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RESUMEN. 

La embriogénesis somática en maíz es un proceso capaz de generar embriones a partir de 

células somáticas. Sin embargo en los organismos vegetales, para que dicho proceso 

pueda regenerar una planta completamente funcional, se tiene que partir de células 

somáticas de tejidos inmaduros, que producen callos embriogénicos (en el caso del maíz 

es una limitante debido a que hay dependencia de los ciclos anuales y bianuales para 

obtener los tejidos inmaduros), ya que cuando se induce el proceso de embriogénesis 

somática en tejidos maduros de maíz da como resultado la formación de callo no 

embriogénico (NE) que es incapaz de regenerar tallos, hojas y raíces.  

Existen señales moleculares que promueven la diferenciación o pluripotencia de las 

células vegetales, como en el caso de los callos en cultivo in vitro. La metilación es una 

modificación epigenética que se encuentra a nivel de las histonas y el DNA, la cual 

representa una forma alterna de regulación de la expresión génica en plantas. Dicha 

modificación  se lleva a cabo en zonas con alto contenido de CG, zonas que se encuentran 

abundantemente en las regiones promotoras de los genes, y se ha reportado que la 

metilación de los sitios CpG está correlacionada con el silenciamiento de la expresión 

génica. También se ha observado que la metilación en las citosinas del DNA se lleva a cabo 

dentro de diversos contextos de secuencia. Por ejemplo los contextos simétricos están 

representados por CG y CHG, mientras que el contexto asimétrico está representado por 

CHH (donde H= A, T o C).   

En el presente estudio se analizaron tres genes involucrados en procesos tempranos del 

desarrollo en plantas durante la formación de callo y la diferenciación a embrión 

somático: el gen aic1 que codifica para un transportador de auxinas, promueve el 

crecimiento celular y el gravitropismo positivo en raíz; el gen vp1 codifica para un factor 

de transcripción que se une directamente a ABA participando en la maduración del 

embrión; y el gen wus que codifica para un factor de transcripción que se une 

directamente al DNA para regular el número de células madre en el meristemo apical del 

tallo.  

Posteriormente, se evaluó la actividad transcripcional de callos de diferente tipo, 

considerando el tejido del cual se originaron y las condiciones de cultivo a las que 

estuvieron sometidos. En medio de proliferación: callos embriogénicos obtenidos de 

embriones inmaduros  (14-18 días después de la polinización) (E) y no embriogénicos 



9 
 

obtenidos de embriones de semilla quiescente (NE). Estos callos se probaron en medio de 

regeneración: embriogénico en regeneración (ER) y no embriogénico en regeneración 

(NER). Se encontraron diferencias en los niveles de expresión en los genes aic1, vp1 y wus 

en diferentes tipos de callos y condiciones de cultivo. 

Asimismo se analizaron las diferencias en los niveles de expresión de los genes antes 

mencionados; para tal efecto se desarrolló un análisis in silico para encontrar sus regiones 

promotoras y generar oligonucleótidos sensibles a metilación. Se evaluó el grado de 

metilación de estos genes y se correlacionó con sus niveles de expresión en los callos de 

maíz. Los resultados demostraron metilación en el contexto CHH de las citosinas en los 

fragmentos de las regiones promotoras de los genes aic1 y wus, mientras que el 

fragmento de la región promotora del gen vp1 no presentó metilación. Los resultados 

indican asimismo que la metilación modula negativamente los niveles de expresión en las 

regiones promotoras de aic1 en los callos E y NE, así como de wus en los callos E, NE y 

NER. Se concluye que los niveles de metilación en algunas regiones promotoras de wus y 

aic1 regulan negativamente los niveles de expresión de estos genes, afectando el proceso 

de regeneración en callos de maíz. 
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1. INTRODUCCIÓN. 

Las plantas a través de la evolución, han generado varios tipos de estrategias de 

supervivencia para crecer bajo condiciones naturales severas. La regeneración de tejidos 

se relaciona con la reparación de tejidos y órganos, así como con la formación de nuevas 

de plantas (Gordon et al., 2009). La pluripotencialidad de las plantas depende de la 

capacidad de los meristemos para generar células madre a lo largo de su ciclo de vida.  

Se utilizan los callos que son una población de células no-diferenciadas pluripotentes para 

regenerar diferentes tipos de órganos de una planta (Xu & Huang, 2014). La 

embriogénesis somática es un proceso que ocurre naturalmente en las plantas, que puede 

generarse en el laboratorio por cultivo de tejidos in vitro la cual es una herramienta de 

micropropagación en la biotecnología. En maíz se producen dos tipos de callos, el 

embriogénico (E) proveniente de embriones inmaduros y el callo no embriogénico (NE) 

generado de embriones de semillas quiescentes (Garrocho et al., 2012).  

La epigenética es una capa adicional de la regulación de la expresión génica a través de la 

metilación del DNA e histonas. Sin embargo, también existen otras formas de impactar en 

la regulación de la expresión génica y es por medio de los microRNAs (mirRNAs). Los 

cuales son capaces de dirigir el silenciamiento transcripcional por la metilación de genes 

blanco, así como, la degradación de RNAs de doble cadena (Law & Jacobsen, 2010; Lewin 

et al., 2010). 

Se ha demostrado que el control epigenético es fundamental en los procesos de 

desarrollo en animales y plantas, ya que los patrones de metilación en el DNA e histonas 

cambian de una etapa a otra durante los estadios iniciales de desarrollo y se modifican en 

la maduración de los organismos (Law & Jacobsen, 2010). La regulación epigenética no 

sólo es importante para generar tipos celulares diferenciados durante el desarrollo de las 

plantas, también lo es para mantener la estabilidad de sus respectivos perfiles de 

expresión génica (Calvanese et al., 2012). Si bien los procesos epigenéticos son esenciales 

en el desarrollo normal, también se ha demostrado que, si se alteran, pueden conducir a 

fenotipos anormales y enfermedades, específicamente cáncer en animales y efectos 

pleiotrópicos en plantas (Rival et al., 2010).   

 A este respecto es importante mencionar que la metilación del DNA ocurre en todos los 

organismos, prioritariamente en organismos eucariontes (Law & Jacobsen, 2010). Se ha 

evidenciado que la metilación en organismos eucariontes tiene una función básica 
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relacionada con la regulación de la expresión génica (Lewin et al., 2010). La metilación del 

DNA está relacionada con el silenciamiento del cromosoma X (Lewin et al., 2010), la 

regulación del ciclo celular (Law & Jacobsen, 2010), así como con el desarrollo 

embrionario (Lister et al., 2009). La metilación del DNA consiste en la adición de un grupo 

metilo en el carbono cinco del anillo pirimídico de las citosinas del DNA, a través de la 

enzima metiltransferasa (Solís et al., 2013). La metilación del DNA en plantas, de forma 

semejante a animales, ocurre predominantemente en transposones, elementos de DNA 

repetitivo, cercano a las regiones promotoras de los genes, en densas agrupaciones 

llamadas islas CpG en diferentes etapas del desarrollo (Law & Jacobsen, 2010; Zhang et al., 

2006; Wang et al., 2009). 

El transporte de auxinas está altamente regulado en la célula, aic1 es un gen que codifica 

para un transportador membranal y es un regulador de entrada de auxinas a las células 

(Tsuda et al., 2011). Por otra parte el ácido abscísico (ABA) regula negativamente la 

germinación de la semilla. Se ha demostrado que se une directamente al factor de 

transcripción vp1 (McCarty et al., 1991). Por último el factor de transcripción wus regula la 

población de células madre en el meristemo (Weigel & Jürgens, 2002), no se ha 

demostrado que esté directamente regulado por algún tipo de hormona, sin embargo se 

ha evidenciado que los genes vp1 y wus están controlados epigenéticamente en 

Arabidopsis thaliana (Zhang et al., 2011) (Li et al., 2011). La funcionalidad de los genes 

aic1, vp1 y wus, así como la relación que guardan con las hormonas vegetales tiene gran 

relevancia. A nivel celular las auxinas regulan la división y expansión celular. 

Trabajos preliminares en el grupo de investigación mostraron que, la actividad 

transcripcional de los callos embriogénicos (E) y no embriogénicos (NE) en Zea mays, 

evaluada por análisis de microarreglos, presenta diferencias en la expresión de los genes 

aic1, vp1 y wus (Garrocho et al., 2015). Dado que estos genes presentan una gran 

relevancia en los procesos de desarrollo y diferenciación celular se decidió estudiar si 

existe control epigenético a nivel de la metilación del DNA de las citosinas en las regiones 

promotoras de estos genes, cercana al sitio de inicio de la transcripción. 

En este trabajo se postula que durante la diferenciación del callo E de maíz la expresión de 

los genes aic1, vp1 y wus es favorecida. Por el contrario, dicha expresión es regulada 

negativamente por metilación en las regiones promotoras en dichos genes, en callo NE. 
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El objetivo de este trabajo es comprender los mecanismos moleculares que regulan la 

expresión de los genes aic1, vp1 y wus en callos E y NE, a fin de entender la regulación de 

los procesos de diferenciación que ocurren durante la embriogénesis somática.  
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2. ANTECEDENTES. 

2.1. ESTUDIOS EPIGENÉTICOS EN PLANTAS. 

Se ha demostrado que la dimetilación en la histona 3 lisina 9 (H3K9me2) y la metilación en 

el carbono 5 de la citosina (5mC) son marcadores de represión transcripcional (Braszewska 

et al., 2013).  Recientemente se reportó que en la planta de cebada (Hordeum vulgare), 

usando técnicas de inmunofijación con el fin de dilucidar las modificaciones epigenéticas 

en el meristemo apical de raíz de la cebada, encontraron que la punta de las raíces 

laterales contenían niveles más altos de H3K9me2 y 5mC que el resto de la planta. Por 

otra parte, los tejidos vasculares presentaron los niveles más altos de acetilación en la 

histona 4 lisina 5 (H4K5ac); lo cual quiere decir que mientras la expresión de los genes de 

raíz permanecieron reprimidos, los genes de tejidos vasculares estuvieron activados 

durante la formación de plántulas de cebada (Braszewska et al., 2013; Morel et al., 2014). 

Un estudio reciente en Coffea canephora evidenció que la dimetilación en las histonas 

H3K9 y H3K27 cambia conforme se va desarrollando el embrión. La expresión del gen leafy 

cotyledon (lec1) y baby boom (bbm1) se produce después de la inducción de la 

embriogénesis somática, mientras que wuschel-related homeobox4 (wox4) disminuye su 

expresión durante la maduración del embrión. En este mismo estudio realizaron un 

experimento de inmunoprecipitación para averiguar si los genes lec1, bbm1 y wox4 son 

regulados epigenéticamente, encontrando que wox4 es regulado negativamente por 

H3K9me2, mientras que lec1 y bbm1 son regulados negativamente por H3K27me3 (Nic et 

al., 2013). 

2.2. ESTUDIOS EPIGENÉTICOS EN MAÍZ (Zea mays.) 

En maíz se han estudiado los cambios epigenéticos en diversos tejidos y órganos como: 

embriones (Meyer et al., 2007; Jahnke et al., 2010), endospermos (Jahnke et al., 2010), 

espigas (Guo et al., 2006), hojas (Auger et al., 2005), meristemos (Uzarowska et al., 2007), 

tallos (Swanson et al., 2006; Stupar et al., 2008) y raíces (Hoecker et al., 2008; Paschold et 

al., 2010). En ellos se encontró que la metilación del DNA es un marcador epigenético 

represivo, el cual mantiene la estabilidad del genoma, suprimiendo la actividad de 

transposones y otras secuencias repetitivas. Además se han estudiado poblaciones de 

siRNAs asociadas al silenciamiento de transposones en diferentes tejidos en maíz (Barber 

et al., 2012). También se ha determinado que la metilación del DNA está asociada con la 

expresión de genes en el endospermo de híbridos de maíz. En un trabajo reciente (Waters 
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et al., 2011), se identificaron 100 genes putativos en endospermo de maíz, de los cuales 

54 eran de origen materno y 46 de origen paterno. Posteriormente se evaluaron los 

niveles de metilación en el DNA de dichos genes y se encontró que eran bajos y que 

mostraban expresión específica de endospermo. Estos datos indican que es necesario 

determinar las variaciones epigenéticas en plantas a nivel del DNA y conocer qué relación 

guardan con los niveles de expresión en diversos tejidos, órganos y etapas del desarrollo, 

a fin de modificarlos en un futuro para generar un fenotipo deseado.  

