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El rumbo de |la SEFV

Estimados socios,

Durante este semestre varios congresos,
noticias y acuerdos han ido sucediéndose y usaré
esta carta para informar de todo ello. Sin embargo,
quiero comenzar transmitiendo un mensaje de
moderado optimismo que empiezo a percibir entre
muchos investigadores y del que soy participe. Si es
bien cierto que la ciencia en Espafia sigue estando
en una situacion dificil, parece que lo peor ha
pasado.

Es un hecho constatable que muchos
grupos siguen necesitando financiacion con urgencia
y es especialmente dramatica la situacion de
nuestros jovenes investigadores. Recientemente, he
tenido ocasion de conversar con varios cientificos
que se encuentran haciendo estancias
postdoctorales fuera de nuestro pais y me ha
resultado impactante comprobar como mantienen su
empefio e ilusidon por seguir en la carrera cientifica,
asumiendo que sus estancias en el extranjero se
prolongaran por mas de una década con resignacion
e incluso con cierta alegria. Muchos de estos
jévenes tienen méritos y capacidades que les haran
liderar muy pronto grupos de investigacion punteros;
tristemente, muy pocos de ellos lo conseguiran en
Espaia. Sin embargo, pese a este panorama pienso
(0o necesito pensar) que muchos grupos de
investigacion dejan atras la asfixia financiera que
han soportado en los ultimos afos y su situacién no
puede sino mejorar. Mas aun, aunque una parte del
futuro de la ciencia esta en manos de los politicos (y
la SEFV, a través de la COSCE continuara
reivindicando mejoras en los instrumentos de
financiacion para la investigacion), creo que todos
debemos buscar soluciones (desde nuestro ambito
de trabajo) para salir de la situacion actual
fortalecidos como colectivo. Cada uno de nosotros
debe aportar su grano de arena para impedir que
una generacion completa de investigadores se
pierda en otros paises o deje la ciencia para
siempre.

Pasando a aspectos mas pragmaticos, el
2014 es afo par y los grupos de la sociedad llevan a
cabo sus reuniones. Por el momento se ha reunido
el grupo de fitohormonas y en otofio lo haran los de
maduracion y postcosecha, nutricibn mineral,
metabolismo de nitrdgeno y relaciones hidricas.
También tuvo lugar la XllI reunién de biologia
molecular de plantas. La SEFV ha financiado todos
estos congresos y, desde aqui os animo a participar
en aquellas reuniones que consideréis mas afines a

vuestros intereses cientificos. Las reuniones de los
grupos de la SEFV siguen siendo una de las formas
de interaccion entre investigadores mas efectivas
que conozco. También queria informaros que
ASEBIO nos propuso organizar una sesion cientifica
en el congreso Biospain2014. Como muchas otras
sociedades cientificas aceptamos el reto y en
septiembre participaremos en dicho evento. Cabe
destacar que ASEBIO financia completamente la
sesion con lo cual no hay perjuicio econémico para
nuestros socios que si se ven beneficiados por un
importante descuento en el precio de inscripcién si
deciden acudir a este importante evento, en el que
se espera la participacion de mas de 2000 personas
tanto del ambito cientifico como de empresas de
Biotecnologia. Ademas, parece importante que la
Sociedad se posicione en este tipo de
acontecimientos trasversales donde se pueden
encontrar nuevas fuentes de financiacion de la
investigacion.

Durante este semestre Carmen Fenoll ha
arrancado con gran energia la organizacion del
proximo congreso SEFV que tendra lugar en Toledo
del 14 al 17 de junio de 2015. Con la ilusion,
experiencia y capacidad de trabajo de la presidenta
del comité organizador y vuestro apoyo, el éxito del
congreso esta asegurado.

Recientemente, ha tenido lugar el congreso
conjunto de la FESPB y EPSO, en el que Javier
Gallego-Bartolomé, premio SEFV 2013, ha recibido
el galardon que otorga la FESPB a los mejores
investigadores jovenes. Aprovecho estas lineas para
enviarle mi mas afectuosa felicitacion. Este
reconocimiento demuestra el alto nivel de
investigacion de los grupos espafioles y es un
motivo mas de optimismo y orgullo para nuestra
Sociedad. Junto con esta agradable noticia, varios
son los acuerdos e iniciativas (creo que favorables
para los intereses de la SEFV) que se adoptaron en
la reunion de sociedades nacionales que conforman
la FESPB. Asi, a partir del proximo afio se contara
con una dotacion adicional de EPSO que permitira a
la FESPB financiar distintas acciones en los paises
de la federacién, como la organizacién de congresos
internacionales, escuelas de verano, o dotar un
nuevo premio para reconocer a investigadores
consolidados de excelencia. De igual forma, se
informé que cualquier iniciativa con proyeccion
internacional podria ser objeto de financiacion. Os
animo a contactar con la junta directiva de la FESPB
o de EPSO si estais organizando alguna accion que
consideréis financiable; como sabéis en este periodo



tenemos la inmensa suerte de contar con Lola
Rodriguez en la junta directiva de la FESPB y con
José Pio Beltran como presidente de la EPSO, por
lo que la cercania a nuestra Sociedad esta
garantizada. En esta reunion también se aprobd un
cambio en las bases del premio FESPB a los
jovenes investigadores, de tal forma que, se elimina
el requisito de edad pero se establece como
limitacion que no hayan pasado 6 afios desde que
los candidatos obtuvieron su titulo de doctor. Esta
novedad obligard a cambiar ligeramente las bases

del premio Sabater para que el galardonado por la
SEFV pueda seguir optando al premio europeo
como ha venido ocurriendo, con gran éxito, hasta el
momento.

Para acabar querria desearos un feliz
verano y unas muy buenas y merecidas vacaciones.

Aurelio Gémez Cadenas
Presidente de la SEFV

oo

L v
Javier Gallego-Bartolomé recibiendo el premio FESBP a jévenes cientificos europeos junto a Laura De Gara y Bruce Osborne.



Revision
EL ESTRES INDUCE LA REPROGRAMACION DE LA MICROSPORA/POLEN A CELULA
TOTIPOTENTE CAPAZ DE GENERAR EMBRIONES Y PLANTAS HAPLOIDES Y DOBLE-
HAPLOIDES

Pilar S. Testillano
Grupo de Biotecnologia del Polen de Plantas Cultivadas.
Centro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC. Ramiro de Maeztu 9, 28040 Madrid
E-mail: testillano@cib.csic.es

La reprogramacion de  microsporas a
embriogénesis inducida por estrés y su interés
basico y aplicado

La microspora haploide originada tras la meiosis
tiene una larga interfase tras la cual sufre una
mitosis asimétrica originando el grano de polen o
gametofito masculino con dos células desiguales
que intervienen en la doble fecundacion de las
plantas con flores. La embriogénesis del polen es un
proceso fascinante de reprogramacion celular en el
cual una célula en proceso de diferenciacién, la
microspora, abandona su programa de desarrollo
gametofitico para originar un embrién completo
capaz de germinar y regenerar una planta adulta, lo
que constituye un excelente ejemplo de plasticidad y
totipotencia celular. La embriogénesis del polen es
ademas una potente herramienta biotecnolégica en
mejora vegetal como método para produccion rapida
de lineas isogénicas y generacion de nueva
variabilidad genética, asi como en propagaciéon de
genotipos seleccionados en especies con largos
ciclos reproductivos o baja produccion de semillas,
mediante la obtencion de plantas doble-haploides.
La induccién se lleva a cabo por un tratamiento de
estrés in vitro el cual, cuando se aplica en la etapa
de desarrollo en que la microspora es capaz de
responder, la fase de microspora vacuolada
(Gonzalez-Melendi et al., 1995), provoca que la
célula abandone su programa gametofitico, se
desdiferencie y reprograme, entre en proliferaciéon y
siga el desarrollo embriogénico, dando lugar a un
embridn y posteriormente a una planta haploide o
doble-haploide (Chupeau et al., 1998). Las plantas
dobles-haploides son la via mejor y mas rapida de
conseguir homocigosis completa, fijandose
genotipos de interés en una sola generacion (Forster
et al., 2007) y reduciendo el tiempo y costes de
obtencion de cultivares, ademas de su utilidad en
estudios genéticos o de mutagénesis y en proyectos
de secuenciacion masiva de grandes genomas
donde el uso de material haploide resulta de gran
ayuda, como en el caso de los arboles. Desde que
Guha y Maheshwary publicaran hace cinco décadas
la obtencién por primera vez de embriones y plantas
haploides a partir de cultivo in vitro de anteras en la

solanacea Datura innoxia (Guha y Maheshwari,
1964), se han desarrollado sistemas de cultivo in
vitro de embriogénesis de polen en mas de 250
especies, mayoritariamente plantas anuales vy
herbaceas, ademas de varias lefiosas (Maluszynski
et al., 2003). Sin embargo, este proceso que es hoy
en dia ampliamente utilizado por empresas
viveristicas y semilleras, tanto en horticolas y
cereales como en arboles frutales y forestales,
cuenta aun con importantes limitaciones en su
explotacién por la baja eficiencia de induccion y
progresion de la embriogénesis en muchas especies
de interés econdmico o medioambiental; incluso en
muchas especies no puede inducirse, como por
ejemplo en Arabidopsis thaliana, por el momento
recalcitrante para este proceso. La correcta
progresion del proceso depende de muchos factores
que limitan su eficiencia y presenta cuellos de
botella en distintas etapas, siendo la induccién una
de las mas importantes.

