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Resumen

Silenciar un gen significa disminuir la expresion del mismo y a partir de los efectos,

afectar su funcién, actuando a diferentes niveles, por ejemplo, silenciamiento
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transcripcional (TGS), silenciamiento post-transcripcional (PTGS) y traduccional.
Los cuales, presentan elementos comunes mediados por ARNs pequefios (RNAp),
qgue proporcionan especificidad y se acomplejan con proteinas efectoras del
silenciamiento génico. Recientemente se reportd la participacion de ARNs
pequefios en la determinacion de la identidad de la célula madre de la megaspora.
En este trabajo se plantea una estrategia para estudiar las rutas de silenciamiento
qgue participan en la regulacién de la identidad celular durante el desarrollo del
gametofito femenino. Para lo anterior se generaron lineas silenciadoras del gen
GUS (GUSRNAI). Posteriormente se seleccionaron algunas de estas lineas para
ser cruzadas con los marcadores del desarrollo del gametofito femenino. Se
obtuvieron imagenes que reflejaron la actividad de las lineas marcadoras durante el
desarrollo reproductivo. En las plantas de la linea GUSRNAI;Marcadora se observo
una expresion atenuada o nula del marcador de identidad. Lo anterior demostro la
capacidad de la lineas para llevar a cabo silenciamiento génico en células del
gametofino femenino.

Palabras clave: Gametogénesis, linaje celular, ARNSs.

Abstract

Silencing a gene means decreasing its expression affecting its function, acting at
different levels, for example transcriptional silencing (TGS), post-transcriptional
silencing (PTGS) and translational silencing. They present common elements
mediated by small RNAs (RNAs), which provide specificity and form complexes with
gene silencing effector proteins. The participation of small RNAs in the determination
of the identity of the megaspore mother cell was recently reported. In this work, a
strategy is proposed to study the gene silencing pathways involved in the regulation
of cell identity during the development of the female gametophyte. For this, we
generated silencing lines of the GUS gene (GUSRNAI). Subsequently, some of
these lines were selected to be crossed with the developmental marker of the female
gametophyte, ET2209. Images that reflected the activity of the marker lines during
reproductive development were obtained. While in plants GUSRNAI;ET2209 we
observed an attenuated or null expression of the identity cell marker. The above
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demonstrated the ability of these lines to carry out gene silencing in female
gametophyte cells.

Keywords: Gametogenesis, cell lineage, RNAs.

1. Introduccidn

Las flores son los 6rganos especializados de la reproducciéon sexual de las plantas
fanerégamas y el gineceo o pistilo es el aparato reproductor femenino. Dentro del
pistilo esta el ovario, donde se encuentran los 6vulos.A partir de las estructuras
reproductivas masculinas (estambres) y femeninas (carpelos), dentro de estas
estructuras, se forman por meiosis los gametos masculinos o granos de polen y asi
como los femeninos, o el gametofito femenino (saco embrionario) [1,2,3]. El
gametofito femenino es una estructura necesaria para la reproduccion sexual de la
planta, este se desarrolla dentro del évulo y al fecundarse por el grano de polen da
lugar a la formacién de las semillas.

Los mecanismos de silenciamiento génico actualmente han despertado el interés
cientifico; estudios anteriores al descubrimiento del ARN interferente (ARNI)
demostraron que realmente existe una relacion entre el silenciamiento
transcripcional y el post transcripcional, ya que el ARNi puede actuar a nivel nuclear
alterando los patrones de formacién de la cromatina y a nivel citoplasméatico
mediante la hidrolisis de ARNs mensajeros (MRNAS), o el impedimento de la
traduccion [5]. Dichas alteraciones pueden repercutir en eventos bioldgicos durante
el desarrollo de la planta.

En este trabajo se presenta una estrategia para el analisis de los mecanismos de
silenciamiento durante el desarrollo del gametofito femenino maduro, con la
finalidad de conocer si las rutas del silenciamiento intervienen en la regulacion del
desarrollo del gametofito femenino.

Las lineas silenciadoras generadas podran ser empleadas en conjunto con
efectores del silenciamiento seleccionados que permitan distinguir los mecanismos
de silenciamiento que regulan determinada etapa del gametofito femenino y la

identidad de las células del gametofito femenino.
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2. Métodos
Semillas de Arabidopsis thaliana tipo silvestre ecotipo Columbia (Col-0), lineas
silenciadoras GUS-RNAI,ET2209 del desarrollo del gametofito femenino. Técnicas
empleadas: Emasculacion, para las cuzas manuales; Clareos del tejido mediante la
solucibn de clareo (Solucion de clareo: acido Il4ctico:glicerol 20%:20%
respectivamente) para los analisis de fenotipo; Tincibn GUS, analisis del expresion
del gen marcador GUS. Para la confirmacién de la presencia del gen GUS se
emplearon los siguientes oligonucleotidos:

. NOS-AS1 5ATTGCCAAATGTTTGAACGA

. NOS-S1 5 TCGTTCAAACATTTGGCAAT.

