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Resumen y conclusiones

l.- RESUMEN Y CONCLUSIONES

El trabajo que se refleja en esta memoria se enmarca en un proyecto mas
ambicioso, que se esta llevando a cabo en los laboratorios de Maria Rosa Ponce y José
Luis Micol y tiene como obijetivo la obtencidén de una coleccién de 350 lineas transgénicas
de Arabidopsis thaliana, en cada una de las cuales se inhibira la expresién de un grupo
de genes de factores de transcripcion sospechosos de ser redundantes. Esta coleccion
sera una herramienta de silenciamiento génico particularmente util para el analisis
funcional de los genes que codifican factores de transcripcién, muchos de los cuales no
pueden ser estudiados mediante abordajes mutacionales clasicos, ya que sus alelos
nulos no manifiestan fenotipo mutante alguno a causa de la redundancia funcional entre
paréalogos.

Hemos optado por la construccion de microARN artificiales (amiARN) como
herramienta para la inactivacién simultdnea de varios paralogos, por su capacidad de
silenciar simultaneamente y con gran especificidad grupos de genes relacionados
estructuralmente.

Hemos empleado las herramientas desarrolladas por el grupo de D. Weigel
(Instituto Max Planck de Biologia del desarrollo, Tiibingen, Alemania) para el disefio de
los amiARN e introducido modificaciones en su protocolo, que nos han permitido
optimizar la sintesis de estas moléculas.

Hemos optado por la utilizacién de la polimerasa Phusion para las amplificaciones
mediante PCR, por su fidelidad y robustez, y por la tecnologia Gateway para la
generacién de las construcciones, por su efectividad y versatilidad.

Hemos simplificado y acortado el procedimiento de transformacién de Arabidopsis
thaliana mediante infeccién por Agrobacterium tumefaciens, prescindiendo del tampén de
infiltracion.

Nuestros resultados relativos a los genes que hemos elegido como controles,
GLABRAl1 y AGAMOUS, confirman la validez de nuestro método: hemos obtenido
fenocopias de los alelos de insuficiencia de funcién de GL1 y AG en las plantas
transgénicas a las que hemos transferido construcciones productoras de amiR-GL1-1 y
amiR-AG-1, dos amiARN disefiados para inhibir especificamente la traduccion de los

ARNmM de los genes GL1 y AG, respectivamente.

1



