~;.·,:.v~ililil~tf ~f~~~~~~;::·:;.~:~: 
pero cuidando que~'-.:la- den'sidad:·_sea· menor de 1.55 g/cm , 

. • : • -~, .- ·¡_.·¡: :·.-;.; _·::.:.,:c-/~~~-·-.x:~::'.·;;::~'- ~Í·'.'.:!'?r;y_..:_ . :· .· 
.~::.:~·:.lB:_"'."'¡·,~~:c.c:>n.ti.nlla. como en el método de liudo claro. 

se -hiice.··:· u·na ~x.t.tacé:i.ón con fenol/STE, :ie centdfuga 10' a 

10000 rpm' en inicr0fu9a-,' :se recupera la fase acuosa y se precipita con 2 

volúm~n~.s ·~·e-:~ta~~i __ frio .. se guarda a -7o 0 c, 30 minutos o bien de 2 a 3 horas 

o l?i~n t~da, ~a n"oche a -20° c. Se centrifuga 10' en microfuga y se 

re.suspende el botón en el menor volúmen posible de STE. 

IV. Aislamiento del rr..gmento de intem del püsmido (Rtportado por 

Maalatil et ol., 19112). 

A) • -Ai•laaiento • pa.rtir de un 991 et. agaro.sa cs. bajo punto dti 

~u•i6n. 

l.- Elaborar un gel de agarosa de bajo punto de fueión 

(Siqma tipo VII) al U en aniortiguador tris borato lX o tris acetato lX. 

2 .- Poner a digerir de 3-5 µg de ADN plasmidico en un tubo 

Eppendorf de 1. 5 ml, con una unidad de enzima de restricción especifica 

para el pU.:imido en cuestión, en amortiguador lOX con la concentración de 

sales requerida para la enzima e incubar a 37° C por 1 hora. 

3, - sacar el tubo donde se hace la restricción y colocarlo 

en un bailo maria a 70° e por 10 m.in para desnaturalizar las 2 cadenas. 

4 .- Se coloca el tubo en hielo, y se le agreqa amor~.i.9ua4or 

de carga (37% sacaro:ia, 50 rrM EDTA, 0.1% azul de bromofenol, 0.1% SDSJ y ae 

agita. 
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5.- Se da" un pulso en centdfu9a,._ se toma 

del tubo, se coloca en· un po..:illO del gel 'I se· inicia la 

el contenido 

cort'ida de 

e1ectrofore~is. -;' 

6.~· c~Bnd~.·e1··azul .. de .bromofenol se· encuentre en el limite 

del gel, la corr'ida -~~- d~·tie-Oe Y :.se' clUit.an ·:los cables de la c.tmara de 

elec1:rof0re~i~. · .. : .. ' · ·.·>. · ·- · ·· '- · 
. 7~-· Se ·tÜ\_e ·'."'.~; g~l con ·bromuro de etidio (lµg/ml) y se lava 

con ar;l.ua~ destÜ~·da/ 
e.- Se visualiza el gel con una lámpara de luz ultravioleta 

de onda lar<ia. La banda de interés se corta con un bisturL 

9,-se coloca la banda en un tubo Eppendorf de 1.5 ml 

. (pesado previamente). 

10.- se agrega 1.5 rnl de agua estéril por cada gramo de 

agarosa; se pone a ebullición para disolver la agaroaa y se determina la 

concentración en un espectrof6tometro. Para ensayos de mareado esta deberA ser 

de 2.5-5 ng AON (banda de interés)/p.l como concentración óptima. 

B) , -Ai•laaiento en qel de a~aroaa tipo 

W•n•ink 1981, reportado por Maniati• et &1. , 1982) • 

(Bi<;¡ma) (Bch1eif y 

l.- Elaborar un gel de agarosa tipo 

amortiguador tris borato lx o t.ris acetato lx. 

al 1 ¡ en 

2.- Poner en un tubo Eppendorf de l.51l\l de 3-Sp.g de 

ADN plasmldico con enzima de .restricción en un amoz:tlguador adecuado a 371: e 

durante 1 hora, 

3.- Poner a ebullición los tubos 10 min. 

4,- Colocar los tubos en hielo por 5 min. 

s.- Agregar buffer de carga 10 X, y colocar en el pocillo. 

6,- Se inicia la corrida y cuando el azul de bromofenol 

se encuentre a la mitad del gel, ésta se detiene. 

1,- Se tif\e el gel con bromuro de etidio, Observar con una 

16.mpara de luz ultravioleta y hacer una hendidura por abajo de la banda de 

interés. 

8.- Dicha hendidura se llena COll glicerol al 50% 

(tris-borato lX) y se vuelve a iniciar la corrida, Se sic¡ue obl!lervando con 

la l.impara viendo cómo entra la banda de bromuro al glicerol. 

9. - Se toma el glicerol con una pipeta Pasteur y se coloca 

en un tubo Eppendorf, 
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10.- se VuelVe a coloca.t 9licerol al so• y se reinicia ia 
corrida, esto se ha.ce hasta que se. deje , de ~isualizat la banda de interés. 

11.- Se hacen 2-3' extra.:ciones ·al glicerol con fenol/STE 

y· 1-2 con elorofor~o/fenol· Y una con _cloroformo. 

12.- Se precipita· el AÓN con 2 volúmenes de etanol frio y se 

9uarda 30 minutos a' -10" c. 
13.- Se visualiza de nueva cuenta en un gel para 

cuantificar y calcular la concentraei6n espect.tofotométrica. 

V. Aislamltnlo y p11riricaclón dt ADN y ARN de hlgado de ratón (Krieg 

n 111., 19830). 
l.- Congélese el tejido donador en hielo seco o nitr69eno 

liquido. Pulverice.se en mortero (esterilizado) previamente enfriado con hielo 

seco o nit.cógeno liquido. 

2.- Por cada 0.5 gr. de tejido 

saturado, acetato de sodio 0.3 M pH 7.5 

!equilibrado durante toda la noche) y Sml de 

sodio 0.3 M, SDS o.sa y EDTA 5mM. 

aqrega.r S ml de fenol 

hidroxiquinoleina al l ~ 

una solución de acetato de 

tubos. 

rpm 4° C. 

3.- A9itese suavemente por 5 minutos. 

4.- Agté9uense 5 ml de cloroformo alcohol ... isoamilico (24:1). 

5... Agite.se suavemente por 5 minutos¡ equilibrense los 

6.- Separar las fases por centrifuqación, 5 minutos. 5000 

1.- Rescatar la fase acuosa le:in perturbar la fase 

intermedia} y reextraerla con clo.cofor1UO alcohol-isoAaú.lico 124:11. A<]itar 

nuevamente; hacer ésto las veces necesarias para eliminar a la fase intermedia 

Y. una ültima con cloroformo. 

B.- A la fase acuosa ee le agregan 2 volum.enes de etanol 

frie y se incuba -20º e por 60 minutos o mayor tiempo (toda la noche), 

9.- Cent.ti fugar a 10000 g's, 60 minutos a -10° C. Decantar. 

10.- Resuspender el precipitado en el menor volúmen posible 

llml por tubo ea más que suficiente ) de agua estéril. 

11.- A.c¡regar l volúmen de cloruro de lite 4M 

por un tiempo minimo de 4 horas a 4 ~e. 

12.- Centrifugar a 10,000 9 1 s, 20 minutos a 4'C. 
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13.- En el sobrenadante queda el ADN impurezas 

contaminantes tales como, ARNt, ·Decantar, resuspender el botón, agregar 2 

volúmenes de .. e~a.nO~ y Pre~ip~tar al ARN a -zoc e por lo menos durante l hora. 

El precipitado .IAIUf y :un poco de .ADN de bajo peso molecular), se lava con 

etanol al -··-70% ; 1:. :~: 2 \ veces y se resuspende en agua estéril en el menor 

volumen p~~~~le.; .~ª~~ ·. e~irÍtinar ~l ADN contaminante se aqreqa MgClJ S mM rMs 

50-100 µ.i d~· ~oN~sa_t';:.:~~á.do · t en concentración de 20 µg/ml; incubar 20-60 

minutos·~ ,"temP~r~tU~a·~~~mb·i~nte, detener la reacción agregando 2 volwnenes 

de etario!. fl:Í.o_.,in~'ub~~dó'. al· menos 1 hora a -70 e y centrifugar 20 minutos a 

lo; oÓo ·_ q' ~;-··o~· Í:~'. ~ i;~-.\;~stilla se resuspende en el menor volumen posible (5 

-100 ,111 j ~~~~( ~-ib;~·z,~r ia máxima concentración. 

14~- Centrifugar el sobrenadante que contiene el ADN a 
. . . . . \ 

io,.009 g's,. 20 .minuto_s a 4 e, 

15. Lavar el botón con etanol frie al 701o y resuspender en 

STE en el menor volumen posible o bien en TE (20 mM Tris/HCl pH 7. 5 y lmM 

EDTA). 

16. El ADN pudiera estar contaminado con aproximadamente 10% 

de ARNt el cual puede ser ,eliminado por un tratamiento con RNAasa 15(1pg/ml) 

incubando 30 minutos a 37> e, Se hace una extracción con fenol, ot.:::a con 

fenol/cloroformo y una última con cloroformo. El sobrenadante se precipita con 

2 volúmenes de etanol frio y se guarda -70° e, 30 minutos o bien -20' e toda. 

la r.oche. Se centrifuga 10 minutos en microfuga (10000 rpm) y se resuspende 

en el menor volúmen posible de agua estéril. 
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VI.· Aisl.niitnlo de ARN lolal y ADN de 1110 peso molttulu de pl1nlAJ 

por el mElodo de Taylor y Powell (1982). 

1.- Partiendo de semillas de rnaiz, l!le extraen los embriones 

o ejes embrionarios y se guardan en un desecador a 4" c. 

2.- Sembrar en frascos de cultivo (qerber), l 9camo de ejes, 

libres de escutelo, en medio sólido M-S sin reguladores por el tiempo 

requerido. Los embriones se desinfectaron colocándolos en una solución de 

hipoclorito de sodio (concentración comercial al Jn de Cl.oralex Sigma # 570 

al 151:) al . 3%, mAs 2-3 gotas Tween 20 (Sigma # P-1379) por 3 min. a 

temperatura ambiente. Se enjuagan 4 veces con agua destilada estéril y se 

coloccinºe;,'·~i.:'t'~a~cO "gerb~r con medio M-S sólido; todo lo anterior bajo 
condiciones . ~ de ·.-~st~~iÚd~d. Los frascos se colocan en una cámara por el 

tiempo. ré~~~-Ei\:td:;~ .25~-c~ 
· 3 ,._ cÓlocar los embriones en un morte.ro estéril y 

, e~fria.do ··1p_ieYtilrTient·e pesado), 

4.- Moler bajo nitrógeno liquido hasta dejar un polvo fino. 

5,- T.ransferir el polvo fino a un tubo colocado en hielo, 

6.- Agregar p-mercaptoetanol al 2% y 1 volWnen (10 ml x 

e/gramo de tejido) de amortiguador de extracción 2x hirviendo. Agita.r 

vigorosamente, ab.riendolo y cerrándolo para evitar acwnulación de presión. 

7.- Se coloca el tubo en un bai\o maria a 55-60° e por 

espacio de 2-3 horas o más tiempo con agitacion ocasional. 

8,- Ag.regar 1 volúmen de clorofo.rmo/alcohol-isoamilico 

(24:1); agita.r vigorosamente libe.randa pedodicamente el mate.ria! volátil. 

9,- Se transfiere el contenido a un tubo Corex. 

10.- Centrifugar a 10,000 g's, 10 minutos a 4° C (2 veces 

con extracciones de clorofo.rmo/alcohol-isoamilico). 

11.-Recupe.rar la fase acuosa y agregar a esta 1/10 volúmen 

CTAB ¡o;._; además, a1regar 1 volWnen de clorofonno/alcohol-isoamilico, Agitar y 

extraer, 

12.- Centrifugar a 10,000 g's, 10 m.Lnutos a 4°c. 

13.- Rescatar la fase acuosa y agregar 1 volllmen de 

amortic¡u,.dor de precipitación. Si la solución no se torna lechosa 

(precipitación de ácidos nucleicool agregar agua estéril hasta alcanzar la 

rni.xima precipitación, 

14.- Dejar reposar por más de 2 horas (o toda la noche). 

