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Loa mecanismos de diferenciaoi~n oon uno de los aapectoa m!l!J 

sobresalientes en el eetudio de loe organi1U1108 viTO•, 1u eatudio va hasta 

el origen mismo de loa organinmos pluricelulares y 101 l!lec&Dis;io111 evoluti·· 

vos que han impulse.do la formaci¿;n de estos mecaniamoa. 

Dentro de una cllula los mecanieJDC>tl de diferenciaci&n eet!tn 

en au origen en el núcleo, y mas eapecificamente en el complejo de DRA y 

prote!naa denominado cromatina; por eeto ha. sido de gran illportancia el 

estudio de la estructura de la cromatina y d.e laa prote!naa aaociadaa e. 

.fata. 

Entre 1011 procesos de d1terenoiac.l4n en planta.e, la germina

ci~n ha Dido quid: la 1111.B eatudiada por ser nte wi buen 110clelo para 11u 

estudio. Por otra parte exi11te11 p:roceeoa de en 101 que una cllula oon 

tunoi~n bien definida puede 1er indYcid& baaia la to:r.aoi6n de un teji-

do de caracter!eticaa bioquímica no diterenciadaa denominado oallo, esto 

es tamhiln un buen modelo ]')ara el estudio de loa lleC&niUG.• de diterencfo

oicfn. 

Existen ·•arias teor!a.u para explicar loa pl'l)aelloa de regti.la

oión de la expresión gen~tica, las que intentan explicar la causa del o

rigen de los procesos de diferenciación. Una de eBt!lll teor!as estt basa

da en la interaco16n del DNA con proteínas espec!ticea. 

Crom&tina 

El DHA de loe oreanieoo11 oucariót1co1 m se enoua.ntra como 

mol4culas desnudas en el mfcleo, Bino que eat& aiempr& con proteínas bit'.-
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sicas (histonaa) formando complejos de ducleoprote!nas llamadas nucleohis

tonas ( 1). Se piensa que las bis tonas .funcionan para. estabilizar las for

mas d~plex del DNA, para formar estructuras terciar~aa cromosoaa.les, y pa

ra evitar la accesibilidad de enzimas al DNA. A travls de estas caracte

rísticas, las hietonaa producen un efecto general de represión de lM po

sibilidades de expresión gen6tica, y pueden ser un prerequisito para la 

evolución de los organismos pluricelulares. La actividad de ciertos ge

nes específicos para cada tejido parace ser el resultado de la separa

ción de· ci~rtas histonas en sitios especiales del DNA. As! que de hecho 

el material geneticamente activo es la cromatina y no el DNA l!!l: !!. (2). 

La importancia de las hiatonaa se demueatra por 11u eatabi

lid.ád evolutiva. En todos los animales y plantas se encuentran cinco 

tracciones 111a1oree, al •apararse electrofo~ticamente1 ad~ la secuencia 

de la 1118j'Or parte de ellas es similar entre diferentes especies. Las cin

co fracciones en que se separan, se han dividido en dos grandes grupos 

dependiendo de su contenido en arginina y lis.ina.. 

La fracción denominada H1, tiene la mayor relación lisins/ 

arginina, y se le denomina por ello fracción rica en lisina, estas hietonae 

son 1as ~ice.s que tienen cierta variabilidad de especie a espeoie. En las 

estructuras cromosomales denominadas nucleosomas, se les encuentra única

men·~e en las zonas que separan cada una de las subestructuras, as! que no 

son indispensables para la estructura de superlldlice que resulta en la for

mación r'n :os nucleosoma.s; pero son de vital importancia para la formación 

de la eetruotura. terciaria de la cromatina. (4,5). 

Las hiatonae d1nominadaai H2a, y H2b contienen una relAción; 

de lis!ne/arginina de entre 1.0 y 2.5 por lo que se lee denomina tambitfn 
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ricas en lisina. Estas histonas se encuentran en las aubunidades cromo

somales fonnando parte directa de loe nucleosomas, aunque no son indis

pensables para la formación de la superhélica. EYolutivamente han cambia~· 

do poco y son una de lrs hietonas mas facilmente foeforilablee. 

Las histonaa H3 y H4 se lee denomina ricas en arginina, ya 

que contienen una relación do lisina/arginina menor de uno, son indis

pensables para la formación de loe nucleosomas, pueden incluso renatura,.. 

!izarse loe nucleosomas con solamente estas histonaa. La conservación evolu

tiva de su secuencia de amino~cidos ee realmente asombrosa, pues practi

camsnte no han cambiado, esto es, lae presiones evolutivas para conser

varlas son enormes. 

En los últimos af'loe se ha estudiado intensivament:i la eetruc·· 

tura interna de la cromatina como reeul tado del deecubrimiento de la exie·· 

tencia de subunidades que se forman. al digerir euavemnete la cromatina 

completa con DNAsa.estafilococal. Se les ha llegado a determinu- eiertaB 

caracter!eticas ostructuraleo por una gran varieded de m~todos {8). 

Lo 11188 sobresaliente de estas subestructuras es el hecho de 

que oon consta.nteo en estructura y composición en toda la cromatina, y se 

ha encoantrado que es general en todos loe eucariotea estudiados. 

El DNA en cada uno de los nucleoeomas tiene configuración de 

superhélice que esta sostenida y estabilizada por medio de las hietonaa, 

sobre todo por las R3 y H4. Cada una de estas estructuras tiene un tama

fio de 25 Y aproximadamente (5,6,7). 

Entre cada una de estas estructuras ae encuentro una región 

de DNA que co eapecielmente sensible a la.o DNAeaa, y no fo:rma parte de la 

estructura anterior, esta regi~n e&ta cubierta sobre todo por hietonao del 
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tipo H1 • Loe nucleoeomas tienen ademd:s una gran cantidad de proteínas que 

no son indiepensablee para mantener la estructura de estas subunid.ade0 , 

pero son parte del sistema de represicfo y producción de BNA. F.s aqu! fln dnndr, 

figuran las proteínas cromosomalee que no son hietonas, y que oon,en su 

mayor parte proteínas kidas asociadas a lao h11tonas por uniones iónicall (3), 

Los procesos de diferenciación se han eet1.\diado sobre todo ~.J. 

nivel morfog&nico, pero hay todavía una gran cantidad de interrogantes i::o-

bre los mecanismos moleculares en el mfoleo que producen la diferenciaci<Sn. 

Un.a de las teorías se basa en la interacción 1mtre lae hiBto·· 

nas y las proteínas ácidas de la cromatina; segWi esta teoría las bisto

nas producen u.na represión general de la expresión gen6tica, y son las 

proteínas !Íoidao las que permiten la expresión por la nulificaci&n de la 

rep:r:eeión de las hietonae por medio de la asocición con estas (10). 

Germináoión 

La aparición de la radícula a traves de la cubierta de la 

semilla es considerado como germinación, Sin eml>argo este fenómeno esta. 

precedido por una gran .1)8.Iltidad de procesos moleculares que son parte de 

la ~:minación. 

Cuando la semilla o el fruto es liberado de la planta, usual

mente el embrión no estií totalmente deonrrolle.do, y necesita un per!odo 

de secamiento antes de tener la capacidad de germinar ( dorma.ncia), 

Los proc:.:r ,. ;i molecula.ree no se conocen, pero se sabe que la habilidoo de 

germinar es pa.ralel11. a la dieminuci&n en el contenido de agua. 

Cuando la semilla eett madura, solo las condiciones extor

nas influyen en la germinaci6n. El 8€Wl• ee conditio sine qua non. La toma 
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de agua por las semillas aecaa empieza con el hinohamiento, que ea un pro

oeso puramente t!aico que involucra la hidratación do laa maoromolloulas 

contenidas en la semilla ( carbohidratoa, y prote!nu principalmente). 

La distinci&n entre el proceso tísico y los procesos bioquí

micos no eatan bien delineados, en alguna.e semillas por ejemplo la produc

ci&n de RNA mensajero empieza a los 30 minutos despues de haberse inicia

do la entrada de agua ( 11). 

La energ!a eo necesaria para la germinación, se produce ATP por 

fostorilacid'n en cadena respiratoria. Por esta ruón la presenoia de óx!

geno es un prerequisi to para la gel'llinAción. 

La temperatura es un factor illportan~ para la germhación, 

y usualmente refleja las condiciones en que se deaarrolla la planta en su 

habitat normal. 

Los mocani81110s moleculares de la germinación deapues de que 

la.u condiciones externas se han logrado, han logrado, han sido estudiadas 

en algunas semillas. Se han descrito varios mecanismos, y se han encontra

do algunas características generales en todos ellos. 

Se pienea que uno de los fenómenos indispensables para desa

tar loe proceeos germinativos, es la s!ntesie de proteínas. Para llevar 

a cabo la síntesis de proteínas ea necesario a su vez la preeencia de 

poliribosomaa, este es uno de los primeros fend'menos que ae observa cuando 

ne inicia la germinación { 12). El RNA involicrad.o elll los poliribosomas 

puede a~ e 'llA sintetiza.do durante la maduraci•fo del embrión, o IlNA sinteti~ 

zad.o de novo, 011to e11ti apayado por el hecho de que una de las primeras 

actividades encontradas en la germinación ea el de la RNA porlimerasa 

que exiete ya en el embrión (1~). 



Hay algunas enzimas que se activan inmediatamente al entrar 

el agua, enzimas que ya eetan sintetizadas; esta.e enzimas var!an de seailla 

a semilla dependiendo de las necesidades inmediatas (celulaaa. amila.a, 

proteaea, lipaea etc), otras enzimas son el producto directo de la sínte

sis de proteínas, de RNA mensajero reci6n producido o preexostente (14). 

La e!nteeis de DNA en el mfclllo es un proceso que se lleva a ca

bo unas horas mas tarde, para dar paso a la divisi6n celular. No se eabe en 

que momento ee lleva a cabo la síntesis de las proteínas cromosomalee, aun

que esta se lleva usualmente antes de la duplicaci6n del DNA, especialmente 

las histonas. 

Desde el punto de vista hormonal, el prilller fen6meno que se 

obaerva, em la liberaci6n de iícid.o giberllico hacia el tejido alou.ronal, 

en dond,}>robablemente hay receptoree eepec!ticoe. En la aleurona se indu

ce la s!nteeis de un gran mfmero de hid.rolasaa que movilizan materiales de 

reeena, ae cree por otra parte, que, como reeultado de la actividad de lar, 

nucleaeas, se liberan las citoquininas que están contenidas qu!micamente 

en loe ácidos nucleicos (ciertos RNA de transferencia), las proteáaas li

beradas producirían triptofano a partir del cual ee sintetizaría el ácido 

ind.olacltico, estimulando la elongaci6n. El embri6n as! inducido crece y 

rompe la cubierta que ha sido parcialmente degradada por las pectinasas y 

celulasas producidaa para lograr la elonge.ci6n celular. 

En orden de aparici&n, la radícula es mas colllÚI encontrarla 

en primer :•'ll8tll', y deepu6s el coleoptilo; esto es regla general en el ca

so de las monocotiled&'neas como el trigo. Como resultado de la gravedad, 

el ~cido indolac~tico emigra diferencialmente hacia cada uno de los 6rga

nos formlidos (radícula y coleoptilo), estos a eu vez producen las reaccio-
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nee geotr6pica.mente diferentes en cada Órgano, debido a la diferencia en 

la sensibilidad del coleoptilo y la radícula. La rad!cula se dirige r.acia 

aba.jo, en un geotropismo positivo, mientras que el coleoptilo se dirige 

hacia arriba en un geotrpisl!IO negativo. 

Tan pronto como el coleoptilo esta expuesto a la luz, dife

renciar.í su aparato fotoaint~tico completo, y la germinación se conside-

ra como terminad.a, para dar paso al estadía de deaar1"0llo de la planta (15). 

Cultivo de tejidos 

Para reconocer los factores que influyen en el desarrollo del 

embrión, se han usado principalmente medios artificiales que reeplacen los 

nutrientes que aporta el enaospermo, sin embargo no solamente se han usa

do embriones, sino tambi~n otros Órganos de la planta para lograr la dife

renciación de un tejido hasta la formación de una planta completa. 

