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los mecanismos de diferencisoién son uno de los aspetton moo
sobresalientes en el estudfo de los organiamos vivos, su estidioc va hasta
e} origen mismo de los organismos pluricelulares y los mecanismoz evolnti-
vos que han impulsado la formacidn de estos mecanismoa,

Dentro de una célula los mecanismos de diferemciacidn estén
en su origen en el micleo, y mos enpecificamento en el complejo de DHA ¥
protefnas derominado cromatina; por esto ha sido de gran importancia el
eatudio de la estructura de la cromatina y de las protefnas amociadas =
dnta.

Entre los procesos de diferenciacidn en plantas, la germina-
eidn ha sido quizd la mas estudiada por ser emte un buen modelo para nur
eatudio., Por otra parte existen procesos de én los que una eflula con
funcidn bien definida puede ser inducide hacia la formsacidén de un teji~
do de carasterfsticas blogufmicas no diferenciadas denominado callo, eate
as también un buen modelo Para el estudio de los mecanismom de diferencis-
oibn,

Bxisten varias teorfas para oxplicar los procedos de regunla~
cién de la expresidn genética, las que intentan explicar la causa del o~
rigen de loa procesos de diferenciacién. Una de estss teorfas est{ basa~

da en la interaccién del DNA con protefnas espec{ficas.

ANTECETENTES

Cromatina
El DNA de los organiomoe sucaridticos ne se encuentra como

moléculas desnudas en el nfcleo, sino que estd siempre con protefnas bi~
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sican (histonas) formando complejos de ducleoprotefnas llamadas nucleohis-
tonas (1). Se plensa que las histonas funcionan para estabilizar las for—
mas diplex del DNA, para formar estructuras terciaries cromosomales, y pa~
Ta evitar la accesibilidad de enzimag al DNA. A través de estas caracte-
r{sticas, las histonas producen un efecto general de represién de las po=-
gibilidades de expresién gendtica, y pueden ser un prerequisito para la
evolucién de los organiamos pluricelulares. La actividad de ciertos ge~
nes espec{ficosm para cada tejido parace ser el resultado de la separa-
cién de' ciertas histonas en sitios especiales del INA. Asf que de hecho
el material geneticamente activo es la crometina y nmo el DNA per se (2).
la importancia de las histonas se demuestra por su estabi-
1iddd evolutiva. En todos los animales y plantas se encuentran cinco
fracciones mayores, al separarse electroforéticamente; ademds la secuencia
de la mayor parte de ellas es similar entre diferentes especies. las cin-
co fracciones en que se separan, se han dividido en dos grandes grupos
dependiende de su contenido en arginina y liaina.

La fraccién denominada H1, tiene la mayor relacién lisine/
arginina, y se le denomina por ello fraccidn rica en lisina, estas histonas
son las vnicas que tienen cierta variabilided de especie a especie. En las
estructuras cromosomales denominadas nucleosomas, se les encuentra dnica-
menie en las zonas que separan cada una de las subestructuras, as{ que no
pon indispensables para la estructura de superhélice que resulia en la forw
macidn ¢o Los nucleogomas; pero son de vital importancia para la formacidn
de la estructura terciaria de la cromatina (4,5).

las histonas denominadas H2a, y H2b contienen una relacidnj

de liming/arginina de entre 1.0 ¥y 2.5 por lo que Be les denomina tambidn



ricas en lisina. Estas histonas se encuentran en las subunidades cromo-
somales formando parte directa de los nucleocsomag, aunque no son indis-—
pensables para la formacién de la superhélice. Evolutivamente han cambia-~
do poco y son una de les histonas mas facilmente fosforilables.

Las histonas H3 y H4 se les denomina ricas en arginina, ya
que contienen una relacidn de lisina/arginina menor de umo, son indis-
pensables para la formacidén de los mucleosomas, pueden incluso renatura-
lizarge lom nucleosomas con solamente estas histonas. La conservacidn evolu-
tiva de su secuencia de aminofcidos es realmente asombrosa, pues practi-
camente no han cambiado, esto es, las presiones evolutivas para conser—
varlas son enormes.

En los dltimos afios se ha estudisdo intensivaments la emtruc-
tura interna de la cromatina como resultado del descubrimiento de la exia-
tencia de subunidades que se forman al digerir suavemnete la cromatina
completa con DNAsa estafilococal. Se les ha llegado a determinir ciertas
caracterfsticas estructurales por una gran varieded de mftodos (8).

1o mas sobresaliente de estas subestructurae es el hecho de
que son constantes en estructura y composicidn en toda la cromatina, y se
ha encoantrado que es general en todos los eucariotes estudiados.

El DNA en cada unoc de los nucleosomaa tiene configuracidn de
superhélice que esta sostenida y estabilizada por medio de las histonas,
gobre todo por las H3 y H4. Cada una de estas estructuras tiene un tama~-
fio de 25 ¥ aproximadamente (5,6,7).

Entre cada una de estas estructuras se encuentra una regién
de DNA que cp especielmente senaible & las DNAeas, y no forma parte de 1o

estructura anterior, esta regién esta cubierta sobre todo por histonas del



tipo B1. Los nucloosomss tienen adem&s una gran cantidad de protefnas quo
no son indispensables para mantener 15. estructura de estas subunidedea ,
pero son parte del simtems de represidn y producoidn de BNA. Eeaquf on donde
figuran las protsfnas cromogsomales que no son histonas, y que son,en eu
mayoxr parte protefnas fcidas asociadas a lan histonas por uniones idnicas {3},
Los procesos de diferenciacién se han estudiado sobre todo ol
nivel morfogénico, pero hay todavfa una gran cantidad de interrogantes no-
bre los mecanismos moleculares en el nicleo que producen la diferencimcidn.
Una de las teorfas se basa en la interaccidn entre las histo-
nas y las protefnas dcidas de la cromatinaj; segin esta teorfa las histo-
nas producen una represién general de la expresidn genética, y son las
protefnas doidos las que permiten la expresidn por la mulificacidn de la

repreeifn de las histonas por medio de la agocicién con eatas (10).

Germinasién

La aparicién de la rsdfculs a traves de la cubierta de la
semilla es considerado como germinacién. Sin embargo este fendmeno esta
precedido por una gran pantidad de procesos moleculares que son parte de
la gexminacidn.

Cuando la semilla o el fruto es liberado de la planta, usual- .
mente el embridn no estd totalmente desarrollado, y necesita un perfodo
de secamiento antes de tener la capacidad de germinar {dormancia).

Los proces~3 moleculares no se conocen, pero Se sabe que la habilided de
germinar es paralela a la disminucidn en el contenido de agua.

Cuando la semilla estf madura, solo las condiciones exter-

nea influyen en la germinacién., El agus, e8 conditio gine gua pon., La toma




de agua por las semillas secas empieza com el hinchamiento, que es un pro-
ceno puramente f{sico que involucra la hidratacidn de laa macromoléculas
contenidas en la semilla {carbohidratos, y protefnas principalmente).

La distincién entre e} proceso f{sico y los procesos bioquf-
micos no estan bien delineados, en algunas semillas por ejemplo la produc—
cién de BNA mensajero empieza a2 los 30 minutos despues de haberse inicia-
do la entrada de agus (11).

La energfa es necesaria para la germinacidn, se produce ATP por
fosforilacidn en cadena respiratoria. Por esta razdén la pregsencia de oxf{-
geno es un prerequisito para la germinacién.

Ya temperatura es un factor importante para la germinacidn,

Yy usualmente refleja las condiciones en que ge desarrclla la planta en su
habitat normal.

Loe mecanismos moleculares de la germinacidn despues de que
lag condiciones externas se han logrado, han logrado, han sido estudiadas
en algunay semillae. Se han descrito varios mecanismes, y se han encontra-
do algunas caracterf{sticas generalea en todos ellos.

Se piensa que uno de los fendmenos indispensables para desa~-
tar los procesos germinativoe, es la sfntesis de protefnas. Para llevar
a cabo la sintesis de protefnas es necesario a su vez la presencia de
poliribosoman, este es uno de los primeros fendmenos que se obssrva cuando
se inicia la germinacidn (12). EIVRNA involicrado em los poliribosomas
puede ac¢c 'HA sintetizado duranie la maduracidn del embridn, o RRA sinieti.
zado de novo, amto estd apoyado por el hecho de que una de las primeras
actividades encontradas en la germinacién es el de la RNA porlimerasa

que existe ya en el embrién (13).



Hay algunas enzimas que se activan inmediatamente al entrar
el agua, enzimas que ya estan sintetizadas; estas enzimas varfan de semilla
a semilla dependiendo de las necesidades immedfatas (celulasa, amilasa,
proteasa, lipasa etc), otras enzimas son el producto directo de la sinte~
sis de protefnas, de RNA mensajero recién producido o preexostente (14).

La sfntesis de DNA en el micleo es un proceso que se lleva a ca-
bo unas horas mas tarde, para dar pago a la divisién celular. No se sabe en
que momento se lleva a cabo la sintesis de las protefnas cromosomales, aun-
que esta se lleva usualmente antes de la duplicacién del DNA, especislmente
las histonas.

Desde el punto de vista hormonal, el primer fenémeno que se
observa, es la liberacién de 4eido gilberdlico hacia 61 tejido alouronal,
en dondq&robablemonte hay receptores especf{ficos. En la aleurona se indu~
ce la sfnteais de un gran nfhero de hidrolasas que movilizan materiales de
reserva, se cree por otra parte, que, como resultado de la actividad de la:.
nucleagas, s8¢ liberan las citoquininas que estén contenidas qufmicamente
en los £cidos mucleicos {ciexrtos BRNA de transferencia), las protedsas li-
baradas producirfan triptofano a partir del cual se sintetizarfa el 4cido
indolacético, estimulando la elongacién. El embrién as{ inducido crece y
rompe la oubierta que ha sido parcialmente degradada por las pectinasas y
celulasas producidas pare lograr la elongacién celular.

En orden de aparicién, la radfcula es mas comin encontrarla
en primer iugar, y después el coleoptilo; esto es regla general en el ca~
so de las monocotiledéneas como el trigo. Como resultado de la gravedad,
el decido indolacético emigra diferencialmente hacia cada uno de los drga-

nos formidos (radfcula y coleoptilo), estos a su vez producen las reaccio-



nes geotrépicamente diferentes en cada Srgano, debido a la diferencia en
la sensibilidad del coleoptilo y la radfcula. La radfcula se dirige hLacia
abajo, en un geotropismo positivo, mientras que el coleoptilo se dirige
hacia arriba en un geotrpismo negativo.

Tan pronto como el coleoptilo esta expuesto a la luz, dife-
renciard su aparato fotoeintético completo, y la germinacién se conside-

ra como terminada, para dar paso al estadfo de desarrollo de la planta (15).

Cultivo de tejidos

Para reconocer los factores que influyen en el desarrcllo del
enbrién, se han usado principalmente medios artificialee que reeplacen los
nutrientes que aporta el endospermo, sin embargo no solamente we han uma-
do embriones, sino también otros &rganocs de la planta para lograr la dife-
renciacién de un tejido hasta la formacién de una planta completa.

En el caso del embridn, antes de la formacidn de la planta,
ge forman callosidades en la superficie del embridn, cuando este esta cul-
tivado en un medio que le proporcione una citogquinina y una auxina en con=-
centracione tales que inducen este fendmeno; esta callosidad puede entor~
ces uiferenciar hacia la planta completa, cuando se le pone en el medio
adecuado, pssando por un estadio gue se parace al del embrifn (533,

El %“ejido forpado antes de la rediferenciacién 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 reconocid la importancia de las fitohormonms sintéii-
cas o naturales y las vitaminas en la promocién de la divisién celular y

1a conservacién del estado no diferenciado (53).



La produccidn y conservacién de callosidades vegetales se ha
Teconocido como un fendmeno que tiene gran importancia para el estudio de
loe mecanismos morfoldgicos, bioquimicos y moleculares de la diferenciacidn.

Desde el punto de vista morfoldgico se ha estudiedo , la regu-
lacién que tienen ciertas células, as{ como su posicién relativa para la
formacidn de tejidos diferenciados (embrién a partir de callo (54)). Desde
el punto de vista bioqufmico se ha estudiado la regulacidn de ciertos pro-
ductos secundarios con visﬁas a la produccidn indusirial de eatos produc~
tos en condiciones regulddes (16). Sin embargoe los mecanismos moleculares
involucrades en la produccién y mantenimiento de este tejido no ha tenido
mucha atencién.