15.- Centrifugar a 2500 g's, 10' a T.A. 
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16.- Decantu. ·'/ reS~spender _,e.~ 1.7, ml ·de ·'Cscl lM (se 

ajustaron las_ condicionE:.5-:". de., ., · .c.entrifugaci6n ; al rotor::. TLS-55 de la 

ultracentrifuga·. TL"'.'100) •. · ,; .. J:. ::. -.··: \. ·· .. ~· .· .: .<'·· .. ··.: .·,' ·. ·· .. ' 

:~~º: · l~~ ·. :c~e5:&te~i;~f ;IJ:~f :f I:!d~t~if il::Y:;'.~1~~}~:·~º,;;¡.:;:co~:i::~:h:: 
- ,18.:.~ Centrifugar' a, 37;000 .::rpm,- ..._20~ e, 14 ·,:horas en 

ultracentrifuga Be~".man' TL-100 r~to'r,TLS-ss~. / ·~· ',;:.,,~t{1,!: 

M de C·+r~t~'.º~~i~}~;t~~t~ki~~i~~~!~~{ J~~)~~~1~1~f::. d:~:. ::·: 
P-mercaproeta_nol .. al\li:1Y~;8~ :c~l.o.ca·,e,n~uri;:"t~b_o¡._Epp'endoí:f.,en volúmen de O. 5 m1. 

::_:::~ ;.;;~.!~li~~~~~~~~f '~!,~ ~-·?:::::::• .. 
-,:::· 23~·,;.·~QbJe?~er·, i~ ~ concentración es-pectrofotométricament·~ 

elaborar un ~ge·J:·'.~~~-~-~.· ~~i:nP~'?_ba~ '.i~ . .integridad -de·· los ARll dbcsomales :!S s '/ lEI 

s. 
ADll que .. encuentran en el aobrenadante 

puede ser: pr"ocesado de 2 maneras distintas. 

Procw:diaiento A. 

El sobrenadan te (donde se haya el ADNl se· disuelve en 5 volWnenes 

de agua y 2 volúmenes de etanol y se agrega acetato de sodio o .• 3 M. Se guarda 

30 1 a -70° e o toda la noche a -20º c. 

Se centrifuga por 60' a 10, 000 rpm 4 CI el botón se res~tspende en 

el menor voltl.men posible de agua tistéril y se observa en un gel 

prepar'ativo digerido por enzima de restricción. 

Proeedimien to B. 

Ajustar la solución de ADN en CsCl a un indice refractivo de 

1. 390 con cscl lM. Lo anterior se alcanza diluyendo al menos 2 veces con Tris 

50 mM pH 8,0,EDTA o.s mM, Nacl 50 mM,conteniendo 20 J•g/ml de bromuro de 

etido. 

Centrifugar a equilibrio como .se indica en el paso #18. El ADN se 

visualiza como una banda nitida con una lámpara de luz ultra violeta de onda 
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larga. Dicha ba-nda se ·recupera con una pipeta Pasteur y ·se colOca en un tubo 

corex estéril. 

Se extraerá el bromuro de etidio con isopropanol equilibrado con 

NaCl 3M/STE varias veces. 

La solución de ADN puede ser dializada para remover el cscl o 

bien diluida de 2 a 5 veces con agua destilada esteril y reprecipitada con 1-2 

volúmenes de etanol frio, dejando precipitar por 30 minutos a -7ot e o más de 

2 horas a -20~ e (o toda la noche), 

Se continua como en el último paso del procedimiento A. 

Vil.- Digestión de ADN de afio peso molecular y ADN plasm[dico por 

enzimas de restricción (Reportado por Maniatis et al, 1982). 

1.-En un tubo Eppendorf se coloca en un volúrnen final de 50 µ.l: 

-10 a 20 µ.q de ADN (volúmen aproximado 10-20 µl) 

-5 µl de amortiguador de restricci6n 10 X 

-Dependiendo de la enzima de que se trate será la 

concentración que se utilize del amortiguador. 

-1-2 µ.l de enzima de restricción. 

-El resto para cubrir 50µ1 final de agua estéril. 

2.- Se incuba por espacio de 12-18 horas a 37'l c. 

3 .- Se calienta a 70° e por 10 1 y se enfria en hielo. 

4 .- Se agrega 5 µl amortiguador de carga lOx. 

5 ,- De este tubo se toman de a 2 µ.l y se llevan a un 

volúmen final de 10 µl, se carga un gel y se observa el 

electroforético. 

patrón 

6.- El resto ( 50 µl) se correrá en un gel que se 

utilizará para transferencia a soporte sólido que posteriormente será 

utilizado en ensayo de hibridación. 

VIII.- Electroforesis en geles de agarosa (reportado en Maniatis et al, 1982). 

Para electrororesb de ADN (Johnson y Grossman, 1977, Smith et al, 1983). 

1. - Se prepara un gel de agarosa tipo I al 1 .. , no 

desnaturalizan te en amortiguador Tris borato IX. 

2.- Las muestras a correr se restringen y se desnaturalizan 

a 70ºc por 10 minutos y se enfrian en hielo. 
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3,- Se agrega amortiguador de car9ll lOX fl-3 µl) 

4, .. Se colocan en· los pocillos y se deja corriendo toda la 

noche a un voltaje de 15-20 znA, 

_S.- El gel se -tille con bromuro de etidio Clftg/ml), 

6.- Se lava perfectamente con 2-J lavados .de agua destilada 

(de preferencia estéril) • 

7.- Se visualiza en un transilwninador (luz ultravioleta de 

onda corta) midiéndose las distancias en cms de las bandas del marcador de 

peso 1 restringido con una o do.s enzimas de restricción) con respecto al 

pocillo. El tiempo que lleva realizar las medidas sirve a la vez para romper 

a los ácidos nucleicos por la luz ultravioleta de onda corta generada por el 

transiluminador. 

e.- Se coloca el gel en una :!loluci6n de!maturalizante por 

una hora con un cambio. 

9, - Se lava el gel con agua destilada {preferentemente 

estéril) • 

10.- Se coloca en una eolución neutralizante por 1 hora o 

más tiempo con un cambio. 

11.- Se lava con agua varias veces, 

12.- Se prepara para su transferencia. 

Para electroro,...ls de ARN (reportado por Thomu, 1980; Golberg, 1980; 

Lebrach et al, 1977). 

l.- Se prepara un gel desnaturalizante de la dguiente 

manera: (para gel de 13xl7 cm con volU:men de lSOml}. 

-Aga.rosa al U (1.5 qrs). 

-Aqua desionizada 102. 4 mL 

-Calentar en autoclave 

-Agregar después de enfdar a una temperaeura de unos 

60° e: 
-.32. 6 m1 formaldehido .sol. comercial 37%, 

-15 m1 de amortiguador de electroforesis 

lOX. 

-mezclar, con lo que se alcanza una concentración de 

formaldehido del 6% en el vol\lmen final de 150 ml, 

2. - Se vacia a la placa de gelificacion (previamence 

esterili zadfl) • 

3.- El gel se coloca en !a cciimara de electroforesis 

después de haber gel! ficado. 
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4. - Se procesan las muestras de ARM a correr en el orden 

a:.:.,:~se'.t'onla\Cád.1,\'ínuest.I:á'··y ·s-e Coloca en un pocillo. Ademlts 

de las.muestra~~ ,·se·_>: ~~i~~~:·.· en ,.ai'g¿n··. pocillo lpg de ADN de A digerido 

con -~nzim~ ·de. ·restricci6n_·_·y procesado de igual forma que el ARN, agregando 

adeinAs_ · 1 µ1 de· E~A ·O, 25 M (para evitar de9radaci6n del ADN en el gel 

desnaturalizantel, 

9,- Se llena la cámara de electroforesis con amortiguador de 

corrida lX de tal manera que quede a nivel de la superficie del gel. 

10.- Se inicia la corrida a un voltaje de BOmA, por espacio 

de unos 15-20 minutos en los que la banda del colorante xUen-cianol se 

habrá separado completamente de la linea de pocillos. se interrumpe la corrida 

y se cubre completamente el gel con amortiguador de corrida lx sin que las 

varillas laterales queden sumergidas. 

11.- Se reinicia la corrida con una diferencia de potencial 

de 10-25 volts (45 mA.) toda la noche o 12-15 horas. 

12.- Al término de la corrida, .se saca el gel de la cámara 

y se coloca en una charola con agua. 
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IX. -Transferencia a soporte sólido de los geles (Soulbem, 1975). 

l.- Se corta el gel sobre la linea de pocillos y se le corta 

en una esquina para identificar el lado izquierdo del derecho. 

2.- Se corta de las mismas medidas del gel: 

2 hojas de papel filtro 3M 

1 hoja de papel de transferencia de nitrocelulosa o 

nylon. 
un paquete de hoja de papel ab.!!lorben_te ·.lpedodico 

o sanitas) de aproximadamente 15-20 cm de alto. 

3,- se corta de una medida 2 veces más que el largo, del gel 

2 hojas de papel filtro 3M. 

4, - Dependiendo de la memb.J?ana . {nitrocelulosa o - nylon) 

será_ el proc~~Ímiento de extructuraci6n del esquema :d~-· t~~nsfe~e.nCia, 
nYlon . ~ Nitiocei.ulosa. 

• . . ':: .. . ·. ':" 

2. Enjua·9~~:::¡ri·: "inor-~·~quado~ · SSC · lOX 
'.· , ... ,,_ .;," 

3. soi~c¡~·~:·~~: ~~~~~·~~rehcia ssc ~ax· 

l ~ Hervir a los fil tras 2 '· en 

agua destilada. 

2. Enju11gai: 30' ·en· amortiguador 

SSC 2QX. 

3. Solución de t.cans ferencia SSC 20X 
, .. ; •• · ..... ! • .-., •. , ,' 

4. Después"·de dejarlo··toda· la noche, se ~ace. lo·_·siguiente; 

1_, :Erij~a~a~ :·en· ·ssc ~sx. s~f. l._ Secar a temp. amb. en medio de 

2. S~c~r a t~'.~~. :. h=~::.:: :•p:~, ~il:~:~h al 
. . ::· :·: 

3,. Hornea·~··.,-a· .. :aci~.:·~: ·~~:~ 1~2h.":: 
4. se g~~·rda .~ri .. una bols~ d~ 
p_lást.i~o· -~~f! __ de~e.cá~lor~ Y.. ~e : 

etiqu~ta, 
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X.- Martado de sonda radiactiva a una alta actMdad <Specilica ( Reportado 

por Feinberg y Vogebtein, 1983). 

1.- se saca la macea o isótopo radiactivo del congelador 

para que se descongele colocándola en un lugar de trabajo para 

radiactividad. 

2.- Se elabora la siguiente mezc~a en un tubo Eppendocf 

(en el orden dado); para un vol~en final .de. 3? µ.(: 

(5µ1). 

-6 µ1 amortiguador RPE:!tSXI. 

-s µ.l de·unaAii~ci~n-~·q~~;.con_t~~gaL~e .. 25 a ·sop.g de ADN del 

inseit¿. ?. ·~ ::-::·m~-~·~a'i~1;f(~~e'~f~:;;d~~sn·atu:ra11Zaci6n) • 
-6.,ju--d~-/~~;i~;{~~~.;d~~~-'.·.~i::~¡·;;ótid~s -~o· ":radi~Ctivos (dATP, dGTP 

y 'dTTP)·~:-~ ):~~~!·~·-;{~~'~;~.;~---~·· _:. ·... · ·_ 
--~· µ<·:~-~~a/ci~~~ii~~d~-~:~~-~é~1·i· lv~ria dependiendo de la 

' ~~-di~ -d~i--,~~~f~ófid~ 'r·~diaet1vo1. 
vida 

-~ p.li.~~·-. n~_~l~~.t~d.o rcldi~ctivo (30µCi de dCTP o 5µm, 3000 

ci/~~~) •' 

71 µl"'fraqmento Klenow (DNA polimerasa I, 2.5 unidades) 

3.-' Se deja' incubar por 3 horas a temperatura ambiente. 

4·.-se p_repara una columna de Sephadex GSO (jeringa 1 ml). 

5. -se detiene la reacción de marcado agregando EDTA O. SM 

6.- Se llevan los 36 µ1 a 100 p.1 con TE lX; ae da un 

pulso en la centrifuga y se inicia la purificación de la sonda marcada a 

travi:s de _una columna de Sphadex G-50. 

1.- Antes y después de pasar por colUlTUla se cuenta la 

radiactividad _presente en 1 p.l de la mezc::la anterior en contador de centelleo 

y una actividad especifica superiores a lxlO' cpm/µq de ADN es aceptable para 

ensayos de hibridación de genomas de organismos superiores. 

e.-se de:m~turaliza la marca por ebullición durante 10 min. 