En el caso del embrión, antes de la formación de la planta, 

ee forman callosidades en la superficie del embrión, cuando este esta cul

tivado en un medio que le proporcione una citoquinina y una au.xina en con

oentracione tales que inducen este fenómeno; es ta callouidad puede en tor.

ces <i.iferenciar hacia la planta completa, cuando se le pone en el medio 

adecuado, pasando por un estadio que se parace al del embrid'n ( 53•). 

El t~jido foIYJlado antes de la rediferenciación se ha.reconocido como un te

jido no diferenciado con posibilidades totipotenciales (53). 

Los intentos para conservar las callosidades no se resolvie

ron hasta que no se reconoció la importancia de la.e fitohormonaa sint!Tti

ca.s o naturales y la.a vitaminas en la promoci6n de la división cel\llar y 

la conservaci6n del estado no diferenciado (53). 



La producción y conservación de callosidades vegetales se ha 

reconocido como un fenómeno que tiene gran importancia para el estudio de 

loe mecanismos morfológicoo, bioquímicos y moleculareo de la diferenciación. 

Desde el punto de vista morfológico se ha estudirido, la regu

lación que tienen ciertas células, así como su posición relativa para la 

formación de tejidos diferenciados (embrión a partir de callo (54)). Desde 

el punto de vista bioquímico se ha estudiado la regulación de ciertos pro

ductos secundarios con vis't;,as a la producción industrial de estos produc

tos en condiciones reguladas (16). Sin embargo los mecanismos moleculares 

involucrados en la producción y mantenimiento de este tejido no ha tenido 

mucha atención. 

Se han encontrad.o sin embargo problemas para la inducción y la 

conservación del tejido no diferenciado, una de las barrera.11 ha sido la 

heterogeneidad de respuesta de diferentes especies y tejidos hacia las di

ferentes hormonas naturales y sinttftioae, y sus contenidos relativos. Se 

ha encontrado que las hormonas y sus concentraciones no dependen solamen-

te de la especie usada, sino del tejido usado para la producción de la ca

llosidad. Usualmente se usa un balance entre una auxina y una citoquinina, 

la primera ser.í la promotora del tejido no diferenciado, y la segunda es

timulm la división celular del tejido en formación. Sin embargo el meca

nism~ de acción de ambas hormonas no es simple, y ous efectos son dependien

tes de las concentraciones respectivas, de tal manera que estos no oon adi

tivos. S> · .an usado algunan otras hormonas como giberelina y 1foido abaÍsi

co, pero los resultados en algunoB casos no han sido consistentes. (17). 

Yrote!nas oromosomales no hiat&'nicas 

Se ha sugerido que catas proteínas participan en la regulación 
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do la e~reai6n geruftica, teniendo adelll!Ía funciones enz~ticae y estruc

turales en la cromatina. 

Eet&n definidas como aquellas prote!nae que 11e aislan de la 

cromatina o de los cromosomas, excluyendo a las hietonas. Eeta olaso de p:ro

te!naa probablemente se iranelapa con las prote!nae oromoaomalee ácida.o, 

y las fosfoprote!nas nucleares aunque no s>n idlfnticas. Loe métodos de ex-

tracci6n de estae:prote!nan se basan principalmente en extracciones bási

cas o precipitaciones ácidas, y esto hace que muy frecuentemente ee men

cionen las proteínas cromosomale ácidas, y la.e proteÍ?uil.B cro11oeo11ales no 

hiattfnicaa como sinónimos. La extracci6n de eeiaa proteínas no éa ficil 

por su tendencia a agregarne Wl8.8 con otras y con laa hiatonaa. Ha;y una 

gran cantidad de protocolos para 121 11tparaci6n de eetaa prote!nae, usual

mente ae obtiene la cromatina por el mGtodo de Huarig y llonnar (18), que 

involucra la atlparacicfo de la cromatina por eentritugaci&n aobre un col

chln de sacarosa 1.7 M, eeta cromatina puede permanece:r no suspendida, o 

suependida por varios m~todos. En el caso de mantenerse suependi.da ee pro

duce la disooiaci6n d~ sue componentes (19). 

Uno de los métodos más empleados para la obtenci6n de las 

proiteínaa eromoeomales no histtfnieas ea la obtenciaón de prote!naa en eo

luci&'n de 1% SDS despue's de haber eliminado las histonas por medio de IÍci

do mineral diluído. El m~todo preferido para loa experimentos de recona-

ti tuoi6n de la cromatina ee lleva a cabo por medio de la extra.ccid'n de las 

p:rote!na~ ·on una eoluci6n de urea 5 M y Na Cl 2 MJ eliminando el DNA por 

medio de la hidroxiapatita, y las hietonaa por medio de una colwma de 

interoP.mbio i&nico. Otros m~todoo involucran la extraceid'n de las proteínas 

de la cromatina soluble con una eolucid'n de NaOH 0.2 ~. o la precipitaci6n 
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de las proteínas de la cromatina aolubilizada por medio de HCl y H2so 
4 

0.2 N. 

El nmnero. de proteínas oromosomales no hist&nicas, y 6U hete

rogeneidad, las hacen especielmente diferentes de las hietonaa. En número 

se han separado de 20 a 115 en tejidos animales y alrededor de 16 a 20 en 

tejidos vegetalea (20). 

Sus caraoter!sticao fiaicoqu!micas ion especialmente ·contras

tantes con las de las histonas. Las proteínas croraosomales no hiet6nicas 

tienen usualmente una relación de aminoácidos b!Ísicoe/ácidoe de 1.?. a 1.6. 

Loe pesos usualmente estan entre 10 000 y mas de 100 000 daltonea, en el 

caso de polip6ptidoe indiv.tduales. Sus puntos isoeltfctricoe eetan entre 

3.7 y 9. En el caso de las proteínas cromoeomalee no histónicas de timo 

de ternera y de algunos tejidoe animales en cultiYo, ae han clei.ficado de 

acuerdo a alguna.a de sus caracter!sticae, sobre todo de peso molecular, 

punto isoel6ctrico y composición de amfnoi{cidos. Incluso ee han aislado y 

purificado algunas de ellas, Una de estas, la denominada mc17 (high lllObi

lity group 17) se ha secuenciado completamente, y se han hecho ensayos de 

funcid'n, sin embargo en su interaccid'n con el DNA no se ha observado ea-

pecii'ioidad ( 21), 

A diferencia de las histonas, las proteínas cromosomalea no 

hisMnicaa tienen una gran especificidad de tejido, sobre todo entre aque

llos tejidos que tienen una morfolog{a lllllY diferente; se han estudiado Blll-

pliamente i.as diferencias y eimili tudes de laa prepaa:aoiones de diversos 

tejidos de rata incluyendo tejidos en cultivo; ae ha enoontrad.o que exis-

te una P;'l'an cantidad de diferencias entre loa diferentes patronea electro

foÑticos de eotos t~jidos sobre todo entre tejidos con poca relaci6n mor-

i 
1 
i 
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l&gioas : tejido de cerebro, oorazdn o hígado contra supra.renales (22). 

Se ha investigado ampliamente el papel de estas proteína.a 

en la derepreeión de la síntesis del RNA. Por medio de cromatina recone

ti tu!aa con prote!na.s cromoSQmales no hist6nicas de diferentes or!genee, 

se ha demostrado que juegan un papel muy importante en la especificidad 

de la cromatina para producir diferentes especies de RNA. Se ha demostra

do que la acción de estas proteínas en la derepresión se lleva a cabo por 

su conjugacid'n con las hietona.s que producen la represi6n ( 23,24,25). 

Las proteínas cromosomales no hist6nicas se han estudiado 

~ambi&n durante el ciclo celular, y se ha demostrado que la síntesis de 

algunas de ellas es concomitante a loe cambios sufridos durante el ciclo 

celular (26). En otros caeos se han estudiado los cambios su.!ridos durante 

el ciclo , en las fases G
0
y G1 en c&lulas normales y c6lulas transformad.as, 

y se ha sugerido que tienen un papel importante en loe cambios estructura

les y funcionales de la cromatina ( 27). 

Otros datos apoyan la hip6tesis de funciones específicas du

rante el ciclo celular. Mientras que las histonae no cambian en su rela

ci6n cuantitativa con el DNA, las proteínas cromosomales no hist6nicru; 

sufren amplios cambios durante el ciclo celular en cantidad con respecto 

al DNA y a las histonas (28). 

Le. i!nica modificación postrascripcional que se ha estudiado en 

estas proteínas es la fosforilación, Se ha podido determinar que hay cam

bios en 10~ patronee electroforlticos por fosforilación en diferentes esta

.dios de diferenciación en animales ( 29). Sin embargo no ha sido posible 

relacionar los cambios en foaforilación con cambios en la función de las 

prote!naa, al menos su especificidad por el complejo cromoaómico permanece 

inalterado (30). 
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La evidencia del papel regulatorio de estas proteínas ea 

muy grande, sin embargo el mecanieillO por el cual esta. regulación se lleva 

a cabo eet' muy lejos de visualizarse porque no ee el Wiico medio de re

mover las hietonas para promover la e!nteeie del RNA. Se ha demoatra.do 

que ciertas fracciones de RNA tienen la misma capacidad (31) y algunos 

cationes (32). 

Por otra parte ee ha querido determinar con precisión la 

distribución de las proteínas cromosomalee no histónicaa en la cromatina 

y se ha encontrado que de 80 a 100)6 de estas proteínas se encuentran en loe 

sitios activos en la transcripción, mientras que solo un 5 a 10 % del DNA y 

de un 20 a 40 % de las histonas ee encuentran en estos sitios (9). Se ha 

detenninado por inmunofluoresencia que existen proteínas específicas que 

se encuentran en loe "puffs" de loe cromoaomas poli t6nicos ·de Drodophila, 

pero además estas proteínas se encuentran ya en los sitios que serhi 

"puffa" desde el estadio larvario. ws "puffs" son regiones en los que 

existe una abundancia en la síntesis de RNA (33). 

Se ha pensado tambi~n. que estas proteínas tienen un papel 

estructural, sin embargo h!\Y mucho menos evidencia de esto, sobre todo, 

porqt1.e loe ~todos de extracción son tan drásticos que el estudio de in

teracciones despues de su extracción y purificación ha sido muy difícil, 

sin embargo se ha determinado que las proteínas HMG 1 y HMG <' (high movili

ty group 1 y 2) de timo de ternera, aumentan el Tm del DNA al que se aoo

cian de 4r.0 c a 65°c, se ha demostrado adellllÍs por espectrosccip{a de dicro

ísmo circular que los complejos que fonnan no son ~l azar ( 34}. 

Por otra parte se ha determinado que las proteínas no hietó

nicas eetiúi mas relacionadas con los espacios entre los nucleosomas que 

con loe nucleosomas miemos (8). 
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Proteínas cromosomales no hist&nicas en plantas 

Lae proteínas cromosomales no hiatónicas en plantas han si

do examinadas en varioo sistemas, pero la información es muy limitada com

parad.a con la existente en animales, Existen reportes en plántulas de fri

jol (35~, poien en desarrollo (36), cultivo de tejidos de zanahoria (37), 

y plántulas de maiz ('8), trigo (39) y haba (40), así como~ (41) y 

Spirillum (42). 

La heterogeneidad de estas proteínas en diferentes tejidos 

ha sido en general poca, por ejemplo en diferentes tejidos de una plán

tula de ma!z, las proteínas cromosomales no histónicae don idénticas en 

gelee de acrilamida, usando varias t~cnicaa de extracción y varias téc

nicas de geles de poliacrilamida (38), ein embargo en diferentrs partes 

de hipocotilo de frijol se encuentran ligeras diferenciao (35), lo mismo 

que en diferentes órganos de una plántula de haba (40) y trigo (39), 

Reiner y Mateumoto han estudiado la cromatina de zanahoria 

en la transformación d?. callos en cultivo in vitro hacia la formación de 

embrión, encontraron solo pequefias diferencias en patronee electroforé

ticos de las proteínas cromosomales no histónicas entre ambos tejidos, 

Sin embargo la velocidad de síntesis del RNA llevado a cabo con croma

tina reconstituída con proteínas cromosomales no histónicas de los dos 

diferentes estadios de diferenciación, fué diferente, siendo mas elevada 

con prateínas cromosomales de embrión que de loa callos (37). Yaeuda y 

Sash:.iki :, "'ont:-Jro1. r.<. to;;c,u,01te diferenteo velocidadei. de e!ntesis, sino 

que correlacionaron este cambio con la disminución de dos ¡irote!naa cromo

::;r;malee no histónicas ( 43). 