Se han encontrado sin embargo problemas para la induccién y la
conservacién del tejido no diferenciado, una de las barreras ha sgido la
heterogeneidad de respuests de diferentes especies y tejidos hacia las di-
ferentes hormonas naturales y sintfticas, y sus contenidos relativos. Se
ha encontrado que las hormonas y sus concentraciones no dependen golamen—
te de la especie usada, sino del tejido usado para la produccidn de la ca~
llosidad. Usualmente se usa un balance entre una auxina y uwna citoquinina,
la primera sex{ la promotora del tejido no diferenciado, y la segunda es—
timilard la divisidn celular del tejido en formacidn, Sin embargo el meca~
nismo de accidn de ambas hormonas no es mimple, y sus efectos son dependien~
tes de las concentraciones respectivas, de tal manera que estos no son adi-
tivos. S *.an usado algunas otras hormonas como giberelina y édcido absfei-

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

rrotef{nas oromosomales no histdnicas

Se ha sugerido que estas protefnas participan en la regulacidn



de la egpresién genética, teniendo ademds funciones engzimfticas y eatruo-
turales en la cromatina,

Estén definidas como aguellas protefnas que se aislan de la
cromatina o de loa cromogomas, excluyendo a las histonas., Esta clase de pro-
tefnan probablemente se franslapa con las protefnas cromcsomales £cidas,

v las fomfoprotefnas micleares aungue no on idénticas. los métodos de ox-
traccién de estas-protefnas se basan principalmente en extracciones bdei-
cas o precipitaciones dcidas, y esto hace que muy frecuentemente se men~
clonen las protefnas oromosomale 4cidas, y las protefnas cromosomales no
histénicas como sindnimos. La extraccién de estas protefnas no es foil
por su tendencia a agregarse unas con oiras y con las histonas. Hay una
gran cantidad de protocolos para la separacidn de estas protefnas, usual-
mente Be obbiene la cromatina por el mftodo de Huang y Bonner (18), que
involucra la adparacién de la cromatina por centrimgac.t&ﬁ sobre un col-
chén de sacarosa 1.7 M, esta cromatina puede permanecer no suspendida, o
sugpendida por varios métodos. En el casc de mantenerse ;nmapéndida B€ pro-
duce la disociacidn de sus componentes (19),

Uno de los métodos mfs empleados para la obtencidn de las
proitefnas cromosomzles no histénicas es la obtenciadn de protefnas en no-—
lucién de 1% SDS despues de haber eliminado las histonas por medio de £ci-
do mineral dilufdo. El método preferido para los experimentos de recons=
titucién de la cromatina se lleva a cabo por medio de la extraccidn de las
protefnat -on una solucién de urea 5 My Na C1 2 M; eliminando el DNA por
medio de la hidroxiapatita, y las histonas por medio de una columna de
intercambio idnico. Otros méiodos involucran la extraccién de las protefnss

de 1la cromatina soluble con una solucidn de NaOH 0.2 M, o la precipitacién
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de las protefnas de la cromatina solubilizada por medio de HCl y H2304
0.2 N,

El nfmero de prote{nas oromosomales no histénicas, y su hete-
rogeneidad, las hacen eapecielmente diferentes de las histonas. En nfmero
se han separado de 20 a 115 en tejidos animales y alrededor de 16 a 20 en
tejidos vegetalea (20).

Sus caracterfsticas fisicoqufmicas @on especielmente -contras~
tantens con las de las histonas. Las protefnas cromosomales no histdnicas
tienen uswalmente wna relacidén de aminofcidos bdsicos/£cidos de 1.2 a 1.6,
los pesos usualmente estan entre 10 000 y mas de 100 Q0O daltones, en el
caso de polipéptidos individuales. Sus puntos igoelfctricos estan enire
3,7 ¥y 9. En el caso de las protefnas cromosomales no histdnicas de timo
de ternera y de algunos te}idos animales en cultivo, se han clsifieado de
acuerdo a algunas de sus caracterfsticas, sobre todo de pesc molecular,
punto imoelécirico y composicidn de aminodcidos. Incluse se han aislado y
purificado algunes de ellas, Una de estas, la denominada MGy, (high mobi~
11ty group 17) se ha secuenciado conpletamente, y #e han hecho ensayos de
funcién, sin embargo en su interaccién con el DNA no se ha observado es-
pecificidad (21).

A diferencia de lam higtonas, las protefnas cromosomeles no
higiinicas tienen una gran especificidad de tejido, sobre todo entre ague-
1los tejidos que tienen una morfologfa muy diferente; se han estudiado am~
pliamente ias diferencias y similitudes de las preparaciones de diversos
tejidos de rata incluyendo tejidos en cultivo; me ha encontrado que exig~
te una Aran cantided de diferencias entre loa diferentes patrones electro-

fordticos de entos tejidos sobre todo entrs tejidos con pooa relacién mor-
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18zicas ¢+ tejido de cerebro, corazdn o hfgado contra suprarenales (22).

Se ha investigado ampliamente el papel de estas protefnas
en la derepresién de la sfintesis del RNA. Por medio de cromatina recons-
titufda con protefnas cromosomales no histénicas de diferentes orfgenes,
se ha demostrado que juegan un papel muy importante en la especificidad
de la cromatina para producir diferentes especies de RNA. Se ha demosira-
do que la accién de estas protefnas en la derepresidn se lleva a cabo por
su conjugacién con las histonas que producen la represién (23,24,25).

Las protefnas cromosomales no histénicas se han estudiado
+ambidn durante el ciclo celular, y se ha demostrado que la sfntesis de ' i
algunas de ellas es concomitante a los cambios sufridos durante el cicle
celular (26). En otros casos se han estudiado los cambios sufridoz durante

el ciclo , en las fases G y G, en células normales y célulaas traneformadas,

1
y 8e ha sugerido que %tienen un papel importante en los cambios estructura~

les y funcioneles de la cromatina (27).

Otros datos apoyan la hipdtesis de funciones espec{ficas du~
rante el ciclo celular., Mientras que las histonas no cambian en su rela- i

cidn cuentitative con el DRA, las protefnas cromosomales no higténicas

sufren amplios cambios durante el ciclo celular en cantidad con respecto
al DNA y a las histonas (28),

la ¥nica modificacién postrascripcional que se ha estudiado en
estas protefnas es la fosforilacién. Se ha podido determinar que hay cam-

bios en lor patrones electrofordticos por fosforilacidn en diferentes esta-

!
;,
H
{
i
!
i
i
|
;
i

‘dios de diferenciacién en animales (29). Sin embargo no ha sido pomible
relacionar los cambios en fosforilacién con cambios en la funcidn de las
protefnas, al menos su especificidad por el complejo cromosdmico permanece

'

inalterado (30).
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La evidencia del papel regulatorio de estas protefnas es
miy grande, sin embargo el mecanismo por el cual esta regulacidén se lleva
a cabo estf muy lejos de visvalizarse porque no es el ¥nico medio de re~
mover lag histonas para promover la sfntesis del RNA. Se ha demcstrado
que ciertas fracciones de RNA tienen la misma capacidad (31) y algunos
cationes {32).

Por otra parte se ha querido determinar con precisién la
distribucién de las protefnas cromosomales no histénicas en la cromatina
y se ha encontrado que de 80 a 100% de estas protefnas se encuentran en los
sitios activos en la transcripcién, mientras que solo un 5 a 10 % del DNA y
de un 20 a 40 % de las histonas se encueniran en estos sitios (9). Se ha
determinado por immunofluoresencia que existen prote{nas especfficas que
ge encuentran en los "puffs" de los cromosomas politénicoe’ de Drodophila,
pero ademds estas protefnas se encuentran ya en los sitios que serén
"puffs” desde el estadio larvario. Los "puffa" gson regiones en los que
existe una atundancia en la sfntesis de RNA (33).

Se ha pensado también. que estas protefinas tienen un papel
estructural, sin embarge hay mucho menos evidencia de esto, sobre todo,
porgue los métodos de extraccidn son tan drdsticos que el estudio de in=
teracciones despues de su extraccidn y purificacidn ha sido muy diffcil,
gin embargo e ha determinado que las protefnas HMG 1 y HMG 2 (high movili~
ty group 1 y 2) de timo de ternera, aumentan el Tm del DNA al que se ago~
cian de 4°°C a 65°C, se ha demostrado ademfs por espectroscoffa de dicro-
iemo circular que los complejos que forman mo son al azar (34).

Por otra parte se ha determinado que las protefmnas no histd-
nicas estén mas relacionadas con los espaciog entre los micleosomas que

con los nuclecsomas mismos (B).
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Protefnas cromosomales no histénicas en plantas

Laa protefnas cromosonales no histdénicas en plantas han si-
do examinadas en varios sistemas, pero la informacién es muy limitada com-
parada con la existente en animales, Existen reportes en plintulas de fri-
jol (35), polen en desarrollo (36), cultivo de tejidos de zanahoria {37),
¥ pléntulas de maiz (¥8), trigo (39) y haba (40), as{ como Lemna (41) y
Spirillum (42),

La heterogeneidad de estas protefnas en diferentes tejidos
ha gido en general poca, por ejemplo en diferentes tejidos de una pldn-
tula de mafz, las protefnas cromosomales no histénicas don idénticas en
geles de acrilamida, usando varias tdcnicas de extraccidn y varias téc-
nicas de geles de poliacrilamida (38), sin embargo en diferentrs partes
de hipocotilo de frijol se encuentran ligeras diferencias (35), lo mismo
que en diferentes drgancs de una pléntula de haba (40) y trige (39).

Reiner y Matsumoto han estudiado la cromatina de zanahoria
en la transformacién de callos en cultivo in vitro hacia la formacidn de
embridn, encontraron solo pequeflas diferencias en patrones electroforé-
ticos de las protefnas cromosomales no histénicas entre ambos tejidos.

Sin embargo la velocidad de sfntesis del RNA llevadc a cabo con croma-
tina reconstitufda con protefnas cromosomales no histénicas de los dos
diferentes estadios de diferenciacidn, fué diferente, siendo mas elevada
con pratefnas cromosomales de embridn que de los callos (37). Yasuda y
Saghak!{ - ~ontraror r. golamente diferentes velocidades de s{ntesis, sino
que correlacionaron eate cambio con la disminucién de dos Protefnas cromo-
somales no histénicas (43).

Hay poca informacidn sobre fosforilacién de las protefnas cro-
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mosomales no histénicas en plantas. Van Loon y colaboradores (41) evalua-

ron la fosforilacidn in vitro e in vive de las proteflnas cromosomales en

Lemna (chichicastle), y cebada; enconiraron que la mayorfa de las fosfo-
rilaciones se encuentran en las protefnas cromosomales no histénicas ha-
biendo de 15 a 20 protefnas fosforiladas con un peso molecular de 104 a
105; el fésforo lo recuperaron como serina de fosfato. Encontraron ademis
cambios en los patrones de fosforilacidn durante la germinacién del cen-
teno, pero los perfiles de las protef{nas obtenidas de raiz y brotea fue
muy similar (44), concluyen que los cambios durante la germinacidn pue-
den no ser el resultado de la diferenciacién. Al igual que en animales
(45), 1la fosforilacidn solo incluye al G.1% de las protefnas aproximadamen-
te, asf que existe un aminodcido fosforilado por cada 100, 10 que repre-
senta para una prote{na de 40 OO0 daltones de peso molecular, 4 fésfo-
ros por molécula (44).