Asimismo, He y colaboradores (He et al., 2013) en un nuevo estudio, han atribuido un 

papel a la metilación del DNA, el cual consiste en la regulación de la expresión génica. En 

dicho artículo los autores generaron híbridos recíprocos de las líneas B73 y Mol 17, 

posteriormente analizaron transcripcionalmente diversos órganos y los asociaron con las 

metilaciones presentes en el genoma del maíz. Ellos demuestran, a nivel global, que la 

metilación del DNA en el cuerpo del gen correlaciona con la represión transcripcional del 

mismo. 

2.3. TRANSFORMACIÓN DE DNA CON BISULFITO DE SODIO. 

La metilación en el carbono 5 de las citosinas del DNA es una modificación epigenética 

conservada que influye en la actividad de regiones promotoras, frecuentemente 

correlacionada con el silenciamiento transcripcional en organismos eucariontes (Law & 

Jacobsen, 2010). La metilación de regiones promotoras en el DNA es un acontecimiento 

regulatorio, reversible e inducido por modificaciones postraduccionales de las histonas. La 

metilación de una isla CpG impide la activación de una región promotora (Lewin et al., 

2010). Sin embargo, para llegar a identificar las metilaciones en citosinas, primero se debe 

amplificar la zona de interés con oligonucleótidos sensibles a metilación a través de una 

PCR anidada, después secuenciar y por último comparar la secuencia de DNA no 

convertida contra la secuencia de DNA convertida. El DNA convertido es aquel que se 

obtuvo de tratar el DNA con bisulfito de sodio, en donde las citosinas que sufrieron la 

reacción de desaminación y se convirtieron en uracilos, se observarán como timinas en el 

cromatograma, mientras que las citosinas que no se desaminaron porque la metilación las 

protegió de la reacción, se mostrarán en el cromatograma como citosinas (Henderson et 

al., 2010). La transformación de DNA con bisulfito de sodio es una técnica que permite 

conocer la metilación específica del DNA. 
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2.4. MAÍZ COMO MODELO BIOLÓGICO EN ESTUDIOS MOLECULARES. 

Zea mays L. ha servido como un organismo modelo con el propósito de dilucidar aspectos 

moleculares de regulación en plantas monocotiledóneas y, dado su extraordinario nivel de 

diversidad genotípica, ayuda a los investigadores a comprender eventos biológicos como 

evolución, recombinación, transposición, heterosis, impresión genómica y fenómenos 

epigenéticos. Además el maíz tiene una gran importancia como planta domesticada y 

cultivada como fuente de alimento en México, su centro de origen (Strable & Scanlon 

2009; Law & Jacobsen, 2010). 

2.5. EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA EN PLANTAS. 

La embriogénesis somática es un proceso que se caracteriza por la desdiferenciación de 

células somáticas a células pluripotentes, que son las responsables de mantener la 

capacidad de regeneración en las primeras etapas de desarrollo de una planta. La 

embriogénesis somática aplicada como técnica biotecnológica es ampliamente usada y se 

caracteriza por llevar a cabo procesos complejos relacionados con la expresión coordinada 

de genes con base en la influencia de hormonas, estrés, nutrientes y señales ambientales 

(Yang & Zhang, 2010). Los primeros ensayos reportados de embriogénesis somática 

fueron realizados en zanahoria (Steward et al., 1958), cuando Skoog & Miller un año antes 

ya habían formulado un medio de cultivo eficiente para la inducción de callos (Skoog & 

Miller, 1957). Posteriormente se reportó la embriogénesis somática de maíz (Lu et al., 

1982), arroz (Siriwardana & Nabors, 1983), trigo (De Buyser J et al., 1992) y Arabidopsis 

thaliana (Mordhorst et al., 1998). También se ha reportado dicho proceso a partir de hoja 

en Coffea canephora (Nic et al., 2013), o a partir de embriones cigóticos inmaduros de 

Pinus pinaster y Pinus abies (Vega et al., 2013). 

2.6. CONTROL EPIGENÉTICO DE EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA. 

Las vías epigenéticas Polycomb group (PcG) y PICKLE (PKL) son críticas para retener 

características somáticas durante el desarrollo post-embrionario de Arabidopsis thaliana a 

través de la represión de genes específicos de embrión (Xu y Huang, 2014). En maíz 

también se han descrito estas vías epigenéticas que previenen la expresión ectópica de 

genes de embrión en células somáticas. Mutaciones en estas vías pueden resultar en 

embriogénesis somática (Bouyer et al., 2011). En Arabidopsis los perfiles de expresión 

génica durante el proceso  de formación de callos a partir de explantes de hoja están 

caracterizados por la regulación positiva de genes de respuesta a auxinas, regulación 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Siriwardana%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nabors%20MW%5Bauth%5D
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negativa de algunos genes de hojas y regulación positiva de múltiples genes de raíz (He et 

al., 2012). Estos cambios en los perfiles de expresión génica son consistentes con las 

hipótesis actuales que consideran el callo como un grupo de células de meristemo de raíz 

(Sena et al., 2009).  

2.7. CONTROL GENÉTICO DE EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA. 

Entre los genes que funcionan como marcadores moleculares de embriogénesis somática 

se encuentra el gen atserk1 (somatic embryogenesis receptor kinase 1). Dicho gen está 

altamente expresado durante el proceso de embriogénesis somática y se ha observado la 

presencia de genes homólogos a atserk1 en una amplia variedad de plantas 

monocotiledóneas y dicotiledóneas. El gen serk1 es una cinasa transmembranal que 

incrementa la capacidad del meristemo apical para formar embriones somáticos en 

Arabidopsis thaliana (Santos & Aragao, 2009). 

Otros genes que participan de manera importante en el proceso de embriogénesis 

somática son lec (leafy cotyledon) y codifican para factores de transcripción. Estos genes 

son expresados exclusivamente en embriones. La sobreexpresión de los genes de la 

familia LEC da como resultado características embrionarias en tejidos somáticos o la 

formación de embriones somáticos (Baybrook and Harada, 2008; Xu and Huang, 2014). 

Los genes lbd (lateral organ boundaries domain) juegan papeles importantes durante la 

formación de callo en maíz. En  Arabidopsis thaliana, proporcionan una asociación 

molecular entre la señalización de auxinas y el establecimiento del destino de células de 

raíz (Fan et al., 2012). lbd 16, 17, 18 y 29 son genes clave en la formación de raíz lateral y 

críticos en la formación de callos (Berckmans et al., 2011; Fan et al., 2012 & Lee et al., 

2013). Es así que la sobreexpresión de los genes lbd resultaron en la formación de callos 

sin necesidad de añadir auxinas de manera exógena (Fan et al., 2012). 

Por otra parte, los genes involucrados en la formación del tallo en muchas plantas 

monocotiledóneas y dicotiledóneas son wuschel (wus), cup-shaped cotyledon2 (cuc2) y 

shootmeristemless (stm) (Xu & Huang, 2014). Un análisis de expresión génica usando 

técnicas de fluorescencia en tiempo real reveló los patrones de expresión de diversos 

genes clave durante la formación de tallos a partir de callos en un medio de inducción 

específico. Las distribuciones de wus y cuc2 parecen ser esenciales para las células 

progenitoras de tallo, ya que cuc2 se expresó en el tallo progenitor, el cual fue rodeado 

por células que expresaban wus. La proliferación del tallo progenitor condujo al patrón 
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radial de pro-meristemo de tallo formado nuevamente, acompañado por la expresión 

STM en la región circundante (Gordon et al., 2007).  

Por último, los genes relacionados con la formación de raíz a partir de callos se han 

estudiado poco, pero en dos experimentos en Arabidopsis thaliana en los cuales 

eliminaron el centro quiescente (QC) de raíz (Xu et al., 2006) y el meristemo apical de raíz 

(RAM) (Sena et al., 2009), respectivamente, resultaron en la formación de un QC y por lo 

tanto en la regeneración, a través de la acumulación de altos niveles de auxinas en la 

región de la raíz. Estos resultados llevaron a Xu y colaboradores en el 2006 a sugerir que 

los altos niveles de auxinas activan la expresión de los genes pletora (ptl) y scarecrow (scr), 

promoviendo que las células adyacentes al QC se conviertan en células del QC, por medio 

de la reorganización de los genes pin-formed (pin) familia de transportadores de auxinas,  

y el incremento de la expresión del gen wox5.  

2.8. HORMONAS INVOLUCRADAS CON LA EXPRESIÓN DE LOS GENES aic1, vp1 y 

wus. 

Las fitohormonas están implicadas en múltiples mecanismos que regulan diferentes 

actividades en la historia de vida de una planta. Las auxinas por ejemplo, a nivel de 

organismo, son capaces de regular diversos aspectos del desarrollo de las plantas como la 

generación de la raíz y tallo, dominancia apical, filotaxia, iniciación de la hoja y el 

desarrollo de foto y gravitropismo (Calderon et al., 2010).  

El gen aic1 codifica para un transportador de membrana y un regulador de entrada de 

auxinas a las células, que además media el consumo apolar de auxinas en las células de 

raíces laterales. La pérdida de  la función del gen aic1 resulta en el crecimiento de raíz no 

gravitrópico (Tsuda et al., 2011). 

El gen vp1 (viviparous 1) codifica para un factor de transcripción central en la maduración 

de la semilla en maíz. El gen mutado Vp1 produce sensibilidad reducida a ABA y no 

permite la maduración normal de la semilla (Zhang et al., 2011). vp1 funge como 

activador/represor dependiendo del contexto de la región promotora (McCarty et al., 

1991). Recientemente se demostró que semillas de maíz en germinación tratadas con ABA 

inducen la expresión de vp1 y la acetilación selectiva de la histona asociada a la región 

promotora de vp1. Este último hecho sugiere que los procesos involucrados en la 

regulación de la germinación de la semilla son dirigidos a través de ABA pero también por 
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medio de mecanismos epigenéticos que ocurren en la región promotora del gen vp1 

(Zhang et al., 2011). 

El gen wus (wuschel) codifica para un factor de transcripción con un dominio que se une 

directamente al DNA, expresado en células del centro organizador de las células madre 

(Yadav et al., 2011), por lo tanto participa activamente en el mantenimiento de tales 

células, los procesos de desarrollo floral (óvulo y anteras) y la formación de órganos 

(Weigel & Jurgens, 2002; Van der Graaff et al., 2009). Estudios recientes indican que la 

mutante del gen Met1 alteró de manera positiva la tasa de regeneración del tallo en 

Arabidopsis thaliana respecto al tipo silvestre, además que la metilación del DNA en 

regiones promotoras del gene wus controla sus niveles de transcripción en Arabidopsis 

thaliana y, junto con las modificaciones epigenéticas a nivel de las histonas, participan 

activamente en los procesos de regeneración del tallo (Li et al., 2011). También se 

evidenció que la sobre-expresión del gen wus de Arabidopsis thaliana incrementa la 

embriogénesis somática en tejidos cultivados in vitro de algodón (Gossypium hirsutum L.), 

promoviendo la formación de callo y de tallo (Bouchabké et al., 2013). 