Hay poca información sobre foaforilación de las proteínas ero-
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mosomalee no hietónicas en plantas. Van Loon y colaboradores (41) evalua

ron la foeforilación in vi tro e in vivo de las prote.Cnas oromosomales en 

Lemna (chichicaotle), y cebada; encontraron que la mayoría de las foofo

rilaciones se encuentran en las proteínas cromooomaleo no hiatónicae ha

biendo de 15 a 20 proteínas foaforiladas con un peso molecular de 104 a 

105; el fósforo lo recuperaron como serina de fosfato. Encontraron ademáa 

cambios en loe patronee de foeforilación durante la ge:rminación del cen

teno, pero loa perfiles de las prote!na.s obtenidas de raiz y broten fue 

muy similar (44), concluyen que los cambios durante la genninación pue-

den no ser el resultado de la diferenciación. Al igual que en ani.Jnales 

(45), la foeforilación solo incluye al 0.196 de las proteínas aproximad.amen

to, as! que existe un aminoácido foeforilado por cada 100, lo que repre

senta para una proteína de 40 000 daltones de peao molecular, 4 fósfo-

ros por molécula (44). 

Se ha estudiado tampién el efecto de las auxinas sobre las 

proteínas cromosomalee no histónicas. Se sabe que la auxina sintética 

2,4-D, en pl!Íntulae de soya provoca un gran J.ncremento on la síntesis de 

BNA en la región madura del hipocotilo (46), eete incremento está dirigido 

sobr~ todo, hacia la prodücción del RNA ribosomal; se piensa que este au

mento se debe a la mayor actividad de la RNA polimerasa I (47). El !Ícido 

indolacético por otro lado provoca el incremento de todas las especies 

de RNA aunque la RNA polimerasa II aumenta colo en un 30 96 (46). Por ello 

se ha pnrn'.•do que hay une. modificación en las caracter!aticae en la cro

matina. Efectivamente Yasuda y Yamada encontraron que el 2,4-D (2,4-Diclc

rofenoxiacetato) se une a la fraccióm hieónica rica en lisina y provoca 

un cambio en sus características convirtiendola en proteína extraíble con 

soluciones básicas como las proteínas no hist6nicas. Murray y Key (48), 

..... 
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encontraron por otra parte, un aU11Jento in vivo en la !osforil~ci6n de 

prote!nas cromoeomalee de hipocotilo de soya despues de tratarlo con 

2,4-D ; la mayor parte ~e la fouforilaci6n ee llev6 a cabo en lae pro

teínas cromoeomales no hiet6nicas;sin embargo, loe perfiles electroforé

ticoe no cambiaron. De aquí podría deducirse que la fosforilaci6n en 

ciertas proteínas en momentos específicos juega un papel ,importante, 

mientras que los cambios cualitativos de las proteínas son de menor im

portancia. 

Se ha:ldescrito po etra parte, inhibidoreo de la tr8.Il8crip

ci6n en proteínas cromosomales no hist6nicas durante el ciclo celular 

en Spirogira (49), y en cotiledones de chícharo (~ sativu.m), en 

este caso el inhibidor se reconoci6 como una foeforilasa de UTP (50). 
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OBJETIVOS 

Este trabajo está dedicado al estudio de los cambios ocurridos 

en las proteínas cromoeomales no histónicas en doe procesos que parten del 

mismo punto, La germinación y la producción de callosidades (tejido no di

ferenci~do) son procesos que parten del mismo tejido (embrión), pero depen

diendo de las condiciones externas (concentración de fitohormonae), ee pro-

duce uno o el otro. Las diferencias morfológicas de ambos tejidos es muy 

gra.~de, su bioquímica íÍ~tá poco estudiada, pero se sabe que es muy diferente 

en una gran cantida<bie aspectos {55), y sobre todo funcionalmente son muy 

diferentes. 

Loe callos usados necesitan de una gran cantidad de nutrientes 

para eer generado y subsistir, y ee sabe por ciertos estudios bioquímicos, 

que eue características son mas bien similares a los de raíz, porfo menos 

en lo que se refiere a eu metabolismo nitrogenado (55), 

La plántula tiene una gran cantidad de funciones que le son eepe

cíf.icae, sobre todo la aparlción y desarrollo de cloroplaetoe, por no ha

blar de su estructura anatómica; la raiz por otro lado tiene tambiln una 

gran cantidad de funciones que le son propias, y eu estructura anatómica 

es tambi6n específica de ese tejido diferenciado, 

Las diferencian entre estos tejidos (embrión, callo y ra!z), de

ben estar en Última instancia en la expresión genética de la cromatina, por 

esto ea m··'.Y lmportante el estudio de loa factores que afectan esta expre

sión. Las proteínas cromosomales no histónicas son buenos candidatos para 

estnr Involucrados en este macanismo, ya sea en eus cambios cualitativos 

E!! ~ o por modificaciones como la foeforilación. 
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II MATERIALES Y METODOS 

F.mbriones, pllÍntulas y callosidades 

Las semillas usadas fueron Trigo (Triticum eastivum) de la varie

dad Potam S-70; ésta fué la fuente para el rento de los tejidos. 

Loo embriones se obtuvieron por el método del Dr. Stern, modifi

cado por J. Garc!a (58). Este método sonsiste en la molienda de semillan 

completas en una licuadora Osterizer, usando 200 g de semillas, y moliendo 

durante 10 segundos a la velocidad m~xima. Las semillao molidas se pasaron 

por tres mallas ( Nº 8, 16 y 32); el material que permaneció en la malla 

de trama mas pequefla, se molió de nuevo, esto se repitió tres veces. El 

material de la malla de tra:na mas pequeña se uoó como fuente de embriones. 

Usualmente se usaron de un kilo a kilo y medio de semillas para cada extrac

ción de embriones • 1'~1 material obtenido se virtió en un vaso que contenía. 

aproximadamente medio litro de una solución de cloroformo-ciclohoxano en 

proporción de 24 a 1 respectivamente. 

El material que permanece flotando se recupera con una malla de 

metal, se seca sobre un embudo Bilchner al vacío, y se limpia de material 

ligero soplando sobre el vaso de precipitados conteniendo el material. El 

producto obtenido eode un 30 a un 50 % embriones puros, el resto del mate

rial son grd'.nulos d" almidcfo eri su mayoría • .r;ste material ee uo& co1110 fuen

te para la extrar.ción de prote!nan cromosomales no hiatdn!cas de embrión. 

Los calloa fueron obtenidos por dos medioa. Uno de estos 

fué el cultivo de semillas comp]etas en medio de Muraohige y Skoog, como 

111edio basal. 

Las semillas se eoterilizaron sumergiéndolas durante dos 

minutos en una soluci6n de etanol al 7<:JX,, esto es principalmente para tra-
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bajar las semillas con la tensión superficial baja, para producir una es-

terilización mas eficiente al poner a las semillas en contacto con una so

lución de hipoclorito de calcio al 10)6 durante 20 minutos (en realidad es 

una solución que se obtiene haciendo una mezcla de agua e hipoclorito de 

calcio al 10')6 vol/peso agitando durante cinco minuto¡ y filtrando a través 

de papel filtro, el filtrado se usa como solución esterilizadora), JJespuée 

de 20 minutos, se elimina el hlpoclorito de calcio, y se lavan las semi

llas dos veces con agua estéril, Las semillas as! obtenidas causan un 1a¡<, 

de contaminación después de 15 días de incubación en un medio de cultivo• 

La siembra de las semillas se hizo habitualmente bajo una 

campana de flujo laminar, en tubos de dos y medio centímetros por diez cm, 

estos habían sido llenados previamente con 8 mililitros de medio de induc-

ción. 

El medio de inducción fué el llamado Muraship,e y Skoog (¡.e/;), 

este medio contiene las siguientes sustancias: 

Para un litro de medio 

Solución A Cacl2•2H;f) 0,44 g en 10 ml 

Solución B NH
4

No
3 

1.65 g en 100 ml 

KN0
3 

1.9 g 

Solución e CoC12 •6H2o 25 g 

KI o.e~ en 10 ml 

Solución D KHzP04 0.17 g 

H3B04 6.2 mg 

Na:1100 4 'H2o 0,?.5 mg on 10 mg 

~:olución E MgSO 4 '711~,ü 
0.37 g 

Mnso
4

·H;,O 1'f m~ 

euso
4

•5n2c 25 /g en 10 ml 



SolucicSn :P 1'eso
4

•7H20 57 llg 

Na EDTA 74.5 mg en 5 al 
2 

Yihaina• Piridoxina 500 J"g en 5 •l 

Ti-ina 100.!g en 5 1111 

Acido nicot!nico 500/g en 5 al 

-inoaitol 100 mg en 10 al 

glicina 2 mg en 2 •l 

Pitohormona• 2,4-D dos miligramos en 10 ml 

cine tina un •iligramo en 10 al 

La •olucid'n de 2,4-D Be prepara llevando la aolucid'n a pH 7 

la clnetina •• dieuelve en una eolucicSn ligeramente leida (acidificando con 

HCl). El medio ae prepara añadiendo loa volifmenea que contienen cada W'lo 

de loa 1111triente11 en la concentracicSn indicada. 

Se añaden al mecl>s la aacaroaa ('O g por litro), y agar_ 

que se disuelve por calentamiento (agar para hacer una solucicSn. al 0.8)6). 

Se vierten 8 ml del medio en cada tubo. Loa tubos ee tapan con papel aluminio 

y se e11terilizan duran te 15 minutos a 20 11 bras de presi1fo. 

El medio de inducción como pJlede apreciarse, contiene una 

concentracid'n de fitohormonas de 2 partee por millcSn de 2,4-D y 0.1 pllrtes 

por nill&n de cinetina. 

Deapi!eo de ?1 días aproxi111adamente, de haberse iniciado la 

siembra se ~uede observar la formacid'n de un callo proveniente del embrid'n 

el cual ae resiembra, eJ.iidnando laa parte• diterenciadall en un medio K/S, 

pero esta vez conteniendo una parte Por mill&n de 2,4-D y 0.05 partea por 

millcfo de cinetina. Estoa callos fueron reae•bradoe en un medio id1fotico 

quince días despuee, el tejido :obtenido se usó COlllO fuente de proteínas 

cromosomalea no hist&'nicas. 
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En ocasiones se usó la siguiente combinación de fitohol'IU)

nas en el miSJDO medio de Murashige y Skoog, esta produjo un crecimiento 

mas homo~neo de los callos. Para la inducción : 4 ppm de Mecoprop ((2,me

til, 4 cloro) 2 fenoxi propionato), 2ppm de 2,4-D y 0.1 ppm de cinetina, 

para recultivar se uearon 2 ppm de Mecoprop, 1 ppm de 2,4-D y 0.1 ppm de 

cine tina. 

Para los experimentos de inducción de callos a partir de 

embrión se utilizó simplemente un papel humedecido con una solución de 50 

ppm de 2,4-D en condiciones estériles, y se colocaron las semillas estéri

les sobre él. 

Con este m~todo se logran tener pequeñas cantidades de 

callos a los seis d!ao de incubación. Por este mismo método ee pueden ob

tener tejidos intermedios entre embrión y la producción de callo, antes 

de que aparezca este. De la misma manera se ontuvieron loe materiales 

para los eetad!os intermedios para la Prc;>ducción de plántulas a partir 

de la semilla completa, pero en este caso se usó el papel humedecido con agua 

estéril sin añadir ninP,Una fitoho:rmona. 

Todos los tejidos obtenidos por estos medios se congela

ron inmediatamente despues de su obtención, para llevar a cabo la puxifica

ción de la cromatina. 

Extracción de prote!nas cromoeomaleo no hietónicas. 

