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Breve resumen del trabajo (< 100 palabras):

La encina desempeña un papel ecológico y económico esencial en la península ibérica. Sin embargo, esta especie se encuentra amenazada por la enfermedad de la “seca”, provocada principalmente por Phytophthora cinnamomi. Aunque las herramientas de edición genética, como CRISPR/Cas9, ofrecen un gran potencial para generar tolerancia a enfermedades, su aplicación en especies leñosas es muy limitada. En este contexto, el objetivo general de este trabajo es establecer un protocolo de edición genética en encina mediante CRISPR/Cas9. Para ello, se evaluará la inactivación del gen marcador que codifica la enzima fitoeno desaturasa (PDS), cuya mutación bloquea la biosíntesis de clorofila.

Actividades a desarrollar:
Como prueba de concepto, se realizará la inactivación del gen marcador PDS, cuya mutación interrumpe la biosíntesis de clorofila, lo que permite una evaluación visual directa de la eficiencia de la edición genética mediante la observación del fenotipo albino asociado a la pérdida de función (knockout). Se testarán distintos promotores para expresar Cas9. Como material de partida se emplearán líneas embriogénicas de encina.

ACTIVIDAD 1: Identificación del gen QiPDS, construcción de los vectores y transferencia a Agrobacterium tumefaciens
ACTIVIDAD 2: Transformación genética de embriones somáticos con Agrobacterium tumefaciens
ACTIVIDAD 3: Aislamiento de líneas editadas y evaluación del grado de edición mediante PCR y secuenciación
ACTIVIDAD 4: Maduración y germinación de embriones somáticos para la obtención de plantas albinas
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