9.-se enfria en hielo y queda lista para la hibridación. 
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XI. Prehibrida<ión e hibridación de filtros (Wahl d al., 1979, Tom11, 1980, 

Law et al, 1984, Meinkotb y Wahl, 19114). 

1.- Se elabora la siguiente mezcla de prehibridac16nt 

-Formamida 

-SSC SX o SSPE SX 

-Solución Oenhardt SX 

-Agua destilada 

-sos 

so; 
25• 

10% 

13.9% 

o.u 
-ADN de esperma de 1!!1alm6n 1. 0% 

(100 m9/ml, se desnaturaliza pasando la solución varias 

veces por una jeringa con su aguja, depositandola en frasco eateril). 

2,- Dependiendo del área del filtro ser.ti la cantidad de 

solución de prehibridac16n. Esto es 0.2 ml/cm: del filtro. 

3, .. En función de las medidas del filtro (ancho y lar90} ae 

cortan 2 hojas de plástico transparente f o una bOlaa de plAstico) y se lavan 

en agua destilada, 

4,- El filtro se enjuaga con ssc 2X, 2 1 y se coloca entre 

las 2 hojas de plástico y se sella por 3 lados. 

5,- Se agrega la solución de prehibridación a la bolsa y se 

sella en el 4o. lado. 

6.- Se incuba a diferente temperatura y tiempo dependiendo 

de si el filtro es de: 

a) ARN (2-3 horas) 42ª c. 

b)Nivel de similitud entre la sonda (heter6loc¡a u homóloga) 

y el material del filtro, 

7 ,- Al término de la 

solución de prehibridaci6n, dejando 

prehibridaci6n 

solamente O, OS 

retira la 

ml/cm2
, Previa 

desnaturalización de la sonda, ésta se vierte en la bolsa y sella 

nuevamente colocándose por 24 horas incubar la temperatura 

requerida (bai'lo maria). 

e,- Al término de la hibridación !'le colecta la :!llonda en un 

tubo de vidrio con tapa y se congela o bien se desecha, 

9.- Se realizan lavados con la finalidad de eliminar 

la radiactividad unida inespecificamente al filtro, con solución para: 
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AAN AON 

4 veces con SSC 2X 2 veces con SSC 2X + O. h SDS 15 1 t,a, 

+O.U SOS temp.amb,, ·5 1 

monitor.ea monitoreo 
1 a 2 veces con SSC lX +·SDS·O.H 

15 1
;· 42º~'.c~n'a~it~·ción,· 

2 veces con SSC lX + SOS 0-H 30 1 , 42~c 

con agitación. 

10 ... ··se. monitorea con un contador de radiactividad 

dépendieildo: d.e· ~a :radiactividad se definirá el tiempo de exposición para 

re~el~rSe, .• 

.11,- Se serniseea entre 2 hojas papel absorbente, 

12.- Se coloca entre 2 placas de autoradiografia (dentro 

de un cuarto "oscuro) y se deja exponiendo segtin las cuentas por minuto. 

13.- Despu~s del tiempo pertinente, se revelan la placa 

s~perior de la siguiente manera: 

-5' sumergida en solución reveladora s/agitaei6n, 

-se enjuaga en agua limpia 30'', 

-De S-3' se sumerge en solución fijadora con agitación. 

-se enjuaga con aqua limpia. 

-Se seca al aire. 
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XII.- Eliminación de sondas radiactivas de filtros de nitrocelulosa y nylon 

(Maniatis et al., 1982). 
Nitrocelulosa. 

1.- Calentar 100 ml de SSC 0.0SX, EDTA O.OlM (pH B.O) 

ebullici6n, Remover el fluido de la estufa y agregar sos una 

concentrac16n final O. lL Sumergir el filtro en esta solución por 15 

minutos. 

2. - Repetir lo anterior con solución fresca y 

calentAndola a ebullición. 

ambiente, 

3.-. PoneJ:·-e1. fiitrO·· brevemente en SSC O.OlX a temperatura 
. i • . 

4.-. Se_car:·.:,_·~l.{t~i~r~ ~:entre ·2 hojas de papel y colocarlo 

después de secado· en. expÓs~~16fí' __ C~'ri" .Un_8 · pelicula de i:ayos X. 

5 _'.:..·. Ei.'.:·fif~i~''. P~~de': ~el: ahora secado y almacenado en 

bolsa con o sin dese~-~,d~·/·h~~táYque·:~-~~ reutilizado, 
,,-,,~. ¡".• 

. - ,:.. -·~--':·. ;.":"· 
• . .,_:·; 

Nylon, ,., 
.. ···'·"' J,. 

· L.:.' Cualquiera de las 2 alternativa:s siguientes: 

·a) Sumergir la membrana en 100 ml de Tris/HCl 

(pH e.O), EDTA '1.mM lpH e.01, solución Denhardt O.lX por 2 horas a 7Sºc. 

una 

M 

bl. Sumergir la membrana en formamida 50%, SSPE 2X/lhr, 

65 ºe~ 

2.- Poner la membrana brevemente en SSPE O.lX a temperatura 

ambiente. 

3, .. Poner la membrana entre 2 hojas de papel y ponerle una 

placa de rayos X. para checar que toda la radiactividad ha sido removida. 

4 .- La membrana puede ser secada y almacenada en una bolsa a 

temperatura ambiente hasta que sea utilizada. 
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R E s u L T A D o s 
La presente investigación estuvo encaminada definir el 

momento del inicio de la expresión de lo.s genes de las histonas 111 y H, 

durante la germinación del embrión de malz ( Zea mays. L variedad 

Chalquei'io, as! como su organización en el genoma. 

En plantas, el conocimiento de la expresión de los genes de 

histonas durante la germinación es ca:si nula ( Chaubet et al., 1969 J. En 

función de lo anterior, se desarrolló un modelo experimental que pe.emitiera 

estudiar la expresión de los genes de histonas HJ y H4 durante la 

germinación del embrión de maiz, as! como conoce.e la organización de 

los mismos en el genoma. De este modo, el estudio comprendió el 

establecimiento y estandarizado de las siguientes metodologias: 

• Transformación qen~tica de Eache.richia coll con plásmidos 

recornbinantee por el método desarrollado inicialmente por Dagert y Ehrlich 

(1979) y modificado por Schleif y Weneink (1981) y posterio.rtttente, 

por ffanahan (1983). 

• Amplificación y aislamiento de plá.smidos a partir de E. coll 

por el procedimiento de Usado claro reportado por Clewell y Helineki (1969) 

y por el método de lids alcalina di.aeitado por Birnboim y Doly, {1979) / 

modificado por fforowicz (19BlJ. 

• Aislamiento del inserto del pl.!smido seqUn Maniatia et ,,i, 

(1982) y por el método diseflado por Schleif y Wensink, (1981J. 

• Aislamiento y purificación de ADN y AJm de higado de ratón y 

otros tejidos animales por la metodologia desarrollada por Krieg et al, 

Cl9B3J, 

• Aislamiento y purificación de ARN total y ADN de alto peso 

molecular .de tejidos vegeta.les, por el m~todo desarrollddO por Taylor y 

Powell ( 1982) • 

• Digestión de At>N de alto peso molecular con enzimas de 

restricción por el procedimiento .reportado por Maniatis et al. (1982). 

• Electroforesis de ADN y técnica de southern (1975), de acuerdo a 

Johnson y Grossman (1977) y modificada por Smith et C1l. (1983), 

Electroforesi.5 de ARN; técnica de Northern (Thoma.s, 1980) 

desarrollada por Lehrach et al. (1977) y adaptada por Thomas (19BOJ y 

Golberg '19801, 

• Marcado de sonda con radiactividad a una alta actividad 

especifica según Feinbe.rg y Vogelstein ( 19831. 
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Prehibridaci6n hibridación de filtros por el 

procedimiento de.58:rrollado por Wahl et al. (1979); el cual· fue modificado 

por Thomas (1~80) 1 Mei~koth.:y'._ wahl (1984) y Law et al. (1984). 

~n _la· f1gia.~~ . .7.·. ~~·. mueS.trari los mapas de restricción de los 

plástnido.s··. pMS~o~:· y paR~muS.:.hi._l-Himf·1 referidos, a partir de este momento 

como pit1 y. pH,;.. 1r;sp~~tiVameilte'. ' 

En,· u~-: '-'i~!d.."o·':' n~·. se obtuvo un número satisfactorio de c6lulas 

transformadas.· DéSpués .. de varios ensayos de transformación se logró 

obte~e~,,..· a :P~rtir de. 1~ 1 células tratadas, 10' bacterias transformadas por 

p!j ·'de AóN pil.Bnii'dico~ 

·En el caso de la amplificación y aislamiento de plAsmidos a 

partir de cultivos de t. coli transformada, la cantidad del ADN plasmidico 

fue corroborada por espectrofotometria, donde una unidad de absorbencia 

a 260 nm equivale a 50 l'9 de ADN plasmidico 1 ADN de cadena doble ¡ /ml de 

solución. Ambos p.::-ocedirnientos utilizados para el aislamiento de plásrnidos 

permitieron obtener lotes de hasta 300 µ.g de plásmido por 500 ml de cultivo, 

tanto para pHl , como para pH,. A partir de estos lotes de plAsrnido 

se elaboraron geles preparativos de agarosa como el que se muestra en la 

figura 8, en donde observa los pUsmidos pH, y pH4 digeridos 

con Hind III y Eco RI, respectivamente 1 ver material y métodos ) . Dicho gel 

fue corrido por 2 horas a 20-25 volts y te!lido con bromuro de etidio 

(lµg/ml) por 5 minutos. En el gel se muestran las dos bandas de cada uno 

de los plásmidos que obtienen al ser digeridos con la enzima de 

restricci6n re:;pectiva1 las bandds inferiores corresponden a los insertos de 

los genes de las histonas: a la izquierda se tiene la banda con el fragmento 

de ·2,6 kb con el gen completo de Hi de levadura y a la derecha se tiene la 

banda con el fragmento de aproximadamente o. 7 kb con el gen completo de H1 de 

rat6n. Con lo anterior y con los dtlto'": de espectrofotometria se corrobora la 

cantidad e intl!!gridad de cada uno de los pU.smidos, los cuales están listos 

para ser marcados y utilizados como sondas en ensayos de hibridaci6n. 

Por otro lado, los dos procedimientos descritos en material y 

métodos con respecto al aislamiento del inserto del plásmido para su 

posterior marcado radiactivo presentaron algunos problemas. Después de varios 

ensayos, en el caso del procedimiento descrito por Maniatis et al. 119a2) 

se observó que al diluir en agua el fragmento de agarosa de bajo punto de 

fusi6n con la banda del inserto del pU.smido en cuestión y realizar 

ensayo de incorporación de marca en la sonda, la enzima ADN polimerasa no 

trabajaba correctamente. Posteriormente, se determinó que esto era debido a 

que la agarosa, al no ser extraida con fenol/cloroformo, cloroformo y 
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Figura 7.- Mapa de restricción de los pl.ismidos pHS201 (pHl) 
(Smith y Andresson, 1983 ) y pBR-mus-hi-l-H4-Himf"1 lpH,) { Seiler-Tuyns y 
Birnstiel, 1981). La linea delgada representa ADN procarióntico C plá.srnido 
pBR322 ) y la linea gruesa representa los insertos de ADN cromos6mico 
eucari6ntico. Las flechas indican el sentido de la transcripción de los genes 
en sus células de origen ( s. cerevisiae y H. musculo.Y, respectivamente ) • Los 
sitios de restricción más importantes están representados. Se muestren los 
marcadores genéticos funcionales en E. coli. (gen de resistencia ·ª 
ampicilina) J los promotores ( tanto funcionales en E. coli como de los 
insertos ) y el origen de duplicacJ ón del plásmido. 
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Figura e.- Gel preparativo de agarosa. En esta figura se muestra 
un gel Prepar~tivo de aga"rosa ·con los plásmidos pH, ·y pH, y el ADN de X como 
marcador de peso molecular. En los carriles 1 y 2 se observa el patrón de 
digestión de pH1 con Hind III, donde se presentan dos bandas, una superior de 
4. 4 kb que corresponde al vehiculo pBR322 y una banda inferior que corresponde 
a un fragmento de 2. 6 kb el cual contiene el gene completo de la histona H) de 
levadura ( Sacchdromyces cereviside ) ; en el carril 3 se muestra ADN de >.. 
digerido con Eco RI y en los catriles 4 y 5 se muestra el patrón de digesti6n 

de pH 4 con Eco RI en donde se observan dos bandas, una superior de 4. O kb que 
cotresponde al fragmento de pBR322 y una inferior de aproximadamente 0.1 kb 
que corresponde al gene completo de H4 de ratón 1 690pb) con un fragmento 
adicional de 29 pb del vector. 



precipitar al inserto con etanol, muy probablemente presentaba impurezas. 