Gametophytic development, in vive

I Pollenreprogrammingto embryogene sis T

Figura 1: Esquema de la reprogramacion a embriogénesis
inducida por estrés de la microspora/polen en comparacion
con el desarrollo gametofitico

La induccion de embriogénesis de polen se consigue
fundamentalmente mediante tratamientos de estrés
térmico, osmotico o ayuno (Touraev et al., 1997); el
rendimiento del proceso es variable en distintos
sistemas in vitro puesto que sélo un porcentaje de
microsporas responde a la induccién adquiriendo
competencia embriogénica, mientras otras que no
son capaces de reprogramarse, se detienen en su
desarrollo o mueren (Satpute et al., 2005). El cultivo
in vitro de anteras es el método mas empleado para
induccién de embriogénesis de polen y obtencion de
haploides y doble-haploides en especies cultivadas



debido a su simplicidad y la posibilidad de operar
mediante cultivos a gran escala para produccion de
embriones, metodologia que puede resultar eficiente
incluso en especies con bajo rendimiento de
induccién (Forster et al.,, 2007). Sin embargo, el
estudio sobre los procesos implicados resulta muy
dificil de abordar en cultivos de anteras debido a la
presencia de los tejidos de la pared de la antera que,
por un lado impiden el acceso directo de sustancias
externas a las microsporas y su manipulacién, y por
otro pueden intervenir en el proceso de forma activa
mediante la produccién de factores endégenos que
estimulen o inhiban el desarrollo embriogénico. Por
el contrario, los cultivos in vitro de microsporas
aisladas en medio liquido, aunque desarrollados en
un numero limitado de especies, como Brassica
napus (colza), Hordeum vulgare (cebada) o Triticum
aestivum (trigo), en las que estos cultivos in vitro se
utilizan, ademas de como sistemas modelo para
investigacion, como método de produccion de
plantas doble-haploides, han permitido la realizacion
de estudios directos y avanzar en el conocimiento de
los mecanismos celulares y moleculares que
intervienen en la reprogramacion y embriogénesis
de microsporas.

A pesar de los avances, todavia es poco lo que
sabemos sobre los mecanismos que inducen la
desdiferenciacion de una célula somatica
diferenciada o en proceso de diferenciacion y su
conversion en respuesta a estrés en una célula
totipotente capaz de entrar en proliferacion y de
formar un embrién sin el proceso de fusién de
gametos (Grafi et al., 2011; Verdeil et al., 2007). Los
esfuerzos por desvelar los mecanismos de
regulacién del proceso de reprogramacion de la
microspora, realizados en sistemas in vitro de
microsporas aisladas en especies modelo como
colza o cebada, han proporcionado una informacion
limitada hasta ahora debido por un lado a la
dificultad de separar en etapas muy tempranas las
microsporas reprogramadas del resto presente en el
cultivo para ensayos bioquimicos y moleculares, y
por otro debido a la escasez de herramientas
genéticas aplicables a estos sistemas in vitro. En
nuestro grupo de investigacion estamos interesados
desde hace tiempo en diseccionar los mecanismos
reguladores de la reprogramacion  celular,
adquisicion de competencia embriogénica mediante
estrés y el desarrollo embriogénico in vitro, habiendo
identificado diversos factores y procesos implicados,
algunos de los cuales se tratan en esta revisiéon. Por
otra parte, hemos dedicado un notable esfuerzo a la
caracterizacion de las primeras etapas de
embriogénesis de microsporas en diferentes
especies de interés agronomico, horticolas (Barany
et al.,, 2005), cereales (Ramirez et al., 2001),
forestales y frutales, algunas especialmente dificiles

por ser recalcitrantes, como el alcornoque (Ramirez
et al,, 2004), mandarino (Ramirez et al., 2003),
nispero (Germana et al., 2006), olivo (Solis et al.,
2008) y albaricoquero (Germana et al., 2011), en
colaboracion con laboratorios nacionales (CIFOR,
INIA, Madrid) y extranjeros (Fac. Agraria, Univ.
Palermo, lItalia; BioFIG, Univ. Oporot, Portugal;
Upsala Biozenter, Suecia; Univ. Sao Paulo, Brasil).
Los trabajos de los ultimos afios han revelado el
papel clave en el control de la reprogramacién y
progreso de la embriogénesis de microsporas del
estrés oxidativo, la muerte celular programada, la
remodelacion de la pared celular, la reorganizaciéon
nuclear, los mecanismos epigenéticos y las
fitohormonas enddgenas, especialmente la auxina,
entre otros agentes y procesos, ilustrando una
compleja red de mecanismos reguladores que
nuestra investigacion trata de diseccionar.

Estrés oxidativo/nitrosativo y muerte celular

El estrés térmico, bien por calor o frio, es uno de los
principales tratamientos inductores de
embriogénesis de polen, los cuales producen un
aumento en las especies reactivas de oxigeno
(ROS) enddgenas que pueden actuar como sefiales
y activar las rutas de respuesta al estrés
favoreciendo mecanismos de defensa que influyan
en el destino celular o producir un desequilibrio en la
homeostasis celular irreversible y la muerte celular
(Gechev et al.,, 2006). Los tipos de estrés, su
duracion, severidad y fase del desarrollo en la cual
se aplican modulan la respuesta y la adquisicién de
competencia embriogénica. Varios trabajos han
demostrado la induccidon de genes de respuesta a
estrés, “heat-shock proteins” e inhibidores de muerte
celular durante las primeras etapas de |la
embriogénesis de microsporas en cebada y colza
(Maraschin et al., 2006; Mufoz-Amatriain et al.,
2006; Segui-Simarro et al., 2003).

Trabajos mas recientes de nuestro grupo con
marcadores fluorescentes in vivo y analisis confocal,
han revelado la producciéon de ROS y 6xido nitrico
(NO) en cultivos de microsporas de cebada
(Rodriguez-Serrano et al., 2012). Después del estrés
inductor de embriogénesis (tratamiento a 4°C en el
sistema de cebada) se ha detectado el aumento de
muerte celular y de actividad proteasa tipo caspasa
3, las cuales revierten con tratamientos con DEVD-
CHO, inhibidor de caspasa 3. Si se tratan los
cultivos con secuestradores especificos de NO y
ROS (cPTIO, Asc, CI2Mn), que reducen los niveles
de estas especies reactivas in vivo, disminuye la
proporcion de muerte celular y se favorece la
viabilidad de las microsporas. En etapas posteriores
se produce un segundo aumento de NO en las
microsporas  reprogramadas que entran en



proliferacién, probablemente relacionado con el
inicio de la embriogénesis. Contrariamente a lo que
sucede después del estrés, la aplicacion de
secuestradores de NO en esta etapa afecta
negativamente al desarrollo de los embriones y a la
eficiencia de embriogénesis, indicando que el NO
producido en esta fase del desarrollo es necesario
para la progresion correcta de la embriogénesis.
Estos datos sugieren que en respuesta al estrés
inductor de embriogénesis, las microsporas
producen especies ROS y NO que al alcanzar
determinados niveles estarian implicadas en la
induccién de muerte celular programada en las
células no embriogénicas, mientras que en etapas
posteriores el NO tendria un segundo papel
sefializador del inicio de la embriogénesis en
microsporas reprogramadas (Rodriguez-Serrano et
al., 2012).

Marcas epigenéticas

Ademas del control genético, numerosas evidencias
indican un control epigenético de los procesos de
desarrollo y diferenciacion en plantas (Grant-
Downton y Dickinson, 2006; Xiao et al., 2006). Las
marcas epigenéticas son modificaciones covalentes
de los constituyentes de la cromatina, como la
metilacion del DNA o la acetilacion y metilacién de
histonas, heredables y reversibles y que no afectan
a la secuencia de nucledtidos. Existen datos de que
los cambios epigenéticos modulan la morfogénesis y
revigorizacion de tejidos vegetales adultos, asi como
la embriogénesis cigodtica de especies lefiosas
(Bitonti et al., 2002; Fraga et al., 2002). La metilacion
del DNA constituye la modificacion epigenética
mayoritaria de la fibra de cromatina, que se bloquea
en una conformacioén transcripcionalmente inactiva,
lo que conduce al silenciamiento de genes. Por el
contrario, la conformacién de cromatina “abierta”
permite la accesibilidad del genoma a la maquinaria
de transcripcion, mientras que la cromatina “cerrada”
reprime la expresion de genes al limitar la
accesibilidad de otras moléculas a la secuencia de
nucledtidos (Kouzarides, 2007; Reyes, 2006).