Se ha emtudiado tampién el efecto de las auxinas sobre las
protef{nas cromosomales no histénicas. Se sabe que la auxina sintética
2,4~D, en pldntulas de soya provoca un gran incremento on la sfniesis de
ENA en la regidn madura del hipocotilo (46), este incremento estf dirigido
sobre todo, hacia la prodiccién del RNA ribosomal; se piensa que este au-
mento se debe a la mayor actividad de la RNA polimerasa I (47). El feido
indolacético por otro lade provoca el incremento de todss las especies
de RNA aunque la RNA polimerasa II aumenta solo en un 30 % (46). Por ello
se ha penrido que hay una modificacidén en las caracterfsticas en la cro-
matina, Efectivamente Yasuda y Yamada encontraron que el 2,4-D (2,4~Diclc~
rofenoxiacetato) ge une & la fraccidm hisdnica rica en lisina y provoca
un cambio en sus caracter{sticas convirtiendola en protefna extrafble con
soluciones bdsicas como las protefnas no histénicas. Murray y Key (48),

Al .t
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encontraron por otra parte, un aumento in vivo en la Iosforilgci&n de
protefnas cromosomales de hipocotilo de soya despues de iratarle con
2,4-D § la mayor parte de la fosforilaciédn se 1llevé a cabo en las pro-
tefnas cromosomales no hiaténicasjsin embargo, los perfiles electroforé-
ticos no cambiaron. De aqui podrfa deducirse que la fosforilacién en
ciertas protefnas en momentos espec{ficos jusga un papel ,importante,
mientras que los cambios cualitativos de las proteinas son de menor im-
portancia.

Se hm descrito po otra parte, inhibidores de la transcrip-
cién en protefnas cromosomales no histénicas durante el ciclo celular
en Spirogira (49), y en cotiledones de chfcharo (Pisum sativum), en

este caso el inhibidor se reconocid como una fosforilasa de UTP (50).
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OBJETIVOS

Bste trabajo estd dedicado al eatudio de los camblos ocurridos
en las protefnas cromosomales no histdnicas en dos procesos que parten del
mismo punto., La germinacidn y la produccién de callosidades (tejido no di-
ferenciado) son procesos que parten del mismo tejido (embriGn), pero depen~
diendo de las condiciones externas (concentracidn de fitohormonas), se pro-
dﬁce uno o el otro. Las diferencias morfoldgicas de ambos tejidos es muy
grande, su bioquimica égté poco estudiada, perc se sabe que es muy diferente
en una gran cantidad®de aspectos {55), y sobre todo funcionalmente son muy
diferentes.

Los éallos ueadog necegitan de una gran cantidad de nutrientes
para ser generado y subsistir, y se sabe por ciertos estudios bioquimicos,
gue sus caracterfsticas son mas bien similares a los de rafz, porﬁo menos
en lo que se refiere a su metabolismo nitrogenado (55).

Le pléntula tiene una gran cantidad de funciones que le son espe~
cf{ficas, sobre todo 1a aparicidn y degarrollo de cloroplastos, por no ha-
blar de su estructura anatdmica; ls raiz por otro lado tiene también una
gran cantidad de funciones que le son propias, y su estructura anatémica
es también espec{fica de esc¢ iejido diferenciado.

Las diferencias entre estos tejidos {embridn, callo y rafz), de-
ben estar en Yltima instancia en la expresién gen€tica de la cromatina, por
esto es muy importante el estudio de los factores que afectan esta expre-
8ién. Las protefnas cromosomales no histénicas son buencs candidatos para
estar involucrados en este macanismo, ya Bea en sus cambios cualitativos

per se o por modificaciones como 1la fosforilacidn.
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II MATERIALES Y METODOS

/

Embriones, pléntulas y callosidades

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

dad Potam S-70; &sta fué la fuente para el reasto de los tejidos.

los embriones se obtuvieron por el método del Dr. Stern, modifi-
cado por J. Garcfa (58). Este mfétodo sonsiste en la molienda de semillas
completas en una licuadora Osterizer, usando 200 g de semillas, y moliendo
durante 10 segundos a la velocidad mdxima, Las semillas molidas se pasaron
por tres mallas ( N8, 16y 32)3 el material que permanecid en la malla
de trama mae pequefia, e molid de nuevo, esto se repitif trea veces, El
material de la malla de trama mae pequefia se usd como fuente de embriones.
Usualmente se usaron de un kilo a kilo y medio de semillas para cada extrac~
cidn de embriones . El material obtenido se virtid en un veso que contenfa
aproximadamente medio litro de una solucidn de cloroformo-ciclohexano en
proporcifn de 24 a 1 respectivamente.

E)l material que permanece flotande ®e recupera con una malla de
metal, se seca sobre un embudo Bilchner al vacfo, y se limpia de material
ligexo moplando sobre el vaso de precipitados conteniendo el material. El
producto obtenido esde un 30 a un 50 % embriones puros, el reato del mate-
rial son grdnulos de almiddn en su mayorfa. Kete material me usé como fuen~
te para 12 extraccidn de protefnas cromosomales no histénicas de embrién.

los callos fuercon obtenidos por dos medios. Uno de estos
fué el cultivo de semillas completas en medio de Murashige y Skoog, comeo
nedjo bamal.

Las semillas se esterilizaron sumergiéndolas durante dos

minutos en una Solucién de etanol al 70%, esto es principalmente para tra—
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bajar las semillas con la tensidn superficial baja, para producir una es-
terilizacién mas eficiente al poner a las semillas en contacto con una so-
lucidn de hipoclorito de calcio al 10% durante 20 minutos (en realidad es
una solucién que se obtiene haciendo una mezcla de agua e hipoclorito de
calcio al 10¥% vol/peso agitando durante cinco minutosy'filtrando a través
de papel filtro, el filtrado se usa como solucidn esterilizadora). lespués
de 20 minutos, se elimina el hipoclorito de calcio, y se lavan las semi-
1las dos veces con agua estéril. Las semillas aas{ ohtenidas causan un 10%
de contaminacidn después de 15 dfas de incubacién en un medic de cultivo:

La siembra de las semillas se hizo habitualmente bajo una
campana de flujo laminar, en tubos de dos y medio cent{metros por diez cm,
estos habfan sido llenados previamente con 8 mililitros de medic de induc~
cidn.

El medio de induccidn fu€ el llamado Murashipe y Skoog (M),
este medio contiene las siguientes sustancias:

Para un litro de madio

Solucidén A CaC12-2Hé9 0.44 g en 10 ml
Solucién B NH4NO3 1,65 g an 190 ml

KNO, 19 8
Solucidn C 00012'6H20 25 g

K1 0.82}g en 10 ml
Solucién D KH2PO4 0.17 g

}{31504 6.2 mg

NaZMood'HQO 0.25 mg en 10 mg
Solueidn B MgSO4‘7H?0 0.37 g

MnS0,"H,0 17 mg

CuSO4'5H2{J 25 /ug en 10 ml
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Solucién P FeSO4‘7H20 57 ng
Na23MA 74.5 =g en 5 ml

Yitaninas Piridoxina - 500 j,(g en 5 ml
Tiamina 100 j‘g en 5 ml
Acido nicotfnico 500 /«g en 5 ml
m~inositol 100 mg en 10 ml
glicina 2 mg en 2 ml

Fitohormonas 2,4-D dos miligramos en 10 ml
cinetina un miligramoc en 10 ml

La eolucibn de 2,4~D se prepara llevando la solucidn a pH 7
1a cinetina se disuelve en una solucién ligeramente £cida (mcidificando ecn
HC1). El medio se prepara siladiendo los voldmenes que contienen cada unc
de los mitrientes en la concentracién indicada.

Se afiaden al medbs la sacarosa (30 g por litre), y agar. -
que se disuslve por calentamiento (agar para hacer una solucién. al 0.8%).
Se vierten 8 ml del medio en cada tubo. Los tubos se tapan con papel aluminio
y se eaterilizan durante 15 mimitos a 20 libras de presién.

El medio de induccidén como pyede apreciarse, contiene una
concentracién de fitohormonas de 2 partes por millén de 2,4-D y 0.1 partes
por nillén de cinetina.

Despfen de ?1 dfas aproximadamente, de haberse iniciado la
giembra se nuede observar la formacién de un callo proveniente del embridn
el cual se resiembra, eliminando las partee diferenciadas en un medio M/S,
pero esta vez conteniendo una parte por millén de 2,4~D y 0,05 partes por
millén de cinetina, Estos callos fueron resembrados en un medio idéntico
quince dfas despues, el tejido :obtenidc se usd como fuente de protefnas

cromosomales no histdnicas.
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En ocasiones se usf la siguiente combinacidn de fitohormo-
nas en ¢l migmo medio de Murashige y Skoog, esta produjo un crecimiento
mas homogéneo de los callos. Para la Induccidn : 4 ppm de Mecoprop ((2,me-
til, 4 cloro) 2 fenoxi propionato), 2ppm de 2,4=D y 0.1 ppm de cinetina,
para reculiivar se usaron 2 ppm de Mecoprop, ' ppm de 2,4-D y 0.1 ppm de
cinetina.

Para los experimentos de induccidn de callos a partir de
embrién se utilizd simplemente un papel humedecido con una solucién de 50
prn de 2,4~D en condiciones estériles, ¥y se colocaron las semillas estéri-
les sobre €1,

Con este método se logran tener pequefiae cantidades de
callos a los seis dfas de incubacidn. Por este mismo método me pueden ob-
tener tejidos intermediuvs entre embridn y la produccidn de callo, antee

de que aparezca este. De la misma manera se ontuvieron los materiales
para los estadfos intermedios para la produccién de pléntulas a partir

de la semilla completa, pero en este caso se usé el papel humedecido con agua
estéril sin afladir ninfuna fitohormona.

Todos los tejidos obtenidos por estos medios se congela-
ron inmediatamente despues de su obtencién, para llevar a cabo la purifica-

¢idn de la cromatina.

Bxtraceidn de protefnas cromosomales no histénicac.

La purificacidn de la cromatina se llevd a cabo por el wé-
todo de Hueng 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 DI (polivinil pirrolidona, Sigma) al 10 % peso/peso, se contimia

la homo&eneizgcidn en mortero hasta obtener un pasta. Se agrega entonces
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diez veces su peso, en medio de homogeneizacién, que consisie en Tris~HCl
0.05 M (pH 8), MgCl, 0.01 M, y mercaptoetanol 0.01 M. Se homogeneizd en un
aparato Politrén (Politrdn, lucerna, Suiza), llevando a la velocidad mfxi-
ma, durante dos minmutos a 4°C. El homogeneizado se filtra por ocho capas de
gasa y el residuo se resuspende en medio de.homogeneizacién y se rehomoge~
neiza en el aparato Politrdn. En el caso del callo esto se repitid una vez
mas, y en el caso de la rafz se homogeneizd cinco veces en total. Después
de esta homogeneizacifn, el filtrado se pasd por una malla de nylon de

86 micras de poro, y con eato se eliminaron células que hayan pasado lam
capas de gasa.

El filtrado se centrifuga entonces a 4000 XG Aurante 30 mi~
mtos, el sediménto obienido se resuspende en el mismo medio de homogenei-
zacidn, se centrifuga una vez mas, esta vez a 10 000 XG durante 30 minutos.
Bato se repite una vez mas. El residuo obtenido se resuspende en una solucién
de sacarosa 0.25 M, mercaptoetanol 0.01 M, se centrifuga entonces a 10 000
XG, esto se repite dos veces. Por fltimo se repuspenden lus residuos en una
solucién de Tris~HCl (pH 83, mercaptoetanocl 0.01 M, y se centrifuga a
10 000 XG, esmte lavado se repite dos veces, con eato se obtiene cromatina
cruda.

Ila cromatina cruda se resuspende en un pequefio volumen de
Trig-HC1 (pH 8) 0.05,M mercaptoetanol 0.01 M, y se pone sobre una solucién
de sacarcsa 1.7 M en un rotor de columpio del tipo SW 56 (Beckman, Palo Alto
Cal.), y se centrifuga durante dos horas a 25 000 rpm.

Despues de la centrifugacidn se elimina la solucién de sa-
carosn ¥y el residuo se considera como cromatina purificada. Esta cromatina

est{ contaminada usualmente con almiddn, en el caso del embrién, y conta-
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minad§ con reatoe de pared celular en el caso de rafz y el czllo.

La cromatina obtenida, se dializa contra una solucién de
Tris-HC1 (pH ?) 0.01 M durante toda la noche, El contenido de la bolsa
de didlisis sé centrifuga a baja velocidad para recuperar la cromatina.

Esta cromatina se suspende en una solucién de Na€l de
2 M, y se agita a 4°C durante 12 horas, ¢ se homogeneiza en un homogenei-~
zador Politoén a baja velocidad, recuperéndoae el sobrenadante cowmo cro-
matina resuspendida. El residuo se resuspende en NaCl 2 M y se homoge-
neiza en homogeneizador politrdn durante dos minutos sobre hielo. Se re~
cupera de ente modo un poco mas de cromatina, una tercera homogeneizacién del
residuc da una pequefia cantidad adicional.