. GUS-AS1 5" TTGCCAGAGGTGCGGATTCA.

. GUS-S1 5’ATGTTACGTCCTGTAGAAACCCC.

Mientras que las condiciones de amplificacién fueron: 95 °C por 57, y 35 ciclos de
95 °C por 30,56 °C por 1"y 72 °C por 2".

3. Resultados

Se establecid una estrategia (figura 1), en la cual mediante la generacién de un
repetido invertido para el gen reportero GUS dirigido por el promotor constitutivo
35SCaMV, se obtuvo una coleccion de lineas silenciadoras las cuales se han
denominado GUS-RNAI. Para lo anterior se clono la region codificante completa del
gen GUS en el vector pFGC5941, en los sitios Nco | y Asc | en sentido y en BamH
I y Xba | en antisentido. Una vez obtenida esta construccién se transformaron
plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 (figura 1a). Se obtuvieron veinte lineas
(GUS-RNAI); para analizar cual de estas lineas era buena silenciadora se cruzaron
con lineas sobreexpresantes del gen GUS (35S::GUS). Como resultado de esta
cruza se obtuvieron 10 lineas (GUS-RNAI;35S::GUS) con distinto grado de
silenciamiento (figura 1b). Las lineas GUS-RNAI-3, -5, -6 y -7 fueron capaces de
abatir completamente la expresion del gen GUS. A partir de estos analisis se
selecciond la linea GUS-RNAI-6 como buena silenciadora para los siguientes

analisis.
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a) Construccion del vector con el promotor CaMV35S para dirigir la expresion del repetido invertido.

Y A=

ASEGLUS-RMNAL LR ek ISSHGLIS-RMAIL x
3551GUS
b) Expresion de las lineas silenciadoras, linea expresante y de la cruza.

Figura 1 Estrategia para el analisis del silenciamiento génico en A. thaliana.

Para poder analizar la presencia del gen GUS, en plantas producto de las cruzas,
se establecieron sus condiciones de amplificacion. Para esto, se realizé extraccion
de ADN de hojas de roseta (basales), por el método de isopropanol. Se realizé un
PCR para la amplificaciéon del gen GUS (figura 2). Carril 1- marcador de tamafio 1
kb. Carriles 2 al 5- lineas 35S::GUSRNAI;35S::GUS. Gel de agarosa al 1.2%.

Figura 2 Analisis de PCR para el gen GUS en lineas 35S::GUSRNAI; 35S::GUS.

Para constatar que las lineas GUSRNAI eran capaces de llevar a cabo
sienciamiento génico en células del gametofito femenino, la linea 35:GUSRNAI 6 se

cruzo con el marcador ET2209, el cual tifie el gametofito femenino desde la etapa

Pistas Educativas Vol. 40 - ISSN: 2448-847X
Reserva de derechos al uso exclusivo No. 04-2016-120613261600-203

http://itcelaya.edu.mx/ojs/index.php/pistas
~134~



Pistas Educativas, No. 131, diciembre 2018, México, Tecnolégico Nacional de México en Celaya

de cuatro nucleos hasta la etapa de madurez (figura 1a) [1]. Se realiz6 el analisis
histoquimico de tincion GUS, en 6vulos no fecundados, pudiendo constatar la
accion de la linea silenciadora sobre la expresion del gen GUS; observando que la
expresion desaparece en las lineas producto de la cruza (figura 3). a,b,c
corresponden al gametofito femenino, aparato huevo (sinérgidas y célula huevo) y

células antipodas, respectivamente.

%
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9. b) ET2209;GUSRNAI6.

k. 4

a) ET220
Figura 3 Tincién GUS de 6vulos resultado de las cruzas.

4. Discusion

Las lineas silenciadoras generadas mostraron diferentes grados de silenciamiento,
esto puede deberse al sitio donde ocurrio la insercion en el genoma o al nUmero de
inserciones. El empleo de la linea ET2209, la cual expresa GUS en las células del
gametofito femenino permitié6 demostrar la capacidad de estas lineas para silenciar
genes involucrados en la regulacion del desarrollo del gametofito femenino. Esto
sugiere que al menos los mecanismos de silenciamiento por RNAIi pueden ser
abordados con estas lineas. Analisis futuros empleando estas lineas permitiran
elucidar los principales efectores de la regulacion génica mediante mecanismos que
involucran RNAs pequefios. Por ejemplo, mediante cruzas con mutantes como rdr6
0 ago9, que han demostrado tener una funciéon importante en estas etapas [4,5],

pero que aun falta de manera fina identificar los puntos precisos de regulacion.
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