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Descripcion proyecto

La deteccién de mutantes afectados en el desarrollo radicular es la mejor estrategia para identificar los genes
gue controlan el crecimiento de este 6rgano tan importante para la planta. La influencia de las raices en
caracteres de interés agrondmico como la produccion hace que cada vez mas investigadores se centren en el
estudio de esta parte de la planta. La capacidad de captacion de recursos hidricos, nutricibn mineral y la
relacién con el ambiente que la rodea hace que sea clave para establecer el nivel de tolerancia de la planta
frente a estreses biéticos (plagas y enfermedades) y abidticos (sequia, salinidad, etc.).

Entre las alternativas posibles para generar mutantes (e.g. radiaciones, productos quimicos como EMS, etc.),
la mutagénesis insercional es la mas adecuada para abordar este objetivo. Con esta estrategia, tras la
obtencion de un gran nimero de plantas transgénicas, se evalla su fenotipo para poder detectar alteraciones
causadas por la integracion del T-DNA. Si se produce la disrupcién de un gen endégeno se suele obtener un
mutante de anulacién de funcién, mientras que la insercion del T-DNA en una region de control o en la
vecindad del mismo puede provocar una alteracion de su nivel de expresion. En cualquier caso, como el gen
endogeno queda etiquetado por el T-DNA, se puede llegar a la clonacion del gen mediante métodos basados
en la PCR (e.g. Anchor- o Tail-PCR) y obtener una valiosa informacién sobre el papel de ese gen en el
caracter evaluado.

El desarrollo de un protocolo eficaz de transformacion genética en tomate y especies silvestres relacionadas
(Solanum pimpinellifolium, S. pennellii, S. galapagense) ha permitido la obtencion de mas de 7.000 lineas T-
DNA en el contexto de varios proyectos. Se ha realizado el escrutinio de estas colecciones de lineas T-DNA
para identificar mutantes alterados en caracteres del desarrollo vegetativo y reproductivo, asi como en el nivel
de tolerancia a estreses abiéticos, principalmente salinidad y sequia. La frecuencia de mutantes (dominantes
0 recesivos) para los caracteres evaluados esta en torno al 10 % y los andlisis Southern revelan que el
ndmero medio de insertos por linea es moderado (1.7), lo que facilita la identificacion del inserto de T-DNA
gue genera el fenotipo mutante. En el marco de estos proyectos, se ha conseguido la identificacion de mas de
treinta genes a partir de mutantes seleccionados para diversos caracteres.

Actividades a realizar por el alumno

El alumno aprendera a manejarse de forma independiente en un laboratorio de Cultivo in vitro de plantas.
Gracias a la experiencia en la formacién de alumnos de nuestro grupo, durante este periodo el alumno
adquirira experiencia en preparacion de medios de cultivo, trabajo en cabina de flujo laminar, manejo de
plantas en fitotrén e invernadero, etc.

Ademas, podra aprender diversas técnicas y metodologias con las que trabajamos habitualmente en el
laboratorio como micropropagacion, aprovechamiento de la variacion somaclonal, transformacion y edicion
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génica, citometria de flujo, etc.

Por ultimo, el alumno colaborara en la caracterizacién de algunos de los mutantes de tomate identificados en
nuestro grupo. Esta caracterizacion sera tanto fenotipica como genética. Ademas, tendra la oportunidad de
participar en el andlisis genético (con construcciones CRISPR o RNAI para anular la expresion, o de sobre-
expresion) en alguno de los mutantes en los que ya se ha clonado el gen responsable del fenotipo mutante.

Horario

El horario se ajustara de forma flexible para que se alcance el nimero de hora estipuladas en la convocatoria
sin que los trabajos en el laboratorio interfieran con el resto de las tareas académicas.
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