La purificación de la cromatina se llevó a cabo pQr el fill

todo de Huang y Bonner (53), modificado de la siguiente manera: el tejido 

se descongela y se congela tres veces, despues de lo cual se le agrega 

Policlar DT (polivinil pirrolidor.a, Sigma) al 10 % peso/peso, se continúa 

la homogenei1.eción en mortero hasta obtener un pasta. Se agrega entonces 
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diez veces su peso, en medio de homogeneización, que consiste en Tris-HCl 

0.05 M (pH a), MgC12 0.01 M, y mercaptoetanol 0.01 M. Se homogeneizd' en un 

aparato Politron (Jlolitron, Lucerna, Suiza), llevando a la velocidad mitxi
o 

ma, durante dos minutos a 4 c. El homogeneizado se filtra por ocho capan de 

gasa y el residuo se resuspende en medio de.homogeneización y se rehomoge-

neiza en el aparato Politrón. En el caso del callo esto se repitió una Yez 

mas, y en el caso de la raíz se homogeneizó cinco veces en total. Despu~s 

de esta homogeneización, el filtrado se pasó por una malla de nylon de 

86 micras de poro, y con esto se eliminaron c~lulas que hayan pasado laa 

capas de gasa. 

El filtrado se centrifuga entonces a 4000 XG durante 30 mi-

mitos, el sediménto obtenido se resuapende en el mismo medio de homogenei

zación, se centrifuga una vez mas, esta vez a 10 000 XG durante 30 minutos. 

Eoto se repite una vez mas. El residuo obtenido se resuspende en una solución 

de aaoarosa 0.25 M, mercaptoetanol 0.01 M, se centrifuga entonces a 10 000 

XG, esto se repite dos veces. Por ~ltimo se reouependen lus residuos en una 

solución de Tris-HCl (pH 8~, mercaptoetanol 0.01 JI!, y se centrifuga a 

10 000 XC, este lavado se repite dos veces, con esto ee obtiene cromatina 

cruda. 

La cromatina cruda se resuspende en un pequeño volumen de 

Tris··HCl {pH 8) 0.05,M mercaptoetanol 0.01 M, y se pone sobre una solución 

de sacarosa 1. 7 M en un rotor de columpio del tipo S'i 56 ( Beckman, Palo Al to 

Cal.), y se centrifuga durante dos horao a 25 000 rpm. 

Deep1,1es de la centrifugación se elimina la aolución de sa-

caroea y el residuo ee coneidera como cromatina purificad.a. Esta cromatina 

eatií contaminada usualmente con almidÓn, en el ceso del embri6n, y conta-
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minada con restos de pared celular en el caso de ra!z y el callo. 

La cromatina obtenida, se dializa contra una soluci6n de 

Tris-HCl (pH 8) 0.01 M durante toda la noche. El contenido de la bolsa 
\ 

de dilÍl.isis se centrifuga a baja velocidad para recuperar la cromatina. 

Esta cromatina oe suspende en una soluci6n de NaCl de 

2 M, y se agita a 4°c durante 12 horas, o se homogeneiza en un homogenei

zador Polit:cón a baja velocidad, recuperándose el eobrenadante COllO ero-

matina resuspendida. El residuo se resuepende en NaCl 2 M y se homoge-

neiza en homogeneizador politron durante dos minutos sobre hielo. Se :re

cupera Oe eate 1110do un poco mas de cromatina, una tercera ho1110geneizaci&n del 

residuo da una pequel'la cantidad adicional. 

La cro11111tina. auspendida ae trat& entoncee con H2so
4 

0.211 

(concentración final) y se dej6 reposar por al menos eeim horas a 1,ºc, d1:1e

pdea de este tiempo se centrifug6, y se recuperaron laa prote!na1 lcidaa 

en el re1iduo. 

Las protc!nae se reauspendieron en Trie-HCl (pH 9), 0.01M 

y el pH se ajistó con NaOH 0.01 M para llevarlo a pll 9, de esta .-nera 

las proteínas fueron totalmente solubilizadas. Esta solución ae dializó 

durante toda la noche en contra del mis1110 amortiguador Tris-HCl (pH 8) 

0.01 M en el cuarto fr!o. 

Las proteínas dializadas se centrifugaron a 36 000 rp111 en un 

rotor Spinco SW 56 (Beckman) a 25°c dur:ante 18 horas, de esta manera el 

DNA conteni •lo en la solución inicial se eedimenta. Deapuis de ea ta centri

fugacicS'n, ae tomaron las dos terceras partea auperiorea de la p:reparaci&n 

como proteínas librea de DNA. En enaayou posteriore11 se encontn! qu.e la canti-

dad de llNA en esta preparacMn eetá por debajo del 1 ~ con respecto a las 

proteínas. 

Las proteínas se deterviinaron por el método de Lowrr y 

se liofilizaron. El !Mftodo de Lowxy (51) consiste en la adición de \lila 
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de cobre y una de fenol, a una muestra de proteínas, en este método se 

detel'!llinan las uniones pept!dicas (reactivo de cobre) y los aminoácidos 

aromnticoB (reactivo de fenol). El protocolo es OODIO oigue; se prepara 

una solución de Na
2
co3 al 2 % en una Bolución de NaOH al 1% estas don 

soluciones se mezclan en proporciones iguales en volumen, obteniendose 

as! la mezcla de la Bolución de cobre. El reactivo de Fol!n (reactivo 

de fenol), se obtiene comercialmente (Merck); Be diluye dos veces para 

ser uBado en la determinación. 

Para determinar concentracioneB de proteínas, Be usan 

0.5 ml de la preparación de proteínas por determinar, se agregan 5 ml 

de la solución de cobre y tartrato, y se dejan correr 10 minutos, al 

cabo de estos, se agregan 0.5 ml de la solución de Fol!n, y se dejan correr 

30 minutos, despues de este tiempo se leen los tubos a 750 nm de abeor-

vancia. 

La curva patron se prepara con soluciones de albúmina 

que tengan con entracionea que vayan de 25 a 250 microgramos por mili

litro, reil80 en el que la relación de concetraciones y absorvencias se 

mantiene lineal. 

La determinación de proteínas se hizo también por medio 

de la absorción de las proteínas a 280 nm en un espectofotómetro (Zeits) 

y se obtuvieron relaciones de absorvencia y concentraciones de proteí

nas. Este método fué de utilidad limitada porque muchas mvectras tenían 

compuei;i:cr r'enólicos en diferentes cantidades, que no hacía posible su 

comparación por absorción a 280 run, longitud en la cual absorven fuerte

mente los fen6licos por sus características aromáticas. 
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Ci:omatograf!a en columnas de DEAE-Celuloea 

Se usaro~olumnas de DEAE-celuloea (Sigma) para la sepa

ración de los componentes de estas proteínas. La columna usada fué de 

un centímetro por 20 cm. 

La DEAE-!celulosa se reactivó suspendiendola en una solu

ción de NaOH y dejándola reposar durante 30 minutoe, depues de lo cual ee 

lavó con agua hasta lograr la neutralidad. En seguida se lavó con una so

lución de H~l 1 M dejandola reposar unos 50 minutos, despuee de lo cual 

se lavó con agtia hasta lograr la neutralidad. El producto se considera 

DEAE activado. 

l.a columna se prepar.$ virtiendo la suspensión de DEAE-ce

luloea hasta tener una columna empacada de 20 cm, en la parte auperior 

ee coloc&' un pedazo de papel filtro y ee colocó la muestra de proteína. 

Usualmente en un volumen de uno a dos mililitros, exi11t!an de cinco a 

dlez miligramos de proteína. 

Se corrieron tres gradientes continuos, el primero de 

0.01 Trie-HCl (pH 8), a 0.1 M de NACl, en el mismo bu(fer, usando 20 

mililitros de cada una de las soluciones, de tal modo que el volumen fi

nal de este gradiente fué de 40 mililitros. 

El segundo gradiente se corrió de 0.1 M de NaCl a 0.4 M 

de Hacl, ambos en el mismo amortiguador de Tris, se usaron 20 mililitros 

de cada solttción, ao! que el volumen de este gradiente fué de 40 milili troa. 

El tercer gradiente fué de 0.4 de NaCl , uoandoee el 

mismo amortiguador Tria-HCl ( pP. 8 ), se usaron 20 1111 de cada una de lan 

soliucfon<?a, siendo la eegund;;i aoluci&n de NaCl 1 1'1; el volumen fin.al fu~ 

de 40 mililitros. 

Se reco-gieJ-on 120 fracciones de un mililitro cada una. 
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El flujo de la columna se mantuvo usualmente de 1.5 ml/min, por medio 

de una bomba peristáltica. La obtención de las fracciones se llevó a ca-

bo por medio de un colector de fracHones LJCB (Suecia), en los dos prime

ros gradientes se mantuvieron 18 gotao por fracción (aproximadamente un mi

lilitro), el ~ltimo gradiente necesitó 25 gotas por mililitro, ya que la 

mayor concentraci.Ón de oal pr.Jvoca que las gotas tengan un mayor volumen. 

Cada fracción ~e leyó tn un espectofotómetro Zeits a 289 nm. 

Gradiente se Sacarosa 

Se usó el método de Martín y Ames (52), aunque se hicieron 

algunas modificaciones. El método usado consiste en la centrifugación de 

una muestra de proteínas con una concentración aproximada de 1 'lll8!ml, 

usandose 0.2 ml para cada centrifugación. 

Se usó un rotor SW 56 en una centrífuga Spinco (Beckman). 

El volumen total por tubo del gradiente fué de 3.65 ml. El gradiente esta 

formado por do& soluciones de sacarosa, de 20 % y de 5 %disueltas en una 

soluci<'n Tris-HCl o,c5 M (pH 8), el gradiente después de formarse se gurr

d.a durante al menos cuatro horas a 4ºc .• 

Se corrió el gradiente de 8 a 12 horas, deepues de lo cual 

se colectaron 25 fracciones (tres gotas de cada una), por punción en el 

fondo~ o por sifoneo por la parte superior, obteniéndose siempre las frac

ciones del fondo primero, 

Cada una de laa fracciones ee leyó en un eepectofotómetro 

Zeita a 280 nm, para ser leídas las fl!Uestrae se diluyeron treo veces con 

una enlución de Trie-HCl (pH 8) 0,05 M, Se usaron como proteínas patróns 

ribolucleaaa, alb¡{mina y tripeina en concentraciones do 1 mg/ml, y se 

uHaron para la corrida un volumen de 0,2 ml en el que se encontraban las 

tres proteínas (cono, final 3 mg/ml), 
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.Análieie de aminoácidos 

Para el análisis de aminoácidos .Ge uoó una hidróliaio 

ácida (56), el a~lieis ae llevó a cabo en un autoanalizador por croma

tografía; Labotrón Ch:romatocord. 

Fara la hidróliois so usaron 10 mg de proteínas puras, 

estas se ouspendie:ron en u.na ampol~eta que se selló al vacío. La ampolle

ta se calentó entoncee a 100°c durante 24 horas con agitación ocasional. 

Despu6e de la hidról isio, el contenido de la ampolleta 

ee llevó .a 5 ml, y el ácido clorl'iidrico se elir.lin&' a baño maría, dejando 

los aminoácidos a sequedQd • Estoe ee resuspendieron en 5 ml de agua, y 

la solución se filtró. Se eliminó el agua de nuovo a baño maría, y esto 

ee repit.i.Ó hasta que el pH ce la aolución fu~ neutro. 

Loa amino~cidoa oe resuapendisron en un amortiguador de 

citrato 0.2 M (pH 2.2), y se analizaron por cromatografía en un aparato 

Labotrón Chromatocord. Este aparato consiste en dos columna.a intercambia

doras de iones, una pare hacer la separación d e loe amino~cidoe básicos 

y la otra para loe andnoácido3 ácidos, le muestra se hace pasar por las 

columnas a presión al vacío, el corrimiento dura as! aproximadamente 6 

horas. Los aminoácidos se identifican por du Rf y por su fluorescencia 

por su reacción con el isocia.nato. Para la comparación cuantitativa de 

loa a.~inoácidoa, se corren patrones con concentraciones conocidas. 