La cromatina suspendida se tratd entonces con }{230‘ O.2N
( concentracién final) y me dejé reposar por al mencs eeis horas a 4°C. des-
pies de ente tiempo Be centrifugé, y se recupsraron las protefnas fcidaa
_en el residuo.

Las prote{nas se resuspendieron en Tris=HC1l (pH 9), 0.0MM
y el pH se ajisté con NaOH 0.01 M para llevarlo a pH 9, de esta manerz
las protefnas fueron totalmente solubilizadas. Esta solucidn se dislizd
durante toda la noche en contra del mismo amortiguador Tris-HC1 (pH 8)
‘0,01 M en el cuarto frio.

Las protefnas dializadas se centrifugaron a 36 000 rpm en un
rotor Spinco SW 56 (Beckman) a 25°C durante 18 horas, de esta manera el
DNA contenido en la solucidn inicial se sedimenta, Después de esta centri-
fugacidn, se tomaron las dos terceras partes superiores de la preparacién
como protefnas 1ibres de DNA. En ensayos posteriores se encontrd que la canti-
dad de DNA en esta preparacidén estd por debajo del 1 % con respecto a las
protefnas.

1as protefnas se determinaron por el métode de Lowry y

se liofilizaron: El1 mftodo de Lowry (51) consimte en la adicién de una
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de cobre y una de fenol, a una muesira de protefnas, en este método se
detexminan las uniones peptfdicas (reactivo de cobre) y los aminofcidos
aromfticos (reactivo de fenol). El protocolo es como sigues se prepara
una solucidn de NaZCO5 al 2 % en una solucién de NaOH al 1% estas dos
soluciones #e mezclan en proporciones iguales en volumen, obieniendose
as{ la mezcla de la soluciédn de cobre, El reactivo de Folfn (reactivo
de fenol), se obiiene comercialmente (Merck); se diluye dos veces para
ger usado en la determinacidn.

Para determinar concentraciones de protefnas, se usan
0.5 ml de la preparacién de protefnas por determinar, se agregan 5 ml
de la solucién de cobre y tartrato, y me dejan correr 10 minutos, al
cabo de estos, se agregan 0.5 ml de la solucién de Folfn, y se dejan correr
30 minutos, despues de este tiempo se leen los tubos a 750 nm de absor-
vancia.

La curva patrdn se prepara gon soluciones de albdmina
que tengan con entraciones que vayan de 25 a 250 microgramos por mili-
litro, range en el que la relacidn de conceiraciones y absorvencias se
mantiene lineal.

la determinacién de protefnas se hizo también por medio
de la absorcidn de las protefnas a 280 nm en un espectofotdmetro (Zeits)
y se obtuvieron relaciones de absorvencia y concentraciones de protef-
nag. Este método fué de utilidad limitada porque muchas méestras tenfan
compuernter renflicos en diferentes cantidades, que no hacfa posible su
comparacién por absorcién a 280 nm, longitud en la cual absorven fuerte-

mente los fenflicos por sus caracterfsticas aromfticas.
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Cromatograffa en columnas de DEAE~Celulosa

Se usarontolumnas de DEAE-celulosa (Sigma) para la sepa-~
racidn de los componenties de estas protefnas. La columna usada fu€ de
un centimetro por 20 cm.

la DEAE<celulosa pe reactivd suspendiendola en una solu-
cién de NaOH y dejéndola reposar durante 30 minutos, depues de lo cual de
lavé con agua hasta lograr la neutralidad. En seguida se lavé con una so-
luecidn de HEL 1 M dejandola reposar unos 30 minutos, despues de lo eual
se lavd con agua hasta lograr la neutralidad. El producto se consgidera

DEAE activado,

la columna se prepard virtiendo la suapensidn de DEAE~-ce-
luloea hasta tener una columna empacada de 20 cm, en la parte superior
se coloed un pedazo de papel filtro y se colocd la muestra de protefna.
Usualmente en un volwmen de uno a dos mililitroa, existfan de cinco a
diez miligramog de protefna.

Se corrleron tres gradientes continuos, el primero de
0.01 Tris-HCl (pH 8), a 0.1 M de NAC1, en el mismo luffer, usando 20
mililitros de cada una de las soluciones, de tal modo que el volumen i«
nal de este gradiente fué de 40 mililitros.

El segundo gradiente se corrid de 0.1 M de NaCl a 0.4 M
de Nall, ambos en el mismo amortiguador de Tris, se usaron 20 mililitros
de cada solucidn, an{ que el volumen de eate gradiente fud de 40 mililitros.

El tercer gradiente fué de 0.4 de NaCl , usandose el
mismo amortiguador Tris-HC1 {pF 8), me usaron 20 ml de cada una de lasn
soliucionna, siendo la segunda soluciédn de NaCl 1 M; el volumen final fud
de 40 mililitros.,

Se recogieron 120 fracciones de un mililitro cada una.
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El flujo de la columna sé mantuvo usualmente de 1,5 ml/min, por medio

de una bomba peristfltica. La obtencién de las fracciones se llevd a ca-

bo por medio de un colector de frac¢iones LXB (Suecia), en los dos prime-
r08 gradientes se mantuvieron 18 gotas por fraccién (aproximadamente un mi-
1ilitro), el §ltimo gradiente necesitd 25 gotas por mililitro, ya que 1la
mayor concentracién de sal provoca que las gotas tengan un mayor volumen.

Cada fraccidn se leyd e¢n un espectofotdmetro Zeits a 289 mm.

Gradiente se Sacarosa

Se usé el métodc de Martin y Ames (52), aunque se hicieron
algunas modificaciones. El método usado consiste en la centrifugacién de
una mestra de protefnag con una concentracidn aproximada de 1 mg/ml,
usandose 0.2 ml para cada centrifugacién,

Se usd un rotor SW 56 en una centrffuga Spinco {Beckman).
Fl volumen total por tubo del gradiente fué de 3.65 ml, El gradiente esta
formado por dos soluciones de sacarosa, de 20 ¥ y de 5 %disueltas en una
solucifn Tris-HC1 0.05 M (pH 8), el gradiente después de formarse se guzr-
da durante al menos cuatro horas a 4°C.

Se corrid el gradiente de 8 a 12 horas, despues de lo cual
se colectaron 25 fracciones (tres gotas de cada una), por puncién en el
fondaa o por sifoneo por la parte superior, obteniéndose siempre las frac-
ciones del fondo primerc.

a Cada una de las fracciones se leyé en un espectofotdmetro
Zeits a 280 mm, para ser lefdas las tuesiras se diluyeron trec veces con

una enlucién de Tris=-HC1 (pH 8) 0.05 M. Se usaron como prnteinaa patréns

ribolucleasa, albtfmina y tripsina en concentraciones de 1 mg/nl, y se

usaron para la corrida un volumen de 0.2 ml en el que se encontraban las

tres protefnas (conc. final 3 mg/ml).
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Andlisis de aminoZcidos

Para el anflisis de aminofcidos se usé una hidrdlisis
4cida {S6), el anflisis se 1levé o cab en un autoanalizador por croma~
tograffa; Labotirdn Chromatocord.

Para la hidrdlisis se uparon 10 mg de prote{nas puras,
estas se suspendieron en una ampoldeta que se selld al vacfo. La ampolle~
ta se calentd entonces a 100°C durante 24 horas con agitacién oeasional,

Después de la hidrdlisis, el contenido de la ampolleta
se 1levd 2 5 ml, y el 4cido clorfidrico se elimind a baffo marfa, dejando
los aminodcidos a sequeddd . Estos se resuspendieron en 5 ml de agua, ¥
1a solucién se filtrd. Se eliminé el agua de nuevo a bafio marfa, y esto
ge repitif hasta que el pH ce la solucidn fuf neutro.

Los amino4cidos pe resuspendisron en un amortiguador de
citrato 0.2 M (pH 2.2), y se analizaron por cromatogrsff{a en un aparato
labotrén Chromatocord. Este aparato consiste en dos columnas intercambia-
dorag de iones, una pars hacer la separacidn d e los aminodcidos bdsicos
y 1a otra para loa aminodcides 4cidos, la muestra se hace pasar por las
columnas a presidn al vacfo, el corrimiento dura asf aproximadamente 6
horas, los amino{cidos Be identifican por du Rf y por su fluorgacencia
por su reaccidén con el isocianato. Para la comparacidn cuantitativa de
los uminodcidos, Be corren patrones con concentraciones conocidas.

La obtencidn de las concentracionec porcentuales de la
muestra re¢ nicieron con la ayuda de un integrador automftico. Se tomaron

en cuenta adends las desaminaciones de la glutamina y la asparagina.
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Determinacién de fosfatos

Las preparaciones de protefnas estdn contaminadas con
pequeflas cantidedes de DNA y RNA, por esto se elimind promero el DNA pre-
sente por digestidn con DNasa usdndose diflisi al mismo tiempo, para eli-
minar los productos resultantes al mismo tiempo que la digestién se lleva
a cabo. Se usé el método de Fiske y SubaRovw para la detemminacidn de los
foafatos (54).

Para la eliminacién del DNA, 0.3 mg de prote{na pura se
disolvieron en 0.5 ml de amortiguador Tris 0.01 (pH 8.5). Se agregd 1 ml
de DNasa que contenfa 2.5 U de actividad ¢ DNasa Sigma). Para obtener esta
8olucidn se tomaron 0.1 ml de una solucién madre que contiene 25 U de acti-
vidad por mililitro,

La mezcla se dializé durante 18 horas a 32°C comtra agua ,
de esta manera los mucleftidos formados por la accidn de la DNasa se eli~
minaron al mismo: tiempo que se formaban.

A la solucidn de protefnas libres de DNA se les afiadid una
gota de H2504 concehtrado fumante, y se evapord a la flama hasta que el con-
tenido se volvid café, se enfrfa el tubo en agua corriente, y se agrega
una gota de 4cido nftrico 2 N, y el calentamiento se continfa sobtre la
flama, cuando se desprenden vapores blancos se deja de calentar, se enfria
al aire y se agrega 1 ml de agua y el tubo se pone en agua hirviendo duran=-
te cinco minutos.

Esta solucién contiene fosfato libre que puede determinar-
se por el método de Fiske y SubaRow (54), este método consiste en lo sigiien-
te: se determina la formacidn de molibdato de amonio, por medio de un re-

ductor sensible a la concentracién de foasfatos en medic 4cido, Se utilizan



para este fin las siguientes soluciones: molucién reductora, que contie-
ne 0.2g de 1~amino~2naftol-4-sulfonato, 1.2 g de sulfito de sodio y 1.2g
de bisulfito de Bodio, esto se mezcla bien en un portero, y se toman 0,25 g
Yy se disuelven en 10 ml de agua. El molibdato, es una solucidén de molibdato
de amonio al 2.5 %. Se wtiliza dcido sulfdrico 5 N. La solucidn estdndar se
prepara disolviendo 1.3613 g de KH2P04 puro en un litro de agua. Se usa
diluyendo la solucién 1:10, asf que 1 ml corresponde & una micromol de fés-
foro.

La determinacién e hace simplemente usando 8 ml de solu-
¢ién de hidrolizado de protefnas (esta preparacién consiste usualmente en
1 ml de hidrolizado mas siete mililitros de agua), 2 la que me le afladid
1 ml de H2804 5 Ny y 1 ml de la solucidn de molibdato, 0.1 ml de la solu=~
cién reductora, y se lee la mezcla a 660 nm.

La curva patrdn se hizo tomando 0.1 a 1 ml de la solucidn

estdndar de fosfatos y llevando estos volumenes & 8 ml, de esta manera las

concentraciones van de 0.1 2 1 micromol.

Electroforesis en placas de poliacrilamida

Para determinar los patrones electrofordticos se us§ un
método modificado del método originalmente descrito por Manzel (57).

Este método consiste en usar un aparate yue es basicamente
el mismo que para los geles en tubo, pero la corriente pasa a través de
toda la ri: -3 de aproximadamente 30 x 30 cm, las muestras se ponen en loa‘
canales que deja un peine despuea de la polimerizacién de la acrilamida,

Se usaron las siguintes soluciones para la preparacién

de la placa: solucién de acrilamida y bis acrilamida en proporcidn de
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30:0.8, amortiguador Tris-HC1 (pH 8.8) 1.5 M, Tris-HC1l (pH 6.8) 0,05 M,
50S (dodecll sulfato de sodic) 10 %, TEMED (N°NN, trimetil, etil-etilen
diamina), y £eido persulfdnico al 10 % (APS).

lLa placa se prepara de la siguiente manera : se unen las
placas de vidrio con dog tiras de pldstico a los dos iados, untadas con
vagelina también, se fija por medioc de dos mariposas a los lados, y se
sella al fondo con una solucidn de agarosa al dos por ciento.