2.9. EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA EN MAÍZ (Zea mays L.) 

Las células somáticas de las que se originan los callos de maíz pueden ser de diferentes 

órganos o tejidos de la planta. En el laboratorio se ha desarrollado una técnica en la que 

los embriones de semillas inmaduras son cultivados en un medio de inducción y semanas 

después generan callo (E) (Garrocho et al., 2012). Los callos se cultivan en un medio de 

proliferación, en condiciones de oscuridad y se encuentran en crecimiento celular, 

posteriormente se siembran en un medio de maduración, en condiciones de iluminación y 

producen callos embriogénicos en regeneración (ER) observándose diferenciación en tallo, 

hoja y raíz. Por el contrario, los embriones de semillas maduras, igualmente cultivados en 

medio de inducción, semanas después generan callo (NE). Los callos NE se siembran en un 

medio de proliferación, en condiciones de oscuridad y también pasan por el proceso de 

crecimiento celular (aunque el crecimiento en este callo es menor respecto al callo E) 

(Garrocho et al., 2012). Sin embargo, el callo NE al ser cultivado en un medio de 

maduración y germinación y condiciones de iluminación (NER),  es incapaz de generar una 

planta completa, caracterizándose solo por formar raíz incipiente. Todo el proceso está 

descrito detalladamente en la figura 1. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bouchabk%C3%A9-Coussa%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23543366
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3. JUSTIFICACIÓN. 

El maíz es uno de los cultivos de cereal más importantes, la producción mundial en el 2012 

fue de 839 millones de toneladas, seguida del trigo con 653 millones de toneladas  y del 

arroz con 465 millones de toneladas (Pechanova et al., 2010). La producción del maíz es 

por tanto muy importante debido a su demanda a nivel mundial.  

Según datos del INEGI en 2012, México pagó al exterior 2 mil 878 millones de dólares para 

importar maíz. El valor de estas importaciones se cuadruplicó con respecto a las 

importaciones de hace una década, que fueron de 644.3 millones de dólares (INEGI, 

2012). Estas cifras son alarmantes si se toma en cuenta que el maíz tiene una gran 

importancia alimenticia, comercial y cultural para México. 

De aquí que en el presente trabajo, se pretenda conocer algunos de los mecanismos 

moleculares y de regulación que participan en la formación de una planta completa por 

embriogénesis somática.  

En la actualidad se tiene conocimiento acerca de los mecanismos epigenéticos 

involucrados en procesos de diferenciación celular (Zuo et al., 2002), sin embargo se sabe 

poco del impacto en las regiones promotoras de la regulación por mecanismos 

epigenéticos de los genes aic1, vp1 y wus durante la diferenciación celular del maíz. 

Dilucidar estos procesos contribuiría a entender uno de los mecanismos alternos para la  

regulación de la expresión génica de aic1, vp1 y wus y su papel en los procesos del 

desarrollo de las plantas de maíz a partir de embriones somáticos. Evaluar la metilación en 

las regiones promotoras de estos tres genes en callos en condiciones de proliferación y de 

regeneración, permitirá conocer si hay una correlación entre los niveles de transcripción 

de los genes aic1, vp1 y wus y los niveles de metilación de sus  respectivas regiones 

promotoras y por lo tanto si participan en control epigenético en este modelo. En un 

futuro y con el conocimiento que se genere con este tipo de estudios, se podría aplicar el 

proceso de embriogénesis somática para producir maíz a gran escala sin importar la época 

del año. 
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4. HIPÓTESIS. 

Si durante la diferenciación del callo E de maíz la expresión de los genes aic1, vp1 y wus es 

favorecida. Entonces dicha expresión es regulada negativamente por metilación en las 

regiones promotoras de algunos de estos genes, en callos NE. 

5. OBJETIVO GENERAL. 

Correlacionar el grado de metilación específica de las regiones promotoras de los genes 

aic1, vp1 y wus, en diferentes tipos de callos de maíz en condiciones de proliferación (E y 

NE), y regeneración (ER y NER) con los niveles de expresión de dichos genes. 

5.1. OBJETIVOS PARTICULARES. 

1. Evaluar los niveles de expresión de los genes aic1, vp1 y wus en callos de maíz en 

condiciones de cultivo de proliferación y de regeneración (E, NE, ER y NER).  

2. Identificar la región promotora y seleccionar la zona enriquecida con sitios CpG 

para evaluar la metilación. 

3. Diseñar oligonucleótidos in silico para amplificar las regiones promotoras de los 

genes aic1, vp1 y wus de DNA genómico tratado con bisulfito de sodio.   

4. Secuenciar los fragmentos de las regiones promotoras de los genes aic1, vp1 y wus 

en los callos de maíz en condiciones de cultivo de proliferación y de regeneración 

(E, NE, ER y NER) a partir de DNA genómico tratado con bisulfito de sodio. 

5. Identificar el estado de metilación de las citosinas de los fragmentos de las 

regiones promotoras de los genes aic1, vp1 y wus en los callos de maíz. 
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6. DISEÑO EXPERIMENTAL 

Para alcanzar los objetivos del trabajo se siguió el diseño experimental que se muestra 
a continuación. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS. 

DESARROLLO EXPERIMENTAL IN VITRO 

7.1. Generación y mantenimiento de callos E y NE. 

Los callos E y NE, así como los medios de cultivo fueron proporcionados por el Laboratorio 

de Cultivo de Tejidos Vegetales del Departamento de Bioquímica de la Facultad de 

Química, UNAM. Los callos E y NE se obtuvieron según se describe a continuación y de 

acuerdo al esquema en la figura 1.  

Los callos E se obtuvieron de semillas inmaduras de 14 a 18 días después de la polinización 

extraídas de mazorcas de plantas de maíz, las cuales se sometieron a lavados con cloro al 

1%, benomil al 4% y alcohol etílico al 70%. En campana de flujo laminar, se les quitó el 

endospermo para obtener el eje embrionario y el escutelo y se sembraron 5 ejes 

embrionarios, en un frasco que contenía medio de inducción N6i (2, 4-D 6mg/L, Sacarosa 

3%) (Garrocho et al., 2012).  

Los callos NE se obtuvieron de semillas maduras, las cuales se sometieron a las mismas 

condiciones de limpieza y se sembraron en el mismo medio. Los callos fueron cultivados 

en condiciones de oscuridad a temperatura de 25°C ± 1°C por un periodo de 3 semanas y 

resiembras cada 3 a 4 semanas en medio fresco. 

Después de 3 semanas los embriones de semillas de los callos E y NE desarrollaron masa 

celular blanca. Los callos E y NE se crecieron en un medio de proliferación N6p (2, 4-D 

4mg/L, BAP 0.1mg/L y  sacarosa 3%) en condiciones de oscuridad y temperatura de 25°C ± 

1°C por 4 semanas. 

7.1.1. Obtención de callos en regeneración 

Tres semanas después los callos E y NE fueron sembrados del medio N6p a medio de 

maduración MS (sacarosa 3%). En esta etapa todos los callos fueron sometidos a 

fotoperiodo de 16 h luz, 8 h de oscuridad y temperatura de 25°C ± 1°C. A estos callos se 

les denomina callos en regeneración. Las características distintivas en esta etapa son que 

los callos embriogénicos en regeneración (ER) lograron enverdecerse y  diferenciarse en 

tallo, hoja y raíz, mientras que los callos no embriogénicos en regeneración (NER) 

generaron una masa celular con aspecto blanquecino y solo fueron capaces de generar 

algunas raíces incipientes.  
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Figura 1. Inducción, proliferación y regeneración de callos embriogénicos. Callo embriogénico (E), no 
embriogénico (NE), embriogénico en regeneración (ER) y no embriogénico en regeneración (NER). 2, 4-D: 
ácido 2, 4-Diclorofenoxiacetico. BAP: Benzil Amino Purina. 

7.2. Extracción de RNA total de callos de maíz en diferentes condiciones de 

diferenciación. 

La extracción de RNA por TRIZOL consiste en el empleo de un buffer que contiene 

tiocianato de guanidinio el cual es un agente caotrópico y desnaturalizante de proteínas, 

que altera negativamente la actividad de las RNAsas presentes en la muestra. Por otra 

parte la mezcla de fenol pH 4.3 y el cloroformo causan un fraccionamiento del RNA en 

fase acuosa, del DNA en la interfase y de las proteínas en la fase orgánica. Posteriormente 

el RNA es precipitado con isopropanol y colectado por centrifugación (Chomczynski & 

Sacchi; 1987). Se extrajo RNA total de los callos E, ER, NE y NER por el método antes 

mencionado, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se homogenizaron 50 mg de 

callo molido con nitrógeno líquido en un microtubo de polipropileno, se añadió 1 mL de 

TRIZOL, agitándose con la mano 3 ó 4 veces y se incubó 5 min a T° ambiente. 
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Posteriormente se agregaron 200 μL de cloroformo a la mezcla TRIZOL con RNA, se agitó 

con la mano vigorosamente por 15 segundos, se incubó 3 min a temperatura ambiente y 

se centrifugó a 12,000 x g por 15 min. A continuación se transfirió la fase acuosa a un tubo 

nuevo, se agregaron 400 μL de alcohol isopropílico a -20°C y se incubó 10 min a 

temperatura ambiente. Después se centrifugó el tubo a 12,000 x g por 10 min a 4°C, se 

eliminó el sobrenadante, se añadió un 1 mL de etanol al 75%  con el fin de lavar la pastilla 

en el vortéx y se centrifugó a 7,500 x g por 5 min a 4°C. Se realizó un lavado adicional con 

etanol al 75% y por último, se eliminó el etanol con una punta fina, se dejó destapado el 

tubo 1 ó 2 min frente al mechero para que se evaporaran los restos de etanol y se 

resuspendió el botón en 50 μL de agua libre de nucleasas. La pureza del RNA se evaluó en 

espectrofotómetro al medir la absorbancia de las muestras a 260 y 280 nm, dicha relación 

nos indicó si hubo contaminación y tuvo una proporción de 2.0 a 2.2, la integridad del RNA 

se evaluó en un gel de agarosa al 1.2%, en una cámara de electroforesis a 80 V y por 

último el RNA se almacenó a -70°C.  

7.3. Análisis de la expresión de los mensajeros de aic1, vp1 y wus por RT-PCR 

semi-cuantitativa. 

La reacción de PCR (Polymerase Chain Reaction) es una herramienta que permite la 

amplificación de secuencias de DNA específicas a partir de una diminuta cantidad de DNA. 

La amplificación del DNA por dicha técnica se divide en tres pasos. Primero el DNA se 

desnaturaliza con temperaturas entre 93 y 96°C, después se alinean los oligonucleótidos 

con el DNA a una temperatura entre 55°C y 65°C. Por último los oligonucleótidos se 

extienden a lo largo de la secuencia blanco ocupando una DNA polimerasa termostable, 

dNTPs y Mg2+, lo que genera la duplicación del DNA blanco inicial. La técnica de RT-PCR se 

basa en usar RNA como templado, el cual se retro transcribirá con la enzima RT (Retro 

Transcriptasa) para generar cDNA. Posteriormente se amplificará el cDNA con la enzima 

DNA polimerasa y de esta manera se miden los niveles de expresión de los RNA 

mensajeros.  

Para evaluar los niveles de expresión de los genes aic1, vp1 y wus se realizaron varias 

reacciones por RT-PCR con RNA total. Primero se normalizaron las concentraciones de 

RNA total a 100ng/μL de las muestras correspondientes a callos de maíz en diferentes 

condiciones de proliferación y regeneración. Posteriormente se realizaron reacciones de  

RT-PCR y se analizaron en electroforesis en gel de agarosa al 1%, con bromuro de etidio 
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1% y con buffer de corrida TBE (Tris 0.45 M, Ácido bórico 4.45 M y EDTA 5 mM) 1x se 

corrieron a 90V por 40 min. Por último se realizó un análisis densitométrico con el 

programa ImageJ para determinar los niveles de expresión de los mensajeros aic1, vp1 y 

wus. Los componentes de las reacciones de RT-PCR de cada gen se muestran en la tabla 1 

y las condiciones de amplificación de las reacciones de RT-PCR para cada gen se muestran 

en la tabla 2.  