La metilacion de los residuos de citosina del DNA es
llevada a cabo por DNA metiltransferasas, entre las
cuales MET1 se identific6 como una de las
transferasas de mantenimiento en plantas, aunque
hay cada vez mas datos que apuntan su actividad
también como metiltransferasa de novo. El analisis
de los patrones de metilacion global del DNA en
relacion con la arquitectura nuclear y la expresion de
BnMET1a durante el desarrollo del polen y su
reprogramacion a embriogénesis nos ha revelado la
existencia de una reprogramacién epigenética
asociada a la induccion de embriogénesis de
microsporas en Brassica napus (Solis et al., 2012).

Después del tratamiento de estrés inductor se
produce una disminucién significativa de metilacion
del DNA con el cambio de programa, al inicio de la
proliferacion, mientras que con la diferenciacion del
polen y del embrién en etapas avanzadas, el DNA
sufre una progresiva hipermetilacion. Una dinamica
analoga de metilacion del DNA durante la
embriogénesis de microsporas de Brassica napus,
hemos encontrado recientemente también en
alcornoque, Quercus suber (Rodriguez-Sanz et al.
2014c) y cebada, Hordeum vulgare (El-Tantawy et
al. 2014), especies en las que se observa una
disminucion del nivel de metilacién global al inicio de
la embriogénesis, probablemente relacionado con la
expresion génica asociada al nuevo programa de
desarrollo, y una hipermetilacion del DNA en etapas
avanzadas. También en etapas avanzadas del
desarrollo gametofitico, durante la muerte celular
programada del tapetum (tejido de la antera esencial
para la formacién del polen nutricio del Estos datos
sugieren la implicacién de mecanismos epigeneticos
de metilacion del DNA en la induccién de
embriogénesis de microsporas de especies
herbaceas y lefiosas.

Figura 2: Patron de metilacion de DNA en nucleos
de embridon joven de polen de cebada (5-metil-
deoxi-citidina, 5mdC, en verde y nucleos tefidos con
DAPI en azul)

La metilacién y acetilacién de histonas juegan un
papel esencial en diversos procesos de regulacion.
La metilacion de lisinas de histonas aparece tanto en
dominios de la cromatina transcripcionalmente
silenciados como en regiones activas, dependiendo
de qué residuos de lisina son metilados y el grado
de metilacién. De forma general, la metilacion en las
lisinas 4 y 36 de la histona H3 (H3K4 y H3K36) se
asocia con genes activos, mientras que la de las
lisinas 9 y 27 (H3K9 y H3K27) se asocia con
regiones silenciadas (Liu et al, 2010). En
Arabidopsis, H3K9 se encuentra predominantemente
en forma monometilada (H3K9me1) y dimetilada



(H3K9me2) en las regiones de la cromatina
enriquecidas en ftransposones y secuencias
repetidas, y se asocia con la heterocromatina
(Lippman et al., 2004). La metilacion de histonas es
llevada a cabo por metiltransferasas de lisina de
histonas o HKMTs (Liu et al. 2012). Por ofra parte, la
acetilacion de lisinas de histonas ha sido reconocida
como caracteristica de genes activos en
transcripcion ya que permite que el DNA sea mas
accesible a la maquinaria de transcripcion (Earley et
al., 2007; Xu et al., 2005). Los residuos de lisina N-
terminales de las histonas H3 y H4 se acetilan por
diferentes acetiltransferasas de histonas (HATS,
Histone AcetylTransferases).

En diferentes etapas de la embriogénesis de
microsporas se han identificado cambios en los
estados de condensacién-descondensacion la
cromatina en relacién a modificaciones de la funcién
nuclear y la actividad celular (Testillano et al., 2000;
Testillano et al., 2005) Testillano y Risuefio, 2009).
Resultados recientes de nuestro grupo en
colaboracion con Claudia Kéhler (Agricultural Univ.
Uppsala, Suecia) sobre el analisis de tres marcas
epigenéticas de histonas, dimetilation de H3K9
(H3K9me2) y acetilacion de H3 y H4 (H3Ac y H4ac),
han revelaron diferentes patrones de distribucion
espacial y temporal de las variantes de las histonas
metiladas y acetiladas durante la embriogénesis de
microsporas en Brassica napus y su correlacién con
los perfiles de expresion de BnHKMT y BnHAT
respectivamente, analizados por qPCR (Rodriguez-
Sanz et al. 2014a). Estos datos sugieren la
participacion de H3K9me2 y HKMT en procesos de
diferenciacion de las células del embridn derivado de
polen y su heterochromatinization, mientras que
H3Ac, H4ac y HAT estarian involucradas en la
activacion transcripcional durante la reprogramacion
celular y adquisicion del estado totipotente en la
microspora, asi como en la proliferaciéon durante el
desarrollo embrionario (Rodriguez-Sanz et al.
2014a). El bloqueo de la actividad de histonas
deacetilasas (HDACs) con tricostatina A (TSA),
asociado con la hiperacetilacion de las histonas H3 y
H4, en cultivos de microsporas de Brassica napus
conduce al aumento en la proporcion de células que
siguen la ruta embriogénica (Li et al., 2014), lo que
sugiere que en la regulacién del proceso interviene
un mecanismo dependiente de HDAC.

El papel de la auxina

Es ampliamente conocido el papel de las auxinas en
numerosos procesos de desarrollo incluyendo la
embriogénesis, donde participa en el control del
“patterning”, la polarizacion y diferenciacion del
embrién (Moller y Weijers, 2009; Rademacher et al.,
2012). A pesar de los numerosos datos sobre la

participacion de la auxina en la formaciéon del
embridn, no hay practicamente informacién sobre su
funcién y dinamica en la embriogénesis de
microsporas. Las evidencias sobre el papel de la
auxina en el desarrollo del embridon proceden
fundamentalmente de estudios en Arabidopsis
mediante analisis de expresién del promotor
sintético sensible a auxina DR5 (Robert et al., 2013;
Teale et al., 2006), pero la informacioén sobre otras
plantas es limitada ya que los ensayos con DR5 no
estan disponibles para muchas especies. En este
sentido, los anticuerpos de acido indol acético (1AA),
la auxina enddgena mayoritaria, se han empleado
para analizar la distribuciéon de auxinas durante los
procesos de desarrollo en diversas especies.
Trabajos de nuestro grupo han demostrado por
primera vez la expresion de auxina endogena
durante la embriogénesis de microsporas en
Brassica napus (Prem et al., 2012) y mas
recientemente, en colaboracion con el grupo de
Aurelio Gomez-Cadenas (Univ. Jaume |, Castelldn),
hemos detectado el incremento de auxina endégena
después de la induccion de embriogénesis,
acompafiando a las  primeras  divisiones
embriogénicas de las microsporas y un aumento
progresivo de la concentracion de IAA con el
desarrollo del embrién. Mas recientemente hemos
comprobado que este aumento en la concentracién
de auxina correlaciona con la induccion de expresion
de BnNIT2 (Rodriguez-Sanz et al., 2014b), una
nitrilasa de la ruta biosintética de auxina del IAOX
de Brassicaceas (Ishikawa et al., 2007; Mano y
Nemoto, 2012). Los tratamientos con inhibidores de
transporte polar de auxina, como el NPA, y con
inhibidores de accion de auxina, como el PCIB,
afectan negativamente al desarrollo del embrion,
bajando drasticamente la eficiencia de
embriogénesis, lo que indica que el transporte y la
percepcion de IAA son necesarios para la formacion
de embriones derivados de microspora (Rodriguez-
Sanz et al. 2014b). La distribucion de auxina es
homogénea en embriones tempranos con simetria
radial, mientras que en los embriones corazén y
torpedo el IAA se acumula en las regiones apical y
basal, con un patron polarizado, como en la
embriogénesis cigética. Estos hallazgos indican que
la biosintesis, accién y transporte de auxina
enddégena estan implicados en la reprogramacion
celular, iniciacién de la embriogénesis y desarrollo
del embrién derivado de microsporas.

Remodelacién de la pared celular y proteinas
extracelulares

Es bien conocido que muchos procesos de
desarrollo en plantas van acompafiados de
modificaciones de la estructura y composicion
molecular de la pared celular, cambios que tiene



como objetivo establecer una nueva relacion de
fuerzas entre los polimeros de la pared necesaria
para el mantenimiento de formas y arquitecturas
celulares especificas. Ademas, la pared es
responsable de la comunicacién con las células
vecinas, muchos factores de sefializacion son
exportados desde el citoplasma a las paredes desde
donde se pueden transportar a través del apoplasto
a células circundantes, estimulando procesos
morfogénicos como la embriogénesis (Malinowski y
Filipecki, 2002).