La obtención dP. las concentracionet porcentuales de la 

muestra U' nicieron con la a:yuda de un integrador autorM'. tico. Se tomaron 

en Clienta además las desaminaciones de la glutamina y la asparagina. 
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Determinaci6n de fosfatos 

Las preparaciones de proteínas esUÚI contaminadas con 

pequeñas cantidades de DNA y RNA, por esto se eliminó promero el DNA pre

sente por digestión con DNas~ usándose diálisi al mismo tiempo, para eli

minar los productos resultantes al mismo tiempo que la digestión se lleva 

a cabo. Sc> nsó el métotlo de Ffoke y SubaRow para la detenninación de los 

fosfatos ( 54). 
Para la eliminación del DNA, 0.3 mg de proteína pura ae 

disolvieron en 0.5 ml de amortiguador Tris 0.01 (pH a.5). Se agreg& 1 ml 

de DNasa que contenía 2.5 U ce actividad ~ DNasa Sigma). Para obtener cata 

soluci6n se toma:con 0.1 ml de una solución madre que contiene 25 U de acti

vidad por mililitro. 

La mezcla se dializó durante 1g horas a 32°c comtra agua , 

de esta manera los nucle5tidos formados por la acción de la DNaaa se eli• 

minaron al mismo tiempo que se formaban. 

A la solución dB proteínas librea de DNA se lea añadió una 

gota de H2S04 concet1tr:.do flllllllnte, y se evaporo a la flama hasta que el con

tenido se volvió café, ae enfría el tubo en agua corriente, y se agrega 

una gota de ~cido nítrico 2 N, y el calentamiento se continúa sobre la 

flama, cuando se desprenden vaporea blancos se deja de calentar, ee enfría 

al aire y se agrega 1 ml de agua y el tubo se pone en agua hirviendo duran

te cinco minutos. 

Esta soluci6n contiene fosfato libre que puede determinar-

se por el 11itodo de Fieke y SubaRow ( 54), este m6todo consiste en lo sigli.ien

t~: se determina la fonnaci6n de molibdato de amonio, por medio de un re

<l~ctor sensible a la concentraci0n de fosfatos en medio ácido. Se utilizan 



f"' : -27-

para este fin las siguientes soluciones: solución reductora, que contie-

ne 0.2g de 1-amino-2naftol-4-sulfonato, 1.2 e de sulfito de sodio y 1.2g 

de biaulfi to de sodio, esto se mezcla bien en un ¡aortero, y se toman O, 25 g 

y se disuelven en 1 0 ml de agua. El molibdato, es una solución de molibdato 

de amonio al 2.5 %. Se utiliza lfcido cul!lrrico 5 11. La solución eethidar se 

prepara dieol viendo 1. 3613 e de Y.H?O 
4 

puro en un 11 tro de agua. Se usa 

diluyendo la solución 1:10, as! que 1 m1 corresponde a una micromol de fóe-

foro. 

La determinación 130 hace simplemente usando 8 m1 de solu-

ción de hidrolizado de proteínas (esta preparación consiste usualmente en 

ml de hidrolizado mas siete mililitros de agua), a la que se le añadió 

1 ml de H2so
4 

5 N, y 1 ml de la solución de molibdato, 0.1 ml de la solu

ción reductora, y se lee la mezcla a 660 nm. 

La curva patrón se hizo tomando 0,1 a 1 ml de la solución 

esthidar de fosfatoo y llevando estos volumenee a 8 ml, de esta manera las 

concentraciones van de 0.1 a 1 micromol. 

Electroforesis en plac:as de poliacrilamida 

Para determin1r los patronee electroforéticos se usó un 

método modificado del método or.lginalmente descrito por Manzel ( 57). 

Este método conai:;te en usar un aparato que es basicamente 

el mismo que para los geles en tubo, pero la corriente pasa a través de 

toda la ~l: -~ de aproximadamente 30 x 30 cm, las muestras se ponen en loe 

canales que deja un peine deepuea de la polimerización de la acrilamida, 

Se uearon las siguintes soluciones para la preparación 

de la placa: solución de acrilamida y bie acrilamida en proporción de 
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30:0.e, amortiguador Tris-HCl (pH 8.8) 1.5 M, Tris-HCl (pH 6.8) 0.05 M, 

SDS (dodecil.sulfato de sodio) 10 %, TEMED (N'N.'N, trimetil, etil-etilen 

diamina), y ~cido persulfónico al 10 % (APS), 

La placa se prepara de la siguiente manera : se unen las 
~ 

placas de vidrio con dos tiras de pl~stico a los dos lados, untadas con 

vaselina tambi6n, se fija por medio de dos mariposas a l<>s lados, y se 

sella al fondo con una .solución de agarosa al dos por ciento. 

Las soluciones para formar el gradiente se prepar'.lII de la 

siguiente manera 

Solución 7% 20 % 

AcrH/bia ;:>,33 ml G.6Gml 

Tria J ,5 11 (pi! u) 1.2) ml 1.25 ml 

SDS 1r.J)6 100 microli tros 100 microli tros 

Agua 6.266 ml 1,9331111 

APS 10 % 50 microli troa 50 microli tros 

Volumen total 10 ml 10 ml 

Después de agregar el APS, se agita la solución y se vier-

te cada una de las soluciones en un mezclador de gradientes, y se pasa la 

solución a la placa, Se deja unos 15 minutos, Despu~s de lo cual se ha 

polilrerizado la acrilrunida, 

La oolución para la formación del gel espaciador es como 

siguei 

Solución 

Acril/bia 2.5 ml 

Tris (pH 6,8) 0.5 M 1.875 ml 



SDS 10 % 

TEMED 

Agua 

APS 10 96 

Volumen final 
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150 microli troe 

7. 5 microli troa 

10.325 ml 

150 microli tros 

12 mililitros. 

Esta solución se vierte en la placa en donde se ha coloca

do ya el peine que va a formar los canales en donde Be pondrán las pro

teínas. 

Después de unos 10 minutos, se retira el peine, Be lavan 

loe canales con agua y se secan con papel filtro. 

En loa wmpart!.mientos superior e interior del aparato ee 

vierte la solucicfo de corrimiento, que contiene 3 g de Trie, 14.4 g de glici

na , y 5 m1 de una solución de SDS al 1 O %, todo esto aforado a 1 1i tro, 

el pH final de esta solución es de siete. 

Las protefnae se disuelven en Tris-HCl 0.01 M (pH 8), SDS 

10 96, mercaproetanol 10 96, y sacarosa 10 96 peuo/volumen, se ponen un mi

nuto en agua hirviendo y se colocan de 20 a 100 mícrolitros de estas en 

cada uno de los canales. La concentracién de proteínas en cada uno de los 

canales es de aproximadamente 1 mg/ml de tal manera que la cantidad total 

de proteína en cada uno de loa canales es de 20 a 100 microgramos. 

El corrimiento se llevó a cabo usualmente con una mayor 

corriente en el gel espaciador que en el gel de corrida, siendo la corriente 

de 5 a í) 1.:. (aproximadamente ?O a 100 v), el tiempo de corrida vari6 de 

8 a 14 horas. Se us6 corrier.te constante, dada por el aparato meo, uoual

:r:en:1• el vol taje aumentó al ir pasando las prote!naa de una concentración 

baja a una mas alta de acrilamida a lo largo de la placa. 
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Después del corrimiento, se separaron las placae de vidrio, 

y se sacó con cuidado la placa. Se tiñó la placa sumargi~adola en una &o

luci~n de 0,062 % de azul de Coomaaie en 'cido tricloroacético 50 % p/v 

durante 20 minutos, 

Laa placas se destiñeron en una solución de ~cido acético 

glacial al siete por ciento. 
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TI! llESULTAOOS 

La extracción de las proteínas cromoaomales no histónicas 

ha planteado algunos problemas por sus características fisicoqu!micas, no 

solo por su heterogeneicidad, sino tambi~n por su tendencia a agreg21~e 

con laa histonas y entre ellas mismas. 

Los métodos tan drásticos usados en su extracción tienden a 

cambiar sus propiedades iniciales, sin embargo, conservan sus característi

cas fundamentales que lea ¡,ermite reaccionar de manera específica con la 

cromatina reconstituida (37). 

En el caso de las plantas, existen algunas otras dificul

tades como el problema dr romper los tejidos por medios suaves. Este pro

blema no fué tomado en cuanta al principio del trabajo, y loe rendimientoa 

eran tan bajos que no era posible trabajar con las cantidades obtenidas. 

Usualmente loe tejidoo vegetales se :r.ompon con métodos mas drásticos que lor. 

usados pera los tejidos animales, esto hace difícil la extracción de núcler,a 

porque la homogeneizadón Yiolenta daña una gran cnntidad de núcleos. En 

la tabla 1, se describen los rendimientos típicos alcanzados con el mé

todo tlescri to mas adelante, os tos rendimientos refl ej.an mas bien las ca

racterísticas de los diferentes tejidos. El embri6n es un tejido que no 

contiene b~sicamente tejidos parenquimatoso, y por ello el rendimiento 

en relación a su peso seco ec; mas al to, mientras se va desarrollando, 

la pared <.:·.~ular de los nuevos tejidos (raíz y callo), hace r¡ias diffoil 

su extraccl.ón, y exiate menos célulns por grano e.n Pf>BO fresco. 

<Jt.n, pn1blnma en ·~l uso di! toj i.doe VllgetaJ en, en 111 prP

aencia de compueotos fenólicos que non ext..Tnidos junto con lao proteínas 



TABLA Nº 
1 

RENDIMIENTO DE PROTEINAS 

1 

TEJIDOS 

Embrión 

Embrión 
(4a horas de germinación) 

Embricfo 1 

(72 horas de germinación) 

1 

Embrión 1 

(6 d!as de gei'lllinación) 

Embrión 1 

(40 horas de germinacicfo 
en 2,4-D) 1 

l,!mhrión 1 

(72 horas de rrminación 
en 2,4-D) 

CROMOSOMALES NO HISTONICAS f.:N DIF'BREllTES TEnoos 

PESO {g) PCNH (me..' 

12 

1.13 

0.1 

1.2 0.12 

0.11 

Rendimiento 
mg/g peso 
frescc. 

o.a 

o.a 

0.025 

0.16 

0.16 

Collo do .. ,,1 d{oo 0,'{2 0,11 0.16 

La extracd.Ónl de las prote!nas se llevó a cabo homogeneizando los materia

les congeladt, y añadiendo una solución de Tria 0.05 M (pll a) para conti

nuar Za holll<'g¡?neización en un aparato Politrón, el homogeneizado se filtró 

a través de sa y malla de nylon de B6 micras de poro. El filtrado ee ce!!. 

trirug,5 varia veces a 10 000 XG a 4°c, el precipitado se centrifugó final, 

mente sobre colchón de sacarosa 1.7 M durante doa horas a 32 000 rmp en 

un rotor Spinfo a 4°c. La crom<>tina obtenida se resuspendió en NaCl 2 M , 

después de haber sido dializado contra Tris 0.01 M (pH 8). Las proteínas 

cromosomales ho histónicas se precitaron en fr!o añadiendo H2so 
4 

pa:ra 11~ 
var la solu.cikn a O. 2 N, se recuper;,n las proteínas por centrifugación. 

Se resuspende, en Tris 0.01 M {pH 9) • se dializan y se cuantifican por Lo·•iy ( 51). 
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no obstante los pasos de purificación. Esto no sería especialmente grave 

si no fuera porque los compuestos fen&licos interfieren fuertemente en dos 

de los m6todos mas import11ntes pera la determinación de concentraciones 

de proteínas: el m6todo de Lowry, y la absorvencia a 280 nm, ambos ~todos 

hacen uso de la presencie de compuestoa aromáticos para determinar la pre

eenci11 de proteínas de manera cuentitativa por medio de ous resi.duos aro

DllÍticon. La interferencia de loo compuestos fenóllcos es además compleja, 

porque sus característica: cambian dependiendo del pH en el que se encuen

tren, y son muy sensibles al cambio en fuerza iÓnica tambi6n. As! que a 

pH iícido la interferencia es mucho menor, pero al aumentar la bacieidad 

la interferencia es tan grande que se hace ilpposible tener siquiera una 

vaga idea de las concentraciones reales de las proteínas obtenidas. El pH 

usado para determinar las prote!nao por su absorvencia a 280 nm era de 

8.5 y es a este pH al que llegan loo valoreo mee altos de abeorvencia 

para loe polifenolee. 