Ello evitaba la obtenci6n de Úna · ... sonda que presentara una alta actividad 

especifica (>lÓ"-· cp:rft(µ~ · Ao~) -qu~.·. ~-~ ~.~ .:·.v~·z· 
0

pe~ti~ra obtener una buena setlal 

de hibridaci6n en. el. filt~O. d~ "ADN...,(Sou.therÍl) o ARN (Northern). 

y Wensink, 11901) el 

rendimiento en ~g cÍ~:·~i~·~~-~-~~·:'d;tADN' "era relativamente inferior al alcanzado 

con el 'primer P.i:o~e·~i~ni~·nt·~~:~·ÉÍl~·~~ra debido a que las m1lltiplea extracciones 

con fenol/cloroforlÍlo_, ·feno1/STE y cloroformo arnatraban cierta cantidad del 

ADN de interés (softda) y· al momento de precipitar con etanol el rendimiento 

se reducia. Sin ·embargo, por este procedimiento la pureza del inserto fue 

superior al primero. 

Finalmente, una vez alcanzadas las condiciones de alta pureza y 

cantidad de ADN de los insertos, se obtuvieron rutinariamente lotes de 

fraqmentos de ADN tanto de pHJ 

haata 10 flg del inserto/ml. 

de pH4 en concentraciones de 

EL rendimiento en el aislamiento de ADN y ARN de rat6n, nunca 

llegó ser alto dado que sólo se lograba obtener (a partir de 2 gr de 

tejido 1 hasta 200-300 "9 tanto de ADN como de ARN. La integridad del ARN 

fue alta, puesto que su verificación en geles de agarosa mostr6 

eKcelente patrón en función de la presencia de los indicadores 

ribosomales 2Bs y lBS. En el caso del ADN, la mayoria de las veces presentó 

un poco de ARN contaminante de bajo peso molecular aún cuando el ADN fuera 

tratado con ribonucleasas. 

Por otra parte, el establecimiento y estandarizado del 

procedimiento de aislamiento de ADN y ARN partir de ejes 

embrionarios de maiz, presentó varios problemas que se mencionan a 

continuación. 

El protocolo de desinfecci6n de los ejes para mantenerlos 

libres de microorganismos ( hongos y bacterias) durante los diferentes 

tiempos de incubación fue dificil de optimizar. Las condiciones iniciales 

que se estudiaron fueron las siguientes: 

• Etanol absoluto en varias diluciones: H, 2%, 3%, 10%; en 

donde los ejes fueron imbibidos por e, 5, y minutos, 

respectivamente seguido de dos lavados con agua estéril. 

• Hipoclorito de sodio en diluciones: o.n, o.se, U, 2%, 3% y 
10%. Los ejes fueron imbibidos por 10 minutos para las priraeras 

concentraciones y 7, 3 y l minutos para las restantes concentraciones 

seguido de 4 lavados con agua estétil para cada tratamiento. 
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De todos los tratamientos utilizados el tratamiento con 

hipoclorito de sodio 1 solución comercial-Cloralex al 37" o Sigma P-1319 al 

15% ) al 3~ e imbibición por 3 minutos con 4 lavados con agua estéril 

(todo ello bajo conc:Uciones asépticas) fue el que presentó mejores 

resultados en cuanto a la eliminaci6n de microorganismos, evitando al 

mismo tiempo efectos tóxicos para el embrión, lográndose mantener una 

alta viabilidad y vigor. Los ensayos de germinación de semillas y ejes 

embrionarios antes y después de la desinfección mostraron que los embriones 

mantenian entre un 90 y 95% de viabilidad. 

La óptima extracción de ADN y ARN partir de ejes 

embrionarios imbibidos a diferentes tiempos contempló los siguientes puntos: 

La temperatura de incubación requerida para una correcta 

acción del CTAB (presente en el amortiguador de extracción), detergente que 

contribuye a un efectivo rompimiento de la pared celular del homogenado de 

embriones, debió aumentarse a 55-60º c, Además, el tiempo de incubación en 

el ba1'o Maria fue aumentado 4-6 horas para garantizar un mejor 

rompimiento de células. 

En lugar de agitar suavemente el tubo con el homogenado durante 

el proceso en el que el cloroformo/alcohol-isoamllico 124 ~ l l lleva a 

cabo la extracción de las proteinas, este debió ser agitado más 

activamente. 

Los pasos de centrifugación para elinúnar las proteinas 

desnaturalizadas fueron repetidos por lo menos 2 veces más, acompa.dados 

de extracciones con cloroformo/alcohol-isoarnilico y 

En el paso de precipitación de los ácidos 

agitación vigorosa. 

nucll!icos el 

amortiguador de precipitación, fue necesario agregar mayor cantidad de 

agua destilada y desionizada estéril (unos 15-20 ml total 1 para que ocurriera 

la precipitación. Además, en lugar de dejarse reposar por espacio de 30 

minutos a temperatura ambiente se dejó 2-3 o más horas para al.canzar una 

m.6xima precipitación y mejor rendimiento. 

Las condiciones de ultracentrifugación se adaptaron para la 

ultracentrifuga de mesa Beckman TL-100 en el rotor de colwnpio TLS-55, en 

lugar de las indicadas en la técnica original, la cual emplea rotores de 

mayor capacidad. En función de estos cambios fue necesario ajustar de 

igual manera las condiciones de resuspensión de los botones. 

Optimizadas estas condiciones, .. lograron tener 

rendimientos de 25-40 "9 de ADN genómico de alto peso molecular y de 150-400 

µg de ARN total de razonable pureza a partir de 1 g de ejes embrionarios, ya 

que en la mayoria de la extracciones efectuadas la relación 
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espectrofotométrica d~ 260~~ao .. iun':arroj6 :'ªlores que iban desde 1.7 hasta 
2.0. . 

En la .figu~a-·9· ·se muestz:a un gel no desnaturalizante de agarosa 

donde se observa · 1á presencia de. b4ndas bien definidas de los ARN riboaomalea 

255 Y 165, lo ~úaÍ .es''.·indib-~Ú~o-· de la integridad de los ARN extraidos de 

los ejes emb.rionarioS -de maiz además del ARN de ratón con sus ARN 

ribosomales 28S y 199. 

El marcado de la sonda también fue problem.itico en un inicio 

debido a la presencia de irapurezae en la solución· del inserto plaBllÚdico. 

Corregido esto con manipulaciones m.§s rigurosas, se obtuvieron rutinariamente 

sondas con una actividad especifica de 1 x 101 cpm/µ.g de ADN. 

Satisfechos estos puntos, ae inició el procesado de filtros 

tanto de ADN como de ARN en ensayos de hibridación. 

Como muestran lais figuras 10, 11 y 12, en un inicio los filtros 

mostraron problemas de unión inespecifica de la sonda al filtro, esto es, 

mucho fondo o ruido (background ) • 

En la autoradiog.rafia de la figura 10 se observa que el fondo 

aparece tanto en la región correspondiente a los carriles del 9el como en el 

resto de la superficie del filtro, lo cual indica que las condiciones de 

hibridación no eran aún las adecuadas y que los lavados tampoco fueron 

efectivos para eliminar la radiactividad adherida de manera inespecifica. 

De la misma forma, en la autoradioqrafia de la figura 11 se 

observa que el ruido (background) se debe tanto la unión 

inespecifica de la sonda al filtro ( como lo muestra la mancha en forma de 

diagonal en la parte •Uperior del f"il tro como la hibridación 

inespecifica de la sonda a los distintos carriles en donde se observa una 

mancha en forma de barrido. 

Las do!! autoradiog.rafias descritaa antedormente de 

filtros con ARN de maiz extraídos a diferentes tiempo~, hibridados con pff, el 

cual se marcó a una actividad especifica de 1.lxl01 y l.4xl01 cpm/,ig de 

ADN, reepecti vamente. 

La autoradiografia de la figura 12 muestra hibridación 

especifica en los carriles 3 y 4 ( ADN gen6mico de maiz digerido con Eco 

RII, lo cual permitió establecer mejores condiciones de hibridación y lavado 

para alcanzar resultados satisfactorios aün utilizando sondas heteir6logas. 

En la autoradiografia mosti:ada en la figura 13 puede observarae 

por vez primera evidencia indicativa de hibridación especifica de la sonda 

con el Arul de maiz extra ido a diferentes tiempos. Esta autoradiograf1a la 

relación seftal/ruido es relativamente alta, pudiéndose observar bandas 
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Figura 9.- Electroforesis de ARN en gel no desnaturalizante de 
agarosa. Se muestra ARN tot.J.l extraido de ejes embrionarios imbibidos a 
diferentes tiempos de la genninaci6n, ARN total de higado de ratón y el 
pU1smido completo. Este gel indica que los métodos de ·extracción de ambos ARNs 
se encuentran estandarizados. En los carriles 1 y 2 se observa ARN total 
extraido de ejes embrionarios sin irnbibir !tiempo 0) J en el carril 3 se tiene 
ARN total de maiz extraido a las 12 horas después de imbibir al embrión; en el 
carril 4 se tiene ARN total de maiz imbibido por 24 h; en los carriles 5 y 6 
se tiene ARN de maiz irnbibido por 36 h; en el 7 se tiene ARN de maiz a 48 h de 
imbibición; en el 8 se tiene ARN de maiz a 72 h de imbibición. Todas la:i 
extracciones se realizaron a partir de un gramo de ejes embrionarios sin 
escutelo 1ver materiales y métodos} irnbibidos en medio Mu.rashige-Skoog sin 
fitoreguladores e incubados por el tiempo indicado a 25" e, según el método de 
extracción con CTAB desarrollado por Taylor y Powell, (1982). En todos los 
carriles con ARN de maiz se colocaron aproximadamen':.e 20 µg y en todos ellos 
se observan claramente los ARN ribosomales 255 y 185. En los carriles 9 y 10 
se observa ARN total extraido de higado de ratón por el procedimiento 
desarrollado por Krieg et al, (1983}. Se pueden apreciar los ARN ribosomales 
28S y lBS; estos dos carriles fueron cargados con 20 p.g. En el carril 11 se 
colocaron 100 ng de pHi. 
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Figura 10. - AUtoradiografia de filtro con ARN de maiz ext.raido de 
ejes embrionarios a diferentes tiempos. Ambos geles desnaturalizantes de 
agarosa al U fueron transferidos a nitrocelulosa SS y fijados a 00 "C por una 
hora en vacio. La hibridación se realizó bajo las siguientes condiciones: 
formamida 50%, SSC SX, Denhardt SX, sos O. H, ADN fragmentado de esperma de 
salmón 100 µg/m11 incubado a 40 ~e por 24 horas con agitación. Los lavados 
consistieron en dos enjuagues con ssc 2X + SOS O.U. a temperatura ambiente por 
30 minutos y dos veces con ssc 0.2X + SOS O. U a temperatura ambiente, 15 
minutos cada uno. La placa de rayos X se expuso durante 40 horas. El marcado 
de la sonda se llevó a cabo poi: el método desanollado por Feinberg y 
Vogelstein (1983), La actividad especifica de la sonda pH 1 fue de LlxlO' 
cpm/ p.g de ADli. Ambos geles tienen en los car riles 1 al 6 30 p.g de ARN total de 
cada uno de los tiempos de extracción 10, 12, 24, 36, 48 y 72 horas, 
respectivamente). 
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Figuta 11.- Patrón autoradiográfico de AF1l de maiz ex.traido de 
ejes embrionarios a diferentes tiempos durante la germinación. La elaboración 
del gel de agarosa de tipo desnatuz:alizante y su transferencia a soporte 
sólido, asl como su fijación se describen en materiales y métodos. Las 
condiciones de hibridación fueron las mismas descritas en la figura 10, 
cambiando únicamente las condiciones de lavado, las cuales consistieron de 4 
enjuagues con SSC2X + sos O .1? a temperatura ambiente 15 minutos cada uno y 2 
veces con SSC 0.2X + SOS 0.1~ a 42 ~C, 5 minutos cada uno. El filtto fue 
expuesto por 5 di.as. La actividad especifica de la sonda tinse.cto pH 1 ) fue de 
L4Kl0 1 cpm/p.g de AON. En los cariles l al 6 hay ARN total f!1.traidos .:i. 

diferentes tiempos de germ.:..nación { O, 12, 24, 36, 48 y 72 hocas, 
.cespectivamente 1. 
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Figura 12.- Autoradiografia de filtro con ADN genómico de maiz y 
ratón digeridos con Eco RI. se utilizó a pff 1 como sonda y las condiciones de 
hibridación fueron las mismas que se describen en la figura U, Los lavados 
consistieron en dos enjuagues con SSC 2X + SOS 0.1" a te.nperatura ambiente por 
30 minutos cada uno y dos más con ·ssc 0.2X + sos 0.1% a temperatura ambiente 
por 30 minutos cada uno. El filtro .se expuso por 48 horas. La actividad de la 
sonda fue de 2.9>1:10 1 cprn/µq de ADN. En los carriles 1 y 2 se. tienen diluciones 
de pH, correspondientes a 100 y 10 pg, respectivamente; en los carriles 3 y 4 
se colocaron 20 µg de ADZl qenórnico de maiz digerido con Eco RI y en el carril 

5 se colocaron 20 µq de J\DN de higado de ratón di.gerido también con Eco RI. 