Las pectinas son los principales componentes de la
matriz de las paredes celulares de dicotiledéneas.
Son polimerizadas y metil esterificadas en el aparato
de Golgi, y secretadas a la pared como formas
altamente esterificadas, posteriormente pueden ser
modificadas por pectin-metilesterasas (PMEs), que
catalizan la  de-esterification del  dominio
homogalacturonano. La relacién entre pectinas
esterificadas y no esterificadas, y su distribucién en
las paredes celulares es el resultado de diferentes
procesos (Dolan et al., 1997; Goldberg et al., 1986),
estando su proporcion y dinamica involucradas en
muchos procesos de desarrollo. Se han detectados
cambios en la distribucidn de pectinas de embriones
jévenes derivados de microsporas de varias
especies lefiosas como Quercus suber (Ramirez et
al., 2004) Rodriguez-Sanz et al., 2014c), Citrus
clementina (Ramirez et al., 2003) y Olea europaea
(Solis et al., 2008), y en horticolas como Capsicum
annuum (Barany et al., 2010a, 2010b) y Brassica
napus (Solis, 2012).

Diversos trabajos empleando anticuerpos
especificos contra pectinas altamente esterificadas
(JIM7) y no esterificadas (JIM5) han mostrado
cambios en su proporcion dentro de las paredes
durante el desarrollo gametofitico y la embriogénesis
del polen en Capsicum annum (Barany et al., 2010a,
b), Brassica napus (Solis, 2012) y Quercus suber
(Rodriguez-Sanz et al.,, 2014c). Las pectinas
altamente esterificadas son caracteristicas de las
primeras etapas de la embriogénesis y de células en
proliferacién, mientras que los altos niveles de
pectinas no esterificadas son abundantes en las
paredes de las células en diferenciaciéon del embrion
y del polen maduro, siendo los patrones de
distribucién encontrados en embriones derivados de
polen similares a los de los embriones cigéticos
(Barany et al., 2010a, b; Solis, 2012). Estudios de
expresion e hibridacion in situ fluorescente (FISH)
han revelado que la pectin metil esterasa 1 (PME1)
esta regulada durante estos procesos de desarrollo,
correlacionando su expresion con el aumento en
pectinas de-esterificadas durante la diferenciacion
del embrién derivado de polen (Solis, 2012).
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Figura 3: Expresion de Pectin Metil Esterasa revelada por
FISH (hibridacion in situ fluorescente) en células de la
region cotiledonar de un embrién de polen de colza (sefal
de hibridacién en verde y nucleos tefidos con DAPI en
azul)

Son escasos los datos sobre la participacion de
factores externos en la regulacion del desarrollo del
embrion. La dificultad de acceso a los estadios mas
tempranos del embrién y el endospermo en el
interior de los tejidos maternos ha dificultado el
analisis, aunque el uso de sistemas in vitro tales
como la embriogénesis somatica y de microsporas
ha permitido analizar el papel de algunos factores
exogenos en el desarrollo del embrién. Por ejemplo,
se ha detectado la presencia de glicoproteinas y
carbohidratos secretados (endoquitinasas, proteinas
AGPs, GLPs, Esrs) en diversos sistemas in vitro
como factores estimulantes para el desarrollo del
embrién (Borderies et al., 2004; de Vries et al., 1988;
Testillano et al., 2010). Trabajos de nuestro grupo en
cultivos embriogénicos de microsporas de maiz, en
colaboracion con Elizabeth Matthys-Rochon y
Christian Dumas (ENS, Lyon, Francia) revelaron que
el tratamiento con tunicamicina, para bloquear la
glicosilacion de proteinas y por tanto su secrecion al
medio, inhibia el desarrollo del embrién derivado de
microsporas, el cual se recuperaba al suplementar el
cultivo con medio procedente de un cultivo de
microsporas bien desarrollado que contenia todos
los factores secretados (Testillano et al., 2010).
Entre estos factores se encuentran proteinas de
endospermo tipo Esr (Embryo surrounding region)
que se secretan durante la embriogénesis cigética;
estos datos proporcionan nuevas evidencias de una
funcién “nursing” o sefializadora tipo endospermo,
estimuladora del desarrollo del embrién derivado de
microsporas, en células no-embriogénicas durante
las primeras etapas (Massonneau et al., 2005;
Testillano et al., 2002).

Las proteinas de arabinogalactanos (AGPs,
ArabinoGalactan Proteins), proteinas glicosiladas
masivamente ricas en hidroxiprolina, constituyen una
compleja familia de moléculas que se pueden
encontrar en las paredes celulares, membranas



plasmaticas y secreciones extracelulares y que
tienen un papel clave en muchos procesos de
desarrollo, especialmente en tejidos reproductores
(Seifert y Roberts, 2007). Trabajos recientes de
nuestro grupo en colaboraciéon con Silvia Coimbra
(BioFIG, Univ. Oporto, Portugal), utilizando
anticuerpos monoclonales para proteinas de
arabinogalactano (AGPs) y analizando el patron de
expresion del gen BnAGP 39-4 Sta durante la
embriogénesis de microsporas en Brassica napus,
han revelado una fuerte induccion de AGPs
(reconocidas por los anticuerpos JIM13 y JIM14) y
de expresion de BnAGP 394 Sta tras la
reprogramacién y el cambio de destino de la
microspora, en embriones de 2-4 células, lo que
sugiere a las AGPs como marcadores moleculares
tempranos de la embriogénesis de microsporas (El-
Tantawy et al., 2013). En etapas posteriores de la
embriogénesis, otros antigenos de AGPs (LM2 y
LM6) aumentan progresivamente con el desarrollo
del embridn, localizandose en las paredes celulares
y pequefos compartimentos citoplasmaticos, lo que
sugiere una produccion activa y secrecion de AGPs
durante la formacién del embrién in vitro (El-Tantawy
et al., 2013). Por otra parte, se ha demostrado que
los tratamientos con reactivo de Yariv, que bloquea
las AGPs, inhiben drasticamente la embriogénesis
somatica y de microsporas en distintas especies
(Chapman et al.,, 2000); El-Tantawy et al. en
preparacion), indicando la implicacion de las AGPs
en el proceso.

Figura 4: Localizacion de AGPs en embriones
jovenes de polen de cebada (antigeno LM2 en verde
y nucleos tefidos con DAPI en azul)

Conclusiones

Nuestros datos del analisis de la inducciéon de
embriogénesis de la micrsopora/polen han revelado
que la reprogramacion constituye un suceso central
de la respuesta al estrés de las plantas mediante el
cual células en proceso de diferenciacion adquieren
caracteristicas de células totipotentes, por ejemplo la
conformacién de cromatina abierta, como paso
previo necesario para la adquisicion de un nuevo

destino celular. La produccién de especies reactivas
ROS y NO modula la respuesta al estrés pudiendo
provocar un dafio oxidativo irreversible y muerte
celular si los niveles son demasiado altos y/o
intervenir en la sefalizacién de procesos que dirigen
la adquisicion de competencia embriogénica cuando
la produccién de estas moléculas es limitada. En
este proceso juegan un papel relevante las
modificaciones epigenéticas asociadas a cambios
globales en la estructura dinamica de la cromatina
con implicaciones sobre la expresion génica, asi
como el control hormonal, particularmente de las
auxinas endodgenas, la secrecion extracelular de
moléculas sefalizadoras como las AGPs vy la
remodelacion de la pared celular debida a cambios
en el estado de esterificacion de las pectinas en
respuesta al cambio de programa a la ruta
embriogénica.

El creciente avance del conocimiento de los
mecanismos que regulan la reprogramaciéon y
adquisicion de totipotencia celular, todavia limitado,
abrira la puerta al disefio de nuevas estrategias que
permitiran utilizar con gran eficiencia procesos de
reprogramacién in vitro de gran potencial
biotecnolégico como la embriogénesis de polen para
su explotacion en programas de mejora de especies
de interés agronémico y forestal.
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Entrevista a Carmen Hermosin

Carmen Hermosin
Profesora de Investigacion IRNAS-CSIC
Por Luisa M. Sandalio

La investigadora Carmen Hermosin Gavifio ha
recibido el Premio de Investigacion sobre Temas
Andaluces 'Placido Fernandez Viagas' en su XVIII
edicion (2012) concedido por la Junta de Andalucia.
El Premio Andalucia de Investigacion 'Placido
Fernandez Viagas' quiere reconocer y estimular a
los investigadores que mas hayan destacado en el
ambito cientifico y que se hayan distinguido por su
compromiso con el fomento de la investigacion
cientifica en temas Andaluces. La Consejeria de
Economia, Innovacion, Ciencia y Empresa ha
premiado de esta forma la trayectoria de la Dra
Hermosin en investigaciones sobre los problemas
que conlleva el uso de plaguicidas y sus efectos
medioambientales en cultivos relevantes en
Andalucia y su labor de reorganizacién e impulso del
IFAPA, Unico OPI de la Junta de Andalucia. La
entrega del Premio tuvo lugar el dia 24 de Julio del
2013.