El ·problema de los polifenoles pudo evitarse en cierta 

medida, aunque no totalmente, al uoaree en los primeroo pasos de extrac

ción de las proteínas 111 Polivinil pirrolidona, este compueeo precipita 

loe compueetoe fe~licos • La reducción en la cantidad de polifenolee fué 

muy grande, pero loe polifenolee remanentes fueron suficientes como par~ 

interferir con lae detenninacionee de prote!nao por el método de Lowry. 

No obstante este problema, se pudieron obtener proteínas 

de exele'.l~·, aspecto, esto es, un polvo blanco en comparación ol obtenido 

ein el uso de la polivinil pirrolidona que producía un polvo amarillo. 

A ~ateo prote{n?-a ee lee determinó ou espectro de absorción en el ultra

violeta para verificar su pureza, no solamente por la posibilidad de con

taminaci6n de comupestos fenólicoe sino para eliminar la posibilidad de 
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contaminación con ácidos nucleicos. En la figura 1 se puede apreciar 

que existen dos picos máximos, uno entre 210 y 220 nm , y el otro entre 

275 y 280 nlll, este ~ltimo corresponde sobre todo a los compuestos aromá-

ticos, y se considera caraétar!stico de las proteínas en comparación a 

los ~cidos nucleicos. 

Se encuentra sin embargo un pequeño hombro en.t:J'e 250 y 26U 

nm, esto indica que existe un.a pequeña contaminación con ácidos nucleicos, 

sin embargo es solo de aproximadamente O.S % en relación a las proteínas 

(para esto se usó el método colarimétrico de la hidroxilamina (53)). 

rara obtenP.r u..~a idea de los pesos moleculares de estaB 

proteínas se llevaron a cabo gr.adientee de sacarosa de 5 a 20 '.)6. Según 

se puede apreciar en la figura 2, existen dos ¡ioblacionee de proteínas ero-

mosomalee en muestras de callo y embrión, aegdn los patrones usados, una 

de laa poblaciones tendría un peso molecular de aproximadamente 28 000 

como promedio, y la otra población tendría un peso molecular de aprox{-

madamente BS 000 daltones. 

ColllO puede verse en las llltlestrae de callo y de embrión, 

ambas poblaciones astan presentes con casi exactamente el mie~ peso 

molecnlar promedio para ambas poblaciones, sin embargo ed de hace:rae 

notar que las proporciones cuantitativas entre los dos picos en las dos 

múes 'tras no ea igual, 

La muestra de embrión presenta una mayor proporci&n del 

pico de ?.;. tn peso molecular (aproximadamente 20 % mayor) mientras que la 

' muestra de callo presenta un p~co de bajo peso mol~cular mas grande y 

en mayor proporció'n que el de ernbri6n (nproximaduente del 15 %). 

Para comprobar la existencia de estas poblacionen ue pa-

saron las proteínas de embri&n por una columna de Sephadex r,-100, esta 

pu.ede veme en la figura 3, aqu ( p!:ede aprec iarae que laa proteínas empie-
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zan a salir imnediatamente despues del volumen vacío, eeto es, tienen un 

peso molecular de aproxim11damente 100 000, o mayor, y esta es la pobla

ción mayoritaria, en esta población existe un hombro que indica que la 

población no es hoJDOgenea. Exiotc un pico mas pequefio que representa otra 

población bien definida, ;¡ que corresponde quizé a la población de peso 

1110lecular inlerior en el gradiente de sacarosa. 

La existencia de un pico tan abundante en el límite de 

loe 100 000 daltonee podría indicar la agregación de las proteínas en 

agrupaciones de alto peso molecular. Por loe dos métodos anteriores (gra

diente de sacarosa '1 columna de Sephadex c;-100) no rué posible separar 

mas de das poblaciones y la aparición de algunos hombros que podrían 

indicar otro tipo de poblaciones,y la aparición de algunou hombros que 

podrían indicar otro tipo de poblaciones rué muy limitado. 

Pensando en las características iónicaa de estas prote!

naa se encontró que podrían eer separadas con mayor amplitud en columnas 

de intercambio iónico, especialmente de intercambio catiónico. Efectivamen-

te pudieron separaI'lile alrededor de 10 picoe en cada una de las mueotraa 

usadas. 

Las columnas se corrieron usando gradientes de cloruro de 

sodio. El prialero (o.o a 0.1 M) prod~jo la separación mas clara, habiendo 

4 pkos en esta región en las muestras obtenidas de embrión ra!z, y cinco 

en la muestra de callo (figuras 4,5 y 6). 

La muestra de embrión produjo cuatro picea en el rango 

de o.o a 0,1 M de Na Cl 1 estos picos fueron lo bastante reproduciblas 

en todas las muestras usadas como para determinar la fuerza iónica de 

elución. El primer pico se eluyó en aproximadamente 0.02 M, el segundo 

en 0.06 M, y el tercero en 0.08 M, y e] ~ltimo antec de empezar el si-
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guiente gradiente, esto es, se eluyó a 0.1 M. 

El segundo gradiente ( o .• 1 a 0.4 M) produce cuatro picos, 

aun~ue no muy bien diferenciados, sin embargo estos picos reproducen en 

diferentes corridas con diferentes D111estras, la reproducción de estos 

picos no sigue las misDIB.s p!"')porciones relativas de unos a otros, pero 

loe lugares de elución se conservan 1 esto se debe quiz~ a diferencias 

en el m.3nejo d~ las sxtraccionca, en donrle algunas prote!nas fueron 

extraídas en condiciones ligeI'!llante diferentes en sus proporciones, sin 

embargo l~s especies son las mismas porque eluyen con la misma fuerLa ' 

iónica. 

El gradiente de 0.4 a 1.0 M nos da menos información , 

no aparecen picos bien definidos, y los patronee varían de muestrd a mues

tra, aunque las variaciones no fueron dr&sticas. 

Los fenólicoa remanentes en la muestra salen usualmen

te al final de este gradiente al eluir la columna con un exeso de 

NaCl 1,0 M los contenidos de las fracciones se vuelven amarillentas, y 

la absorvencia suba gr~niemente. La elución de loa fenó'licos es mao 

grande si se usa una solur.:ión de NaCl 2,5 M, inmediatamente deapu6s ele 

terminado el gradiente. 

A diferencia del perfil de elución del embrión, y la 

raíz, el callo ,toduce cinco picos.Existe un pico que eluyP a 0.01 M, 

en seguida se eluymot±ol picos, eluyendo a 0.04, 0.045 y 0.06 M, al ter

minar el c:~diente se eluye otro pico, que, como en el caso del embrión, 

esta en el límite del siguiente pico, como en el caso del embrión y la 

raíz, la renroducibilidad de~ patrón obtenido en esta región fu~ bas

tantP. bueno. 

En el siguiente gradiente se acaba de elu:r la proteína 

que s::i empezó a eluir en el gradiente anterior. l':n este gradientt> puede 
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veI~e solamente tres picos, con algún hombro indicando la heterogeneidad 

de ese pico. El filtilllo gradiente no .. tiene picos bien diferenciados, y oe 

solamente la eluci6n de poblaciones heterogeneas de proteínas, eeta par

te es la menos reproducible ne gradiente a gradiente. Lit elución de poli

fenoles despuee de 1.0 Mes menor en callo, porque las proteínas extra

ídas de este tejido siempre eotuvieron mas libree de fenoles que las 

otras muestras, de tal manera que las fracciones posterioresa 1.0 M 

cayeron I"lÍpidalllente a O.O de absorvencia, lo que podría indicar que prac

ticamente todao las proteínas de la muestra usadas se eluyeron hasta 1.0 M. 

La muestra de ra!z presenta caracter!sticas generales si

milaree a lae muestras anteriores, el primer gradiente contiene cuatro 

proteínas, la primera se eluye alrededor de 0.02 M, la eesund.a y la ter

cera~ alrededor de 0.06 y 0.07 M respectivamente, en este caso existe 

tambi6n una proteína que se eluye al terminar este gradiente. 

El siguiente gradiente muestra de nuevo picos poco dife

renciados, y el filtimo gradiente da WJa definici6n de especies muy pobro. 

En este caso los compuestos fonó'licos son especialmente abundaníos, y olu

yen des~es do terminado el gradiente, 

Para encontrar las dif erentcs especies de polip6ptidos 

que se encuentran en la muestra, se corrieron diferentes preparaciones de 

proteínas en placaa de poliacrilamida con SDS. 

Se encontró que en todas las muestras (e~bri6n, embri6n a 

las 40 h0::.-r- y 72 horas de germinaci6n, raíz de 6 d!as, y embri6n a las 

48 y 72 horas de tratamiento con 2,4-D, y callo de 6 d!ae,de inducci6n) 

muestran una gran cantidad de proteínas idénticas en su corrimiento; y 

una gran proporci6n de las proteínas corren exactamente igual, por lo que 

probablemente sean las miemas especies de polipéptidos (Figura 7). 
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El hecho de que hayan producido patrones tan s!Jnilareo, 

no ea una indicac16n de que los poliplptidoe sean iguales, los resulta

dos de an~lisiS de aminoifoidoa as! lo demuestran como lo veremos mas 

adelante. 

Lo mas sobresaliente de loe patronee producidos .en las 

placas, ee la aparición de bandas de alto peso molecular en las proparacio

nee de callo, y que aparecen tambi~n en las muestras de las prote!nae 

extraídas del embrión a las 72 horas en tratamiento con 2,4-D para la pro

duccicS'n de callo. Estas proteínas de al to peso molecular aparecieron con 

diferentes extracciones de callo,;·indicando que las bandas son reales. 

Algo que se rP.produjo con regularidad ee la fo~'lll8. cuantitativa de aetas 

bandas, siempre apnrecen en paree y aus relaciones cuantitativas parecen 

ser iguales, esto es, paracen ser proteínas con pesos moleculares muy si

milaee, y se producen en cantidades aparentemente similania. 

Otros cambios importantes en los patronee electroforéticos 

son ciertos cambios cuantitativos relativos entre diferentes especies, 

aunque no siempre fué reproducible esta variable; y en algunos caeos pa

rece eer mas del azar que realmente cambios producidos en el patr6n de 

estas proteínas intracelularmente. Pequeñas diferencias en la extracción 

puede producir estos resultados. 

La co~posición de runino!cidos J7Uede ser waa buena medida 

de las similitudes o diferencias entre estas proteínas. Por lo tanto se 

hicieron ú ~lisis replicados de muestras de PCNH de raíz callo y embrión, 

los resultados se muestran en la tabla 2. Como se esperaba, loe amino6ci

rloc áci.-Jor, aun 10s 11\~R abur1dantcs en las tres muestras. Mientras que el 

embrión tiene proteínas cromosoma les ro histónicas muy al tas en su con

tenido de ácido glutámico comparado ccn el contenido de 1foido:'aepd'rtico, 
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las proteínas de raíz y callo tienen mayor cantidad de ifcido aepártico que 

de glutámico, aunque las diferencias no son tan amplias colDO en el caso 

del embri&n. En todos los casos la glicina, la leucina, la alanina y la 

eerina están en grandes cantid~des relativas, aunque el orden en que ae 

encuentran en la tabla no guardan la misma relaci&n; por ejemplo, mien

tras que en el e111bricfo la leuci:Ja ea el cuarto aminoifcido en abundancia 

con 8,5 96, en callo es el séptimo con el 6.5 %. 

Otro aspecto importante ee la presencia de 111etionina en laa 

muestras de raíz y callo, mientras que en el· embri&n no se encontró en 

varias determinaciones • Ade~áa la cioteína no oe encontró en ninguna 

de las muestras. 

loe aminoifcidos básicos no se encuentran en bajas concen

traciones, todo lo contrario, se encuentran en concentrl).cionea relativa

mente altee. 

loe aminoácidos aÍ'omáticos se encuentran en las concentra

ciones wfo bAjas, esto ce quizá la causa del bajo coeficiente de 9Xtin

ci6n molar a 280 nm que ¡a se había observado, en el transcuroo de lao 

determinaciones. 