Figura 13.- Autoradiografia de filtro con ARN de maiz extraido a 
partir de ejes embrionarios itnbibidos a diferentes tiempos. La hibridación se 
realizó con pHJ bajo las siguientes condiciones: forma.mida 30%, SSC SX, SOS 
O, H, Tris base 50 mH, Denhardt SX, ADN de esperma de salmón 100 µg/ml a 42 ºe 
por 36 horas, Se lavo 4 veces con ssc 2X + SOS O .1 ~, 15 minutos cada uno a 
temperatura ambiente y una vez con ssc 0.2X + sos O.H, 15 rninuto"s a 52 "c. La 
sonda de pHJ alcanzó una actividad especifica de l.6xl01 cprn/µ.g de AD». En cada 
uno de los carriles del l al 6 se hayan 30 µ.g de ARN total de maiz extraidos 
como se indica en materiales y métodos de los tiempos correspondientes a o, 
12, 24, 36, 48 y 72 horas posteriores a la imbibici6n; en el 7 se colocaron 30 
µ.g de ARN total de higado de ratón y en el 8 y 9 se coloca.ron diluciones 
cor.respondientes a 100 y 10 pg del plasm.ido pHi• 



especificas sobi:e un fondo con pocos gdnulos :o pun~os . ~e .r~~ia~ti_vidad 

dispersos sobre la superficie del filti:o y muestra" hibrida"ci6n -en 
1 
los:·car"riies ... 

que corresponden a A.RN total _eXtraido. a_ las 48 y:.12 .. hor~s,. de 

iniciada· la .imbibición. 

La - fi9ura Í4 muestrá "'el'.; t·ipo- de '."gráfica utilizada para el 

cáiculo de la_-.longitud .de. i~s ".!C'iCioS-. -~uciéÍco~ IADN 'o ARN) de! intei:és, 

toina~do .':º~?.'~-~~~~~:,-: ~e. ·,-:'~'efe~-~~~i~' las longitudes bien conocidas de los 

fugm~nt0~--.:--~.~·1;·,.J,N~_dei_.~~f~g¿;· >._'_'di.9erido con las enzimas Eco RI y Hind III. 

ParA ~st~\ 't1P~'.,,~~~\(·~Aic;U'lo~,. ~ algunas veces también se tomaron como puntos 

de, refe~~~~-i:Í''.~~:-.. ~~-~~.~i6'~·-_·:. d~- .ios AAN ribosomales 28 S 16300 bases) y 18 S 

de i:at6n-~- tN~iie~:·'..l9-Ó4)·,:· 2s- s de maiz 14160 bases) y 18 s de maiz 1 2260 

baS.és.I fi.Ok~°L~g-~ /ÚÍ-68.), en los geles de agai:osa, asi como las marcas de 

hibridación de P:tt,-. Y, pH1 • 

La autoradiogi:afia de la figura 15 muestz:a que la aparición de 

ARH complementai:io a la sonda pli, ocuz:re hacia las 36 ho:ras posteriores al 

inicio de la imbibición, aumentando la cantidad del mismo hacia las 48 

ho:ras y observándose una pequef\a disminución en la intensidad de la señal 

hacia las 72 ho:ras posteriores a la imbibición. En la misma 

autoradiog:rafia se obse:rva, a mane:ra de control, hibridación de la sonda 

contra si misma. 

La autoradiografia que l!le muestra en la figu:ra 16 se originó 

partir del mismo filtro con ARN de mai% mostrado en la figu:ra 15, el cual 

fue lavado ex.t.ensamente y 

obtenidos de esta figu:ra 

:rehibridado con la sonda pHp Los resultados 

muestran la existencia de hibridación inicial 

especifica de pli 1 también a las 36 horas posteriores a la imbibici6n. 

En la figura 11 se muestra un gel de ARN en el cual 

observa, como se mencionó anteriormente, la integz:idad del ARN de maiz 

ex.traido a diferentes tiempos. 

La auto:radiografia que se muestra en la figura lB corresponde a un 

expe:rimento independiente y demuestra por segunda ocasión que el inicio de la 

t:ranscripci6n de H, en el maiz parece ocurrii: hacia las 36 horas, 

continuando las 48 horas y observándose nu~vamente una pequeña 

disminución de la señal de hibridación hacia las 12 ho:ras. Cabe menciona:r que 

una autoradiografia de este filtro fue revelada inicialmente B dias después 

de haber sido expuesta, observándose en esa placa evidencia sugestiva 

de hibridación especifica, por lo cual se dej6 en exposición una segunda 

placa por espacio de 14 di.as. 

El análisis densitomét:rico confirma que la expresión del gen de la 

histona li 1 en maiz es diferencial con respecto al tiempo, dado que en la 
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Figura 14.- CAlculo de la longuitud de ácidos nucleicos en geles 
de agarosa. La gráfica muestra el desplazamiento de los fragmentos de ADN de >. 
digeridos con las enzimas de restr!cci6n de Eco Al y ffind III, 
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Figura 15.- Autoradiografia de filtro con ARN de maiz cxtraldo a 
di f'erentes tiempos de imbibición. Los ácidos nucleicos en el gel 
desnaturali:zante de agarosa al 1~ fueron transferidos a nitrocelulosa SS y 
fijados a 80 ºe por una hora en vacio. Las condiciones de hibridación fueron 
las siguientes: forrnamida SO~, SSPE 5X, Denhardt SX, SOS 0.1~, ADN de esperma 
de salmón 100 µg/ml, a 42 ºe por 24 horas sin agitación y los lavados 
consistieton en 4 lavados con SSC 2X + SOS O .1 ~ a temperatura ambiente por 5 
minutos cada uno y 2 lavados con ssc 0.2X + sos o.P a 52 ~e por 15 minutos 
cada uno, El filtro fue expuesto por 13 dias. La actividad especifica de la 
sonda ( inserto de pH 1 1 fue de 1.BxlO' cpm/p.q de ADN. En los carriles 1 al 6 
se colocó AR?l total ex.t.raido a los tiempos O, 12, 24, 36, 48 y 12 horas 
posteriores a la imbibición y cada uno f:ue ca.cgado con 30 IUJ• En el car.cil ? 
se colocaron 20 p.g de ARN total de ratón; en los carriles B y 9 se colocaron 
diluciones de pH 1 ( 20 ng ) y pH. ( 10 ng ) , respectivamente. 
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Figura 16.- Autoradio9z:afia del filtro de la figura 15 rehibridado 
con pHp Este filtro originalmente fue sondeado con pH. y iUCgo lavado para 
eliminar la radiactividad incorporada 1 ver matedales y métodos ) • El filtro 
lavado se hibrid6 y lav6 bajo las mismas condiciones descritas en la figura 
15. La incor:poraci6n de radiactividad en pHi fue de 63;, El filtro fue 
expuesto por 5 di as. 
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Figura 17.- Gel de ARN de maiz· extraido de ejes emb.rionarios 
imbibidos por diferentes tiempos. El gel desnaturalizante se obtuvo como se 
indica en. materiales y métodos. El carril 1 contiene 15 µg de ARN' total de 
maiz extraido a las cero hora¡ los ca-rriles. 2 y 11 contienen 20 µ9 de ARN de 
rnaiz correspondiente a ·.12 horas, de imbibición; los ca riles 3 y 12 tienen 20 M 
de ARN de maiz de 24 horas ·de imbibición; los carriles 4 y 13 tienen 20 µq de 
ARN de maiz ext.raido a 36 ha.ras de imbibición; los ca.r.rUes 5 y 14 tienen 25 
µg de· APJ.f de maiz de 48. horas de imbibición; los carriles 6 y 15 tienen 15 1"1 
de AfUl de mai z de 72 hoC.as de imbib"ic!ón1 · los car.riles 7, 8 y 16 tienen 25 µq 
de MN total de ratón y l~s carril~s ·9 y 10 tiene 20 ng de PHi y 10 ng de pH0 

respectivamente. 



Figura 18.- Autoradiogrdfia del filtro correspondiente al gel de 
ARN desnaturalizante descrito en la figura 17. Este filtro fue hibridado con 
la sonda pH, marcada como se indica en materiales y métodos. La hibridaci6n se 
llev6 a cabo bajo las condiciones descritas en la figura 15. Se realizaron 4 
lavados. El filtro fue expuesto por 22 dlls. La actividad especifica de la 
sonda fue de 2. 2xlO' cpm/ µg de ADN'. 



figura 18a se muestra que el área bajo el pico 2 es. 1$i,24 ·Vec~s i:r1~Yº! .que. la 

ob.servada en el pico· 1 y 8,26 vece.s mayor que la corre.spondiente al'.pico' 3, 

Además, .~l área d~l pi~o 3 eS 2.32 veces mayor que. la del pÍCo~. L._ Lo ·a~teri.or 
indica que la· pz::esencia de lo:s ARNm de la histona H4 a· la.s· 36 .. hons (pico' 1) 

es meilor · Q.ue .Ía observada a las 48 horas (pico 2), ~ugi.riendo que ·ia· expresión 

.e~: may~r- a ··es.te .. tie~o ~o cual ~oincide con. los má~imo~ .. ·~i~efeS de sin tesis de 

histé;nas :: ~bs'ervados . cuando más· de . un 80 ~ de.· la: germinclción de la semilla 

oc~ri:e Vicl.: ~rot~s~6ri' de la -radicula ( Zlatanov~ e Ivanov, 19881 Baiza et al., 

1986)_. y : dismiñUyendo la expred6n a las 72 horas posiblemente debido a que la 

~·y~~ pa'rt·~-de-, i8's c11Úulas dé'i embrión se encuentran en un estado transitorio 

.. :·::._D~Sp~·é-~_.·:.de-·haber obtenido los reaultados mostrados en la 

~ÚtoradiÓgrafi~· -de .1a· fi9ura -18, las condiciones de hibridación de nuevos 

filtros - de·. ARN::·:fueron· cainbiadas 
'. .• · ... ··. 

·a-ZnarcAr:-fue.de: 75 n9 con una 
;_-•' .. •· .. -,. - ,-

ADN y,. con un. ~iempo de hibridación 

como -se ·indica ·en la fi9ura 20 ) • 

ligeramente ( la cantidad de la sonda 

actividad especifica de l.6xl01 cpm/µg 

de 21 horas¡ la secuencia de lavados fue 

En ld figura 19 se muestra un gel de agarosa de ARN de ni .. liz, 

donde nuevamente se puede apreciar la integridad del mismo as1. como la 

presencia de ADN de X digerido con Eco RI y Hind III. 

:l.n la autoradioqrafia qu• •• a:iue•tra en l.a figura 20 ae oba•rv• 

por va: primera evidencia que auqiere que el in.icio de la transcripción de e, 

•n maia pocb:ia ll.evar•• a cabo a partir de lau 12 hor&9 1 dado que en lo• 

carril•• 2 y 10 •• aprecia una ligera amial de hibridación. la cnaal au:.nta 

ha•ta las 36 hora• y eapie.za a di8ainuir a partir cS. la• te y 72 horaa. 

Pu.ato que eataa obaervacionea aon indioativu de que la 

tranac:ripción de loa A1'Rm. de la bietona e, •• da a la• 12 boraa y no a la11 

35 hora• como •• babia ob .. rvado 9%pert.m.ntoa anteriorem, •• 

decidió coq>rob&r ••te hallazqo. 

En la figura 21 se muestra un gel desnaturalizante de ARN de ma1.z 

y ratón. A pesar de que se trato de cargar 25 µg de A.RN total en cada carril 

se observa una mayor cantidad de ARN en el carril 12. 