Carmen Hermosin es actualmente Profesora de
Investigacion del CSIC en el Instituto de Recursos

Naturales y Agrobiologia de Sevilla y tiene ademas
un importante bagaje en gestion de la Investigacion.
En 2001 aceptd el reto de cambiar la antigua
Direccion General de investigacion y Formacion
Agraria y Pesquera de la Conserjeria de Agricultura
y Pesca de la Junta de Andalucia a Organismo
Publico de Investigacion, el Instituto Andaluz de
Investigacion y Formacién Agraria y Pesquera
(IFAPA) y su inclusion en el PAIDI (Plan Andaluz de
[+D+i) y la Ley de la Ciencia de la Junta de
Andalucia. ElI IFAPA comenz6 a funcionar en el
2004, aunque hasta el 2007 no se consolid6 la
carrera cientifica y tecnolégica y tuvo lugar la
primera Oferta de Empleo Publico y convocatoria
especifica de plazas. Carmen Hermosin estuvo al
frente de esta Institucién hasta 2008, ultimo afio en
que hubo OEP en dicho organismo. Mientras tanto,
siguié de cerca, tanto las tareas cientificas como los
proyectos y resultados de su grupo en el IRNAS. A
partir de ese afo vuelve al CSIC, donde ha ejercido
el cargo de coordinadora del 2008-10 del Area de
Ciencias Agrarias del CSIC, habiendo participado en
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la elaboracion del Plan Estratégico 2010/13 de esta
institucién para esta Area, asi como en el apoyo y
asistencia a los paneles de evaluacién externos e
internacionales y en la distribucién de recursos a los
17 centros que componen el Area de Ciencias
Agrarias. Dejo el cargo por motivos de salud.

Desde principios del afio 2010 vuelve a su puesto de
Profesora de Investigacion Agraria en el IRNAS-
CSIC donde lidera el grupo de investigacion de
“Agroquimica Ambiental” dentro del Departamento
Agroquimicos y Conservacion de Suelos. Su
especializacion enfoca los procesos que afectan a
los plaguicidas y otros contaminantes en el sistema
suelo-agua y desarrollo de estrategias para la
minimizacién de su impacto ambiental. Sus
aportaciones en este campo son muy numerosas y
relevantes, entre las que destacariamos: direccion
de numerosos proyectos de |+D competitivos y
colaboracion en otros tantos, 3 de ellos europeos del
IV, V. y VI FWP, ha publicado 143 Articulos en
revistas internacionales de alto impacto, ha
desarrollado 1 patente, escrito 5 Capitulos de Libro,
mas de 200 contribuciones a congresos y dirigido 6
Tesis Doctorales. Es miembro de 3 sociedades
internacionales  (Suelo:ISSS, Arcillas:AIPEA y
Contaminacién: MESAEP) y 2 Sociedades
Espafiolas (Ciencia de Suelo: SECS y Arcillas: SEA)

¢Que ha supuesto para ti recibir el Premio de
Investigacion 'Placido Fernadndez Viagas'?

En realidad fue como una inyeccién de adrenalina
para poder seguir; mas que el “premio al descanso
del guerrero”, era como si me hubieran ofrecido una
armadura y equipamiento nuevo y por supuesto no
para mi, para todos los que han trabajado conmigo
en equipo durante los 40 afnos que llevo dedicada a
esto y que ya se sabe que si no se trabaja en equipo
es dificil avanzar y asi se los hice saber a todos los
que me pudieron acompafiar aquel dia. Estos
premios, como otros que se dedican a la
investigacion en nuestro pais deben ser importantes
e irrenunciables por parte de los gobiernos, la pena
es que el reflejo mediatico que tienen comparados
con otros, por ejemplo de deportes, es penoso.

Pero voy a contar una anécdota que creo importante
para reflejar que no solo de premios se alimenta la
pasion por la investigacion. A mi vuelta al IRNAS ya
dedicada totalmente al trabajo cientifico, retomé
personalmente los datos de un largo proyecto que
recién habia empezado en el 2001 sobre el
monitoreo de herbicidas usados en olivar en el Valle
del Guadalquivir. Tras ordenar e interpretar (3800
analisis) estos datos, me puse a escribir
personalmente el articulo y fue todo un reto personal
para mi misma que me hizo rejuvenecer en mi
profesion. Casi 3 afos después, recibi la

aceptacion de este articulo en la revista Agriculture,
Ecosystem and Environment, justo un mes antes de
que me comunicaran el Premio....aun no llego a
distinguir cual de las dos cosas me produjo mas
satisfaccion.

Ta has desempefiado importantes cargos de
gestiéon de la investigacién y eres una de las dos
mujeres que han en recibido este premio.
Formas parte pues, de un pequefio porcentaje de
mujeres que llegan a desempefar cargos
“directivos” o reciben un importante premio por
su labor cientifica. ¢ Cudél es tu opinién respecto
a la progresion de la carrera cientifica de las
mujeres, especialmente en el &ambito de la
Biologia o Fisiologia Vegetal? ¢Estan las
mujeres suficientemente valoradas?

Hace 20 afios, y por mi sentimiento a nivel personal,
te hubiera dicho que no hay distincién entre hombre-
mujer, pero Ultimamente y sobre todo después de
haber pasado por la Junta y vuelto a mi "casa”, te
tengo que confesar que ya no lo veo tan claro. Es
cierto que nuestra profesion requiere un esfuerzo
brutal para mantenerte en la cresta de la ola como
investigadora y a lo mejor esto exige a algunas
mujeres renuncias del papel social y de hogar que
hasta ahora nos tocaba; y si la pareja que te tiene
que apoyar y suplir, no lo entiende o no tiene la
suficiente generosidad, la mujer lo tiene dificil, salvo
no tenga obligaciones familiares, aunque el
renunciar a destacar también pueda ser una opcién
personal, por supuesto. Yo he tenido mucha suerte
porque mi marido es de la misma profesion y hemos
compartido y respetado todo desde el trabajo
cientifico, responsabilidad de hijos, de casa, de
cuidado de padres....etc. Pero también es justo que
lo reconozca, me ha costado un enorme esfuerzo
personal, te aseguro que nada-nada me ha venido
regalado, de lo que ademas me siento bien
orgullosa. También es cierto que la mujer tiene que
exigir poder llegar en igualdad de condiciones pero
tanto en facilidades como en sus rendimientos, no
debemos pretender favoritismos por ser mujer, seria
una gran equivocacion. Y a pesar de que el CSIC
lleva ya afios imponiendo la paridad en los
tribunales, el estado actual de la piramide en el
CSIC, dista mucho de lo que seria deseable en sus
niveles altos; igual ocurre en la Universidad y
empresas. Sin duda hay que tener en cuenta que
algunas mujeres se ponen su “techo de cristal”,
como se denomina en términos de “genero”, pero a
la hora de seleccionar para puestos de arriba, hay
un cierto y quizas larvado machismo, a veces casi
inconsciente.
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Por tu tema de trabajo, quizas tu investigacion se
encuentra mas préoxima a la ciencia aplicada, sin
embargo, ¢Qué peso crees que tiene o debe
tener la investigacion basica en el ambito de la
Biologia Vegetal y Ciencias Agrarias?

No creas, bueno yo empecé en esto con mi Tesis
enfocada a ciencia basica de estudiar los
mecanismos de interaccién a nivel molecular de los
pesticidas con minerales de la arcilla puros similares
a los que existen en el suelo y, aun siguiendo con
esta parte de ciencia basica, nos hemos ido
acercando a sus aspectos que podrian derivar en
aplicaciones para un mejor manejo de los mismos.
Toda ciencia de calidad encuentra finalmente su
aplicacion.

Lo primero y principal es hacer una ciencia de
calidad, que enfoque aspectos realmente nuevos y
que de verdad aporte resultados inéditos, si no el
conocimiento no avanza y ese, y no otro es el papel
de la ciencia, en cualquier campo de la misma, la
aplicacion vendra después! Es verdad que la
inversion en 1+D (afiadir la i pequefa, para mi no es
correcto, no es lo mismo) ha de ser cuanto antes
rentable a la sociedad que la paga, pero por otra
parte es bien cierto que ademas de las estructuras
de siempre (Universidades, OPIs y muy pocas
empresas) en los Ultimos 10-15 afios se han creado
y financiado de forma espectacular Centros y
Plataformas Tecnoldgicas que deberian dar la
orientacién y hacer la verdadera D+i, y alguno de
estos “entes” lo hacen, pero no todos estan
debidamente enfocados y mucho menos quizas
maduros. Pero a los cientificos no se nos puede
pedir todo a la vez y en cualquier campo! Y ademas
nunca deberiamos olvidarnos, que aunque ahora
nos pidan patentes y convenios con empresa, el
conocimiento basico generado con dinero publico
deberia ser publico en su mayor parte y el desarrollo
final, la D+i deberia ser pagada por la empresa o
consorcio de estas, a través de las Plataformas y
Centros Tecnoldgicos.