Un aspecto muy interesante es el hecho de que las pre

paraciones de raíz y callo parezcan tan similares, mientras que las de 

embr~ón sean significativamente diferentes, como puede apreciarse en la 

tabla 2, les cantidadea porcentuales de la muestra de raíz y callo aon muy 

similaref, ·"ientras que en las dP embrión, aunque guardan un orden similar, 

las cantidades son diferentes. La relación de aminoácidos ~cides ('cides 

asp~rtico y glut6mico) contra amtno~cidos b&sicou (liaina y arRinina) es 

difernnte en las rliforenteu muo11tras, en el embrión ea de 2.1, lo que os 

relativamente al to; tomando i:r. cuenta que para las p:rote!nao cromosoma les 



TADLA Nº 2 

CONTENIDO DE /d1INOACIOOS ¡.;N PHO'PE1NA3 Ci·;Ol·:0:J(;MAW3 NO JIISTONICAS EN 

POR CIENTO DEL TOTAL DE LOS AMINOACIOOS JJETEH'UNAOO:::. 

Aminoácido 

Acido glu támico 

Acido aspártico 

Glicina 

Leucina 

Alanina 

Serina 

Lisina 

Argir.ina 

P.istidina 

Treonina 

Prolina 

Valina 

Isoleucina 

Fenilalanina 

~'irosina 

Metfonina 

Ci ste.!na 

Asp+Glu 
Lis+Arg 

em'b: ~ón 

16.2 

2.1 

raíz 

12.2 
14.5 
e.2 
7.4 
8.1 
a.5 
7,2 
7,2 
6.2 
6.6 
4.2 
4,4 
2.1 
2.2 
o.e 
o.6 

1 .'.) 

callo 

'. '.6 
14.0 
e.o 
6.5 
e.5 
e.3 
7,4 
-,.4 
.6.o 
6.e 
5.4 
4,2 
~.o 

2.5 
0,6 
o.a 

1.07 

Los aminoácidos no t0mados en cuenta son: asparagina y glutamina. Los va-

lores de ácido glutámico están reatados en cantidades iguales del conte--

nido de amoniaco desprendidos de la a3paragina y 13 glutamina. El trptofa-

no no se deter.ninó (se descompone durante la hidrólisis ácida). 

La determinación se hizo en un BJ!arato Labotrón Chroma tocorci de una 1r;ues

tra hidrolizads en HCl 5 N durante 24 horas n 100° C, y resuapendiendo --

después de eliminar el ácido clorhídrj ::o, e11 una solución de ci tra ~o 0.2 
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no histónicas de otras especies vegetales es de aproximadamente 1.8. 

Las relaciones pirra raíz y callo son de 1.9 y 1.8 respectivamente, lo 

que las hace de nuevo mas similares eetre s!, perc diferentes en relación 

encontrada para embrión. 

Ya que la cantidad de fosforilaciones en una prcte!na 

cambia radicalmente sus características iÓnicas, y por la importancia 

que se le ha aeignado a la foaforilación de las proteínas cromoaomales, 

se determinó la existencia de fosforilación en las tres muestras estudia

das. 

Los resultados obtenidos muestran una diferencia en la 

cantidad d'e ioafirilaciones entre las muestras (tabla 3). La raíz y el 

embrión revelaron cantidades e1milares de fóeforc, mientras que el callo 

parece tener menos foeforilacionee en sus proteínas cromonomales no his

tónicae. Las cantidades para raíz y embrión fueron de 0.96 y 1,02 micrc

gramos de fósforo {como fosfato) por miligramo de proteína respectivamente, 

ese der!a aproximadamente 4 fosfatos por cada 100 aminoácidos, mientras 

que en el caso del callo, con 0.63 microgramos de fosfato por milig:r:a-

mo de proteína tiene solamente 2.5 aminoácidos foeforilados por cad2 

100 amino~cidos. La proporción de eerina en las tres muestras es entre 

7.5 y a.5 % lo que haría pensar que no todas las serinas están fosfori

ladau; en el caso de las proteínas de la raíz y el embrión aproximadamente 

la mitad est6n fosforiladaa, mientras que solo una tercera parte de las 

de callo , .. ~arían fo a fo riladas. Esto suponiendo que todas laa fosforila

cionee existieran solamente en las serinas. 

Asumiendo que el peso molecular promedio de las proteínas 

ee de 40 000 daltones (promedio apro~imado de las muestras, y promedio 

de otras proteínas cromosomales no histónicas de otras especies), la 



TABLA Nº 3 

CONTENIDO DE FOSFOHO EN PROTEINAS CROMOSOMALES NO HISTONICAS OBTENillAS 

DE CALLO, EMBRION Y RAIZ; USANDO EL METODO DE FISKE Y SUBAROV. 

RAIZ CALLO EMBRION 

Fosfato en microgramos 

por mg de proteína. 
0.96 0.63 1.02 

(promedio de tres 

determinaciones) 

Fosfatos/100 aminoÚcidon 4 2.5 4 

Fosfatos en proteínas dr: 
8 5 8 

40 000 !J;ll tones 

Serinas fosforlladas 
5216 

(en por ciento) 
28 % 47 96 

A las preparaciones de prote!nas se les añadió 25 U de DNasa por milili

tro, dializando contra agua a 32°c durante 18 horas. Cuando la digestión 

se comple t6, se agreg6 un2 go t;i de H¿SO 4 º''ncentr~do fuman te, y ae evapo

ró a la rl~ma, cunando e] contenido oe volvió café, se enfrió, y se añadí~ 

·.ma gota de ficldo n!tricú ? N calantendo a la flama hasta que desprendí~ 

vapores blancos. Cuando se ha enfriado, se agrega 1 ml de agua y ee pone 

en agua hirviendo por 5 minutos. :L.<i solución resultante se usa para la de-

terminación de sos!<>. tos por e: métcdo de Fiske y SubaRow ( 54). 
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cantidad de fosforilaciones por proteína eer!a de ocho on el caso de la 

raíz y el embri&n, mientras qµe en las proteínas de callo sería de solemn

te cinco. 
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IV DISCUSION 

Uno de los aspectos importantes< del trabajo era la pureza 

de las prote!nas crcmoeomalee no hiat&nicas, ya que la interpretaci~n de 

los re1n1ltadoe tenor!an que depender de eete punto. 

Loe contamirurntec mas difíciles de !!liminar de la cromatina 

de plantaa son almidón, celulosa y compuestos fenólicoe. 

En nuestras preparaciones fu~ posible eliminar los conta

minantes por leidos nucleicos, almidón y celulosa,como se ha reportado pre

viamente (41)J oin e,bargo la contaminación por los fenólicos no fu~ to

talmente resuelto, no obs:tante el uso de la polivinil pirrol!dona. Esto 

se debe quizl a que las carncterfeticae iÓnicaa de loe polifenoles y las 

proteínas cromosoma les no hia tónicas son eim!laes (se encuantran cargados 

negativamente a pH bÍsico y precipitan a pH leido), lo cual debe propi

ciar una interacción de tipo iónico lllUY fuerte, o incluso covalente, por

que no se eliminan durante la diálisis. 

Cuando leo proteínas estuvieron aisladas, se intentó una 

primera separación en base a su peso molecular, de las especies, por me

dio de columna de Sephadex y gradiente de sacarosa. Se ha reportado pre

viamente que existen poblaciones de estas proteínas de alto y bajo peso 

mole.:ular en animales, y que corresponden a funciones diferentes dentro 

de la cromatina (a); estas poblaciones no se han reportado en plantas. 

En este- 'J<vl'.ljo encontramos estas dos poblaciones, en columna se Sephadex 

G-100 (figurn 1)existen dos picos, uno en el límite de lo~ 100 000 daltones 

y otru heterogenoo de peso molecular mae bajo. En el caso del gradiente 

de sacarosa, existen de nuevo dos poblaciones, una de ellas con peso mo

lecular ligeramente por debajo de los 100 000 daltones de peso molecular, 

y el otro por debajo de los 20 000 daltones. Las dos muestras empleadas 
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para fines de comparación; ca1lo y embrión, reeultaron iguales en el pe-

so molecular promedio de laa doe poblaciones, pero las proporciones de em

bae poblaciones es diferente, el embrión tiene una mayor proporción de pro

teínas de alto peso molecular, mientras que el callo las tiene de bajo 

peso molecular. Se ha comprobado, por otra parte, que las proteínas cro

moeomsles no hiat&nicas tienden a agregarse unae con otras; en eate ca-

so, pues, la población de alto peeo molecular podría ser la asociaci&n 

de estas proteínas, existiendo entonces en doe forma&, una asociada y 

otra libre; pero las especies podrían eer las mismas. Sin ser excluyentes, 

podrían exdstir verdaderamente proteínas de peso molecular alto, y no 

solamente agregados de polipéptidos de bajo peso molecular. Sin embar-

go como se ver~ mas adelante, no existen en geles de poliacrilamida una pro

porci&n alta de polipéptidoe de tan alto peso molecular; puee como se 

puede ver en la figura 1, ee tos corresponden a mas de la mitad de lae 

proteínas, y lo miemo puede apreciarse en los gradientes de eacaroea (fi

gure 2). Lee diferencias en proporci&n, entre las muestras de embrión 

y callo, podrían rtlprl'sentar diferncias en lea especies de bajo peso 

molecular, o en sua características iÓnicae que producirían una menor 

capacidad de producir los agregados de alto peso molecular. 

Para acercarse a una hipótesis de la función de las pro

teínas cromoaomales no histónicaa, es indispensable saber si eiisten 

diferencias entre las proteínas presentes en diferentes tejidos y diferen

tes espe,~' 11. Una forma de aproximarse a este conocimiento es mediante 

el análisis de cOl\posición de aminoácidos,tie dichas poblaciones, lo que 

orcrorciona algunos elementos de juicio acerca de la importancia de algu

no¡¡ ;rn¡,11ctr.11 c'•mo 111 exfnt,,nr.ln o tiuoencla <le Rminoifc!do11 nulfuradoo, ln 

concentr'ación de aDJinoácldoi;, ácidos y b{sicoe, y la presencia de amino&ci-
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dos fosforilable (sobre todo serina). 

Se ha encontrado en otros sistemas que las prote!nas cro

moaomalea no histónicas son especialmente bajas en sus contenidos de me

tionina y ciete!ns (8)1 por otra parte se ha detenninado que la proporción 

de aminoácidos ácidoe/b<Ísicoa, es de 1,8 en plantas, mientras que en ani

males el rango es mas gTande. La a] ta proporción Be debe sobre todo al 

contenido de amino:Ícidoe ácidos y la baja concentración de aminotfcidos bá

sicos. En este trabajo se encontró que, como en el reato de loe aruflisia 

publicados, la proporción de eminoicldoe sulfurados es baja; encontra.ndose 

en este caso ausencia de ciste!na en las tres muestras estudiadas (embrión, 

ra!z y callo) según la metodología empleada, y ausencia de metionina en 

u:no de loe casos (emb=ión). Las proporciones de aminoácidos es casi igual 

en las muestras de proteínas de callo y ra!z, mientras que el embrión mos

tró diferencias notables.Bioqu!micamente Be han encontrado similitudes 

entre el callo y la ra!z, especialmente en algunas caracter!sticas enzi

m&ticas (58, 59), lo que refuerza esta noción. 

Para poder determinar con mayor preeición las diferencias 

entre las prote!nas cromoeomalea no. hietónicae de raíz, callo y embri&n, se 

lleva:on a cabo ~lisie electroforéticos en placas de poliacrilamida 

con SDS; ya que se parte del mismo tejido (embrión) para llegar a doe 

teji1~oe diferentes (rafa y callo), se determinaron también esdadioe inter

mediarios en tiempo hacia los dos extremos (raíz y callo). 

En estudios similares no se han encontrado diferencias 

entre ciertos tejidos de plantas, aunque no se usaron callos ni raicee 

( 35, 44) nn o t r1-.e caso u 1 nu rl l l'nronc tnri son muy pequeí'IR11, en ea te ca110 

no se estudiaron tejidon nP dlforenciadoe como el c111lo (39). f;n 1011 

aniflieis en los que se ha seguido w1 desarrollo a trav6e del tiempo, 
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se han encontrado variaciones en la germinaci6n del trigo (51), en el 

ciclo celular de la Spirogira (21), y la influencia del 2,4-D en pllntu

las de chícharo (43, 44), pen' en ningdn caso ee usaron callos ni ra!co11, 

Bino el desarrollo completo d~l embrión o la pl,ntula completa. 