Tabla 1. Componentes de la reacción RT-PCR para aic1, vp1 y wus. 

(B) REGIÓN CODIFICANTE 
GEN aic1 vp1 wus 
COMPONENTES   
2X REAX MIX dNTPs 1.6 mM, MgSO4 3.2 mM 
RNA 100ng/μL 
RV      0.5 μM      0.5 μM 0.4 μM 
FW      0.5 μM      0.5 μM      0.4 μM 
RT/Taq Pol 20 U/ 2 U 
MgSO4              0.25 mM                                                                                                                                                                                                                                                                                                           0.05 mM 

Tabla 2. Condiciones de amplificación del termociclador para obtener los transcritos 
aic1, vp1 y wus. 

Condiciones 
Gen RT-PCR 

aic1 

50°C 30´ 
94°C 2´ 
94°C 45" 
59°C 30"     30 ciclos 
72°C 1´ 
72°C 10´ 

vp1 

 45°C 30´ 
 94°C 2´ 
 94°C 45” 
 64°C 30”    30 ciclos 
 71°C 1´ 
 71°C10´ 

wus 

55°C 30´ 
94°C 2´ 
94°C 1´ 
58°C 1´        38 ciclos 
72°C 1´ 
72°C 10´ 
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DESARROLLO EXPERIMENTAL IN SILICO. 

7.4. Selección de regiones promotoras para los genes aic1, vp1 y wus y diseño de 

oligonucleótidos. 

Para seleccionar las regiones promotoras de los genes aic1, vp1 y wus, se tomaron las 

secuencias anotadas en el GenBank, después se buscaron las regiones promotoras de los 

genes aic1, vp1 y wus en maizesequence, en seguida en el programa PLACE se buscaron 

las secuencias consenso TATA box dentro de las regiones promotoras, posteriormente en 

la página “CpG island searcher” se buscaron los sitios con el mayor contenido de guaninas 

y citosinas. Por último se diseñaron los oligonucleótidos en el programa Methyl Primer 

Express. 

7.5. Diseño de oligonucleótidos para los genes aic1, vp1 y wus. 

Las secuencias de cDNA de los genes aic1, vp1 y wus de Zea mays se ingresaron en el 

programa Primer-BLAST, para diseñar los oligonucleótidos. Ya dentro del programa se 

aplicaron los siguientes criterios: que los oligonucleótidos para los 3 genes debían tener 

tamaños de 19 a 21 pb y temperaturas de fusión entre 57°C y 63°C. El programa generó un 

reporte general de los oligonucleótidos, del cual sólo se seleccionaron los que se muestran 

en la tabla 3. Además se realizó un BLAST a cada uno de los oligonucleótidos con el fin de 

asegurar que sólo reconocieran a sus secuencias blanco como sugieren varios autores 

(Zhang et al, 2000; Morgulis et al, 2008). 

Tabla 3. Características generales de los oligonucleótidos. 

Gene Oligo Long Tm°C Secuencia 
Producto 
PCR 

aic1 Fw 19 69.2 5´CCCCGTTGCTGAGGCTTTC 3´ 500 pb 
Rv 19 64.7 5´AGCCGGTCGTTGACGTAGT 3´ 

vp1 
Fw 20 64.6 5´CTTTGTCGTCGTGCCTCTCT 3´ 

223 pb 
Rv 20 66.0 

5´GGAGTTGGACGAGAAGGTGG 
3´ 

wus Fw 21 60.8 
5´CAGGACTACATGGGCGTGATG 
3´ 500 pb 

Rv 20 59.3 
5´GGTCAGTTGGTCACTAGCCA 
3´ 

 
DESARROLLO EXPERIMENTAL IN VITRO. 
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7.6. Extracción de DNA genómico de callos  de maíz en diferentes condiciones de 

proliferación y regeneración. 

Se extrajo DNA genómico de los callos E, NE, ER y NER por el método del dióxido de silicio 

(Li et al., 2010). Se colocaron en un microtubo de 1.5μL 50 mg de callo previamente 

molido en nitrógeno líquido. Después se adicionaron 200 μL de solución de resuspensión 

(Solución A, anexo 1) y se homogenizó en el vórtex. Posteriormente se adicionaron 70 μL 

de SDS 10% (Solución F, anexo 1) y después de que se invirtió el tubo varias veces, se 

incubó a 70°C por 10 min, después se le añadieron 250 μL de fenol: cloroformo: alcohol 

isoamílico (Solución G, anexo 1) y se homogenizó la mezcla en el vórtex vigorosamente 

por 30 s. A continuación se centrifugó el tubo a 4°C a 16,000 x g por 5 min y se transfirió la 

fase acuosa (superior) a un microtubo nuevo que contenía 500 μL de la solución de NaI 

6M (Solución D, anexo 1) y se mezcló por inversión. Después se adicionaron 20 μL de 

dióxido de silicio y se dejó reposar el tubo a temperatura ambiente por 25 min, se 

centrifugó a 16,000 x g por 10 s hasta obtener una pastilla en la matriz, eliminando el 

sobrenadante con micropipeta, después se lavó la matriz por resuspensión con 1 mL de 

solución de lavado (Solución E, anexo 1) y  se homogenizó en el vórtex. Se realizó un 

lavado adicional y se centrifugó a 16,000 x g por 10 s  hasta obtener una pastilla en la 

matriz y se eliminó el sobrenadante usando micropipeta.  A continuación se adicionaron 

40 μL de buffer TE (Tris-Cl 10mM pH=8, EDTA  0.1 mM) estéril para resuspender en el 

vórtex brevemente y se colocó el microtubo a 70°C por 2 min. Por último se centrifugó el 

microtubo a 16,000 x g por 2 min y se transfirieron 36-38 μL de sobrenadante que 

contenían el DNA genómico a un microtubo nuevo. La pureza y concentración del DNA de 

cada muestra fue cuantificada en el espectrofotómetro a absorbancias de 260 nm y 280 

nm, la pureza de las muestras de DNA en este trabajo entraron en el rango de 

proporciones entre 1.8 a 2.0 lo que indicó que tenía bajo nivel de proteínas, mientras que 

la integridad de las muestras de DNA fue evaluada por electroforesis a 80 V, en gel de 

agarosa al 1% y por último el DNA fue almacenado a -20°C (Li & Sheen, 2010). 

7.7. Conversión de DNA genómico con bisulfito de sodio.  

La conversión de DNA genómico con bisulfito de sodio involucra tres etapas. La primera de 

ellas es la sulfatación, la cual se caracteriza por la adición de bisulfito al doble enlace 5-6 

de la citosina. La segunda etapa consiste en la desaminación hidrolítica en la citosina 

sulfatada y su conversión a uracilo sulfatado. La tercera etapa involucra la eliminación del 
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trióxido de azufre del anillo de pirimidina con hidróxido de sodio y la obtención de 

citosinas convertidas a uracilos (Patterson et al, 2011). La conversión de DNA con bisulfito 

de sodio únicamente se lleva a cabo en las citosinas no metiladas, mientras que en las 

citosinas metiladas, no ocurre la reacción de desaminación porque son protegidas por el 

grupo metilo. Por lo tanto el método de conversión con bisulfito de sodio, diferencia las 

citosinas metiladas de las citosinas no metiladas. 

El DNA genómico de los 4 callos obtenidos con la purificación anterior, se trató con el kit 

EZ DNA Methylation-Gold (Zymo Research). Se adicionaron 130 µL del CT Conversion 

Reagent a 20 µL de la muestra de DNA en un tubo de PCR y se mezcló la muestra 

pipeteando de arriba hacia abajo, después se centrifugó ligeramente. Posteriormente se 

colocó el tubo de PCR con la muestra en un termociclador y se implementaron las 

siguientes condiciones: 94°C por 10 min, 94°C por 1 min, 60°C por 45 s, 45°C por 30 s y 

30°C por 30 s y como extensión final 94°C por 2 min. A continuación se adicionaron 600 µL 

de M-Binding Buffer a la columna Zymo-Spin y  se colocó la columna en un tubo colector 

proporcionado por el fabricante. Se cargó la muestra que salió del termociclador dentro 

de la columna Zymo-Spin y que contenía el M-Binding Buffer, se cerró la tapa y se mezcló 

por inversión la columna cinco veces. Se centrifugó a 10, 000 x g por 30 s y se desechó el 

líquido. Después se añadieron 100 µL de M-Wash Buffer a la columna. Se centrifugó a 10, 

000 x g por 30 s. Enseguida se agregaron 200 µL de M-Desulphonation Buffer a la 

columna y se dejó reposar a temperatura ambiente por 20 min y después de la incubación 

se centrifugó a 10, 000 x g por 30 s. A continuación se adicionaron 200 µL de M-Wash 

Buffer a la columna. Se centrifugó a 10, 000 x g por 30 s, se adicionaron otros 200 µL de 

M-Wash Buffer y se centrifugó 30 s más. Después se colocó la columna dentro de un 

microtubo de 1.5 mL, se adicionaron 10 µL de M-Elution Buffer directamente a la matriz 

de la columna. Por último se centrifugó por 30 s a 10, 000 x g para obtener el DNA 

convertido (Henderson  et al., 2010; Patterson et al., 2011). Se sometieron al tratamiento 

de transformación 2000 ng de DNA por callo. El DNA convertido se almacenó a -20°C para 

usarse en los próximos 10 días. Se usó 1 µL por cada amplificación. 

7.8. Amplificación de los fragmentos de las regiones promotoras. 

Una vez convertidas las muestras de DNA de los diferentes callos de maíz se sometieron a 

amplificación con las concentraciones  de los componentes mostradas en la tabla 4 y con 

los oligonucleótidos diseñados en el Methyl Primer Express v1.0  resumidos en la tabla 6. 



29 
 

Se emplearon las condiciones de amplificación que se describen en la tabla 5. Finalmente 

se sometieron los productos de PCR a electroforesis en gel de agarosa al 2%, bromuro de 

etidio al 1%, con buffer de corrida TBE (Tris 0.45 M, Ácido bórico 4.45 M y EDTA 5 mM) 1X 

y corridas a 90 V. 

Tabla 4. Componentes de PCR para DNA transformado con bisulfito de sodio. El 
oligonucleótido antisentido es representado por Rv y el oligonucleótido sentido por Fw. 

 
REGIÓN PROMOTORA 

COMPONENTES 
   TOP TAQ BUFFER 

10X 1 μL 
dNTPs 0.2 mM 
Rv 0.5 μM 
Fw 0.5 μM 
DNA Polimerasa 2.5 U/μL 
DNA genómico 500ng/μL 
SOL. Q 2μL 

Tabla 5. Condiciones de amplificación para obtener los fragmentos de las regiones 
promotoras.  
 

Tabla 6. Características Generales de los oligonucleótidos.  Oligonucleótidos 
seleccionados del reporte global generado a partir del software Methyl Primer Express 

Condiciones 
Gen PCR Región Promotora 

aic1 

94°C 4´ 
94°C 30” 
52°C 30”          45 ciclos 
72°C 45” 
72°C 10´ 

vp1 

94°C 4´ 
94°C 30” 
52°C 30”         45 ciclos 
72°C 45” 
72°C 10´ 

wus 

94°C 5´ 
94°C 30" 
45°C 30"        20 ciclos 
72°C 1´ 
  
94°C 30" 
50°C 30"       30 ciclos 
72°C 45" 
60°C 10´ 
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v1.0 para amplificar las regiones promotoras correspondientes a los genes aic1, vp1 y wus. 