En la autoradiografh que .se muestra en la figura 22 se observa 

que la aparición de la marca de hibridación con pH~ nuevamente ocurre 

los car.riles con ARN de maiz a las 12 horu de extracción, awnentando 

gradualmente a partir de este momento hasta las 48 horas y disminuyendo 

ligeramente hacia las 72 ho.cas. 
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Figura 18a.- Análisis densitométrico ue la placa de autoradigrafia 

most.uda en la flgura 18. El análisis densitométtico se realizó para medir la 
densidad relativa de las manchas presentes; se empleo un densitometro 
autc.matizado Hoefer Scientific Instrwnents, modelo GS-300. 
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Figura 19.- Gel de ARN de maiz extraido de ejes embrionarios 
imbibidos por diferentes tiempos; ARN de rat6n y ADN de A como marcador de 
peso molecular. En los carriles 1 y 10 se tiene ARN de maiz extraido de 
embriones sin imbibir (cero hora); en 2 y 11 se tiene ARN de maiz extraido a 
12 horas de imbibición; en 3 y 12 se tiene ARN de maiz extraido 24 h despues 
de iniciada la imbibición; en los carriles 4 y 13 se tiene ARN de maiz 
extraido 36 horas de iniciada la imbibici6n1 en 5 y 14 tenemos ARN de maiz 
extraido a las 48 horas de iniciada la imbibición; en 6 y 15 se tiene ARN de 
ma1.z extraido a las 72 horas de haber iniciado la imbibición; en los caniles 
7 y 16 se tiene ARN de rat6n1 en todos los carriles arriba mencionados se 
colocaron 30 µ.g de ARJl total; en el carril B se tiene 5 ng de pH •• El carril 9 
tien 150 ng de ADN de A digerido con Hind III. 
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Figura 20.- Autoradioqrafia del filtro correspondiente al gel 
desnaturalizante de ARN descrito en la figura 19. Este f!ltro fue hibridado 
con la sonda pH, (in::ierto puro) como se indica en materiales y métodos. La 
hibridación se Uev6 a cabo bajo las mismas condi=iones descritas en las 
figuras 15 y 18, con la única diferencia de que fue incubado por 21 horas y 
con una sonda reutilizada, cuya actividad específica fue de 1.6x10• cpm/µg de 
ADN. Los lavados consistieron ··en 4 enjuagues con ssc 2X + SOS O.H por 5 
minutos a tei:nperatura ambiente y un lavado con SSC lX + SDS 0.1~ por 15 
minutos a 42 'e, con agitación. 



Puesto que observaciones anteriores ( Reyes et al., 19911 suqerian 

que la benciladenina '1fitoregulador del tipo de las citocininaa) actOan 

estimulando la duplicación del ADN durante el ciclo celular, de manera 

colateral se incluyó en este mismo gel ARN total de maiz extraido a las 27 

horas como control y otro extra ido a las 27 horas pero de ejes imbit J.do en 

presencia de bencU-adenina. L-:::s resultados muestran que la serial de 

hibridación es más intensa en el carril 12 ( 27 horas con bencil-adenina ) que 

la correspondiente al control (27 horas sin bencila-adeninal y a las de 24 y 

36 horas. Admnia, loe resultado• de la fifJUJ:• 22 oodiZDa.n que la ap.zic16n 

de ARNm. para la hi•tona ª• en =o.is ea al.~.r dlt la• 12 horas. 

Lo• re11ul tadoa obtenidos ha•ta e•te memento •UQ"ien.n que el 

inicio de la tranaoripción de loa gene• de la hi•tona B1 et. -1.s ae 

v.rifica a partir de laa 12 boraa en loa ejea embrionario• imbibido• mientru 

que en el oa•o de loa qenea para B3 la apu:"iaión dll AIUlm pareoeria 

oauzrir a partir do laa 36 hora•. Zataa obaervaoionea aerin anaU.s.adaa 

en la c:li•cuaión. 

Por lo que respecta la organización de lc-s gen.,s de 

histonas H1 y H, en el genoma de maiz, pa~a estudiar e!>te aspecto 

elaboraron geles de ADN gen6mico dige-rido con diferentes enzi11.'\~ de 

restricción. 

De esta manera, en la figura 23 se muestra un gel de agatosa que 

contiene ADN de malz y el ADN de ratón digeridos con tres dJ.ferente:; enzimas 

de restricci6n ( EcoRI, Hind III y BamHl). Esta figura muestra todos 

los carriles pequeftas bandas discretas que sobrtsalen del barrido. Estas 

bandas represer.tan secuencias repetidas de ADN. AdemAs, en los carriles de 

AD?l de ratón, al final del barrido se 

molecular, También, en el carril 9 

observa ARN degradado de bajo peso 

pareceria que no hubo una digestión 

completa del AON de maiz t.ratado con Bam HL 

Debido a que en nuestro laboratorio se tier.en proyecto.!i fara el 

conocimiento de los mecanismos y procesos que se verifican en phntas al ser 

estresadas y acondicionadas en medio:1 salinos se decidió incluir ADN de 

Lyc!um. Lycium brevepis L ( Solanacea) es una planta que crece y se desarrolla 

satisfactoriamente bajo condiciones de salinidad y sequia y que se utiliza 

como .planta forrajera en el Valle de Texcoco. El ADN de Lyc1wa, extraido a 

partir de semillas, fue tratado bajo las mismas condiciones al de ma1z y de 

ratón con respecto a las enzimas de restricción. 

La autoradiografia resultante de la hibridación del filtro de este 

gel se muestra en la figura 24. Se observa que existe hibridación en 
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Figura 21.- Electroforesis de gel desnaturalizante de ARN de maiz, 
En el carril 1 ·se tiene ARN de maiz extraido a las O hora; en 2 y 10 hay ARN 
de maiz ext.raido. a 12 horas de .imbibici6n; 'en 3 y 13 hay ARN de maiz a 24 
horas de ._·irnbi~ici6n; en 4 y 14 hay ~- de maiz extraido a 36 horas de 
imbibici6n; en 5 y 15 hay ARN de maiz extraido a 48 horas de imbibición; en 6 
y 16 hay ARN de maiz _obtenido a 72 horas de imbibición; en 7 se tiene ARH de 
ratón; en todots los carriles se colocaron 30 µg de ARN total; en B se tien 5 
nq de pH,; en 9 se tiene A.DN de X digerido con HindIII/Eco RI; en 11 se tiene 
ARN de maiz extraldo de ejes embrionarios imbibidos por 27 horas en una 
solución de bencil-adenina a una concentración final de io·• M { ver 
materiale5 y métodos para detalles } . 
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Figura .22.- AutÓr~di.~~~-il"f'Ía".del ·,fil~~~._ córrespondiente al gel de 
ARN descrito en la figura_, 21. ·. E.l.: ~il~ro_ fue hibridado. con el in:ierto 
purificado de pH,. Las condiciones ·de:hibridaei6n_ se llevaron a cabo como .se 
describe en 'la figura_ 15' y .le;s~ lavadOs'._·se llevaron según las condiciones 
indicadas en· 1a figura 20. La· actividad·· especifica de la sonda fue de 2.2xl01 

cpm/ WJ de ADN. 



Figura 23.- Electcoforesis de ADN en gel de agacosa. El -gel no 
desnaturalizante se elaboró confocme a lo descrito en mateciales y métodos. En 
los carriles 1 y 12 se colocó pH 1 en una dilución corcespondiente a 500 ng; en 
2, 5 y. 9 se colocaron 30 pg de ADN de ma1.z digt!ridos .con Eco_.RI, Hind· Ill y 
Bam HI,. céspecti~amente; en los cai::riles 3, 6 y 10 ·se·. coloc:~con 30. fL9 de AON 
de Ly~ium brevepis L. digeridos. en· _el. mismo orden descri_to· para._el ADN de 
maiz; en r4~ 1 y. ~l se. co_l_ocaron 45· 1-'9 de, AON ~e· ratón: dige,rid~s de la misma 
focma que ·los anteriOres.;> en-. B s"e. Colocó· O. 5 :11g de ADN de )l. digerido con Hind 
III/Eeo RI, . · . ·. " · . . 



los <:ar riles _de AC·N de . maiz y de Ljrcium. caracteristica:. de un P_atrón de 

dispersión de los genes de la histona H,, áunque nc:i s~ .· ~bS~~vci_ ninguna _seftal 

en los · ca'rriles coñ APN de· ratón al uti~~za_r.' la)ionda -«P.~}··~ ,E.s~~· 1ÜÜmo 
será. analiZ~do en .. la di::i:cusi6n, :'·.:. :" ·· · ·" ·'~--- - ···· 

. En~, la·· Úgur~ 25 se muestra ·otro:.-. g~f ~:on\: :Anfi'~-~.~~·::.-··~1~/.·~as.(· ~~mo 
d~ r.ycif!m,. -d~· .ntÓ.n y de X·como·mar_cador-de-Pe~ó·:·: ~~i'~·~·uja~··::· .. ~~~é"s~e gel. 
nuevamerlte sé' ·definen con claridad- l'as .!:l·~-~.u~~~i.~~ ';/~e·P~'t:~~-~~- :· _d~_ .. AoJ~. Y s~ 
obse.i:~a una vez más uóa digestión. ~º _total-·: :en·_~l -C~~~·::d~-AOn :digerido con 

la ~-~~ima. Barn ·Hl, asi corno l~ presenci~ · de ·~'·-~~( b~j·~·:_:-~~~~ -~,·:·m¿fec~lar en 

los carriles con ADN de ratón f ve.r pie de l.l figu?a ) • 

El gel descrito en la figura 25 se transfirió a nitrocelulosa. 

Este filtro fue hibridado corno se indica en el pie de la figura 26 y se 

obtuvo una autoradiografia que muestra la presencia de varias bandas en 

los carriles de ADN gen6mico de maiz, de r.yciuzn y ratón, asi como serla! 

evidente en los carriles que contienen ADN de pff4 • Eat:a •utor•clie>t¡rafi• 

preaenta evidencia• ind.icativaa del tipo de organia•ción de loa gene• de l• 

hiatona B4 en maiz y corrobora la diaperai6n de dicho• gen•a de biatona U4 

en el rat6n (ve:r la aecoión de la orqanizaci6n de loa qeno• de l•• hiatonaa, 

en anteeedente•) . 

, Lo• reaulta.doo antel'iorea pexuüten sugerir qud el tipo de 

organiuoi6n de loa qenea de la biatona a, de m1.ia •• el de elemento• 

diaper•o• en el genoma. Se elaboró otro gel de agarosa y se transferio a 

nitrocelulosa e h!bridado con pff1 como se indica en el pie de la figura 27. 

Lo• reaultadoa de la •utoradi.oi¡rafia de la figur• 27 de eate 

:filtro mueatran claramente la pnaenoi• de una aeri• d9 bandas en el ADN de 

maiz y ratón. La preaencia de bandaa de hi.bridaoi6n en loa e&rri.lea de ADN 

de tnaiz dif1e:rido con la• enzima• Zao IU y W.nd III indican qt19 la disperaión 

de loa genea de hiatona BJ y e, ea •nor en eate organismo que en r•t6n. 
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Figura 24 .- Autoradiografia del filtro del gel de ADN gen6mico 
descrito en la figura 23. El filtro fue hibridado con el inserto purificado de 
pH1 • La hibridaci6n se llevó a cabo de la siguiente manera: forrnamida 50%, 
SSPE SX, Oenhardt SX, SOS 0.1%, ADN de esperma de salmón 100 µg/ml, además de 
SO µl de EDTA 0.5 M pH 7.5 colocados al momento de introducir la sonda para 
iniciar la hibridación, la cual se llevó a cabo por 24 horas a 42 ce, sin 
agitación. El marcado de la sonda se realiz6 según materiales y métodos con 
una modificación: en lugar de colocar 30 µCi se colocaron 60 µCi y 200 ng del 
inserto purificado en lugar de los 50-100 ng que habitulmente se colocaban. 
Además, los lavados co1.sistieron de 2 enjuagues con ssc 2X + SOS O. n, 15 
minutos a temperatura ambiente y 2 lavados con SSC lX + SOS O .1 ~, 30 minutos a 
42 re con agitación. El filtro fue expuesto pór 15 dias. La incorporación de 
radiactividad en la sonda fue del 12'r. 



