1.

INTRODUCCION

1.1. GENE TARGETING

1.1.1. ESTRATEGIAS DE GENE TARGETING EN PLANTAS

SUPERIORES

»  Oligonucledtidos quimera ARN/ADN

» Sistemas de recombinacién especifica de sitio (SSR, Site-

Specific Recombination)

»  Produccidn de roturas de tipo DSBs en la secuencia diana

o Endonucleasas ZNFs (Zinc-Finger Nuclease)

» Modificacion de la expresion de genes implicados en

recombinacion
> Sistemas de seleccidn positiva/negativa

1.2. DANOS EN EL ADN Y SISTEMAS DE REPARACION

1.2.1. ROTURAS DE DOBLE CADENA DEL ADN (DSBs)

1.2.2. MECANISMOS DE REPARACION DE DSBs EN EL ADN

1.2.2.1. Recombinacion Homologa

e Modelo DSBR (Double-Strand Break Repair)

e Modelo SDSA (Synthesis Dependent Strand Annealing)

e Modelo SSA (Single-Strand Annealing)

1.2.2.2. Recombinacion llegitima: Modelo NHEJ

Homologous End Joining)
1.2.3. COMPETENCIA ENTRE LAS VIAS DE HR Y NHEJ
1.3. COMPLEJO MRN (Mrell-Rad50-Nbs1)
1.3.1. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES BIOQUIMICAS

e Estructuray propiedades de Mrell
o Estructura y propiedades de Rad50
o Estructura y propiedades de Nbsl

1.3.2. FUNCIONES DEL COMPLEJO MRN
1.4. IMPORTANCIA DE LOS CEREALES: TRIGO Y CEBADA

1.4.1. DESTINO DE LOS GENES DUPLICADOS
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OBJETIVOS
MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIAL BIOLOGICO

» Material Vegetal
>  Estirpes Bacterianas y de Levaduras

3.2. AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS
3.3. AMPLIFICACIONES POR PCR
3.4. DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

3.5. TRANSFORMACION DE TRIGO MEDIADA POR Agrobacterium
tumefaciens

3.6. TRANSFORMACION DE LA VARIEDAD DE CEBADA ‘GOLDEN
PROMISE’ MEDIADA POR Agrobacterium

3.7. ENSAYOS DE SOUTHERN BLOT

3.8. ALINEACION Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

3.9. HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA (FISH)
3.10. ENSAYOS DE RT-PCR CUANTITATIVA

e SYBR Green
e Sondas UPL

3.11. ENSAYOS DE SSCP (Single Stranded Conformational Polymorphism)
3.12. ENSAYOS DE DOBLE HIBRIDO EN LEVADURAS

e Mrell
e Rad50
e Nbsl

RESULTADOS

41. OBTENCION DEL MATERIAL PARA EL ESTUDIO DEL
MECANISMO DE RECOMBINACION HOMOLOGA

» Transformacion de las variedades de trigo ‘Chinese Spring’,
‘Florida’, ‘Bobwhite 26’ y ‘Bobwhite 29’
» Transformacion de la variedad de cebada ‘Golden Promise’
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4.2. CARACTERIZACION MOLECULAR Y ANALISIS DE EXPRESION Y
DE INTERACCION DE LOS COMPONENTES DEL COMPLEJO MRN

4.2.1.

4.2.2.

CARACTERIZACION MOLECULAR
4.2.1.1. Caracterizacion del gen Mrell

» Caracterizacion molecular de Mrell
» Determinacién del nimero de copias génicas

4.2.1.2. Caracterizacion del gen Rad50

» Caracterizacion molecular de Rad50

» Determinacién del nimero de copias génicas

» Localizacion cromosdmica del gen Rad50 en el genoma
de trigo

4.2.1.3. Caracterizacion del gen Nbsl

» Caracterizacion molecular de Nbsl
» Determinacién del nimero de copias génicas

ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA
4.2.2.1. Andlisis de expresion global mediante PCR cuantitativa

» Analisis de la expresion de Mrell
» Andlisis de la expresion de Rad50
» Anadlisis de la expresion de Nbsl