 

7.9. Purificación y secuenciación de los fragmentos obtenidos. 

Los productos de amplificación fueron cortados del gel. Se le adicionaron 500 μl de la 

solución de NaI 6M (Solución D, ver anexo 1) y se mezcló por inversión. Después se 

adicionaron 80 μL de la matriz de silicio y se dejó reposar el tubo a temperatura ambiente 

por 25 min, se centrifugó la matriz a 16,000 x g por 10 s, eliminando el sobrenadante con 

micropipeta, se lavó la matriz por resuspensión con 1 mL de solución de lavado (Solución 

E) y  se homogenizó en el vórtex. Se realizó un lavado adicional y se centrifugó la matriz a 

16,000 x g por 10 s y se eliminó el sobrenadante usando micropipeta.  A continuación se 

adicionaron 40 μL de agua estéril para resuspender el botón en el vórtex y se colocó el 

microtubo a 70°C por 2 min. Por último se centrifugó el microtubo a 16,000 x g por 2 min, 

se transfirieron 15 μL de sobrenadante que contenían el DNA genómico a un microtubo 

nuevo (Li & Sheen, 2010). Y se mandó a secuenciar por el método de Sanger a la unidad de 

secuenciación del Instituto de Fisiología Celular. 
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8. RESULTADOS. 

8.1 Cuantificación de los niveles de expresión del mRNA de los genes aic1, vp1 y wus de 

callos de maíz en condiciones de cultivo de proliferación y de regeneración. 

Para cuantificar los niveles de expresión de los transcritos de aic1, vp1 y wus, primero se 

normalizaron las concentraciones de RNA total de todas las muestras como se aprecia en 

la figura 2. Se observa la misma cantidad RNA y la integridad del mismo.   

 
Figura 2. Normalización de  RNA total de callos de maíz en diferentes de condiciones de proliferación y 
regeneración. La concentración de RNA total fue de 100 ng/μL y se cargaron 4 μL en el gel. El RNA total fue 
tratado previamente con DNAsa y repurificado con fenol-cloroformo. Callo embriogénico (E), no 
embriogénico (NE), embriogénico en regeneración (ER) y no embriogénico en regeneración (NER). 
 
  
Como se puede apreciar en las figuras 3a, 4a y 5a se desarrollaron RT-PCR´s de punto final 

para los genes aic1, vp1 y wus en callos en proliferación y regeneración. Los pesos 

moleculares observados en la figuras corresponden a los esperados (tabla 3). 

Posteriormente se midió la intensidad relativa de las bandas de los callos en diferentes 

estados de proliferación y regeneración con el programa Image J, las cuales están 

representadas en las figuras 3b, 4b y 5b. Se encontró que los callos en proliferación E y NE 

presentaban los niveles de expresión del gen aic1 más altos que los callos en regeneración 

ER y NER (figura 3). Por otra parte se encontró que los callos E y ER presentaron los niveles 

de expresión del gen vp1 más altos mientras que los callos NE y NER presentaron los 

niveles de expresión del gen vp1 más bajos (figura 4). También se encontró que los callos E 

y ER tuvieron los niveles de expresión del gen wus más altos mientras que los callos NE y 

NER eran bajos (figura 5).   
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Figura 3. Niveles de expresión de aic1 en callos de maíz. a) Bandas de 500 pb del gen auxin import carrier1, 

amplificadas por la retro-transcripción (RT-PCR) del RNA de callos de maíz en diferentes condiciones de 

proliferación y regeneración. Callo embriogénico (E), no embriogénico (NE), embriogénico en regeneración 

(ER) y no embriogénico en regeneración (NER). b) Densitometría que muestra los niveles de expresión del 

gen aic1 en callos de maíz en condiciones de proliferación y regeneración. En la gráfica se observa la 

cantidad relativa del transcrito para el gen aic1 las barras indican la desviación estándar. Los asteriscos 

negros sobre cada una de las barras indican correlación con los niveles de metilación en fragmentos de 

regiones promotoras del gen aic1. 

 
Figura 4. Transcrito vp1 en callos de maíz. a) Bandas de 223 pb del gen viviparous1, amplificadas por la 

retro-transcripción (RT-PCR) del RNA de callos de maíz en diferentes condiciones de proliferación y 

regeneración. Callo embriogénico (E), no embriogénico (NE), embriogénico en regeneración (ER) y no 

embriogénico en regeneración (NER). b) Densitometría que muestra los niveles de expresión del gen vp1 en 

callos de maíz en condiciones de proliferación y regeneración. En la gráfica se observa la cantidad relativa 

del transcrito para el gen vp1 las barras indican la desviación estándar. 
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Figura 5. Transcrito wus en callos de maíz. a) Bandas de 500  pb del gen wuschel señalada, amplificadas por 

la retro-transcripción (RT-PCR) del RNA de callos de maíz en diferentes condiciones de proliferación y 

regeneración. Callo embriogénico (E), no embriogénico (NE), embriogénico en regeneración (ER) y no 

embriogénico en regeneración (NER). b) Densitometría que muestra los niveles de expresión del gen wus en 

callos de maíz en diferentes condiciones de proliferación y regeneración. En la gráfica se observa la cantidad 

relativa del transcrito para el gen wus las barras indican la desviación estándar. Los asteriscos negros sobre 

cada una de las barras indican correlación con los niveles de metilación en fragmentos de regiones 

promotoras del gen wus. 

 

8.1. Selección de las regiones promotoras para los genes aic1, vp1 y wus. 

Las secuencias de DNA de los genes aic1, vp1 y wus para Zea mays se encontraron en el 

portal GenBank, se un alinearon en la base de datos maizesequence para localizar sus 

posibles regiones promotoras tomando 1000 pb río arriba del sitio de inicio de la 

traducción. 

Con el programa PLACE, que  es una base de datos de elementos de DNA regulatorios que 

actúan en cis en plantas vasculares, se buscó la caja TATA y el DEP (elemento promotor en 

flujo descendente) en las secuencias de DNA de las regiones promotoras de los 3 genes 

(aic1, vp1 y wus) (Figura 6), después se ingresaron las posibles regiones promotoras en el 

programa CpG island searcher con el fin de encontrar las regiones de DNA con el mayor 

contenido de guaninas y citosinas. 

En la figura 6 se observan las características seleccionadas de las posibles regiones 

promotoras de los genes aic1, vp1 y wus. En la figura 6(A) se puede ver la secuencia del 

gen aic1 que dentro de los 1000 pb río arriba del sitio de inicio de la traducción (ATG 

remarcado en amarillo), presenta la TATA box a -31pb (sombreado en verde), el sitio de 

inicio de la transcripción o Inr (sombreado en negro) y el sitio de reconocimiento de los 

oligonucleótidos (en letras rojas 5´a 3´ y en letras anaranjadas 3´a 5´). En la figura 6(B) se 
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puede apreciar la secuencia del gen vp1 el inicio de la traducción, ATG, se marcó en 

amarillo, la presencia del elemento promotor en flujo descendente o DEP a +31pb 

(sombreado negro) y el sitio de reconocimiento de los oligonucleótidos (en letras rojas 5´a 

3´ y en letras anaranjadas 3´a 5´). En la figura 6(C) se puede observar la secuencia del gen 

wus nuevamente se presenta el sitio de inicio de la traducción, ATG marcado en amarillo, 

la presencia del DEP a +32pb (sombreado en negro) y el sitio de reconocimiento de los 

oligonucleótidos (en letras rojas 5´a 3´ y en letras anaranjadas 3´a 5´). Con el programa 

Methyl Primer Express se diseñaron oligonucleótidos para amplificar y purificar las 

regiones promotoras y así poder medir los niveles de metilación. 

 

(A)Región promotora del gen aic1. 
aic1            CGGCGATGAGAATATGGGTTGCGTTGGAGGTGAGCAGAATTTTAGGCTGGCGCCGGCTAC 60 

                                                                                        

aic1            ATTTGATAACAAAAGAAAAAAAAGAATGGAAGCTTGATCTAGCTTGTGTAGAATAATGCA 120 

                                                                                     

aic1            ATAATGCAAGGATTATTTGCACGTGCCCCACAACATAATTATATATACAGAGAAAAGAAA 180 

                                                                                           

aic1            CATTTTTCAATATAACATATATTCTTGTTTCAAGTTGTGTTCTTCCATCCAAAATATGTA 240 

                                                                                          

aic1            AATGGTATATGTGATAAAAACATGCAAGGGACGATGTGAGGAGAAGATCCAAGCCATGGA 300 

                                                                                          

aic1            ACACGCATCCAACGGACAAACACGTTCAGTTGGATCTTTTAGAGACATCACTCGAGTGAT 360 

                                                                                           

aic1            GCACATACTTTCCCGGCCCCAAAAGAAAAAAAAAGGTGATGTGCATGCATACATGCATTG 420 

FW                                           AAAAAGGTGATGTGTATGTATAT         23 

                                             ************** *** ***          

aic1            CCCCCGGCCCACTTAGGGCTTGTTCGGTTATTTCCAATCCATACGGATTAGAGGGGATTG 480 

                                                                                           

aic1            ATACGGATTGGAGGGGATTTTGACTTACTGGAGATTGAAACCCCCTCAATCCCCCTCAAT 540 

                                                                                           

aic1            CCATATGGATTGGGGTAGAACCGAACAAGCCCTTATAATGTGTCCAGGCAGAACACTTTC 600 

                                                                                           

aic1            TTCGTATGCTCTAGCAATGCACGCTGCTCCGTCCTTGCTTTCCACGGGATTTTTCACCAC 660 

                                                                                           

aic1            GTCTTTTGATCACCCGCTCCTTTCGTTTGCTTTCTTGAACCCAAATAGGATCGAGTAATA 720 

                                                    Inr                                       

aic1            CTATATATTAATGATAAAATAAAGAGAGGCGGGTAGCAGCCACGTACAGTACAGCCCCAG 780 

                       -31                         +1                                       

aic1            CCCCAGAGGCCCCGCGGCCCGGCATGAAAAGAAAGGACGCTGGGTTTCTTTATGCCCCAG 840 

RV                                                         GTTTTTTTATGTTTTAG 16 

                                                           **** ******    **                                                                             

aic1            CTGCTGGAGTGCTGTCTCCCCCCCGGGACATCGCCTCTCCATATATACGACACCCCCGCT 900 

RV              TTGTTG                                                       22 

                 ** **                                                       

aic1            CCCCCCTGCAATGCACACAACACCAGTAAGCAAGCACCGCCAGCACGCACAAGCAGGCAA 960 

                                                                                           

aic1            AGCTCTCGACCATCGCTCTGAGGGATTAATG +235 

               

 

 

 

 

 

 

 



35 
 

(B) Región promotora del gen vp1. 
vp1             GCTAAAAGAACATAAGTACATAGAGCCAAAGATGAAGTAAGAGGAGGACCGCAGATTAAT 60 

