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	curso: 2019-2020
	Dpto: Botánica
	Código: BOT-03
	Título: Estudio funcional del gen EcCPL1 en Eschscholzia californica mediante VIGS para comprobar su posible implicación en el desarrollo de las aperturas del grano de polen.
	Resumen: - Introducción: Las Ubiquitinas (Ub) y las Ub-like son proteínas que regulan casi todos los procesos celulares mediante la modificación post-traduccional protéica. Por otra parte, el determinismo genético de las aperturas del grano de polen es una de las cuestiones más desconocidas del desarrollo del gametofito masculino en plantas. Hasta ahora sólo se conocen dos genes implicados en el desarrollo de las aperturas del polen. Durante los trabajos realizados en el Laboratorio de Sistemática y Evolución Molecular del Dpto. de Botánica para la caracterización de uno de estos genes (INAPERTURATE POLLEN1; INP1) en Eschscholzia californica (Papaveraceae), se ha detectado una copia del gen con una secuencia intercalada del gen UBLCP1 (Ubiquitin Like Domain Containing CTD Phosphatase 1). Este gen regula mediante defosforilación la actividad proteolítica, reduciéndola, del proteosoma nuclear 26S. Este hallazgo plantea la posibilidad de que esta secuencia Ub-like (que denominaremos EcCPL1) esté implicada en la regulación de los niveles de proteína INP1 en el grano de polen, y por tanto en la regulación del proceso de generación de las aperturas del grano de polen. 
Como una primera aproximación a la comprobación de esta hipótesis planteamos el estudio funcional de EcCPL1 mediante su silenciamiento postranscripcional con VIGS (silenciamiento génico inducido por virus). Este silenciamiento permitirá inhibir la función de EcCPL1 y observar las consecuencias resultantes en el fenotipo de los granos de polen. 
- Objetivos: Silenciar mediante VIGS el gen EcCPL1 en Eschscholzia californica, con posible efecto sobre el desarrollo de las aperturas del grano de polen, para su caracterización funcional.
- Plan de trabajo: El estudiante tendrá que identificar en las bases de datos de ADN y ARN la secuencia ortóloga en Eschscholzia californica al gen de interés, diseñar cebadores para la amplificación específica del fragmento a utilizar, clonarlo en el vector TRV2 y transformar con él, y el vector TRV1, la cepa GV3101 de Agrobacterium tumefasciens. Utilizando dicha cepa transformada infectará 75 plantas de E. californica, a las que hará un seguimiento hasta su floración, momento en que inspeccionará y registrará el fenotipo de sus granos de polen.
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