Las soluciones para formar el gradiente se preparan de la

giguiente manera :

Solucidn ' 7 % 20%
Acril/bia 2.3% ml 6.66ml

Tris 1.5 ¥ (pH 8) 1.25 ml 1,25 m}

SDS 1% 100 microlitros 100 microlitros
Agua 6.266 ml 14933 ml

APS 10 % 50 microlitros 50 microlitros
Volumen total 10 ml 10 ml

Después de agregar el APS, se agita la solucién y se vier-
te cada una de las soluciones en un mezclador de gradientes, y se pasa la
solucién a la placa. Se deja unos 15 minutos. Después de lo cual se ha
polirerizado la acrilamida.

La solucidn para la formacidn del gel espaciador es como
sigues
Solucidn
Acril/vis 2.5 ml

Tris (pH 6.8) 0.5 M 1.875 ml



SDS 10 % ' 150 mierolitros

TEMED 75 microlitxos
Agua 10.325 ml

1PS 10 % 150 microlitros
Volumen f{inal 12 mililitros.

Esta solucién me vierte en la placa en donde se ha coloca~-
do ya el peine que va a formar log canalee en dunde se pondrdn las pro-
teinas.

Después de unoe 10 minutos, se retira el peine, se lavan
los canales con agua y se secan con papel filtro.

En loa compartimientos superior e inferior del aparato se
vierte la solucidén de corrimiento, que contiene 3 g de Tris, 14.4 g de glici-
na , y 5 ml de una solucién de SDS al 10 %, todo esto aforado a 1 litro,
el pH final de esta solucidn es de siete,

Lag protefnag se disuelven en Tris-HC1 0.01 M (pH 8), SDS
10 %, mercaproetancl 10 %, y sacarnsa 10 % peso/volumen, se ponen un mi-
nuto en agua hirviende y se colocan de 20 a 100 microlitros de estas en
cada uno de los canales. La concentracién de protefnas en cada uno de los
canales es de aproximadamente 1 mg/ml de tal manera que la cantidad total
de protefna en cada urno de los canales es de.20 a 100 microgramos.

El corrimiento se 1levd a cabo usualmente con una mayor
corriente en el gel espaciador que en el gel de corrida; giendo la corriente
de 5 a 15 .. (aprozimadamente 20 a 100 V), el tiempo de corrida varid de
B a 14 horas. Se usd corriente constante, dada por el aparato IS5C0, usual-
menti el voltaje aumentd al ir pasando las protefnas de una concentracién

baja a una mas zlta de acrilamida a lo largo de la placa.



=30~

Despuds del corrimiento, se mepararon las placas de vidrio,
Yy 8e sacd con cuidado la placa. Se tifif la placa sumergiémdola en una so~-
lucidn de 0,062 % de azul de Coomasie en fcide tricloroacético 50 % p/v
durante 20 minutos.

Lag placas se destifieron en una solucién de feido acético

glacial al siete por ciento.
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TII RESULTADOS

La extraccidn de las protefnas cromosomales no histdnicas
ha planteado algunos problemas por sus caracterfsticas fisicoqufmicas, no
solo por su heterogeneicidad, sino también por su tendencia a agregarse
con las higtonas y entre ellas mismas,

Los mftodos tan dristicos usados en su extraccidn tienden a
cambiar 8us propledades iniciales, gin embargo, conservan sus caracterfutif
cas fundamentales que les permite reaccionar de manera especffica con la
cromatina reconstituida (37).

En el caso de las plantas, existen algunas otras dificul~
tades como el problema dr roﬁper los tejidos por medios suaves, Este pro-
blema no fué tomado en cuanta al principio del irabajo, y los rendimientos
eran tan bajos que no era posible trabajar con las cantidades obtenidas.
Usualmente loa tejidoa vegetales se rompen con métodos mas drdsticos que ics
ugados parz los tejides animales, esto hace diffcil la extraccidén de nfclecs
porgue la homogeneizacién violenta dafia una gran cantidad de ndeleos, En
la tabla 1, se describen los rendimientos t{picos alcanzados con el mé-
todo descrito mas adelante, estos rendimientos reflejan mas bien las ca-
racter{sticas de los diferentes tejidos. El embrién es un tejido que no
contiene bfsicamente tejidos parenquimatoso, y por ello el rendimiento
en relacidn a su peso seco e6 mas alto, mieniras se va desarrollando,
la pared ¢. ular de los nuevos tejidos (rafz y callo), hace mam diffcil
8u extracci&n, y existe menos c€lulas por grano en pefio fresco.

Otro problema en el uso de telidos vegetalen, es la pre-

sencin de compuestos fendlicos que son ext-<raidos Jjunto con lan protefnas



TABLA N° 1

RENDIMIENTO T

E PROTEINAS CROMOSOMALES NC HISTONICAS EN DIFERENTES TEJIDOS

TEJIDOS PESO (g) PCNH (mg, Rendimiento
meg/g peso
fresce,

Embridn 12 9.6 0.8

Fmbridn |

(48 horas de germinacidn)

Embridn

(72 horas de germinacién) 2.0% 1.13 0.8

Exbridn

(6 dfas dé germinacidn) 4.0 0.1 G.025

Embridn

(40 noras de germinacidn 1.2 0.7z 0.16

en 2,4-D) i

1inbridn ‘

(72 horas de germinacidn 5,42 0.11 0.16

en 2,4~D)

Callo de -seis| dfas 0.72 0.11 0.16

La extraccién

les congelado

nuar ¥a homcgeneizacién en un sparato Politrdn, el homogereizado se filtrs

a través de g

trifugd varia

mente sobre w

un rotor Spin
despuds de ha
cromosomales

var la soluei

Se resuspende

de las protefnas se llevd a cabo homogeneizando los materia=-

By ¥ afladiendo una solucidn de Tris 0.05 M (pH 8) para conti~

nsa y malla de nylon de 86 micras de poro, El filtrado se cen
5 veces a 10 000 XG a 4°C, el precipitado se centrifugd final
h colchdn de sacarosa 1,7 M durante doa horas a 32 Q00 rmp en
co a 4°C. La cromatina obtenida se resuspendid en NaCl 2 M ,
ber sido diaiizado centra Trie 0,01 M (pH 8). Las protefnas
no histénicas se precitaron en frfo afiadiendo H2504 para lle

dn a 0.2 N, se recupersn las protefnas por centrifugacidn.

hoen Tris 0.01 M (pH 9), se dializan y se cuantifican por lLowzy (51).
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no obgtante los pasos de purificacién. Estc no serfa espeéialmente grave
8i no fuera porque los compuestos fendlicos interfieren fuertemente en dos
de los métodos mas importantes para la determinacién de concentraciones

de protefnas: el método de Lowry, y la absorvencia a 280 nm, ambos métodoz
hacen uec de la presencia de compuestos aromdticos para determinar la pre~
gencia de protefnas de manera cusntitativa por medio de sus residuos aro~
mdticos. La interferencia de los compuestos fendlicos es ademds compleja.
porgue Bus caraaterf{sticaz cambian dependiendo del pH en él que ge encuen-~
tren, y son muy sensibles al cambio en fuerza idnica también, As{ que a

pH 4cido la interferencia es mucho menor, pero al aumentar la bacleidad

la interferencia es tan grande que se hace impposible tener siguiera una
vaga idea de las concentraciones reales de las protefnas obtenidas. E1 pH
usado para determinar las protefras por su absorvencia a 280 nm era de

8.5 y es a eate pH al que llegan los valores mas altos de absorvencia

para los polifenoles.

El problema de los polifenoles pude evitarse en cierta
medida, aunque mo totalmente, al usarge en los primeros pasos de extrac~
¢idn de las protefnas la Polivinil pirrolidona, este compuesc precipita
lom compuestos fendlicos . La reduccién en la cantidad de polifenoles fué
muy grande, pero los polifenoles remanentes fueron suficientes como para
interferir con las determinaciones de protefnas por el método de lowry,

No obstante este problema, se pudieron obtener protefnas
de exelen*: agpecto, esto es, un polvo blanco en comparacién al obtenido
gin el uso de la polivinil pirrolidona que producfz un polvo amarillo.

A wstas protelnms ce les determind su espectro de absorcidn en el ultra-
violeta para verificar su pureza, no solamente por la posibilidad de con-

taminacidn de comupestos fendlicos sino para eliminar la posibilidad de
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contaminacidn con 4cidos nucleicos. En la figura 1 se puede apreciar

que existen dos picos maximos, uno entre 210y 220 nm , y el otro entre
275 y 280 nm, este §ltimo corresponde mobre todo a los compuestos arom{-
ticos, y se considera caraétar{stico de las protefnas en comparacién a
los dcidos nucleicos.

Se encuentra sin embargo un pequefio hombro entye 250 y 260
nm, esto indica que existe una pejuefia contaminacidn con 4cidos nucleicos,
8in embargo es solo de aproximadamente 0.8 % en relacidn a las prote{nas

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

Para obtener una idea de los pesos moleculares de estan
protefnag se llevaron a cabo gradientes de sacarosa de 5 a 20 %. Segin
se puede apreciar en la figura 2, existen dos poblaciones de proteinas cro-
mogomales en mueastras de callo y embridn, segdn los patrones usados, una
de las poblaciones tendrfa un peso molecular de aproximadamente 28 000
como promedio, ¥ la otra poblacidn tendrfa un peso molecular de aproxi~
madamente 85 000 daltones.

Como puede verse en las muestras de callo y de embrién,
ambag poblaciones estan presentes con casi exactamente el mismo peso
molecnular promedio paxra ambas poblaciones, sin embargo ed de hacerse
notar que lag proporciones cuantitativas entre los dos picos en las dos
miestras no es igual.

La muestra de embtidn presenta una mayor proporcidn del
pico de al4» peso molecular (aproximadamente 20 % mayor) mientras que la
suestra de callo presenta un pico de bajo pé;o molecular mas grande y
en mayor proporcién que ol de embridn (aproximadamente del 15 %).

Para comprobar la existencla de estas poblaciones se pa~
saron las protefnas de embrién por una columna de Sephadex ~100, esta

puede vorse en la figura 3, aqu(P&ede apreciarse que lag protefnas empie=
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'.;.an a salir irmediatamente despues del volumen vacfo, esto es, tienen un
peso molecular de aproximadamenie 100 000, o mayor, y esta es la pobla-
cién mayoritaria, em esta poblacidn existe un hombro que indica que la
poblacidn no es homogenea. Exinte un pico mas pequefio que representa otra
pobiacién bien definida, y que corresponde quizf a la poblacidn de peso
molecular inferior en el gradiente de sacarosa,

La existencia de un pico tan abundante en el l{mite de
los 100 000 daltones podrfa indicar 1s agregacién de las protefnas en
agrupaciones de alto peso molecular., Por los dos mftodos anteriorss (gra-
diente de sacarosa y colimma de Sephadex G~100) no fué posible separar
mas de des poblaciones y la aparficién de algunos hombros que podrfan
indic;ar otro tipo de poblacionea)y la aparicién de alguncs hombros que
podrfan indicar otro tipc de poblaciones fu€ muy limitado.

Pensando en las caracterfeticas ifnicas de estas protef-
nas se encontrd que podrfan ser meparadas con mayor amplitud en columnas
de intercambio iénico, especialmente de intercambic catidnico. Efectivamen-
te pudieron separarse alrededor de 10 picos en cada una de las muestras
usadag,

las columnas se corrieron usando gradientes de cloruro de
sodio. E1 primero (0.0 a 0.1 ¥) prodéjo la separacién mae clara, habiendo
4 piros en esta regidn en las muestras obtenidas de embridn rafz, y cinco
en la muestra de calle (figuras 4,5y 6).