                                                                                           

vp1             AATAAAAAGCCCGAGGAGTTTGCAAAGGAACTCCTACTACTAGTACAATCCACCCATCTA 120 

                                                                                        

vp1             AGTATACTACACGCAAAGTTCCCAAATAGAAGGGTTCCACTTCCACGTCGTCGTGCCCGC 180 

                               AAGTTTTTAAATAGAAGGGTTT                        22 

                               *****   *************                         

vp1             CTTCAAGTCCCCGAATCACCCACACCGTGTAGGTTCCGCGCGTGCGCGTAGAGAAACTCC 240 

                                                                                    

vp1             TCTGCTTCGTAGACAAGCCAGTGGCACCATCCTGGAGCTTCCGTCCGTGGGATCACGCAG 300 

                                                                                         

vp1             AGACTGCATCGGACGGTCAGGAATCGTCCCAACACTCGGGATTCAGTCGGCGCGCCGGCG 360 

                                                                             

vp1             ACACGGACATCCTACGGCGCCGAAGCAGCTACGCGCACGCTGTTTTCTCCACGCACGGGC 420 

                                                                             

vp1             TCGCGGGGCCCACGCCTCATTGACTGACCAAAAACATGGGCGCTCTCTCGTTTCCGTTTC 480 

                                                                            

vp1             TGGAGCAGTCAAATTAGAACGCGGCGAAGAGGCGAGACCTGAAAACACACAGACACTGAC 540 

                                                                             

vp1             ATGTTGGACAGCATCGCTCGGCCCATGCCATAGACGGGTCATGCACAGAGAAACCTAATC 600 

                                                                             

vp1             AGTAATAGTTTGTGATACCTCTATGACAAAGTGGGTCCATTATCTTCAGCCCCACGTCTC 660 

                                ATTTTTATGATAAAGTGGGTT 

                                *  * ***** *********                                                           

vp1             CGAGAGAGGTATAGGGTGCGCGCCAGGGGTGAGAAGTATGGTGGCCGAGGAGAGGCTGGC 720 

                                                                                           

vp1             GTGGGCGGTGGAGCGCTCCCCTCGGTCGCCACGTGTGTCACGCAGCCGCATCTCGGTTCC 780 

                                                                                           

vp1             CTCCTCTCTCTCTCTCTTCTTCTCCCTCTCCACCTCCTGCTTGCACTGTTCGTCTCCTCA 840 

                                  Inr                          DPE                                

vp1             GTAACTGCACCCACCTCCACACCTACACCCGAGAGGCGGCGGCGGCAGACACAGACACCG 900 

                                  +1                           +31                              

vp1             TCTCTCTCCTCCCTTTGTCGTCGTGTCTCTCTGCATGGAAGCCTCCGCCGGCTCGTCGCC 960                                                                                          

 

vp1             ACCGCACTCCCAAGAGAACCCGCCGGAGCACGGTGGCGACATG +87 

 

 

 

(C) Región promotora del gen wus. 
wus             TACCGTAGCTCATATGAGAAACGACCGAGACAGACCGGACCATAGATCTACGCTTTGACG 60 

                                                                             

wus             TGGGACAAACGAGGAGATTTTTTAACCACGTCCTAAAATTCGCTCCTACGGAGGACTTAG 120 

                                                                           

wus             GACCTAAGAAATGATACATAGATCAACTAACCATCTCGGTTAGAGGAATTCTCGAAAAAA 180 

                                                                             

wus             AATACTAGAGCGAGCAATGATGCACTACCTAGTGATACTATGGACCGGTGCTATATGGCA 240 

                                                                             

wus             TGGTTGCATGGGTAGCCTTTTGCAGTTTGCATCAAGCAGGGAGACAGACAGGGGCTTGGC 300 

                                                                             

wus             TTGGCCATGCTAGACGTTGCGGGTGCAGTTGCCACAAGGGGAGCCTGCCATTCCACACAC 360 

                                                                             

wus             CTCCTACTCTGCATGCGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCAAATTCTCAACAAGTGTT 420 

                                                                             

wus             GAAGCGGCCGAAGCTAGAGCCTTCGGGGGTGTTTGGTTTGAGGAATCATTTAATCCAAAA 480 

                                                                           

wus             TGTAGTGATGCATCATGGGTCCATTCCTCAAATTTGGTGGGATGACCTCATTCCTCATAT 540 

                                                                             

wus             TAGTACTAACTAAATAACTATAAGGAACGAGGTGATGATGGATCAACTCAATCCATTCCA 600 

                                                                             

wus             CAAACCAAATAAAAAAGTGATGAGTGAGAAGACGATGGATTAGATCATTCCTCAAACCAA 660 

                                              GAYGATGGATTAGATTATTTTTT        23 

                                              ** ************ ***  *         

wus             ACAGCTTATTCGTGTGTCAACTTCACTTGTCTCTCTCCAAAAGATATCGTCGTATCCCAT 720 

                                                                             

wus             GATCCTTCCTCCCGGCGCCAACCTATATCTCACCATGCACCTAGCACGCAGCTACGCGCT 780 
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wus             CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGCATGCTAGCTAGCTTTCCTCTAGCCTCTATA 840 

                                                                             

wus             GCTCCTATGATATGCACCCCGGCCTCCTTATAAACCCTCCTCAATGCCTCTCCCTTTTCC 900 

 

                                  Inr                         DPE               

wus             AAGGCAAGGCCAAGGCGGCAAACCCTTCCCTCCTCCTCCTTGGCGCAGACCGGAGAGATC 960 

rv                               +1                           +32     GAGATT 6 

                                                                      *****  

wus             ACAGGAGCTCAGGAAGGCCGGTGTGACCAGCTGCTGAGGCATG +87 

rv              ATAGGAGTTTAGGAAGGT                                            

                * ***** * *******                           

Figura 6. SECUENCIAS DE LAS REGIONES PROMOTORAS. En los incisos (A), (B) y (C) se muestran las regiones 

promotoras de los genes aic1, vp1 y wus. La region promotora de aic1 consta de 765 pb río arriba del sitio 

de inicio de la transcripción y las regiones promotoras de vp1 y wus constan de 913 pb. En todos los incisos 

se resaltan en amarillo el ATG (sitio de inicio de la traducción), asi como, el Fw que es  el oligonucleótido 

sentido y está representado en letras rojas y el Rv que es el oligonucleótido antisentido y está representado 

en letras anaranjadas, la secuencia subrayada en gris fue la evaluada por secuenciación y las letras azules 

son los sitios CG. También se muestra el DPE (elemento promotor de flujo descendente) representado en 

letras blancas y subrayado en negro en los incisos (B) y (C). En (A) se muestra la caja TATA del gen aic1 

marcada en verde a -31 pb, en (B) se muestra el DPE del gen vp1 a +31 pb y en (C) se observa el DPE del gen 

wus a +32pb. El sitio de inicio de la transcripción se abrevia como Inr, con letras blancas y subyarado en 

negro. 

 

Como se puede ver en la figura 7(A, C y E) hay sitios CpG  (representados con líneas rosas 

verticales) dentro de las islas CpG (líneas rosas horizontales). Por otra parte se puede 

observar en la figura 7(B, D y F) las secuencias consenso la caja TATA y DEP, con sus 

respectivas regiones codificantes (genes) que puede generar los transcritos de los genes 

aic1, vp1 y wus.  

8.2. Diseño de oligonucleótidos para las regiones promotoras de los genes aic1, 

vp1 y wus. 

Por último se ingresó la posible región promotora de 1000pb río arriba del sitio de inicio 

de la traducción al programa Methyl Primer Express v1.0 para diseñar los oligonucleótidos 

correspondientes. Se aplicaron los siguientes criterios: que los oligonucleótidos para las 3 

regiones promotoras debían de ser de tamaños de entre 21 y 24 pb y las temperaturas de 

fusión debían ser de entre 50°C y 60°C. En la figura 7 se muestran con flechas la región 

que amplificaron cada par de oligonucleótidos.  
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Figura 7. Regiones promotoras de los genes de interés en Zea mays. (A), (C) y (E) Regiones promotoras de 

los genes aic1, vp1 y wus mostradas respectivamente y obtenidas in silico del programa Methyl Primer 

Express v1.0. En la parte superior se muestra la región promotora de aproximadamente 900 pb río arriba del 

sitio de inicio de la transcripción (Inr). Las líneas verticales rosas que atraviesan dicha región son los sitios 

CG. La línea horizontal rosa representa la isla CpG, la cual está próxima al ATG. (B), (D) y (F) Representan las 

regiones promotoras de aic1, vp1 y wus con el cuerpo del gen. Tambien se observa el elemento de inicio de 

la transcripción (Inr), así como, el elemento promotor en flujo descendente (DEP). 

 

8.3. Amplificación de los fragmentos de las regiones promotoras de los genes 

aic1, vp1 y wus para el análisis de la metilación específica por el método del 

bisulfito. 

Para obtener los fragmentos de las regiones promotoras se transformó DNA con bisulfito 

de sodio de callos en diferentes estados en proliferación y regeneración, se desarrollaron 

amplificaciones con PCR semi-anidada. Como se puede ver en la figura 8, se amplificaron 

los fragmentos de las regiones promotoras del gen aic1, los productos de PCR de los callos 

en proliferación (E y NE) fueron de 457pb, mientras que los productos de PCR de los callos 

en regeneración (ER y NER) fueron de 300pb y 250pb, respectivamente. Los productos de 

PCR  de aic1 que no correspondieron a los descritos en la tabla 6 se mandaron a 

secuenciar con el fin de obtener información parcial de sus niveles de metilación. También 

se amplificaron los fragmentos de las regiones promotoras del gen vp1 y como se puede 

ver en la figura 9, se obtuvieron productos de PCR de 502pb que corresponden a los 

esperados. Por último se amplificaron los fragmentos de las regiones promotoras del gen 

wus y como se puede apreciar en la figura 10 el peso molecular del producto de PCR 

coincidió con el esperado y fue de 369pb. Se puede concluir de las figuras 8, 9 y 10 que el 

DNA sí fue eficientemente transformado con bisulfito de sodio porque se obtuvo un 

amplicón con oligonucleótidos específicos, sensibles a metilación y diseñados para 

reconocer DNA modificado con bisulfito de sodio.  
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Figura 8. PCR del fragmento de la región promotora del gen aic1. Bandas que corresponden a los 

fragmentos de las regiones promotoras del gen aic1, obtenidas por amplificación de DNA transformado con 

bisulfito de sodio, de los callos de maíz en diferentes condiciones de proliferación y regeneración. Callo 

embriogénico (E), no embriogénico (NE), embriogénico en regeneración (ER) y no embriogénico en 

regeneración (NER). 

 
Figura 9. PCR del fragmento de la región promotora del gen vp1. Bandas  de 502 pb correspondientes a los 

fragmentos de las regiones promotoras del gen vp1, obtenidas por amplificación de DNA transformado con 

bisulfito de sodio, de los callos de maíz en diferentes condiciones de proliferación y regeneración. Callo 

embriogénico (E), no embriogénico (NE), embriogénico en regeneración (ER) y no embriogénico en 

regeneración (NER). 
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Figura 10. PCR del fragmento de la región promotora del gen wus. Bandas de 359 pb correspondientes a 
los fragmentos de las regiones promotoras del gen wus, obtenidas por amplificación de DNA transformado 
con bisulfito de sodio de callos de maíz en diferentes condiciones de proliferación y regeneración. Callo 
embriogénico (E), no embriogénico (NE), embriogénico en regeneración (ER) y no embriogénico en 
regeneración (NER).  

 

 

8.4. Cuantificación de los niveles de metilación en fragmentos de las 

regiones promotoras de aic1, vp1 y wus de callos en diferentes estados 

de proliferación y regeneración. 

Con el fin de cuantificar los niveles de metilación, los fragmentos de las regiones 

promotoras se secuenciaron por método de Sanger y se muestran en las figuras 8, 9 y 10. 