¢ Qué recomendacién harias a los investigadores
mas implicados en la investigacidon basica para
captar la atenciéon y la financiacion de fondos
privados? O quizas deberia hacerse al revés,
captar la atencién e incentivar a empresas para
gue inviertan en investigacion. En este sentido
quien deberia tener la responsabilidad de hacer
este acercamiento, los propios investigadores,
nuestros Centros de Investigacion o quizas
nuestros politicos?

Implicar a los politicos de verdad creo que es lo mas
dificil, estan  acostumbrados a rentabilizar
inversiones en 2-3 afos, cada vez que se convocan
elecciones, y aunque la inversion en |+D+i queda

muy bien para presumir, pero salvo honrosas y
escasas excepciones, no llegan a creérsela en su
gran mayoria. De nuevo insisto en que deberiamos
hacer uso y contactar con esos Centros o
Plataformas Tecnoldgicas para que ellos identifiquen
demandas concretas en cada area y que a su vez
conozcan la oferta por parte de los investigadores y
hagan de auténtica correa de transmision vy
conexion. Sin duda habria quizas que dotar mas
adecuadamente las OTRlI de los OPIs vy
universidades e identificar y exigir su papel; pero
creo, que hoy por hoy, salvo casos excepcionales al
final se lo tiene también que “currar” el investigador.
La administracion es lenta, pero la industrias y
empresas de mediano y pequefio tamafio tampoco
es muy activa en este aspecto salvo honrosas
excepciones.

¢Cudl crees que es el futuro de la financiacion
publica de la investigacién en Espafia?

Sin duda deberia de crecer mucho y rapido, ya que
ha menguado sin llegar a alcanzar el 3% del PIB que
se prometia; pero tener una visién optimista en estos
momentos casi seria suicida. Este recorte “en seco”
va a durar, pero al menos antes de elaborar los
presupuestos, y no digo los ministros, pero si los
técnicos y asesores que trabajan para ellos,
deberian escuchar a los que analizan y hacen
sugerencias sobre esos presupuestos (la COSCE,
por ejemplo); pero no solo los presupuestos que se
‘pintan” para el afio a empezar, sino tras su
ejecucion y ver qué partidas no se han gastado y
como habria que distribuir el proximo. Por ejemplo
de las partidas destinadas a créditos (Cap. VIl y VIII,
creo), que son de las que mas han aumentado en
los ultimos afios, buscando la implicacion de las
empresas, no se gasta en su mayor parte y es que
nuestra industria o empresas tampoco ven la |+D+i
como inversién sino como subvencién. Con lo que el
gasto real final es aun menor que el que se
programa.

Como supongo que el circuito que alcanza esta
entrevista es casi exclusivamente cientifico, me voy
a atrever a decir que hay que reconocer también que
ha habido un poco de derroche en I+D+i en los
primeros afios del nuevo siglo: como llegd a decir
Messeguer, llegamos a querer tener un centro de
I+D+i “en cada parada de metro”, pero invirtiendo
muy poco en preparar, contratar y seleccionar
adecuadamente al personal que tendria que
llenarlos de contenido. Se ha llegado casi a crear
una burbuja de centros con grandes y fabulosos
edificios, incluso magnificas instalaciones, pero
ahora nuestros buenos joévenes cientificos de calidad
no encuentran sitio en nuestro pais, no hay dinero
para su contratacion, y se los estamos regalando,
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nuestra inversién en talento como gusta de llamar, a
otros paises que los reciben con los brazos abiertos.

¢, Qué podemos cambiar o mejorar los cientificos
en este sentido?

Tendriamos que ftratar de racionalizar los
rendimientos de tanta inversion, acercarnos OPls y
Universidades para rentabilizar el equipamiento en
ambas partes, pero eso transciende lo personal y
siempre es mas dificl. Si creo que es muy
importante mantener la honestidad en la profesion,
la sociedad aun nos valora como profesionales en
los que cree y debemos intentar que eso siga siendo
asi. En nuestro pais tenemos desde hace muchos
afios la ANEP y la CNAI, que creo han sido los
grandes artifices y pilares de este prestigio y hay
que velar porque esto siga siendo asi. Y en eso
somos responsables todos y cada uno, tanto si
evaluamos para ellas como si evaluamos un articulo
para una revista, dedicarle tiempo y hacerlo no bien,
sino lo mejor posible!

¢Cudles son o han sido a tu juicio los principales
problemas del sistema cientifico publico en
Espafia?

Sin duda alguna, la falta de una politica de I+D
sostenida en el tiempo, con su evolucién adecuada,
que generalmente debe ser lenta y tendemos a
movimientos pendulares: tiene sentido hoy en dia
que se sigan pidiendo solo 5 articulos para conceder
un sexenio, independientemente del numero de
firmantes, suponiendo igualdad de cuartil? Que se
exija lo mismo a un profesor de Universidad con 12h
0 mas de clases a la semana que a un investigador
del CSIC? la atomizacion no solo de grupos sino de
convocatorias, sistemas, organismos, normas, etc..
también ha contribuido a cierto desconcierto y “a rio
revuelto”.... En cambio en los sistemas de seleccion
del personal, aunque en el CSIC se ha velado
bastante por la calidad, en la Universidad parece no
haber sido del todo asi y en palabras de un
prestigioso cientifico, gestor y Catedratico de la
Universidad de Cdérdoba (Prof. Elias Fereres en el
discurso de la entrega de nuestros premios), la
ANECA “habia anegado la Universidad” y esto hay
que mejorarlo también. En épocas donde los que
entran o promocionan son pocos, hay que asegurar
que el sistema elige a los mejores. Hace falta un
pacto de una politica de |+D+i sostenible en el
tiempo y a largo plazo que mire y ordene todos estos
aspectos. Yo ya he vivido creo 3 épocas de penuria
y detras de las vacas flacas siempre han venido
gordas, pero acompafiadas de algo de obesidad
mérbida, que ha hecho mal al sistema y creo que en
mi respuesta 6 hay parte de esto contestado.

¢Crees que la sociedad esta suficientemente
informada de la importancia de la investigacion,
no solo en temas biomédicos, sino también en
otros campos como la fisiologia vegetal?

No, esto es claro, simplemente en los telediarios
contando no minutos, segundos, se palpa. Es cierto
que hoy en dia ya hay mucho periodismo cientifico
que lo estda haciendo muy bien y estamos
avanzando pero queda mucho trecho, para por
desgracia llegar al nivel del interés que pueda
despertar Belén Esteban, por ejemplo. Es penoso,
pero es asi, y eso que de las ramas de que me
hablas especialmente la biomedicina y la fisiologia
vegetal por su conexidon con la producciéon de
alimentos como para plantas como biofactorias,
gozan creo de un mayor interés. Pero sin duda esto
cuesta dinero y hay que invertir....vuelvo a sacar a
colacion el papel de las Plataformas y Centros
Tecnoldgicos, se han creado y financiado muchas
en los ultimos afios y la divulgacidon deberia ser
parte de su papel. Me vais a preguntar por qué
insisto tanto en estos PTs y CTs, y es que del 2001-
2010, se ha hecho una enorme inversion en ellos,
que la mayoria de los cientificos no conocemos y
esa inversion hay que rentabilizarla.

Quizas también los cientificos tenemos parte de
culpa y trabajar algo “la calle”, desde que conoci a
los del area de astrofisica principalmente de
Granada, creo que han hecho un esfuerzo especial y
algo han ganado de expectacion y seguidores. Los
actuales programas de la FECYT pueden ayudar a
avanzar en este camino, pero también han sufrido
un duro recorte.

Recientemente en una entrevista realizada a
Pere Puig-Domenech para el Boletin de la SEFV,
Pere comentaba la diferencia entre el sistema
inglés y el espafiol e incidia en que en Inglaterra
todo el sistema esta pensado para que el
investigador trabaje lo mejor posible ya que asi
tendré los mejores resultados y todo el sistema
se aprovechara mejor. Ademas de mayor
financiacion ¢(Qué nos falta para llegar a ese
sistema?, ¢Mejor reparto de los recursos entre
los grupos o Centros de Investigacion? ¢Quizas
mayor concienciacion de los propios
investigadores?

Lo primero que nos falta y lo mas fundamental y
crucial en estos momentos con respecto al sistema
anglosajon es crear la figura del contrato del doctor-
investigador (tenure-track) cuya renovacion va ligada
al rendimiento, al menos en los OPIs; las
Universidades ya tienen el contratado-doctor, que va
asociado a su Capitulo I. Va ya para casi 35 afios,
desde que oi por primera vez a Helguero Bertolini,
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presidente fugaz del CSIC, hablar de esta figura,
queria crearla en el CSIC, yo entonces era becaria
Postdoctoral y hoy, habiendo pasado a la figura de
Agencia, no hemos sido capaces aun de
materializarla. Se cre6 el “sucedaneo” Ramoén y
Cajal y sus secuelas (R&C sistema INIA-CC.AA,,
Torres Quevedo y otros de los distintos gobiernos
autonomos) que al ir asociado al capitulo VI de
inversiones esta sujeto a los vaivenes
presupuestarios. Las demas cosas que me dices, sin
duda se podrian mejorar, pero el poder hacer
contratos ligados a la calidad de un cientifico y su
renovacién al mantenimiento de esa calidad, hoy por
hoy es lo vital!