La muestra de embrién produjo ¢watro picos en el rangoe
de 0.0 a 0,7 M de Na Cl, eatos picos fueron lo bastante reproducibles
en todas las muestras usadas como para determinar la fuerza idnica de
elucién, El primer pico se eluyd en aproximadamente 0.02 M, el segundo

en 0,06 M, y el terceroc en 0.08 M, y el {ltimo antec de empezar el Bi=-
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guiente gradiente, esto es, se eluyd a 0.1 M.

El segundo gradiente (0.1 a 0,4 M) produce cuatro picos,
aunque no muy bien diferenciados, sin embargo eetos picos reproducen en
diferentes corridas con diferentes muestras, la reproduccién de estos
picos no sigue lag mismas proporciones relativas de unos a otros, pero
Jos lugares de elucidn se conservan j esto Be debe gquizd a diferencias
en el manejo dr las extracciones, en donde algunas protefnas fueron
extrafdae en condiciones ligermanie diferentes en sus proporciones, sin
embarge las especies son las mismas porgue eluyen con la misma fuerza °
iénica.

El gradiente de 0.4 a 1.0 M nos da menos informacién ,
no aparecen picos bien definides, y los patrones varfan de muestra a mues-
tra, aunque lag variaciones no fueron drdsticas.

los fenélicos 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 f{racciones se vuelven amarillentas, y
la abgorvencia sube granfemente. la elucién de los fendlicos es mas
grande si se usa una solucidn de NaCl 2,5 M, inmediatamente despuds de
terminado el gradiente.

A diferencia del perfil de elucién del embridén, y la
rafz, el callo rfoduce cinco picos.Existe un pico que eluye a 0,01 M,
en seguida se eluym ottms picos, eluyendo a 0,04, 0.045 y 0.06 M, al ter-
minar el g ~diente se eluye ctro pico, que, como en el caso del embrién,
esta en el 1{mite del siguiente pico, como en el caso del embridn y la
rafz, la reproducibilidad de? patrdn obtenido en esta regién fu€ bas-
tante bueno.

En el siguiente gradiente se acaba de eluir la protefna

que s> empezd a eluir en el gradiente anterior. In este gradiente puede
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verse solamente tres picos, con algin hombro indicando la heterogeneidad
de ese pico. El Wltimo gradiente no.tiene picos bien diferenciados, y es
solamente 1la elucidn de poblaciones hetervgeneas de protefnas, esta par—
te es la menos reproducible de gradiente a gradiente. L& elucidn de poli-
fenoles deapues de 1.0 ¥ es menor en callo, porque las protefnas extra=-
{das de este tejido miempre estuvieron mas libres de fenoles que las
otras muestras, de tal manera que las fracciones posterioresa 1,0 H
cayeron répidamente a 0.0 de absorvencia, lo que podrfa indicar que prac-
ticamente todas las pmtqinas de la muestira usadas se eluyeron hasta 1.0 M.

la muestra de rafz presenta caraster{sticas generales si~
milares a las muestras anteriores, el primer gradiente contiene cuatro
protefnas, la primera se eluye alrededor de 0.02 M, ia segunda y la ter-
ceray alrededor de 0.06 y 0.07 M respectivamente, en este caso existe
tanbién una protefna que se eluye al terminar este gradiente.

El siguiente gradiente muestra de rmevo picos poco dife-
renciados, ¥y el Wltimo gradiente da una definicién de especies muy pobre.
BEn este caso los compuestos fenflicos son especialmente abundanses, y elu-
yen desfes de terminado el gradiente,

Para encontrar las diferentes especies de polipéptides
que se encuentran en la muestra, se coxrieron diferentes proparaciones de
protefnas en placas de poliacrilamida con SIS,

Se encontrd que en todas las muestras (embridn, embrién a
1las 48 horr. y 72 horas de germinacién, rafz de 6 dfas, y embrién a las
48 y 72 horas de tratamiento con 2,4-D, y callo de 6 dfas,de induccién)
miestran una gran cantidad de protefnas idénticas en su corrimiento; y
ﬁxxa gran proporcién de las protefnas corren exactamente igual, por lo que

probablemente sean las miemas especies de polipéptidos (Figura 7).
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Ei hecho de que hayan producido patrones tan similares,
no es una indicacién de que los polipéptidos sean iguales, los resulta~
dos de anflisisde aminodcidos as{ lo demuestiran como lo veremos mas
adelante.

1o mas sobresaliente de los patrones producidos .en las
placas, es la aparicién de bandas de alto peso molecular en las proparacio-
nes de callo, y que aparecen también en las muestras de las protefnas
extrafdas del embrién a las 72 horas en tratamiento con 2,4=D para la pro-
duccidn de callo, Estas prote{nas de alto peso molecular aparecieron con
diferentes extracciones de callogiindicando que las bandas son reales.
Algo que se reprodujo con regularidad es la forma cuantitativa de estas
bandas, aiempre aparecen en pares ¥y sus relaciones cusntitativaa parecen
per iguales, esto es, paracen ser proteinas con pesos moleculares muy si-
milaes, y se producen en cantidades aparentemente similams.

Otros cambios importantes en los pairones electroforéticos
son clertos cambios cuantitativos relativos entre diferentes especies,
aungque no siempre fué reproducible esta variable; y en algunos casop pa=
rece ser mas del azar que realmente cambios producidos en el patrdn de
estas protefnas intracelularmente, Pequefias diferencias en la extraceidn
puede producir estos resultados.

La coppogicién de aminodclidos puede ser uma buena medida
de las similitudes o diferencias entre estas protefnas. Por lo tanto se
hicieron « flisis replicados de muestras de PCNH de rafz callo y embridn,
los resultados e muestran en la tabla 2. Como se esperata, los aminodci~
dot; fcidos son los mis abundantes en las tres muestras, Mientras queed
embridn tiene protefnas cromosomales ro histdnicas muy altas en su con-

tenido de dcido glutdmico comparado con el contenido de dcido’aspirtico,
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las protefnas de rafz y callo tienen mayor cantidad de deido aspdrtico que
de glutdmico, aunque las diferencias no son tan amplias como en el caso
del embrién. En todoe los casos la glicina, la leicina, la alanina y la
gserina estin en grandes cantidades relativas, aungue el orden en gue se
encuentran en la tabla no guardan la misma relacidn; por ejemplo, mien~
tras que en el embridn la leucina es el cuarto aminodcido en abundancia
con 8,5 %, en callo es el séptimo con el 6.5 %.

Otro aspecto importante es la presencia de metionina en las
muestras de rafz y callo, mientras que en el embridn no se encontré en
varias determinaciones . Adends la cistefna no se encontrd en ninguna
de las muestras.

loa aminodcidos bisicos no se encuentran en bajas concen-
traciones, todo lo contrario, se encuentran en concentraciones relativa=
mente altas.

los aminofcidos aromdticos se encuentran en las concentra-
ciones mfs bajam, esto es quizd la causa del bajo coeficiente de extin~
e¢idn molar a 260 nm que ya se habfa observado, en el transcurso de las
determinaciones.

Un aspecto muy interesanie es el hecho de que las pre-~
paraciones de rafz y callo parezcan tan similares, mientras que las de
embr:dn sean significativamente diferentes, como puede apreciarse en la
tabla 2, las cantidades porcentuales de la muestra de rafz y callo son sy
similares, -iientras que en las de embridn, aunque guardan un orden similar,
lag cantidedes son diferentes. La relacidn de aminodcidos £{cidos {dcidos
aspfrtico y glutdmico) contra aminofcidos bfaicos (2isina y arginina) es
diferente on las diferenteu mucstras, en el embrién es de 2.1, lo que es

relativamente alto; tomando en cuenta gue para las protefnas cromosomales



Tatih N° 2
CONTENIDO DE AMINOACIDOS EN PROTELNAS CHOMOGGMALES NO MISTONICAS EN

POR CIENTO DEL TOTAL DE LOS AMINOACILOS DETERMINADOS.

Aminodcido embz ién rafz callo
Acido glutdmico 16,2 12,2 1.6
Acide aspdrtice . 12.4 1445 14,0
Glicina 9.1 8,2 8.0
Leucina 8.9 7.4 6.5
Alanina 7.8 8.1 8.5
Serina 746 8.5 8.3
Lisina €.6 7.2 7.4
Argirina - 6.8 7.2 T4
fistidina 6.2 6.2 6.0
Treonina 5.6 6.6 6.8
Prolina 4.8 4.2 . 5.4
Valina 2.0 4.4 4.2
Isoleucina 2.4 2.1 2.0
Fenilalanina 1.4 2.2 2.5
Tirosina 1,2 0.8 0.6
Yetionina ' — 0.6 0.8
Cistefna — - —
%%gf%%g 2.1 1.9 1.87 ?

los aminoicidos no tomados en cuenta son; asparagina y glutemina, Los va-
lores de dcido glutdmico estdn restados en cantidades iguales del conte—
nidc dec amoniaco desprendidos de la asparagina y laz glutamina, El trptofa-
no no se détermind (se descompone durante la hidrdiisis Scida).

la determinacidn se hizo en un aparato Labotrdn Chromatocord de una mues-
tra hidrolizada en HC1 5 N durante 24 horas a 100° Cy y resuspendiendoc -
después de eliminar ol 4cido clorhidriczo, en ura sclucidn de citrato 0.2

M (pB 2.2). los resultados gon. @l-promedio de t5es dotermirsqionss
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no histénicas de otras especies vegetales es de aproximadamente 1.8.
Las relaciones pxra rafz y callo son de 1.9 ¥y 1.8 reapectivamente, lo
que las hace de nuevo mas similares estre sf{, pero diferentes en relacidn
encontrada pera embridn.

Ya que la cantidad de fosforilacionee en una protefna
cambia radicalmente sus caracterfeticas idnicas, y por la importancia
que ge le ha amignado a la fosforilacidn de las protefnas cromosomales,
ge determiné la existencia de fosforilacién en lss tres muestras estudia-
das,

los resultados obtenidos muestran una diferencia en la
centidad de foghrilaciones entre las muestras (tabla 3). La rafz y el
embrién reveiaron centidades similares de féaforo, mientras que el callo
parece tener menos fosforilaciones en sus protefnas cromosomales no his-
t&nicas. Las cantidades para rafz y embridn fueron de 0.96 y 1.02 micro-
gramos de féaforo (como fosfato) por miligramo de protefna respectivamente,
ese dar{a aproximadamente 4 fosfatos por cada 100 aminodcidos, mientras
que en el caso del callo, con 0.63 microgramos de fosfato por miligra-
mo de protefna tiene solamente 2.5 aminodeidos fosforilados por cada
100 aminodcidos. La proporcién de serina en las tres muestras es entre
7.5 ¥ 8.5 % lo que harfa pensar que no todas las serinas estfn fosfori~
ladar; en el casgo de las protefnas de la rafz y el embridn aproximadamente
la mitad estdn fosforiladas, mientras que solo una tercera parte de las
de callo ¢ tarfan fosforiladas. Esto suponiendo que todas las fosforila=-
ciones existieran solamente en las gerinas,

Asumiendo que el peso molecular promedio de las protefnas
e8 de 40 GO0 daltones (promedio aproximado de las muestras, y promedio

de oiras protefnas cromcsomales no histénicas de otras especies), 1a



TABLA X° 3
CONTENIDO DE FOSFORO EN PROTEINAS CROMOSOMALES NO HISTONICAS OBTENIDAS

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

RATZ CALLO EMBRION
Fosfato en microgramos
por mg de protefna.
0.96 0.63 1.02
(promedio de tres
determinaciones)
Fosfatos/100 aminofcidon 4 2.5 4
Fosfatos en protefnas de
8 5 8
40 000 DIaltones
Serinag fosforiladas
52% 28 % 47 %

(en por ciento)

A las preparaciones de protefnas se les afiadi§ 25 U de DNasa por milili-
tro, dializando contra agua a 5200 durante 18 horas. Cuando la digestidn
se completd, se agregd unz gota de HZ‘SO4 concentrade fumante, y Be evapo-
rd a l2 “1»ma, cunando o1 contenido se volvid caff, se enfrid, y se afiadid
una gota de Jcido nftricc ? N calantendo a la flama hasta que desprendid
vaporee blancos. Cuando se ha enfriado, 8e agrega 1 ml de agua y ne pone
en agua hirviendo por § minutos. La solucidn resultante se usa para la de-

terminacién de sosfatos por el métcdo de Fiske y Subalow (54).
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cantidad de fosforilaciones por protefna serfa de ocho en el casc de la
rafz y el embridn, mientras que en las protefnas de callo serfs de solemm~

te cinco.
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IV DISCUSION

Uno de los aspectos importantes: del trabajo era la pureza
de las protefnas crcmosomales no histénicas, ya que la interpretacién de
los resultados tendrfan que depender de este punto.

los contaminantes mas diffciles de eliminar de la cromatina
de plantaz son almiddn, celulosa y compuestos fendlicos.

