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Clonaje de distintas versiones de CENH3 de colza (Brassica napus) fusionadas traduccionalmente a la
proteina fluorescente YFP
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Descripcion proyecto

La migraciéon cromos6mica dependiente del huso mitético durante la divisién celular es un proceso
fundamental para el reparto equitativo del material genético de la célula madre en las dos células hijas. La
histona centromérica CENH3 tiene como principal funcién el correcto anclaje de los cromosomas al huso
mitético. En el caso especifico de la division cig6tica, la migracién sincronizada de los juegos cromosoémicos
de ambos parentales es importante para la obtencion de embriones diploides. Se ha descrito en la especie
diploide Arabidopsis thaliana que alteraciones especificas en la proteina CENH3 de uno de los parentales
provoca un anclaje defectuoso de los cromosomas al huso mitético, lo cual provoca un retraso en la migracion
de sus cromosomas durante su primera division. Este hecho provoca una progresion de la mitosis Unicamente
con los cromosomas de la planta silvestre y, consecuentemente, se producen embriones haploides, y en
definitiva de plantas haploides. Esta tecnologia molecular, como alternativa a las clasicas técnicas basadas en
cultivo in vitro, supone una nueva aproximacion para la obtencion de lineas haploides Utiles para la mejora
genética.

Brassica napus o colza es una especie alotetraploide que contiene cuatro juegos de cromosomas no
homologos (4n). Analisis in silico muestran que su genoma codifica una proteina con un elevado grado de
homologia a AtCENH3. En este proyecto se pretende generar por clonaje clasico versiones alteradas de
BnCENH3, asi como su version silvestre, fusionadas a la proteina fluorescente YFP. Estas construcciones
seran introducidas en plantas de colza por transformacién genética mediada por Agrobacterium tumefaciens.
Las diferentes versiones de la proteina CENHS3 fusionadas a YFP nos permitirdn analizar por microscopia
confocal la localizacion de éstas en las regiones centroméricas de los cromosomas, y, en definitiva, estudiar
gué residuos o dominios de la proteina son importantes para su funcion como mediadora del anclaje de los
cromosomas al huso mitotico.

Actividades a realizar por el alumno

o Transformacién de explantes de colza con la version silvestre de BhnCENH3, ya disponible en el laboratorio.
o Clonaje BhCENHS3 portadora de deleciones especificas que codifican versiones alteradas de la proteina.

Horario
Mafanas o tardes a convenir con los responsables del proyecto
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