4.2.2.2. Andlisis de expresion de genes homeblogos mediante
SSCP

> Desarrollo de una técnica de SSCP modificada
» Andlisis de la expresion del gen Mrell mediante SSCP

» Analisis de la expresion del gen Rad50 mediante SSCP
» Andlisis de la expresion del gen Nbs1l mediante SSCP

4.2.3. ENSAYOS DE DOBLE HIBRIDO EN LEVADURAS

> Interacciones MRE11-RAD50
> Interacciones MRE11-NBS1
> Interacciones RAD50-NBS1

» Formacion de homodimeros MRE11-MRE11, RAD50-
RAD50 y NBS1-NBS1
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5. DISCUSION
5.1. ESTUDIO DEL MECANISMO DE RECOMBINACION HOMOLOGA
5.1.1. OBTENCION DE PLANTAS TRANSGENICAS

5.2. CARACTERIZACION MOLECULAR Y ANALISIS DE EXPRESION Y
DE INTERACCION DE LOS GENES Mrel1, Rad50 y Nbs1

5.2.1. CARACTERIZACION MOLECULAR

5.2.2. ANALISIS DE EXPRESION DE LOS GENES Mrell, Rad50 y
Nbsl

5.2.2.1. Analisis de expresion mediante PCR cuantitativa
5.2.2.2. Andlisis de expresion mediante SSCP

5.2.3. ESTUDIOS DE INTERACCION DE PROTEINAS MEDIANTE
LA TECNICA DE DOBLE HiBRIDO

6. CONCLUSIONES

7. BIBLIOGRAFIA

ANEXO I. AMPLIACION DE MATERIALES Y METODOS
I.1. EXTRACCION DE ADN
I.2. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

»  Electroforesis de ADN en geles de agarosa
>  Electroforesis de ARN en geles desnaturalizantes
»  Electroforesis de ADN en geles de acrilamida

I.3. CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS
I.4. CLONACION DE FRAGMENTOS DE ADN

Vectores de Clonacion

Clonacién de fragmentos de extremos romos
Clonacidn de fragmentos de extremos cohesivos
Cultivo y transformacién de E. coli por choque térmico

Identificacion de colonias bacterianas portadoras de plasmidos
recombinantes: Ensayo Toothpick
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I.5. TRANSFORMACION DE TRIGO MEDIADA POR Agrobacterium

» Cultivo y Transformacion de la cepa AGL1 de Agrobacterium
tumefaciens

»  Transformacion de trigo mediada por Agrobacterium

1.6. TRANSFORMACION DE CEBADA MEDIADA POR
Agrobacterium

I.7. ENSAYOS DE SOUTHERN BLOT

» Marcaje de sondas con digoxigenina mediante PCR
»  Southern Blot: Membranas de nylon sin carga
»  Southern Blot: Membranas de nylon con carga positiva

1.8. HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA (FISH)

Obtencion de Preparaciones Cromosdmicas
Hibridacion

Amplificacién de la sefial de hibridacién
Contratincién

YV V V V VY

Rehibridacion de las preparaciones con pTa794
1.9. ENSAYOS DE DOBLE HIiBRIDO EN LEVADURAS

Cultivo y transformacién de S. cerevisiae
Ensayos de Doble Hibrido en Levaduras

Componentes del Sistema
Medios de seleccidn para el control de transformaciones

YV V V V VY

Deteccion de interacciones: genes delatores
ANEXO Il. OLIGONUCLEOTIDOS
11.1. OLIGONUCLEOTIDOS DISENADOS SOBRE Mrell
11.2. OLIGONUCLEOTIDOS DISENADOS SOBRE Rad50
11.3. OLIGONUCLEOTIDOS DISENADOS SOBRE Nbs1
11.4. OLIGONUCLEOTIDOS CON OTROS USOS
ANEXO Ill. ALINEAMIENTO DE PROTEINAS
111.1. ALINEAMIENTO DE PROTEINAS RAD50
111.2. ALINEAMIENTO DE PROTEINAS RAD50

111.3. ALINEAMIENTO DE PROTEINAS NBS1
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ANEXO IV. PUBLICACION V.3

ANEXO V. SUMMARY V.3
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