En nuestras preparaciones fué posible eliminar los conta=
minantes por 4cidos nucleicos, almidén y celulosa,como se ha reportado pre-
viamente (41)4 ain embargo la contaminacidn por los fendlicos no fué to-
talmente resuelto, no obetante el usoc de la polivinil pirrolidona, Eato
se debe quizé a que las carbcterfsticaa idnicas de los polifenoles y las
protefnas cromosomales no histdnicas son similaes (se encuantran cargados
negativamente a pH bdaico y precipitan a pH 4cido), lo cual debe propi-
ciar una interaccidn de tipo idnico muy fuerte, o inclusc covalente, por—
que no se elliinan durante la diflimis.

Cuando lan protefnag estuvieron aisladas, se intentd una
primera separacidn en base a su peso molecular, de las especies, por me-
dio de columma de Sephadex y gradiente de sacarosa., Se ha reportado pre-
viamente que existen poblaciones de estas protefnas de alto y bajo peso
moleculax en animales, y que corresponden a funciones diferentes dentro
de la cromatina (8); estas poblaciones no se han reportade en plantas,

En eate *i+uajo encontramos estas dos poblaciones, en columna ge Sephadex
G=100 (figura 1)exiaten dos picos, uno en el lfmite de lor 100 000 daltones
y otro heterogenco de peso molecular mas bdajo. En el camo 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 comparacidn; callo y embridn, resultaron iguales en el pe-
80 molecular promadio de las dos poblaciones, pero las proporciones de am-
bas poblaciones es diferente, el embrién tieme una mayor proporcién de pro~
tefnas de alto peso molecular, mientras que el callo las tiene de bajo

peso molecular. Se ha comprobado, por otra parte, que las protefnas cro-
mosomeles no histénicas tienden a agregarse unas con otras; en este ca-

8o, pues, la poblacidn de alto peso moleculer podrfa ser la asociacién

de estas protefnas, existiendo entonces en dos formas, una agociada y

otra librej pero las especies podrfan ser las mismas. Sin ser excluyentes,
podrfan exdstir verdaderamente protefnas de peso molecular alto, y no
solamente agregados de polipéptidos de bajo peso molecular, Sin embar—

go como se verd mas adelante, no exlsten en geles de poliacrilamida una pfo-
porcidn alta de polipéptidos de %an alto peso molecular; pues como se

puede ver en la figura 1, estos corresponden a mas de la mitad de las
protefnas, y lo mismo puede apreciarse en los gradientes de sacaroea {fi=
gura 2). Las diferenciss en proporcién, entre las muestras de embrién

y callo, podrfan representar difernciss en las especies de bajo peso
molecular, o en sus caracter{sticas iénicas que producirfan una menor
capacidad de producir los agregados de alto peso molecular.

Para acercarse a una hipétesis de la funcidn de las pro-
tefnas cromosomales no histénicas, es indispensable saber si eiisten
diferencias entre las protef{nas pregsentes en diferentes tejidos y diferen-
tes espe:! s, Una forma de aproximarse a este conocimiento es mediante
el anflisis de compoeicidn de aminoécidoqhe dichas poblaciones, lo que
nroﬁorciona algunos elementos de julicio acerca de la importancia de algu~
now aupucton como la exintencin o ausencia de sminodcidos sulfurados, la

concentracidn de aminodcidoe dcidos y b{sicos, y la presencia de aminodci-
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dos fosforilable (sobre todo serina).

Se ha encontrado en oiros Bistemas que las prote{nas cro~
mogomales no histénicas son especialmente bajas en sus contenidos de me=
tionina y cistefna (8); por otra parte se ha determinado que la proporcidn
de aminofcidos {cidos/bdsicos, es de 1.8 en plantas, mientras que en ani-
males el rango es mas grande. La alta proporcidn se debe sobre todo al
contenido de aminofeidos Zcidos y la baja concentrscidn de aminofeidos bf-
Bicos. En este trabajo se encontrd que, como en el resto de los anflisis
publicadog, la proporcidn de eminofcidos sulfurados es baja; encontrandose
en eate casv ausencia de cistefna en las ires muestras estudiadas (embridn,
rafz y callo) segin la metodologfa empleads, y ausencia de metionina en
uno de los casoe (embridn). Las proporciones de aminodcidos es casi igual
en las muestras de protefnas de callo y rafz, mientras que el embrién mos-
tré diferencias notables.Bioqufmicamente se han encontrado similitudes
entre el callo y la rafz, especialmente en algunas caracter{sticas enzi-
ofticas (58, 59), lo que refuerza esta nocidn. .

Para poder determinar com mayor presicidn las diferencias
antre las protefnas cromosomales no histdnicas de rafz, callo y embridén, ge
llevaron a cabo anflisis electroforéticos en placas de poliacrilamida
con SDS; ya gue se parte del mismo tejido (embri6n) para llegar a dos
tejicos diferentes (rafz y callc), se determinaron también esdadios inter-
mediarios en tiempo hacia los dos extramos {rafz y callo).

En estudios similares no se han encontrado diferencias
entre clertos tejidos de plantas, aunque no ge usaron callos ni rajices
(15, 44) en otrop casos law dif'arencian son muy pequefing, en este cawso
no se estudiaron tejidos no diferencindus como e} eallo (39). En los

anflisis en lom que se ha seguido un desarrollo a travée del tiempo,
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8e han encontrado variaciones en la germinacién del trigo (51), en ol
ciclo celular de la Spirogira (21), vy la influencia del 2,4«D en pldntu-
las de chfcharo (43, 44), perc en ningdn caso se usaron calles ni rafces,
8ino el desarrollo completo del embrién o la pléntula completa.

En nuesiro caso encontramos que no hay diferencias mar-
cadas en las protefnas cromosomales no histénicas a través del desarrollo
de la rafz, y la formacidn del calio, ni los productos finales de este
desarrollo . En cambio, mas sobresaliente es 1a aparicién de dos bandas
de alto peso molecular a las 72 horas de tratar la semilla con 2,4-D
(esta auxina sintético se reguiere para la formacidn del callo); estas
protefnas no son agregados mcleculares puesto que los gelas estan corrien=-
do en SIS, de tal manera que lo que se ve aon polipéptidos independientes.
El origen de estas protefnas de alto peso molecular puede ser por la acu-
gulaci&n de un precursor de nlto peso molecular no degradado, y en este
caso 1a causa de la existancia de estas protefnas serf{a la inhibicién de .
alguna proteaga, por efecto de la presencia del 2,4-D en el medio, de ma-
nera directa o indirecta. Por otra parte, la presencia de metionina en lae
maestras extrafdas de calle y ra{z muestran la existencia de s{ntegis d«
nuevas prote{naa durante los procesos de desarrollo a partir de emdbridn,
puesto que el erbridn tiene protefnas cromosomales no histénicas que -ca-
recen de metionina,

la interaccién de las protefnas cromosomales no histdni-
cas con =i _omplejo de DNA-histunas ha sido una de las hipftesis para
explicar la accidn de estas protefnas (9); el mecanismo de accidn seria
iénico, pox ello es importante el eatudio de las caracterfsticas idnicas

de estas protefnas.
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FIGURA N° 9
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FIGURA  N° 10
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los estudios de las caracterfsticas iénicas de estas pro-

B

[

tefnag en plantas son pocos, y se han orientado a la interaccidn de las
protefnas cromosomales no histdnicas con el complejo DNA-histonas direc-
tamente; los resultasdos indican que no hay una aparente especificidad
hacia la cromatina (complejo DNA-histonas), de muestras provenientes

de difeventes tejidos (32), sin embargo, los patrones de RNA producidos
de la transcripcidn de los diferentes complejos reconstituidos DNA~histo-
nag, son diferentes (43). En nuestro camsc encontramos diferencias en los
patrones de elucidn en columnas de DEAE-celulosa de PCNH de los diferen-
tes tejidos usados, lo cual indlica diferencias en las caracter{sticas
idnicas entre las mueatras de callo, embridn y rafz. Como puede verse

en las figuras 8,9 y 10, la parte del gradiente mas clara y reprodu-
cidble (gradiente de 0.0 a 0.1 M) méestra que las proparaciones prove~
nientes de rafz y embrién son simileres, mientras que comparando calle

y embrién (figura 8) se advierte una gran diferencia que es menmor al
comparar los patrones de callo y rafz (figura 9), Sezin estos resulta-
dos, Y comparando los patrones electroforéticos obtenidos (figura 7),
puede efirmarse que las diferencias ifnicas entre estas proparsciones éa
mucho mayor que sus diferencias en especies en bage a su peso moleculsr,
la similitud entre embrién y rafz puede ser la expresidn de sus funciones
bien definidas dentiro de la planta, en donde los tejidos no tienen tanta
diferenciacién morfoldgica y biogquimica como los tejidos animales (7).
Las dife:r cias entre embridn y callo por otra parte, son mas aparen~

tes y hacen pensar que no comparten ni funcionalmente ni moxrfoldgica-
rente muichas similitudes, esto no esta estudiado con amplitud, pero los
pocos reportes a nivel bioqufmico que existen {60, 59 )apoyen eata afir-
macifn., Fl origen de lag diferencias idnicas puede ser la diferencia real

entre las protefnas y no solamente cambios en las fosforilaciones u otras
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madificaciones (acetilaciones etc.); esto estarfa apoyado por los datos en
las diferencias en composicién de aminofcidosi pero eastaria en contradic~
c¢idn con los patrones de geles de acrilamida, una forma de que estos datos
fueran congruentes, es pensar que los resultasdos de los geles de poliacril-
amida representan poblaciones de protefnas del mismo peso molecular de

las diferentes proparaciones, y no protefnas individuales y especfficas

per se.

Las fosforilaciones son una de las modificaciones mas
comunes entre las protefnas cormosomales; por ello se dicidié hecer un
anflisis cuantitativo de fésforo 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=histonas)
hacen las protefnas cromosomales no histdnicas forforilddas y sin fog-
forilar (57), ein embargo en otros camsos esto no se ha comprobado (9).

En plantas se han encontrado cierlms cambios en los patrones enectroforé-
ticos de protefnas fosforiladas durante la germinacién (45); sin embar-
g0, en el caso de los estudjos en haba, esto no sucedif {32). En el ceso
de la accién del 2,4~D sobre plintulas de chicharo, se comprobd que hay
cambios en los patrones de fosforilacién (42). En el presente estudio
los resultados cuantitativos mosiraron que al igual que lo reportado en
otros tejicos de plantas (9), existen aproximadamenie cuatro fosforila=-
ciones por cada 100 aminoicidoz en los emwbriones y en la rdfz del tri~
g0, lo que significa que no difieren de los tejidos en los que se ha
reportado emte d;to. En contraete, las determinaciones en el callo,
mostraron una aituacidn atfpica, porque esie present§ solamente 2,5

fosfatos por cada 100 aminofcidos. Si el pese molecular promedio de laa
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protefnas fuera de 40 000 daltones (9), habrfa 8 fosforilaciones por pro-
tefna (en embridn y rafz), y en el caso del callo habrfa solemente 5 fos~
forilaciones por protefna. lLas dbferencias en fosforilacién podrfan ger
la explicacién de los cambios idnicos de las protefnas que se reflejaria
en el proceso de la diferenciaidn (rafz) o de la dediferenciacidn (callo).
8i las diferencias en fosforfilacién fueran la causa de la regulacién de
la expresifn del genoma, pordrfa pensarse que la menor cantidad de fosfo-
rilaciones en las muestras de callo harfan a las protefnas menos afines
a la cromatina (oomplejo DNA~histonas), y per ello no se expresarfan fun-
ciones de diferenciacién, o sekxpreaarfan funciones de manera no dife-

., rencial que producirfa un tejido como el callo.