Las citosinas metiladas permanecen intactas en el cromatograma, mientras que las citosinas 

no metiladas se desaminan a uracilos, los cuales finalmente se aprecian como timinas en la 

figura 11. De esta manera se pudieron identificar las citosinas metiladas de las no 

metiladas. En las figuras 12, 13 y 14 se pueden observar los alineamientos generados en el 

programa ClustalW2 entre los fragmentos de las regiones promotoras transformadas con 

bisulfito y los fragmentos de las regiones promotoras sin el tratamiento de los genes aic1, 

vp1 y wus. El número de citosinas en cada secuencia transformada con bisulfito de sodio de 

las regiones promotoras de los genes aic1, vp1 y wus están representadas en las figuras 15, 

16 y 17. En dichas figuras se puede ver que los niveles de metilación son bajos o nulos en 

fragmentos de las regiones promotoras como aic1 (figura 15) y vp1 (figura 16), por otra 

parte se observan con un mayor grado de metilación los fragmentos de las regiones 

promotoras de wus (figura 17). 
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Figura 11. Cromatograma de una secuencia transformada con bisulfito de sodio. Región promotora del gen 

wus en callo ER tratada con bisulfito de sodio. Se pueden apreciar las citosinas metiladas en azul y las no 

metiladas en rojo.       
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Figura 12. Alineamiento global entre regiones promotoras del gen aic1 transformadas con bisulfito de 
sodio. La secuencia etiquetada como aic1 corresponde a su región promotora sin transformar con bisulfito de 
sodio, mientras que las demás etiquetas corresponden a las secuencias de las regiones promotoras del gen aic1 
pero transformadas con bisulfito de sodio. Los cuadros negros indican las citosinas metiladas y las rayas 
horizontales con puntos azules representan los sitios CG en el fragmento de la región promotora del gen aic1. 
Callo embriogénico (E), no embriogénico (NE), embriogénico en regeneración (ER) y no embriogénico en 
regeneración (NER). 
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Figura 13. Alineamiento global entre regiones promotoras del gen vp1 transformadas con bisulfito de 
sodio. La secuencia etiquetada como vp1 corresponde a su región promotora sin transformar con bisulfito de 
sodio, mientras que las demás etiquetas corresponden a las secuencias de las  regiones promotoras del gen vp1 
pero transformadas con bisulfito de sodio. Las rayas horizontales con puntos azules representan los sitios CG 
en el fragmento de la región promotora del gen vp1. Callo embriogénico (E), no embriogénico (NE), 
embriogénico en regeneración (ER) y no embriogénico en regeneración (NER).  
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Figura 14. Alineamiento global entre regiones promotoras del gen wus transformadas con bisulfito de 
sodio. La secuencia etiquetada como wus corresponde a su región promotora sin transformar con bisulfito de 
sodio, mientras que las demás etiquetas corresponden a las secuencias de las regiones promotoras del gen wus 
pero transformadas con bisulfito de sodio. Los cuadros negros indican las citosinas metiladas y las rayas 
horizontales con puntos azules representan los sitios CG en el fragmento de la región promotora del gen wus. 
Callo embriogénico (E), no embriogénico (NE), embriogénico en regeneración (ER) y no embriogénico en 
regeneración (NER). 
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Figura 15. Niveles de metilación en la región promotora de aic1. En el eje vertical está representado el 

número de citosinas metiladas, mientras que el eje horizontal son los diferentes estados de proliferación y 

regeneración en que se encuentran los callos de maíz. Callo embriogénico (E), no embriogénico (NE), 

embriogénico en regeneración (ER) y no embriogénico en regeneración (NER). Los asteriscos rojos sobre 

cada una de las barras indican correlación con los niveles de expresión del gen aic1. La metilación en el 

contexto CG está representada en azul, mientras que la metilación en el contexto CHG está representada en 

rojo y la metilación en el contexto CHH está representada en verde, donde H= A, T o C.  

 
Figura 16. Niveles de metilación en región promotora de vp1. En el eje vertical está representado el 

número de citosinas metiladas, mientras que el eje horizontal son los diferentes estados de proliferación y 

regeneración en que se encuentran los callos de maíz. Callo embriogénico (E), no embriogénico (NE), 

embriogénico en regeneración (ER) y no embriogénico en regeneración (NER). 

 

 
Figura 17. Niveles de metilación en región promotora de wus. En el eje vertical está representado el 

número de citosinas metiladas, mientras que el eje horizontal son los diferentes estados de proliferación y 

regeneración en que se encuentran los callos de maíz. Callo embriogénico (E), no embriogénico (NE), 

embriogénico en regeneración (ER) y no embriogénico en regeneración (NER). Los asteriscos rojos sobre 

cada una de las barras indican correlación con los niveles de expresión del gen wus. La metilación en el 

contexto CG está representada en azul, mientras que la metilación en el contexto CHG está representada en 

rojo y la metilación en el contexto CHH está representada en verde, donde H= A, T o C.  
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9. DISCUSIÓN 

9.1. Selección de las regiones promotoras de los genes aic1, vp1 y wus. 

Se ha reportado que la hipermetilación de las regiones promotoras de algunos genes está 

correlacionada con la represión de expresión génica en células de mamíferos (Calvanese 

et al., 2012). Tomando como base lo anterior, se buscaron las regiones promotoras de 

aic1, vp1 y wus, a través de tres filtros de búsqueda en diferentes bases de datos. El 

primer filtro fue elegir una región del DNA río arriba del sitio de inicio de la traducción, el 

segundo filtro fue que dicha región tuviera la secuencia consenso TATA box o el DEP y el 

tercer filtro fue buscar si la posible región promotora estaba enriquecida con islas CpG y 

en caso de que fuera así, seleccionar la que estuviera más cercana al cuerpo del gen 

(figura 6, tabla 6 y figura 7).  

Fue difícil hacer coincidir los tres filtros de búsqueda por dos razones. La primera fue que 

el programa Methyl Primer Express arrojó oligonucleótidos que no cubrían la caja tata de 

algunas regiones promotoras como las de vp1 y la segunda fue que el producto de PCR fue 

de peso molecular diferente al esperado, tal como se puede observar en los fragmentos 

de las regiones promotoras de aic1 de callos en regeneración de la figura 8. Sin embargo 

esto no impidió obtener información parcial del grado de metilación de los fragmentos de 

regiones promotoras de callos en regeneración (ER y NER) de aic1. 

9.2. Correlación entre los niveles de metilación y de transcripción de los genes 

aic1. 

Cuando se analizaron los niveles de expresión del mensajero de aic1 se encontró que para 

los callos en proliferación E y NE los niveles fueron los más altos respecto a los callos ER y 

NER (figura 3). Recientemente se reportó que las auxinas están involucradas en la cascada 

de señalización de la vía TOR, la cual promueve el crecimiento celular en plantas (Bögre et 

al., 2013) (Schepetilnikov et al., 2013). Al inicio de este estudio usamos un medio con 

auxinas para promover el crecimiento celular de los callos en fase de proliferación y en 

concordancia con nuestros datos, los niveles de expresión del mensajero de aic1 

incrementaron en los callos (E y NE) en proliferación celular (figura 3).  

Posteriormente a los callos en proliferación se les eliminaron las auxinas en la etapa de 

regeneración (medio MS sin auxinas) y como se observa en el callo ER los niveles de 

expresión de aic1 bajan notoriamente (Figura 3), lo que quiere decir que en la etapa de 
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regeneración, las células dejan de crecer para diferenciarse, por otra parte en el callo NER 

no se observa la presencia del transcrito aic1 (figura 3), esto era de esperarse ya que aic1 

está involucrado en el gravitropismo de raíz y el callo NER está deprovisto de raíz. 

Como se ha mencionado anteriormente, en este trabajo se evaluaron 4 callos, dos en 

proliferación (E y NE) y otros dos en regeneración (ER y NER) con el fin de analizar los 

niveles de metilación en regiones promotoras de aic1 y así correlacionarlo con sus niveles 

de transcripción en el cuerpo del gen. En la figura 12 se encontró que la región promotora 

de aic1 tiene un bajo porcentaje de metilación (8 y 10 citosinas metiladas) en callos en 

proliferación (E y NE), mientras que en los callos en regeneración ER y NER bajan aún más 

los niveles de metilación (7 y 0 citosinas metiladas, respectivamente). La región promotora 

del gen que codifica para fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC) en plantas de maíz, 

presenta cuatro citosinas metiladas, las cuales se correlacionan negativamente con la 

expresión de dicho gen a nivel de transcrito. Cuando las hojas se someten a iluminación 

continúa, baja el nivel de metilación de las citosinas y el gen de la PEPC se expresa, 

contrario a cuando se tratan las hojas a oscuridad (Tolley et al., 2012). Sin lugar a dudas la 

correlación entre los niveles de metilación y los de transcripción era clara, sin embargo se 

encontró que existía una región dentro del promotor que era capaz de regular los niveles 

de expresión del gen PEPC (Tolley et al., 2012), por lo tanto había una correlación, aunque 

ésta no se podía explicar. En el caso del gen aic1 presenta más metilaciones en sus 

regiones promotoras en proliferación que en el estudio antes mencionado, sin embargo 

en esta investigación sólo desarrollamos una sola secuenciación por bisulfito, por lo que es 

complicado asegurar que las metilaciones que presentan nuestras secuencias de DNA 

sean reguladas o reguladoras de la expresión génica, pues tendríamos que secuenciar una 

región más grande o toda la región promotora para tener conclusiones claras. Dichas 

metilaciones se convierten en posibles puntos de regulación de la expresión génica en cis. 

En este estudio se encontró correlación entre la metilación de citosinas y la expresión del 

transcrito de aic1 en los callos en proliferación E y NE.  Cuando el callo E registró niveles 

de expresión del gen aic1 altos, éste presentó 8 metilaciones en su región promotora sin 

embargo cuando el callo NE registró niveles de expresión de aic1 bajos, aumentaron a 10 

las metilaciones en su región promotora (figuras 3 y 15). Los callos en regeneración no 

mostraron ningún tipo de correlación entre los niveles de expresión del gen aic1 y los de 

metilación en regiones promotoras de dicho gen (figuras 3 y 15). 
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En resumen, lo que aporta este estudio al conocimiento actual de aic1 en maíz fueron los 

niveles de expresión del transcrito aic1 durante la embriogénesis somática. Los niveles de 

expresión de aic1 incrementaron durante las etapas de proliferación y disminuyeron 

durante las etapas de regeneración. También se demostró que aic1 no se expresa en el 

callo NER y esto es concordante con la incapacidad de este callo para generar raíz (figura 

3). Por último los resultados de este trabajo nos aproximaron a conocer el grado de 

metilación en los fragmentos de las regiones promotoras más cercanas al cuerpo del gen 

aic1 en cuatro etapas diferentes de la embriogénesis somática (figura 12) y se encontró 

que no existió correlación entre los niveles de expresión (figura 3) y metilación (figura 15) 

entre los transcritos y sus regiones promotoras en callos en regeneración ER y NER, pero sí 

en los callos en proliferación E y NE (figuras 3 y 15). 

9.3. Correlación entre los niveles de metilación y de transcripción del gen vp1. 

Cuando se evaluaron los niveles de expresión del gen vp1, se encontró que sólo para los 

callos E y ER se observaban los niveles más altos de expresión, mientras que para los dos 

callos restantes (NE y NER) no se observó la presencia del transcrito de vp1 (figura 4). 