Figura 25.- Electroforesis en gel de agarosa de ADN gen6m.ico de 
rnaiz, Lyclum y .ratón. En carriles 1 y 12 se coloc6 pH1 a una concentración 
correspondiente a 750 ng; en 2, 5 y 9 se colocaron 30 µg de AON genómico de 
maiz digeridos con Eco RI, Hind III y Bam HI, respectivamente; en 3, 6 y 10 se 
colocaron 30 µq de ADN de Lycium digeridos de igual forma y en mismo orden que 
los de maiz1 en 4, 7 y 11 se colocaron 45 µ.g de AON gen6mico de ratón 
igualmente digeridos y en 8 se colocó el ADN de }.. digerido con Hind III/Eco RI 
a una concentración de 0.5 µ.g. 
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Figura 26.- Autoradiografia del filtro del gel de ADN gen6mico 
descrito en la figura 25. El filtro fue hibridado con la sond pH, (inserto 
puro) como se describe en materiales y métodos. Las condiciones de 
hibridaci6n, el marcado de la sonda y los lavados se llevaron a cabo como se 
indica en la figura 24. Se marcaron 300 ng de sonda, cantidad 3-6 veces 
5uperior a la que habitualmente se utiliza (50-100 ng). La actividad 
especifica de la sonda fue de l.9xl01 cpm/¡J.g de ADN. El tiempo de exposición 
fue de 5 di as. 
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Figura 27 .- AUtoradiografia de un filt.ro de un gel de agarosa no 
mosteado con ADN gen6mico, El filtro fue hibridado con el inserto purificado 
del plásmido pH, como se describe en materiales y métodos. La hibridación se 
llevó a cabo bajo las siguientes condiciones: forrnamida 30 ~, Tris base (pH 
1. 8) SO mM, Oenhardt SY., SOS O, U, ADN de esperma de salmón fragmentado 100 
p.g/ml, SSC SX, a 42 ~e por 36 horas, sin agitación, Se marcaron 50 ng de 
.sonda, Los lavados consistieron en 2 enjuagues con ssc 2X + sos o. b, 15 
minutos a temperatura ambiP.nte y 3 veces con SSC O. 2X + SOS O. l •, 30 minutos a 
52 ~c. La actividad espl!cifica de la sonda fue de 3.6:<10' cpm/µq de AD!I. El 
filtro fue expuesto por 9 dias. 



o I s e u s I o N 

La 9erminaci6n de la semilla es un periodo ·en el" ciclo de vida de 

la planta, en:- donde ésta pasa de un estado de "inactividad~ ~:-~et8b6l_ic8 a uno 

de intensa. actividad como consecuencia de una activación del genoma, el cual 

se f;!ncuentra "latente o do.nnante" pei:o que, al ocurrir las condiciones 

apropiadas ( rehidrataci6n), se inicia una secuencia de eventos moleculares en 

cascada culminando con la protuci6n de la rádicula (germinación) y por lo 

tanto con el inicio de la fotmaci6n de una nueva planta (Bewley y Black, 

1983), 

Puesto que, la semilla se encuentra en un estado de dormancia en 

la que la actividad metabólica se haya reducida a un minimo, esto equivale a 

decir que la actividad enzimática en general se encuentra casi paralizada, con 

una s1ntesis de proteinas pdcticamente ausente. A.si, la semilla, al estar 

desecada, manifiesta un estado de quiescencia. En semillas ottodoxas, la 

actividad metabólica es casi nula pero pasando este estado y al presentarse 

las condiciones apropiadas (rehidrataciónl, estas germinan. Por el contrario, 

cuando las semillas denominadas tecalcitrantes sufren un estado de desecación, 

estas no germinan, lo que hace que este tipo de semillas no presente una clara 

separación entre el desarrollo embrionario y el periodo postgenninativo 

(Bewley y Black, 19831 Dure, 1985). Sin embargo, se sabe que a nivel 

morfológico y fisiológico existen diferencias entre los embriones y las 

semillas en germinación dadas como resultado de cambios en la actividad génica 

(Crouch, 19811 Harada et al.,1988 citados por Comai y Harada, 1990). 

Actualmente se tiene conocimiento de que las semillas no son entes 

cotr;)letamente inertes desde un punto de vista metabólico, dado que se han 

observado una serie de eventos moleculares que ocurren en este estado, por lo 

que la transición de la embriog6nesis al estado de postgenninación en semillas 

provee de un excelente sistema para el estudio de la activación génica (Comai 

y Harada, 1990). 

En relación a lo anterior, los datos de Comai y Harada 11990) 

demuestran que la actividad metabólica de los embriones secos (Bra.9:rica 

napu:r,Ll no es nula, sino que existe una baja pero significativa actividad (8% 

del total alcanzada durante la emhriogénesis teniprana). La existencia de una 

alta tasa de expresión de varios genes de proteinas de reserva, de enzimas 

especificas de vias metab6licas, de proteinas ribosornales y de muchos otros 

genes durante la embriogénesis tardia ha sido caracterizada y se ha observado 
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que muchos de e.Stas g'enes son activos en semU las secas aün en ausencia de 

rehidrat.aci6n, por lo cual pu~de .afi~rse que la expresión génica en semillas 

secas no es nula. Además, ·10 .anterior indica que la presencia de cambios en la 

actividad de. los.· 9eneS. es-·.de'teim.inante··· para la transición de la embriogénesis 

a la post9erminaC1'ó~·, <~ainbi~S' qu·~~·so~- iniciados solamente después de que las 

semilla.s son:' r~hidr~.~-.~d~~·'. .. _Y)·r;i~_· .. du~ante el. periodo de desecación (Harada et 

aJ.,198_~1 Go~dbe.rg. ~.t·a~.-;_198~; _c~-~i y __ Ha.rada, 1990). 

En función de_:lo_-.anterior ,podemos afirmar que los embriones de 

semillas secas ~o es.tán -~~~-~~~~~~_n.te!·,.in~ctivos y ello lleva a pensar que 

la actividad metab611ca (enzimática)' en: los ·estados tempranos de la imbibición 

se verifican mCtltiplea .· everl.tóS molecula.res que permiten preparar a la:s 

semillas para su correcta germinación, Y. el establecimiento de nuevas plantas. 

Por otro lado~· en ta ·mayoria de los organismos eucari6nticos 

(principalmente animales) la !lintesi~ - de proteinas histonas se presenta de 

manera periódica durante· los ciclo& celulares y ello es un reflejo de que su 

9inte9is e9 simultanea a .la del ADN durante la fase S del ciclo celular 

(Robbins y Borum,19671 Breindl ·y Gallwitz, 1974; Kedes, 1979). Lo anterior se 

apoya en una amplia gama de evidencias las cuales sostienen que el nivel de 

transcripción de los qenes de las histonaa se encuentra estrechamente 

coordinado con la síntesis de ADN ( Borwn et: al.,19751 Herefo.z::d et: al.,1979; 

Hereford et al.,1982; Sittman et al:,19831 Plumb et .d.,1984; Alterman et 

dl.,1984). 

Durante el periodo embrionario en animales, se ha observado 

que la transcripción de los genes de las histonas se ver! fica antes de 

cada duplicación del ADN y por tanto, de cada ciclo de división celular 

(Maxson et al,, 1983 ) , As1 también, ha sugerido que los genes de 

histonas que primero se transcriben en pollo, erizo de mar, Xenopus y ratón, 

entre otros, son los de las histonas H:A y HiB continuado con H; y H4 y 

por Ctltimo H1 (revisado en Heintz, 1991). 

·Sin embargo, además de la simultaneidad en la sinte!lis de las 

histonas y la del ADN nuclear, se han encontrado diferentes niveles de 

expresión en otros estados del ciclo de vida de las células animales (Sun et 

al. ,1990). Estos niveles de expresión (tanto en el nllmero de transcritos como 

en la presencia de variantes de los mismos) se delimitan importantemente por 

el estado funcional del desarrollo embrionario, de crecimiento y 

diferenciación celular de los organismos f wu et al.,1983; Maxon et aJ.,1983; 

Franklin y Zweildler, 1971; Newrock et al., 1971; Urban y Zweildler, 1903; Wu y 

Bonner, 1981) y en algunos de ellos no existe simultaneidad con la sintesls del 
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ADN, como los o~servado!'I· en estados tardios de la espermatoq~nesia en la 

trucha (Sung y J?ixon,1970) o. durante los estados 'especificos de la maduración 

de eritrocit~s de po:lÓ ,l ·Ruii-carrillc:> et a.l.~1974 J. 

De es~e ·.inodo, las eVidenCias indican· que en general, en células 

animale_s existe una" simultaneidad en la !llintesis de histonas y del ADN 

nuclear. durante· el _ci~lo- celular l fase S J, aunque se sabe que en ciertos 

periodo~-: de.l desa~r~llo embri~nario y en estados especificos de la vida de los 

organismos se verifican eventos no simultanees, los cuales son debidos a una 

expreai6n ·diferencial de l.os genes de las histonas (Iaenberg, 1979) , 

Por otro lado, en plantas se ha observado que durante el inicio de 

la imbibición de embriones secos de rnaiz la sintesis temprana de las proteinas 

en general y de manera particular la de las histonas ee verifica horas antes 

de la sintesis replicativa del ADN (Sánchez de Jiménez y Aguilar, 1984). As!, 

la sintesis de novo de proteinas histonas en embriones de maiz imbibidos es 

detectada. entre las 4 y 12 hotas (Zlatanova e tv&nov, 1988) verificándose una 

tasa tnlixima a las 12 horas que se mantiene constante hasta la culminación de 

la imbibición-germinación (Batza et dl. ,1966). En este sentido, la dntesi:i de 

histonas en plantas es un evento previo a la replicación del A.OH nuclear, lo 

cual sugiere que la sintesis de histonas no es simultanea a la del ADN 

nuclear, puesto que se ha determinado CflH!: la sintesis replicativa del ADN se 

inicia hacia las 16 horas de iniciada la imbibición en núcleos de células 

mer!stemáticas de embriones de maiz (Baiza et aJ.,1989). 

Por otra parte, como ya fue discutido, la sintesis de ADN que se 

observa a las 8 horas de iniciada la imbibición podria ser de tipo reparativo 

y organclar (Zarain et al. ,1967; Zatlanova et al. ,19871. 

Lo anterior nos permite suponer que durante el desarrollo de un 

embrión animal la división simultánea de todas sus células requier~ de una 

coincidencia entre la sintesis de histonas y la del ADN nuclear, dado que al 

estar todas las células en proceso de división activa se ::~quiere de la 

presencia de estados de condensación y de.scondensación de la cromatina, la 

cual pP.rmitirá que se Vt'!rifique de manera efectiva la mitosis. Pero también 

requiere de la expresión diferencial de los genes necesarios para el 

establecimiento de los diferentes estados de d1fercmciaci6n celular que dan 

origen a la fonnaci6n de los distintos tipos de células, tejidos y órgano!'! del 

organismo. Por otra parte, la sintesis también puede ser dirigida por ARNm de 

origen materno y ocurre antes de que se verifique el primer ciclo de 

replicdci6n del ADN nuclear, prosiguiendo de esta manera no coincidente 

(sintesis de histonas primero ;rde ADN nuclear despuésJ al menos dur.'J~te los 

primeros ciclos (Arceci y Gross, 1977~ Adamson y Woodland, 1974¡ Levenson y 
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Marcus, 1975; Rudennan y Pardue, .l9Tlt S~nq Y Dixon,, 19701 Candido y Dh:on, 

1972). 