En resumen, las protefnag cromosomalee no histénicas de em~
bvrién rafz y callo de trigo, compatten caracterfsticas generales, con
otras PCNH de animales y plantas; como la existencia de dos poblaciomes
en columnas de Sephadex y gradientes de sacarosa, su composicién de
aminodcidos (baja o nula concentracién de aminofcidos sulfurados, y el
alte {ndice de relacidn de aminodcidos feidos/bdsicos), y la altd tasa
de fosforilaciones. Por .otra parte se encontrd que en general las protel-
nags cromosomales no histénicas de embridn difieren an composicidn de ami~
nofcidos, y perfiles de elucién de columnas de DEAE-celulosa (caracter{s-
ticas idnicas) de las protefnmas de rafz y callo, confirmando ciertos da-
tos que las hacen similares bioqufmicamente (68, 59). Por otra parte la
cantided ¢ fosforilaciones es igual en el caso de los tejidos diferencia-
dos (embrién y rafz), mientras que en el tejido no diferenciado {callo)
la cantidad de famforilaciones es mucho menorj esto podrfa {(ndicer una
relacién entre las fosforilaciones de estas protefnas, y los procesos

de diferenciacidn y dediferenciacidn,
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V  RESUMEN

Llos mecanismos de diferenciacidn en los organism.s eu-
cariotes, tiene su origen en la regulacidn de la expresién del DNA.

El DNA en estos organismos esia organizado en superestructuras llamadas
cromosomas; eStos estan compuestas -ademfs del DNA~ de histonas (protef-
nas bdsicas) y no histonas {protefnas en su mayorfa fcidas). A esias Ul-
timas se les ha involucrado en los mecanismos de régulaci&n de la expre-
8idn genética . Mientras las histonas son pocas especies y algunas de —
ellas con una impresionante conservacién evolutiva, las FCNH (Proiefnds
Cromosomales no Himtdnicas), comprenden muchas especies en un solo teji-
do; y varfan no solo de especie a especie, sino adn entre tejidos-diferem
ciados de un miemo organismd.

BEn plantas han sido estudiadas con menos ®mplitud que
en animales, sin embargo se les ha involucrado en mecanismos de diferen-
ciacidn. Sin embargo se conocen poco sus cambios durante procesos como
germinacién y sobre todo la formacidn de callosidades {tejido vegetal no
diferenciado aveces formado y mantenido en un medio con sales, vitaminas
y una fuente de nitxdgeno y carbono, asf{ como un balance de dos tipos de
hormonas vegetales: una auxina y uma citoguinina).

En estc trabajo se estudiaron algunas caracter{gticas de
estas protefnas en tres tejidos: embrién, rafz y callo, estos dos ltimos
proviencr 42l primero, as{ que la influencia del medio extarmo induce la
produccién de un tejido diferenciade -~rafz~ y uno no diferenciado -callc-.

En primer lugar se separaron las protefnas en dos pobla-—
ciones gruesaes, usando columnas de Sephadex G-10C y gradientes de sacaro-
sa. Se obtuvieron dos paoblaciones de protefnas, una de alto y otra de

bajo pess molecular. En seguida ne apalizé su contenido en aminodcidas,



y se encontrd que la proporcién de aminodcidos £cidos/bdmicos es de
1.8, lo que confirma sus propiedades dcidas; por otra parte se encontrd
que al igusl que en otros organismos, los aminodcidos sulfuradoz estan
en concentraviones bajas, ¢ no se encuantran. En general la composi-
cién de aminofcidos entre las muestras de rafz y callo son similares,
mientras que la de embrién difiere significativamente de las nuestras
antes mencionadas.

Segdn el andlisis electrofordtico, hay pocos cambios
aparentes en las especies mpleculares entre muestras de embridn, callo
y rafz; aunque esto bies podrfa indicar que las poblaciones de diferentes
pesos moleculares son Jae mismas y que hay cambios reales en poblaciones
individuales de polipéptidcs, romo parece indicar el anflisk de aminofci-
dos. Hay en estas poblacicnes ein embarge protefnas de alto peso molecu-
lar en la muestra de callo, que no aparecen ni en embrién ni en muestras

de la rafz,

Cuande ge analizaron los patrones de elucidn en colum-
nas de DEAE~Celulosa, Be encontrarun diferencias entre las muestras, sien~-
do las diferencias entre rafz y embridn menores que entre estas dos y ca-
1lo, Estas diferencias muestran diferencias en sus propiededes iénicass
por cllo se llevaron a cabus anflisis en la cantidad de fosforilaciones.

Tos resultados mostraron que mientras las muestras de
embridn y rafz tienen 4 fusfatos por 100 aminodcidos, las muestras de ca~
1lo tiener 3olamente 2,5 fusfatos por 100 aminofcidos.

Esto nos hace concluir que las Protefnas Cromosomales
no Histdnicas de estos tres tejidos, comparten caracter{sticas genera-
les con las de otros organismos. Sus diferencias no son muy grandes en-—

tre sf, siendo rafz y callo matg cercanos gque estos de embridn.
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Por otra parte es muy sugestive que siendo las fosforilaciones uno de

los mecanismos propuestos para explicar el ﬁecaniamo de accidn de es~

tas protefnas es precisamente aguf en donde las diferencias Eon marca—
das entre tejidos"diferenciadosz"(embridn y rafz) y callosidades (tejido 5
"no diferenciado"). Esto quizd es una indicacién de que efectivamente las
fosforilaciones modifican a las Protefnas Cromosomales Xo Histdnicas gue

a su vez cambiar au afinidad jor la cromatina, y de esta manera actfan

sobre la expreaidn genética.




-

“51m

VI  BIBLIOGRAFIA

1.« Axel.,R, Melchior, W., Soller-Webb, B. Fenselfeld. (?974)
Proc. Natl. Acad. Seci. U.S.A. 71 & 5057-4105
2.- Paul, J., Gilmour, R.S. (1968)
J. Mol. Biol., 34 : 305-316
3.~ Barrett, T., D. Maryanka, P.H. Hamlyn, y H.J., Gould (1974)
"~ Proc. Natl. Acad. Sci. U.G.A. 77 50575061
A.- Bonner J., and W.T. Garraxd (1974)
Life SCI 14 : 209-221
5.- Sahasrabunddhe C.G., X.E. Van Holde (1974)
J. Biol. Chem. 248 : 152=156
§,«Freifelder d+ (1977)
Nature 236 : 421
7.~ Crick F.H.2. {1971)
Nature 234 : 25-27
8.- 0lins A.L., D.E. Olins (1974)
Science 183 : 330-33?
9.~ Elgin S.C.R., y H. Weintraub {1975)
Ann. Rev, Blochem. 44 : 725-774
10.~Bekhor I.L,, Anne J., J. N. Lapeyre y R. Stambaugn (1374)
Arch. Biochem. Biophia, 161 : 11-19
11.~Yadaw S.P. {1976)
Planta 129 : 87-£%
12.~Spiegel S., R.L. Obendorf, &. Marcus (1975)
Plant Phisiology 56 : 502-507
13,~Jendrison J.y W.M. Becker {1973)
Biochem. Biophys. Acta 319 : 46-52
14.-Brandt W.F. y C.Von Holt (1975)
FEBS Lett 7' : 24-87
15.~Yadaw S.P., H.X., Das (1974)
Dev. Biol. 36 : 183186
16.~In vitro culture of higher plants. R.L.M. Pierik (1980)
Kniphorst Scientific kookskop (Wageningen, The Netherlands)
17.~Biochemistry of Plant Hormors. T.M. Moore (1979)

hec. Press (New York, San Francisco, London)



-52-

18.~ Bonner J., G,R, Chalkley, M. Dahmus, D, Frambrough, F, Fujimura, R.C.
Huang, J. Huberman, R. Jensen, X. Maxrushige, H. Ohlenbush, B. Oliver
¥ Jo Wilhélm. (1968)
In Methods in enzimology. Vol XII, Parte B, Editado por: L. Grossman
¥y K. Moldave. Academic Press, New York pp. 3-65
19.~ Bonner J., M.E. Dahmus, D. Fambrough, R.C. Huang, K, Marushige y D.Y.
Huang, (1968)
Science 159 : 47~56
20.- Nagl W. (1976)
Ann. Rev. Plant Phisjol. 27 : 39-69
21.- Javaherian K., Amini S. (1977)
Biochim, Biophis, Acta 478 : 295-304
22.~ Stein G.S., T.C. Spelsberg y L.S. Kleinshmith (1974)
Science 183 3 B17-824
23.- Peterson J.L., y E.H. McConkey (1976)
J. Biol. Chem., 251 ; 548-554
24.-Paul J., ¥ R.S. Gilmour (1968)
J. Mol. Biol. 34 : 305-316
25,~ Pederson T., y U.S5. Bhorjee (1975)
» Biochemistry 14 : 3238-3242
26.- Cave N.D. (1968)
Chromosoma 25 : 392-401
27.= Acidic Proteins of the Nucleus (1974)

Ed. por Juan G. Cameron. Academic Press ( New York, San Franciscc, London)

28,~ Kleinshmith L.J. (1975)
J. Cell Phimiol, 85 : 459-476
29.- Kleinshmith L.J. (1975)
J. Cell Eiol 52 : 308-315
30.~ Trewawas A. {1975)
Ann, Rev. ITont Phisiol. 45 : 234-280
31,= Mc Mahon D. (1974)
Science 185 : 1012-1021
32.= Prenster J.H. (1965)
Nature 206 : 680-~683



35~

34~

35 0

36~

37-"

38.“

39n‘

400‘

41.-

42,-

43.~

45~

46-‘

470'

48-'

49.~

Holt Th, K.H., (1971)

Chromosoma 22 : 428-435

Travers A. (1974)

Cell 3 3 97-104

Spelsberg T.C., Sarkissan D., (1970)
Phitochemistry 7 ; 1385~1391

Pipkin J.L., D.A. Larson (1973)

Exp. Cell Res. 79 3 2842

Matsumoto H., D. Gregor, y Reinert (1375)
Phitochemistry 14 § 41-47

Towill L.E., ¥ L.F. Noodén (1975)

Plant and cell phisiol. 16 : 1073~1084

Yoshida H., S. Kimiko {1977)

Flant Phisiology 59 : 497=501

Mischke B.G., Ward 0.G. (1975)

Can. J. Biochem. 53 : 91-95

Van Ioon L.C., A. Trewavas, K.S.R. Chapman (1975)
Plant Phisjology 55 : 288-032

Segaki K., (1978)

Fnisfol. Plant 42 @ 257-260

Yasuda T.,Yamada Y. (1972)

Blochem. and Biophys. Res. Comm 407 ¢.649~653
Chapman K.S., Trewawas A., Van loon L.C. (1975)
Plant Phisiology 55 & 293-296

Teng CeSey CoTe Teng y V.G. Allfrey (1971)

J. Biol. Chem 246 = 3597-3509

Key J.L., E.M. Lin, C.Y. Giffors, R, Dengler (1966)
Bot. Gaz. 127 : 87~94

Teissore M., R.B. Penon, Y. Van Huystee, J. Azou y J. Ricard (1375)
Biochem. %icphis. Acta 402 : 391-402

Murray M.G., J. Rey {1978)

Plant Phislology €1 ; 190-198

Sasaki K. (1978)

Phisiol. Plantarum 42 : 257~260



50.=- Hiroghawa E., Takabushy E., Matsumoto H. (1978}
Plant And Cell Phiosiology 19 : 1095-1098
51.~ lowry O., N. Rozenbrough, £. Farr y A. Randall (1953)
Je Biol. Chem. 193 : 265-275
52.= Martin B.G., ¥ NeA. Ames (1961)
Je Blol. Ghem, 13 : 34€-349
53, Frambroug D.M. y W Bonner (1969)
Biochim. Biophys. Acta 175 : 113~-122
54.~ Fiske D., y G. SubaRow (1925)
J. Biol Chem. 13 :346-349
55.~ Zink M.W. , ¥ I.A. Veliky (%977)
Can. J. Botany 55 : 1557-1568
56 .= Fambrough J.R. {1969) Nuclear Protein Fractions.
Ed. por A. Lima-de-Faria. Wiley Interscience,
57.~ Maizel j.v. (1964)
Annals N.Y. Acad{ Sei. 121 : 782-390
58.= Garcfa J.A. (1977)
Tegis Frofesional (Fac. de Jufmica UNAM)
59+~ Loyola V.M. (1979)
Datos no publicados.
60~



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Materiales y Métodos
	III. Resultados
	IV. Discusión
	V. Resumen
	VI. Bibliografía