;Crees en la existencia de “lobbies” en el
sistema de investigacion en Espafia?. En qué
medida estos “lobbies” afectan o dirigen la
financiacion de la investigacion?

No en gran medida, aunque sin duda existen
algunos, pero de momento son minimos y no llegan
a afectar o dirigir la investigacion. Hoy, un grupo
que trabaje duro y rinda aunque solo sea en
articulos de primer nivel y proyectos competitivos,
casi tiene asegurada la financiacidon, aunque sin
duda no para hacer maravillas, el Plan Nacional
cada vez da para menos. Si ya se es algo mas
ambiciosos (imprescindible en esta profesion) y se
mueven y trabajan (hay que trabajar duro!) por
Europa, no les va a faltar financiacién a alto nivel,
aunque aqui sin duda tienen un mayor poder los
lobby, pero eso lo he conocido de siempre. Aunque
ultimamente hay ciertos quebrantos de esta premisa
sobre todo a nivel nacional, pero no es lo genérico:
De ahi mi llamada de atencién a la ANEP, tiene que
cuidar su metodologia escrupulosamente y velar por

el prestigio que hasta ahora ha tenido y estar
segura que llama a evaluar a los mejores y no a los
que lo parecen y sobre todo mantener bien alta la
objetividad, en su prestigio va el de toda la Ciencia
en Espafa.

¢Crees que habra buena ciencia mas alla de la
crisis? ¢Cudl es tu mensaje para las nuevas
generaciones que se inician en la biologia
vegetal?

Pues claro que si! Esto los politicos lo saben vender
muy bien, de las dificultades salen las
oportunidades! Y esto es cierto para todo en la vida
y por tanto para la Ciencia también, siempre que se
trabaje duro y la gente joven esta obligada a ello y
nunca el ser cientifico fue facil. En Ciencia en
general, tanto en Fisiologia Vegetal como en Ciencia
de Suelo, hay que tener primero una clara vocacion
y sin duda un poco de ambicién sana por hacer algo
nuevo, distinto, y destacar, una curiosidad innata
que no te permita dejar de preguntarte y muchas,
muchas ganas de trabajar y con un cierto sentido de
trabajo en equipo. Yo le diria ahora a todos los
jévenes que se estan iniciando en la profesion que
se analicen y si se encuentran que tienen estas
capacidades no tiren la toalla a la primera, al final
tienen que perseverar los buenos! Y esto se
arreglara y mientras esta el extranjero por el que es
imprescindible pasar en nuestra profesion, si es en 3
paises mejor que en uno Yy si son 6 afios (hay quien
va por mas) mejor que solo uno. Esperemos que
nuestros politicos gobernantes se conciencien
alguna vez de lo importante que es invertir en 14D,
no solo de lo bien que queda para hacerse la foto!

Grupo de investigacion Javier Abadia

Fisiologia del Estrés Abiético en Plantas

Resumen de la linea de investigacion

El objetivo preferente del Grupo de investigacion es
la obtencién de conocimientos béasicos sobre los
mecanismos de respuesta de las plantas expuestas
a estreses abidticos. La politica agraria de la UE,
que incluye la sostenibilidad de las actividades
agrarias y el cuidado de los efectos de las mismas
sobre el medio ambiente, contempla como una
herramienta  fundamental la  obtencion de
conocimientos basicos, ya que sin ellos no es
posible el avance tecnolégico. Por otro lado, nuestra

investigacion siempre trata de lograr transferencia de
tecnologia a los sectores productivos para la
aplicacion practica de los conocimientos basicos
obtenidos. Un ejemplo de dicha aplicacién son los
estudios que realizamos sobre técnicas de
fertilizacion no contaminantes. Durante los ultimos
afnos ha sido crucial la implantacién en el grupo de
tecnologias -6micas, tales como la metabolémica y
protedmica, basadas en técnicas de espectrometria
de masas, cuya aplicacion a las ciencias y
tecnologias agroalimentarias es ya en este momento
una realidad. Nuestro grupo es referencia
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internacional en estudios de nutriciéon vegetal, sobre
todo en aspectos relacionados con elementos como
Fe 6 Cd, y también en la aplicacién de tecnologias —
Omicas en este campo.

Todas las informaciones sobre el Grupo, incluyendo
personal, publicaciones y proyectos financiados
estdn disponibles en nuestra péagina web:
http://www.stressphysiology.com

inen

En nuestra investigacion hay equilibrio entre el
interés cientifico y el social. El interés cientifico se
centra en aumentar la informacion existente sobre la
nutricion vegetal y fertilizacion, la homeostasis de
metales en plantas (incluyendo micronutrientes y
téxicos) y el cambio climatico, incluyendo Ila
posibilidad de utilizacion de sensores remotos en
agricultura. Varias de estas lineas son de interés
inmediato para el sector agricola e industrial. El
interés social viene motivado por el hecho de que los
estreses abioticos medioambientales son
importantes en nuestra sociedad: por ejemplo, la
carencia de Fe sigue siendo un problema
agronomico de gran importancia econémica en las
plantaciones de arboles frutales en la zona
mediterranea, la contaminacion por metales pesados
es un problema medioambiental del que hay que
conocer sus bases para proponer soluciones y el
cambio climatico es ya una realidad que hay que
afrontar. En todos estos campos la fisiologia de
estrés en plantas tiene una aplicacion inmediata.

IUS AKD PHENOLICS) THAT FACIUITATE IRGH ACQUISITION BY PLANTS

Lineas de Investigacion y proyectos en curso

En este momento dentro de nuestro grupo se estan
desarrollando  investigaciones en tres ejes
fundamentales: Nutricibn mineral y fertilizacion,
Homeostasis de metales en plantas y Cambio
climatico y sensores remotos.

Dentro del primero de estos ejes se trabaja para
conseguir bases cientificas que permitan innovar en
el control de la nutricibn mineral de las plantas,
ampliando el conocimiento sobre los procesos de
toma de nutrientes tanto en las raices como en las
hojas. En nuestro grupo de trabajo, los estudios se
focalizan en el Fe, aunque también se estan
estudiando otros metales como Mn, Zn y Cd. Se
llevan a cabo estudios innovadores sobre las
estrategias naturales utilizadas por las plantas
cuando se enfrentan a la escasez de Fe, llevando a
cabo la identificacion de los compuestos sintetizados
y liberados por las raices de las plantas cultivadas

con un suministro limitado de Fe, y también se esta
explorando la posibilidad de utilizar los resultados de
esta investigacién de una manera practica en el
campo de los fertilizantes. Asimismo, se esta
trabajando sobre la caracterizacion de las fronteras
de absorcién de nutrientes por las raices. Otro punto
fundamental dentro de la fertilizacion es el
seguimiento del destino de los nutrientes aplicados
mediante técnicas de microscopia o el uso de
isotopos estables, y el estudio de sus efectos en los
compartimentos de transporte en la planta como las
savias de xilema y floema y el fluido apoplastico de
la hoja.
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Estudio de proteémica de las envolturas interna y externa
del cloroplasto (J Proteom Res 2014, 13, 2941).

Con respecto al segundo eje, la homeostasis de
metales en plantas, hay algunos como Fe, Mn y Zn
que son microelementos esenciales para los cultivos,
y ofros toxicos como el Cd, que pueden ser
adquiridos por las plantas si estan presentes en los
medios de crecimiento. Cuando los metales
esenciales son escasos o cuando los metales
téxicos se acumulan en exceso se producen
alteraciones en diferentes procesos bioldgicos que
son fundamentales para el desarrollo de las plantas.
Asi pues, las plantas deben regular finamente la
homeostasis de metales, lo que incluye mecanismos
tanto de adquisicion de metales desde el medio
como de transporte y distribucion entre los diferentes
6érganos y compartimentos celulares una vez en la
planta. La homeostasis de metales evita su
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acumulacion en exceso, manteniendo a la vez un
suministro adecuado de aquellos que son
esenciales. Uno de los objetivos de la linea es el
estudio de la toma de metales por las raices de las
plantas, incluyendo los cambios en los perfiles
proteicos de membrana plasmatica de raices en
respuesta a estreses metdlicos, asi como la
exportacion e importacién de compuestos organicos
involucrados en la adquisicion de metales por la raiz.
Ademas, dentro del transporte a larga distancia se
estd trabajando sobre la identificacion y
cuantificacion de especies metalicas en fluidos
vegetales y la localizacién de metales y ligandos en
la descarga de xilema y floema. Por ultimo, también
estamos trabajando sobre el transporte de metales
en la parte aérea de las plantas, incluyendo los
cambios en los perfiles proteicos tanto de fluidos
vegetales como de diversos tipos de membranas de
la hoja (p. ej. membranas de envoltura cloroplastica)
y la raiz (p. ej. membrana plasmatica) en respuesta a
estreses metalicos.