Por. el contra~io, . "én .. ei··,. e~l:-ió~ · vegetal la activación de la 

división celular n~ se p.t~.s~rit~-'_..si~~~:t~.~~-~-~~~t-~~-~n··.t~da~ "1a~ ~-élulas, sino que 

se ha encontrado la_ exi~_t:~-(:;~a ,:-.d~ -~~~n·'-: ·~·~~,~-~ .. :-~·p_C·o~~e~i~~ ::de !~icia'ci~n. y/o 

activación, Los.· .resulta~O-~ :· ~~;·;~a~~a ~:~~\.·~_J.~ ¡¡g·~~,· ::1989·). ·demuestran que las 

primeras mitosis. apar~c-en~~~~ ,:·c~J.'~~.i'B··~~~-;·~~~~·c_ot;ú.'~ de embri~ne.s:, de maiz a las 

12 horas de habe~se _ 1ñic,~ado·;:1~' _ _¡·~~~-~-i~'ión,·· se·g~idas. en .l1qunas ·células del 

nudo escutela:C a i'a~· 16:.:ie;·h~·~:;;.:'Y~tt!~ll~~nte ·e·n':células de .raiz seminal a las 

18 horas, lo C¡ue~- poci;ia'.. ¿~~t~J.b·u.t"r':· :á"
1

Que"<1a expr~sión de los· genes de las 

histonas se verifiqu~·d~_m.;~~~a;_~~,-~,~.~lita"nea ~la sintesis de ADN. Además, se 

han observado pi~os ~de si"~i:e~-~~ ~:.~ié_~:hi_átóna~ desde las 6 horas de iniciada la 

imbibición y ilega· ~- ma~tene_~8~ __ CoiiSta--nte a partir de las 12 horas hasta que 

se inicia la protu~ió~ de .·1a·'·ra-clic~l-a, 
La f~r~-~.Í6ñ de "!J~Va~-'·proteinas histonas parece ser un requisito 

para que .se d~' la replicaCi6n ·~el. ADN y· la división celular. Sin embargo estos 

dos últimos eventos. son poster'ior~.s. a la elongación celular, puesto que se ha 

observado que_ durante la __ 'germi!1aci6n de ejes embrionarios de mai.z dicho 

fenómeno (elongación celular) . i!:s un evento temprano que ocurre sin que se 

manifieste la divisi:ón celular (Baiza et al.,1986), atln cuando algunas figuras 

mitóticas (en unas pocas célu~as de la raiz y brote) pueden ser deteé::tadas en 

los tejidos meristem!ticos al tiempo 128 horas) en el que mAs del 50~ de las 

semillas han 9erm.inado. Lo anterior indica que el papel de la duplicación del 

ADN y los eventos previos a este, tales como la sintesis de hisionas, podria 

contribuir a que los tejidos meristcmáticos participaran eficientement~ en la 

germinación via protusión de radicula para iniciar la formación. de una p_lanta 

completa (este trabajo/ Baiza et al. ,1989; Zlatanova et al. ,1988; Zlatanova e 

Ivanov, 1988; ·vAzquez-Ramos y Osborne, 1986; Zlatanova et al., 1987). 

Por otra parte, las observaciones de Bah.a et aJ.,(1986, 1989) y 

las de Zlatanova et aJ.,(1987, 1988) apoyan la existencia de la sintesis de 

las histonas como un evento temprano y previo a la del ADN nuclear e incluso a 

la replicación de tipo reparativo y orgailelar en embriones secos de maiz 

(Za.rain et aJ.,1986¡ Zlatanova et al.,19871. Estas evidencias indican que la 

existencia temprana de las proteinas de las histonas a las 6 horas de iniciada 

la imbibición en contraste con la presencia de la sintesis de ADN nuclear 

hasta las 15 horas, podria interpretarse como un mecanismo utilizado por la 

célula vegetal para reorganizar al genoma (Baiza y Sánchez de Jiménez, 1999). 

La multiplicación celular parece.ria ocurr!r en fases tardías de la 

germinación, por lo que la sintesis replicativa del ADN nuclear se observa en 
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niveles máximos a las 40-50 horas para luego decaer, correlacionándose esto 

con los valores ma'Ximos. obtenid~s. de figuras miÚ1tiCas en. el., ~mb%t'Ón .de maiz a 

las 40-50 horas de
0

.iniciada la· imbibición (Baiza et al.,Í989)·.::-

En este sentido, el objeti~o flindam~ntal .. d"e··este- trab'a,jo. fue.''el de 

estudiar , en·' ·qu~ '.momento durante la imbib~ci6n-.9.e_~'.'!-~~~~n: -~e .. embi::iones 

disectados (libres de escuteJum) de maiz variedad:· Chalque"o ·:se inicia la 

transcripci~n de .los genes de las histonas HJ y ·H,, '··~on)~1.· fi~'.·d~·:·d'e~e.iminar 
si la traducción de histonas se !ni.ciaba a partiÍ: '.de·· ~m~·· de Ori9en materno 

almacenado en el embrión o si éste era sintetizad~ .:·d~.'·~·~~~; ·, Corrio ·.se apuntó 
' . . . . . . . . 

linea's ·arriba, observaciones de Baiza et al~·, 11986!- Y=-de zfatanova et 

al., (1987, 1988) indican que hay una slntesis de histonaa a partir de las 6 

horas de· iniciada la imbibición. Ademá5, se manifiesta un pico de sintesis de 

estas proteinas a las 12 horas y a partir de este momento se mantienA más o 

menos constante hasta la protusi6n de la radicula. En este trabajo, utilizando· 

embriones de maiz imbibidos a diferentes tiempos 10, 12, 24, 36, 48 y 72 

horas) se realizaron extracd.ones de ARN total que se estudió con AONc 

heterólogo de las histonas H1 y H~, lográndose caracterizar el inicio de la 

expresión de estos genes. 

Mientras CZ\1ª para 84 dicho inicio se observa. a las 12 horas 

deapuéa de inicia.da la imbibici6n, para el caeo de 8 3 apn.rentemente ocurrió 

haata laa 36 hor••· Esto5 resultados podrian interpretarse asumiendo que no 

existe una coincidencia a nivel de la exp.resión de '!stos dos genes. Sin 

emba:-go, la literatu.ra indica que al menos entre los dimeros de H, y H4 en 

maiz, trigo o arroz durante los estados iniciales de la germinación existe una 

expresión simultanea. de ellos (Gigot, 1988; Chaubet et al. ,1991; Lepetit et 

al. ,1992; Koning et al. ,19921, Una interpretación más realista de estos 

resultados debe de tomar en cuento'j el hecho de que los experimentos para 

obse.rvar la cinética de e;<presión de 11 1 fueron .reali::ado::; con ARN extraido de 

materi.ll biol6gico que posteri:;cmt:!nte .se demo~tr6 que tenia •.m bajo vigor lo 

cual puede ocasionar que los eventos molecula.res durante la germinación se 

rt:!trasados la exprcsi6n de los genes de histonas 

consecuentemente afectada. Por el contrario, los resultados obtenidos para la. 

exp?:esión de H4 se oótuv.1.eron a partir de un lote de semilla!; nuevas con alta 

viabilid<id y vigor. Bn eate •entid.o, pod.ri.-oa predecir que al realizar 

experimento• de eate tipo a partir de un lote de •emill•• viqoroau (oon alta 

viabilidad) lo má• probable e11 que •• enoonUará una aoorrelaoi6n en la 

ezpreoión de ambos gene• a las 12 hora• de iniciada la iabibici6n. 
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Marcus, 1975; Ruderman. y Pardue; 1977; ·sun9 y DiXon, '1970; ·candido··y Dixon, 

1972). 

Por el, conti:ario,· erl el ·embrión· vegetal. la activación de la 

divi!lión Celular·.·no se prese~ta sirñultaneanien~e en tOdas las células, sino que 

se .h~ ·enéOntrad~.::1a :'exi~'t·eñ.cia 'de un ol:den progresivo de iniciación y/o 

activaciÓ~. ; ~os ·~~sul:tádos·· d~' Baiza ·et ,d., (1986, 1989) demuestran que las 

primeras RútO!lis. aparecen en células de mesocotilo de embriones de maiz a las 

12 horas de haberse iniciado la imbibición, seguidas en algunas células del 

nudo escutelar a las 16-18 horas y finalmente en células de raiz seminal a las 

18 · horas, lo que podr1a contribuir a que la expresión de los genes de las 

histonas se verifique de manera no simultanea a la sintesis de ADN. Además, se 

han observado picos de sintesis de histonas desde las 6 horas de iniciada la 

imbibición y llega a mantenerse constante a partir de las 12 horas hasta que 

se inicia la protusión de la radicula. 

La formación de nuevas proteinas histonas parece ser un requisito 

para que se d6 la replicación del ADN y la división celular. Sin embargo estos 

dos últimos eventos son posteriores a la elongación celular, puesto que se ha 

observado que durante la germinac:i6n de eje~ embrionario8 de matz dicho 

fenómeno (elongación celular) es un evento temprano que ocurre sin que se 

manifieste la división celular (Baiza et al. ,1986), at'.m cuando algunas figuras 

mit6ticas (en unas pocas células de la raiz y brote) pueden ser detectadas en 

los tejidos meristemáticos al tiempo 128 horas) en el que más del SO! de las 

semillas han 9erminado. Lo anterior indica que el papel de la duplicación del 

J\DN y los eventos previos a este, tales como la sintesis de histonas, podria 

contribuir a que los tejidos meristemáticos participaran eficientemente en la 

germinación via protusión de radicula para iniciar la fonnaci6n. de una planta 

completa (este trabajo; Baiza et al.,1989; Zlatanova et al.,1988; Zlatanova e 

Ivanov, 1988; VAzquez-Ramos y Osborne, 1986; Zlatanova et al. ,1987). 

Por otra parte, las observaciones de Baiza et al., (1986, 1989) y 

las de Zlatanova et al., (1987, 1988} apoyan la existencia de la sin tesis de 

las histonas como un evento temprano y previo a la del ADN nuclear e incluso a 

la replicación de tipo reparativo y organelar en embriones secos de maiz 

(Za rain et al, ,1986; Zlatanova et al., 19871. Estas evidencias indican que la 

existencia temprana de las proteinas de las histonas a las 6 horas de iniciada 

la imbibición en contraste con la presencia de la sintesis de ADN nuclear 

hasta las 15 horas, podria interpretarse como un mecanismo utilizado por la 

célula vegetal para reorganizar al genoma (Baha y Sánchez de Jiméne:., 1989). 

La multiplicación celular parecerla ocurrir fases tardlas de la 

germinación, por lo que la sintesis replicativa del ADN nuclear se observa en 
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de H,. Loa reaultado• que obtuvimo• indican que a la• 27 hora• de babel:•• 
imbibido lo• embriones de mai:1 en pre .. noia de e•te fitoregul.ador la -Aal de 

hibridación •• mb fuerte en le• erabrion•• tratado• que en loa control••. Sin 

embargo, habrá que caracterizar los tiempos anteriores a 27 horas para 

verificar el efecto de la b~ncil-adenina sobre la transcripción de los genes 

de las histonas, dado que este es un resultado preliminar. 

Por la que rtl9Pftet& • la orqanizaoión de loa 99nea dli la hi•ton.a 

H, en el genoma de mai1: 1 loa reault&dca obtenido• mueatran la preaencia dia 

múltiple• bandas de diferente• pe:aoa moleaulan.11 1 la cu.al ea una clara 

evidencia de que lo• geneu de la hiatona 91 N enouentran como elemento• 

diaperaoa en el ge.noma. Lo anterior correlaciona oon los reaultadoa obt.nid.oa 

por Taba.ta et al., (1983) en trigo; oon loa de Chaubot •t al., (1!J89) en mai:z y 

con otra• 'W!gatalea donde ae demueatra la preaencia de loa ge.nea de la• 

biatonaa Bl y 81 como eletn11ntoa diq>eraoa en el qenoma y ademia formando 

familiaa multi9'flicaa. 
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e o N e L u s o N E s 

Bajo condiciones normales (semillas con alto vigor), Ja expresión del gen de la 

hlstona H, orurre 12 horas despuk de lnisiada la Imbibición. Es posible que ocurra 

transcripción de dicho gen antes de las J 2 horas dado que en esle trabajo no se exploró ningún 

momento previo a este tiempo. Sin embargo, Jos datos aqul reportados, sugieren que en el 

embrión de maíz no parece haber ARNm de origen materno almacenado ya que no fue posible 

observar ninguna seilal al tiempo O. Se requiere del empleo de técnicas más sensibles tales como la 

de protección al aloque por Nucleasa SI o PCR parn estar absolutamenle seguros de esta 

posibilidad. 

De manera interesante, pudo observarse que cuando el vigor de la semilla está 

disminuido, algunos eventos moleculares relacionados con la germinación, tales como la 

expresión de los genes de las histonas H3 y H4 • se ven afectados. Concretamente, en ejes 

embrionarios de maíz con bajo vigor debido a un periodo prolongado de almacenamiento, el 

momenlo de inicio de la transcripción de los genes de las histonas H, y H, se retrasó hasta 36 

horas después de iniciada Ja imbibición. Por otra parte, Ja adición de benciladenina, parece 

incremenlar Ja expresión del gene de Ja histona H, . 

Pugto que la 11pmión dtl 1en de I• hjstona H4 oarye ()(Unir 12 horas 

dr!puk df' inkiada 11 imbibición. mif'lltn1s que la !!(nttsi!I reolkativ• drl ADN no se initin 

tino hHta laJ 16 honu. oodemos •finn•r aur dunmtt la genninac:ión la nprtsión dense 

un no q timulbnea ••• IÍDlr!Íf del ADN. 

Finalmenle, el análisis del patrón de hibridación de Ja sonda del gen de Ja hislona 

U:f con el ADN de maíz indica que dk;bo 'gen 1e encuentra «ptfido y disDfno m d unom• 

de ef(t organi!mo. 
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