Curiosamente los callos NE y NER son los que no logran diferenciarse completamente, lo 

que sugiere que el gen vp1 es un factor de transcripción importante no solo en 

germinación de la semilla y en la maduración del embrión (Durantini et al., 2008; Zhang et 

al., 2011; Suzuki et al., 2014), sino también en el progreso a embrión somático. Se ha 

mostrado en embriogénesis cigótica que la región promotora de este gen está acetilada, la 

cual promovió que los niveles de expresión del mensajero de vp1 se mantuvieran hasta 48 

h después de la imbibición, retardando así la germinación de la semilla (Zhang et al., 

2011). Como parte de una explicación especulativa a los resultados de la figura 4, se 

proponen los siguientes antecedentes: se ha evidenciado que los factores epigenéticos 

PcG y PKL participan activamente en la embriogénesis somática, reprimiendo la expresión 

de genes que son de embrión (Xu & Huang, 2014). La expresión ectópica de los genes lec1 

(leaf cotyledon 1) y fus3 (fusca3) resulta en tejidos con rasgos embrionarios (Lotan et al., 

1998; Harding et al., 2003). Los genes lec1 y fus3 son reprimidos por el factor epigenético 

PcG durante la embriogénesis somática tardía (Zhang et al., 2007);  lo que da pie a pensar 

que los callos E y ER de este estudio tienen mayores niveles de expresión de vp1, porque 

el factor epigenético PcG reprimió la expresión de genes de etapas embrionarias 

tempranas (fus3 y lec1) a nivel de las histonas H3K27me3 (Zhang et al., 2007). Es posible 
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que la expresión del gen vp1 promovió que los callos se diferenciaran y generarán 

embriones somáticos. Esta hipótesis es consistente con los niveles de ABA en callos 

embriogénicos de caña de azúcar, en los cuales se ha demostrado que la concentración es 

de 87.1 pmol/g de tejido seco, mientras que en callos no embriogénicos su concentración 

es de 0.5pmol/g de tejido seco (López, 1996; Linacero et al, 2010). En el caso de los callos 

NE y NER, se hace la inferencia que tienen niveles bajos de ABA porque tiene niveles bajos 

de expresión de vp1 (factor de transcripción al que se une directamente ABA); puede ser 

que los callos NE y NER están manteniendo la expresión de genes de etapas embrionarias 

tempranas como lec1 y fus3, dejando que persistan algunos rasgos embrionarios a pesar 

de bajar los niveles de auxinas en el medio MS en regeneración. Como consecuencia, no 

expresa el gen vp1 durante la embriogénesis somática, no pueden promover la 

maduración del embrión y por lo tanto no pueden entrar al programa de diferenciación 

completamente. Por otra parte, no se encontraron metilaciones en regiones promotoras 

del gen vp1. Suponemos que la regulación epigenética en el DNA se sitúe río arriba del 

sitio evaluado en este trabajo, o puede que la regulación epigenética se sitúe a nivel de las 

histonas como se ha reportado para embriogénesis somática en Arabidopsis (Zhang et al., 

2007) y la embriogénesis cigótica en maíz (Zhang et al., 2011).   

En resumen, lo que aporta este trabajo al conocimiento actual de vp1 en maíz, son los 

niveles de expresión de dicho gen durante la embriogénesis somática. Los niveles de 

expresión del gen vp1 incrementan únicamente en los callos E y ER, mientras que en los 

callos NE y NER no se observó la presencia de dicho transcrito (figura 4). Por último no se 

encontraron metilaciones en los fragmentos de las regiones promotoras (figura 13 y 16) y 

no sé encontró correlación con los niveles de expresión del transcrito vp1 en diferentes 

estados de proliferación y regeneración. 

9.4. Correlación entre los niveles de metilación y de transcripción del gen wus. 

El gen wuschel (wus) participa activamente en la asa de retroalimentación negativa en 

conjunto con el gen clavata (clv3). Es por esta vía de retroalimentación que son 

mantenidas las células madre y su proliferación en el meristemo. El gen wus codifica un 

factor de transcripción que es expresado en una población central de células madre 

dentro del meristemo. De tal manera que si hay un exceso de células madre esto conduce 

a un exceso de clv3, el cual provoca una reducción en la expresión de wus, disminuyendo 

el número de células madre. Si por el contrario hay pocas células madre en el meristemo, 
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los niveles de expresión de clv3 disminuyen y por lo tanto incrementan los de wus, el cual 

a su vez incrementa el número de células madre. Por lo tanto, clv3 es un regulador 

negativo del mantenimiento de células madre en el meristemo, mientras que wus es un 

regulador positivo. 

Se ha reportado que wus promueve la transición de una etapa vegetativa a una de 

embrión, manteniendo la identidad de células madres embrionarias y generando la 

formación de callo (Zuo et al., 2002; Bouchabke´-Coussa et al., 2012; Nic et al., 2013). En 

ese mismo sentido, se ha encontrado que los miembros de la familia wuschel/wox están 

involucrados en la polaridad del embrión, así como en el establecimiento y 

mantenimiento del meristemo (Zhang et al., 2010). También la transcripción del gen wus 

es promovida por auxinas (Su et al., 2009; Li et al., 2011) y citocininas (Gordon et al., 

2007) en callos E de Arabidopsis thaliana. Además, en Ocotea catharinensis se ha 

demostrado que el gen wus se expresa durante etapas tempranas de la embriogénesis 

somática (Santa-Catarina et al., 2011).  En nuestro estudio el callo E pertenece al inicio de 

la embriogénesis somática y fue crecido en un medio de proliferación que contenía 

auxinas y citocininas, lo que explica que dicho callo tenga niveles altos en la expresión del 

gen wus (figura 5).  

Por otra parte en el callo NE se encontraron valores muy bajos para el transcrito de wus a 

pesar de contener auxinas y citocininas en el medio de proliferación. Fenotípicamente, el 

callo NE mostraba baja tasa de crecimiento, lo que sugiere dos cosas: que el callo NE no es 

capaz de corregir su crecimiento deficiente a través de las auxinas y citocininas y que 

dichas hormonas no pueden incrementar los niveles de expresión de wus en el callo NE. 

Por lo tanto las citocininas y las auxinas no fueron capaces de activar la expresión del gen 

wus en callos NE pero sí en callos E (figura 5).  

Por otra parte se evaluó la metilación en fragmentos de regiones promotoras de wus en 

callos en proliferación y se encontró que el callo E presentaba 7 metilaciones y el callo NE 

contaba con 10 metilaciones (figura 14). En este trabajo se observó que a medida que los 

niveles de expresión del gen wus aumentan en callos E (figura 5), el número de citosinas 

metiladas disminuyen (figura 17). Un fenómeno semejante ocurre en el callo NE, en el cual 

se observa que los niveles de expresión disminuyen (figura 5) cuando el número de 

citosinas metiladas incrementan a 10 en regiones promotoras del gen wus (figura14) lo 

que concuerda con los datos reportados en Arabidopsis thaliana (Li et al., 2011). 
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Se ha evidenciado que a nivel molecular la formación del callo ER de Arabidopsis thaliana 

se asoció con la presencia de lec1 y de wus, mientras que la maduración del embrión 

somático se asoció únicamente con la presencia del gen wus (Zuo et al., 2002). También se 

ha reportado que la sobre-expresión de wus en explantes de raíces provocó la 

diferenciación ectópica de tallos (Gallois et al., 2004). En Arabidopsis thaliana se 

generaron mutantes para el gen Wus, de los cuales el 95% perdieron su capacidad para 

regenerar tallo in vitro respecto al control (Gordon et al., 2007). Parece ser que la 

expresión de wus en callos puede ser requerida para promover la identidad de células 

progenitoras de meristemo de tallo, así como, el desarrollo del tallo. Además se ha 

demostrado recientemente que la sobre-expresión del gen wus de Arabidopsis thaliana en 

callos de plantas de algodón resultó en diferenciación en embriones somáticos pero con 

anormalidades (como estructuras asociadas a hoja), las cuales se explican por la expresión 

constitutiva del gen (Bouchabke´-Coussa et al., 2012). De tal manera que sí se necesita la 

presencia de wus en el callo durante la etapa de diferenciación, pero esta expresión debe 

ser controlada durante la embriogénesis tardía. 

El callo ER fue el que tuvo mayores niveles de expresión de wus a pesar de haber sido 

crecido en medio sin auxinas y sin citocininas (figura 5), y fue el único capaz de generar un 

embrión somático, lo que concuerda con reportes anteriores (Bouchabke´-Coussa et al., 

2012; Zuo et al., 2002). El callo NER comprende niveles muy bajos de expresión de wus 

(figura 5) y es por eso que quizá no se diferencie, ya que necesitan una concentración más 

elevada de wus para inducir la regeneración del tallo (Gallois et al., 2004) y otros órganos 

como hoja y raíz. La capacidad de wus para estimular organogénesis y/o embriogénesis 

somática parece ser dependiente del contexto celular, de hormonas exógenas así como el 

origen del callo. 

Respecto a las metilaciones presentes en los fragmentos de las regiones promotoras de 

los callos en regeneración, se encontró que el callo ER tenía 21 metilaciones, mientras que 

el callo NER contaba con 10 (figura 14). Por lo tanto sólo se encontró correlación entre las 

citosinas metiladas y el silenciamiento génico en el callo NER, pues a medida que los 

niveles de expresión de wus disminuyeron, los niveles de metilación en su región 

promotora incrementaron (figura 5 y figura 17). No se encontró correlación entre los 

niveles de expresión y los de metilación en los callos ER, lo que representa un 

acontecimiento interesante, dado que el callo ER es el que tiene mayores niveles de 
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expresión de wus a la vez que tiene los niveles más altos de metilación en su región 

promotora. Para tener una visión más clara y certera de la regulación epigenética de la 

región promotora del gen wus, se tiene que evaluar río arriba de la región evaluada y a 

nivel de las histonas.  

En resumen, lo que aporta este estudio al conocimiento actual del gen wus en maíz, son 

los niveles de expresión de dicho gen durante la embriogénesis somática; incrementaron 

sus niveles de expresión únicamente en callos que formaron embriones somáticos (figura 

5). Por otra parte, nuestros datos indican que existe una correlación entre la metilación en 

fragmentos de las regiones promotoras de wus y la regulación negativa en los niveles de 

expresión del gen wus en los callos E, NE y NER (figura 17 y  figura 5). Por otra parte, no se 

encontró correlación entre los niveles de expresión y metilación en callos ER (figura 17 y  

figura 5). 
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10. CONCLUSIONES 

• Se demostraron los patrones de expresión de los transcritos de aic1, vp1 y wus 

durante la embriogénesis somática de maíz y cómo afecta a la regeneración. 

• Los niveles de expresión de aic1 se incrementaron durante las etapas en 

proliferación y disminuyeron durante las etapas de regeneración del callo. 

• Durante la diferenciación del callo de maíz a embrión somático hay expresión de 

los genes aic1, vp1 y wus.    

• Los resultados de este trabajo nos aproximaron a conocer el grado de metilación 

en fragmentos de las regiones promotoras más cercanas al cuerpo del gen aic1 en 

cuatro etapas diferentes de la embriogénesis somática y se encontró que no 

existió correlación entre los niveles de expresión y metilación en los callos ER y 

NER. Pero sí se encontró correlación entre los niveles de expresión y metilación en 

los callos E y NE. 

• Los niveles de expresión del gen vp1 incrementaron sólo en el callo E y ER. 

• No se encontraron metilaciones en los fragmentos de las regiones promotoras y no 

sé encontró correlación entre los niveles de expresión del transcrito vp1 y los 

niveles de metilación del fragmento de la región promotora de dicho gen durante 

las cuatro etapas de la embriogénesis somática. 

• Los callos E y ER fueron los que mostraron mayores niveles de expresión de wus y 

fueron los únicos capaces de generar un embrión somático. 

• No se encontró correlación entre los niveles de expresión de wus y la metilación en 

callos ER. Sin embargo se encontró correlación entre los niveles de expresión y los 

de metilación en los callos E, NE y NER. 

• Hay regulación epigenética por medio de las metilaciones en citosinas de los 

fragmentos de las regiones promotoras de los genes aic1 y wus los cuales afectan 

el proceso de regeneración en callos de maíz, sin embargo no se encontró 

evidencia de regulación epigenética a nivel del DNA en los fragmentos de las 

regiones promotoras del gen vp1. No obstante pueda existir un tipo de regulación 

epigenética río arriba de los sitios evaluados y a nivel de las histonas que puedan 

explicar los fenotipos reportados en este trabajo. 
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12. ANEXOS. 

Anexo 1. 
 

ANEXO 1. Soluciones utilizadas en extracción de DNA genómico y separación de 
bandas en gel de agarosa por el método del dióxido de silicio. 

Solución Composición de la Solución Almacenaje 
Solución A  Tris-HCl 50mM pH= 7.5,  

4°C (Solución de resuspensión) EDTA 10 mM  
Solución D NaI 6M  

4°C (Solución caotrópica) 

Solución E 
Etanol 50% , Tris-HCl 10mM  
pH= 7.5, 

-20° C (Solución de lavado) NaCl 100mM, EDTA 1mM 

Solución F SDS 10% Temp amb. 

Solución G 

fenol:cloroformo:alcohol 
isoamílico 

4°C  (25 : 24 : 1, v/ v) 
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