En nuestro caso encontramos que no hay difnrencias mar

eadas en las proteínas cromosomales no hist6nicas a travls del desarrollo 

de la raíz, y la fonnación de1 callo, ni loa productos finales de este 

desarrollo • En cambio, mas sobresaliente es la aparición de dos bandas 

de alto peso molecular a las 72 horas de tratar la semilla con 2,4-D 

(esta auxina sint~ticn se :requiere para la formaci6n del callo); eatas 

prote!nas no son agregadoa moleculares puesto que loa geles estan corrien• 

do en SDS, de tal manera que lo que se ve oon poliplptidoa independientes. 

El origen de esta• prote.!naa de alto peso l!IOlecular puede ser por 1~ acu

mulaci6n de un precursor dr alto peso molecular no degradado, y en este 

caso la causa de la existancia de eetas proteínas sería la inhibici6n de 

alguna proteaaa, por efecto de la presencia del 2,4-D en el medio, de ma

nera directa o indiru~ta. Por otrd parte, la presencia de metionina en !&s 

muestras extraídas de callo y ra!z IllUestran la existencia de e!nteaia d~ 

nuevas proteínas durante los procesos de desarrollo a partir de embrión, 

puesto que el erbrión tiene prote!nae cromosomales no histónicae que-ca

recen de metionina. 

I.a interacción de las proteínas cromosomales no hiet6ni

cas con €~ _omplejo de DNA-h~stonae ha sido una de las hipÓtesis para 

explicar la accUn de estas pr->te!nae (9); el mecanismo de acción eer!a 

iónico, por ello es importante el estudio de las características !Ónices 

de estas proteínas. 
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Los estudios de las características iónicas de estas pro-

te!nas en plantas son pocos, y se han orientado a la interacción de las 

proteínas cromosomalee no histónicae con el complejo DNA-histonas direc-

tamente; loe reaultasdos indican que no hay una aparente especificidad 

hacia la cromatina (complejo DNA-histonas), de muestras provenientes 

de dife~ntes tejidos (3<'), sin embargo, los patronee de RNA producidos 

de la trane:cripóión de los difert:mtes complejos reconstituidos DNA-histo-

llélS, son diferentes (43). En nuestro caso encontramos diferencias en loa 

patrones de elución en columnas de DEAE-celulosa de PCNH de los diferen-

tes tejidos usados, lo ~.ia.l indica di!erenciaa en las caracter!sticas 

ióntcas entre las muestras de callo, embrión y raíz. Como puede verse 

en las figuras 8,9 y 10, la parte del gradiente mas clara y reprodu-

cible (gradiente de o.o a 0.1 M) müestra que las preparaciones preve-

nientes de ra!z y embrión son simileres, mientras que comparando callo 

y embrión (figura 8) se advierte una gran diferencia c:¡ue es menor al 

comparar los patronee de callo y raíz (figura 9). Segi!n estos resulta

dos, y comparando los patrones electroforlticos obtenidos (figura 7), 

puede afirmarse que las dif erenciae iónicae entre estas preparaciones es 

mucho mayor que sus diferencias en especies en base a su peso molecular. 

La similitud entre embrión y raíz puede ser la e:xpreei&n de sus funciones 

bien definidas dentro de la planta, en donde los tejidos no tienen tanta 

diferenciación morfol&gica y bioquímica como loe tejidos animales (7). 

Las difc:_.,,. cías entre embrión y callo por otra parte, son mas aparen-

tes y hacen pensar que no comparten ni funcionalmente ni morfológica-

íl'?nte mtl<:has aimil i tuden, esto no esta estudiado con amplitud, pero loe 

pocos reportes a nivel bioquL~ico que existen (60, 59)apoy&n eata afir-

macitn. ~l origen de laa diferencias i&nicas puede cer ln diferencia real 

entre las proteína~ y no solamente cambios en las fosforilaciones u otras 
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DIQdificaciones (scetilacionee etc.); esto estar!a apoyado por loe datos en 

las diferencias en compoeici6n de amino6cidos; pero estaría en contradic

ción con loa patrones de gelea de acrilamida, una forma de que estos datos 

fueran congruentes, ea pensar que loe resultasdos de los geles de poliacril

amida representan poblaciones de proteínas del mismo peso molecular de 

las diferentes proparaciones, y no proteínas individuales y específicas 

P!! !!!.• 

Las fosforilacionee son una de las modificaoiones mas 

comunes entre las proteínas cormoeomalea; por ello se dicidió hecer un 

an<Íliaia cuantitativo de f6eforo entre las preparaciones de los diferen

tes tejidos. 

En animales se ha comprobado en algunos casos, el reco

nociamiento diferencial que de la cromatina (complejo DNA-hietonae) 

hacen las proteínas cromosomales no histónicas forforilddas y sin foe

forJ.lar (57), eJn embargo en otros caeos esto no se ha comprobado (9). 

En plantas ee han encontrado cie~ cambios en loe patrones enectroforl

ticoa de proteína.e fosforiladae durante la germinación (45); sin embar

go, en el caoo de los estudios en haba, esto no sucedió (32). En el caso 

de la acci6n del 2,4-D sobre pl~ntulas de chícharo, se comprob6 que hay 

cambios en los patrones de fosforilación (42). En el presente estudio 

los ±ESll.l.tados cuantitativos mostraron que al igual que lo reportado en 

otros teji~oa de plantas (9), existen aproximadamente cuatro fosforila

ciones por cada 100 aminoácidos en los embriones y en la ráíz del tri

go, lo que significa que no difieren de los tejidos en loe que se ha 

r1~portado eete da-U.. En contraste, laa determinacione11 en el callo, 

mostraron una nituación at!pica, porque este presentó solamente ~.5 

fosfatos por cada 100 aminoftc;doa. Si el peoo molecular promedio de las 
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proteínas fuera de 40 000 daltones (9), habr!a 8 foeforilacionee por pro

te!na (en embrión y raíz), y en el caso del callo habría eolemente 5 foe

forilaciones por proteína. Las d~ferenciaa en fosforilación podrían ser 

la explicación de loe cambios iónicoe de las prote:!naa que ee reflejaría 

en el proceso de la diferenciaión (raíz) o de la dediferenciación (callo). 

Si las diferencias en fosforilación fueran la causa de la regulación de 

la expresión del genoma, pordr!a pensarse que la menor cantidad de fosfo

rilaciones en las ·mueetras de callo harían a las prote:!nas menos afines 

a la cromatina (complejo DNA-histonas ), y p pr- ello no ee expreear!an fun

ciones de diferenciación, o s~xpreaar!an funciones de manera no dife

rencial que produciría un tejido como el callo. 

En resumen, las proteínas crornoeomales no hietónicas de e111-

brión raíz y callo de trigo, comparten características generales, con 

otras PCNH de animales y plantas; como la existencia de dos poblacioIEB 

en columnas de Sephadex y gradientes de sacarosa, su composición de 

amino~cidoe (baja o nula concentración de aminoácidos sulfurados, y el 

alto !ndioe de relacié~ de aminoácidos áeidos/blsicoe), y la alta tasa 

de fosforilaciones. Por otra parte se encontró que en general las proto!

nas c:romoaomales no histónicaa de embrión difieren en composición de ami

no&cidoa, y perfiles de elución de columnas de DEAE-celulosa (caracter!s

ticao iÓnicas) de las proteínas de raíz y callo, confirmando ciertos da

tos que las hacen similares bioqu!micamente (6e, 59). Por otra parte la 

cantidad t' foaforilaciones es igual en el caso de los tejidos diferencia

dos (embrión y ra!z), mientras que en el tejido no diferenciado (callo) 

la cantid1Jd de .fo1forilac1ones en 111\lcho menor; esto podr!a lnd icar una 

relaciór1 entre las fosforilaciones de eotao proteínas, y los procesos 

de diferenciación y dediferenciaci.Ón, 
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V RESUMEN 

Los mecanismos de diferenciación en los organism':ls eu

cariotes, tiene su origen en la regulación de la expresión del DNA. 

El DNA en estos organismos esta organizado en sup~restructuras llamadas 

cromosomas; estos estan oompuoatds -además del DNA- de histonas (proteí

nas blÍsicas) y no histonas (proteínas en su mayoría ácidas). A estas úl

timas se lea ha involucrado en los mecanismos de regulación de la expre

sión genética • Mientras las histonas son pocas especies y algunas de ~ 

ellaa con una impresionante conservación evolutiva, las PCNH (Pro~e!nihl 

Cromosomales no Histónicaa), comprenden muchas especies en un solo teji.

do; y varían no solo de especie a especie, sino aún entre tejidos·difer~ 

ciados de un mismo organism.?. 

En plantas han sido estudiadas con menos amplitud que 

en animales, sin embargo se les ha involucrado en mecanismos de diferen

ciacicfo. Sin embargo se conocen poco sus cambios durante procesos como 

geI'!Dinación y sobre t~do la fer.nación de callosidades (tejido vegetal no 

diferenciado aveces formado y mantenido en un medio con sales, vitaminas 

y una fuente de nitrcSgeno y carbor.o, a3f como un balance de dos tipos de 

hormonas vegetales: una auxina y una citoGuinina). 

En est~ trabajo se estudiaron algunas características de 

estas proteínas en tres tejidos: embrión, raíz y callo, estos dos Últimos 

p:rovienH ;,~l primero, así que la influencia del medio extarno induce la 

producción de un tejido diferenciado -raíz- y uno no diferenciado -callo-. 

En primer lugar se separaron las proteínas en dos pobla

ciones gruesas, usando columnas de Sephadex G-100 y gradientes de sacaro

sa. Se obtuvieron dos pc,blaci0nes de proteínas, una de alto y otra de 

bajo peor, molecular. En !H!P,Uida ne ena1izó su contenido en amino<fcidos, 
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y se encontró que la proporción de aminoácidos ácidos/básicos es de 

1.8, lo que confi.rma sus propiedades ácidC1a; por otra parte se encontró 

que al .igual que en otros org;inismos, loa aminoácidos 11ulfuradoe: estan 

en con<;entr.rliones baj;rn, t· no se encuantran, En general l<i composi

ción de aminoácidos entre las muestras de raíz y callo son similares, 

mientras que la de emb:::-j én J.ifiere significativamente de las muestras 

antes mencionadas, 

Según el aná1isis electrofo:::-ético, hay pocos cambi~s 

aparentes en las especies mo)ecularer: entre muestma de embrión, cal"!o 

y raíz; aunque esto bie;¡ podría indicar que las poblaciones de diferentes 

pesos moleculares son las miernas y que hay cambios reales en poblaciones 

individuales de polipépti.dc.s, r:omo parece indicar el aoolia:B de amino.\Íci

doa. Hay en estas poblaciones sln emt~rgc prote!nas de alto peso molecu

lar en la muestra de callo, que no aparecen ni en embrión ni en muestree 

de la raíz. 

Cuando oe analizaron los patronea de elución en colum

nas de DEAE-Celuloaa. ee encontraron diferencias entre las muestras, sien

do las diferencias entre raíz y embrión menores que entre estas dos y ca

llo, Estas diferen~ias a;,1eiitran diforencias en sus propiededes i6nicas; 

por ello se llovaron a calY1 ~n,'.'lisis en la cantidad de fosforilacionca. 

I..oe resu} tados moet!"1ron que mientras las muestras de 

embrión y raíz tienen 4 :"oefatos por 100 arni.noácidoe, las muestras de ca

llo ti<?ne1. 3olamente 2,5 fosf;itos por 100 aminoácidos. 

Esto nos hace concluir que las Proteínas Crom?somalee 

no Histónicas de estos tres tejidos, comparten características genera

les con las de otros organismos, Sus diferencias no son muy grandes en

tre s!, siendo raíz y ca)lo mas cercanos que estos de embri6n. 
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Por otra parte es ffiuy sugestivo que siendo las fosforilaciones uno de 

los mecanismos propuestos para explicar el mecanismo de acción de es-

tas proteínas es prec isa;nen Le aqu! en donde lar; diferencias son marca

das entre tejidos"diferen-:iado:;"( embrión y raíz) y callosidades (tejido 

"no diferenciado"). Esto quizá es una indicación de que efectivamente las 

fosfc.rilaciones modifican a las Pro te!naa Cro1nosomales No Histónicas que 

a Bu vez cambian BU afinidad _ior la cromatina, y ele esta manera actúan 

sobr.e la expresión genética. 
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