Invernaderos de gradlente termlco en la Universidad
de Navarra

El tercer eje de trabajo se centra en el estudio de las
respuestas de las plantas al cambio climatico, con un
especial interés en la vid. La concentracién
atmosférica de CO2 estd aumentando, y desde los
aproximadamente 400 pmol mol-1 aire de la
actualidad, se prevé un aumento de hasta 700 a
finales de siglo. Esto llevara asociado un aumento de
la temperatura, debido al efecto invernadero,
estimandose aumentos para el afio 2100 de entre
1,8 y 4°C, muy posiblemente acompafiado de
periodos de sequia mas intensos y duraderos. Los
tres factores de estrés asociados al cambio climatico
son el CO2 elevado, la temperatura elevada y la
disponibilidad hidrica. EI CSIC cre6 en 2006 una
Unidad Asociada (UA) de la EEAD con la
Universidad de Navarra, que en la actualidad se
articula a través de la EEAD vy el Instituto de Ciencias
de la Vid y del Vino (ICVV). En ese marco se trabaja
en los efectos que el cambio climatico produce en la
fisiologia, produccioén y calidad de la vid (ademas de
otras especies). Se dispone de dos invernaderos-

camaras donde se compara la situacion actual con la
futura, asi como de otros cuatro invernaderos de
gradiente térmico, que permiten estudios con control
de CO2, temperatura y riego de forma individual o
combinada. Entre las técnicas empleadas cabe
destacar medidas de fisiologia en hojas (intercambio
de gases, fluorescencia de clorofila, pigmentos
fotosintéticos, actividad Rubisco, enzimas
antioxidantes, etc.) y de calidad tecnolégica vy
fendlica en baya. Se incluyen determinaciones con
diferentes sensores remotos a corta distancia
basados en reflectancia o fluorescencia (como por
ejemplo espectrorradidmetros, fluorimetros o el
Multiplex) para la determinacion de forma no-
destructiva y no-invasiva de indices de estrés como
el PRI (relacionado con el *“quenching” no-
fotoquimico y el ciclo de la zeaxantina), transporte
electronico  fotosintético y otros parametros
derivados del uso de la fluorescencia de clorofila y
analisis del “quenching”, estimaciones de clorofila,
flavonoles, antocianinas, etc.

Perspectivas de futuro

El conocimiento de los mecanismos de la toma y el
transporte de nutrientes en plantas es un tema sobre
el que se estan haciendo importantes aportaciones
pero que estd lejos de ser completamente
dilucidado. La posibilidad de aumentar el contenido
de algunos nutrientes con repercusiones en la salud
animal y humana, de utlizar compuestos
medioambientalmente mas adecuados en los
programas de fertilizacion, o de detectar de manera
temprana problemas fisioldgicos o a raiz del cambio
climatico son retos que se pueden abordar en el
marco del estudio de la fisiologia de estrés en
plantas. Por otra parte, el desarrollo de nuevas
tecnologias tanto en el campo de metabolémica y
protedmica como en el de sensores remotos pueden
permitir nuevos avances. Por ello es indispensable
tanto el acceso a una financiacién adecuada para
conseguir adquirir 'y mantener este tipo de
tecnologias como la formacion y fijacion de
investigadores preparados en estas areas.

El trabajo de nuestro Grupo de investigacién abarca
muchas areas relacionadas con el estrés abidtico en
plantas, desde estudios en diferentes
compartimentos celulares hasta monitorizacion
aérea de estados fisioldégicos. Todas estas tareas
muestran la importancia presente y futura de las
colaboraciones con otros grupos de investigacion
especializados en todo el mundo. Un reto importante
al que se enfrentan todos los desarrollos cientificos
enmarcados en el area de la fisiologia vegetal es la
correcta y eficaz transferencia de conocimientos al
sector. En el caso de nuestro grupo esta actividad se
desarrolla dentro de las relaciones mantenidas con
distintas empresas, bien mediante proyectos
cientifico-técnicos o contratos de apoyo tecnolégico.
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Los fondos de empresas han constituido
aproximadamente un 10% del total obtenido por el Nuevo: Contrato FPI de 4 afos disponible para
grupo en la ultima década. trabajos en el proyecto AGL2013-42175-R
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Grupo de investigacion Lorenzo Zacarias y Maria Jesus Rodrigo

Rutas Metabodlicas de Componentes de Calidad en Frutos

Resumen de la linea de investigacion

El objetivo general que puede definir las lineas de
investigacion que se desarrollan en nuestro grupo es
el estudio y la -caracterizaciéon de rutas del
metabolismo de compuestos implicados en la
calidad de los frutos y sus mecanismos de
regulacion. Esta linea de investigacion ha sido en la
que hemos focalizado nuestros esfuerzos y se han
desarrollado la mayoria de proyectos en la ultima
década. Nuestro interés en los componentes y rutas
metabolicas que determinan la calidad del fruto se
entronca con la trayectoria previa del grupo en
fisiologia de la conservacion postcosecha en la que,
sin abandonar los aspectos aplicados, hemos
pretendido abordar otros procesos y con nuevas
aproximaciones experimentales para conocer las
bases bioquimicas y moleculares que afectan a la
calidad del fruto. En los Uultimos afos, las
investigaciones en fisiologia y tecnologia
postcosecha han ido incorporando progresivamente
nuevos objetivos encaminados no solo a mantener
la calidad, reducir las pérdidas y extender la vida util
de los productos después de la cosecha, sino a
mejorar las caracteristicas de calidad de los
productos, aumentar su valor afiadido y sus
propiedades  organolépticas, nutricionales y
beneficiosas para la salud. El concepto tradicional
de prolongar la conservacion y vida util se va
reemplazando o complementando por la relacion
frutos-nutricion-salud.

La mayor parte de las investigaciones en nuestro
grupo estan centradas en los frutos citricos. El
cultivo de los citricos es de especial relevancia en la
Comunidad Valenciana, pero ademas, desde un
punto de vista nutricional tiene una gran repercusion
en la alimentacion y salud, debido al alto consumo
de los frutos de las distintas variedades y de sus
zumos. A pesar de que este cultivo, como el de otras
plantas lefiosas, tiene problemas intrinsecos a su
fisiologia y caracteristicas genéticas, también ofrece
otras ventajas, como una amplia diversidad varietal,
el buen conocimiento de su comportamiento
agronomico y fisiolégico, y mas recientemente la
secuenciacion del genoma completo de algunas de
las principales variedades cultivadas. Todo ello ha
conducido a que los frutos citricos hayan sido,
aunqgue no exclusivamente, el objeto principal de las
investigaciones desarrolladas en nuestro laboratorio.
Las lineas principales de trabajo y los resultados
mas relevantes de las mismas se resumen a
continuacion:

a) Carotenoides en frutos citricos: biosintesis y
mecanismos de regulacion.

Los carotenoides constituyen una amplia familia de
compuestos isoprenoides C40, responsables de la
coloracion de flores y frutos de numerosas especies,
entre las que se encuentran los citricos. Ademas,
debido a que algunos carotenoides tienen una gran
capacidad antioxidante o son precursores de la
vitamina A, su consumo tiene gran relevancia en la
nutricion y salud de los humanos. El estudio de los
mecanismos implicados en la biosintesis y
acumulacion de carotenoides en los frutos citricos,
tanto durante la maduracion natural del fruto como
en determinadas condiciones de conservacion
postcosecha, ha constituido una de las lineas
principales de trabajo en nuestro laboratorio. Para
entender estos procesos y si el contenido y
composicion de carotenoides se correlaciona con la
regulacion transcripcional de los diferentes de genes
de la ruta de biosintesis, hemos utilizado la gran
diversidad genética en la coloracion del fruto que
ofrecen las distintas especies de citricos, como se
ilustra en la Figura 1. Durante la maduracion del
fruto, la induccion de la fitoeno sintasa (PSY) parece
ser uno de los factores limitantes de entrada de
metabolitos a la ruta, que junto con el aumento de
expresion de la B-caroteno hidroxilasa (BCHX)
activan las sintesis de B,B-xantofilas. El re-
direccionamiento de la ruta desde la rama B,¢ a la
B,B esta controlado, en parte, por la inhibicion de la
expresion del gen e-licopeno ciclasa (BLCY), que
junto con la induccién del gen B-licopeno ciclasa
(BLCY1) puede explicar el aumento masivo de
xantofilas  (B-criptoxantina en mandarinas vy
violaxantina en naranjas) durante la maduracion. En
nuestro laboratorio hemos identificado un gen que
codifica una nueva B-licopeno ciclasa, con expresion
especifica en tejido cromoplastico (BLCY2), y que se
induce de forma masiva durante la maduracion del
fruto y por el tratamiento con etileno. Esta etapa de
la ruta parece ser limitante regulando el flujo de la
sintesis de carotenoides durante la maduracion del
fruto.
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Figura 1. Ruta de biosintesis de carotenoides. Se indican las
principales enzimas de la ruta y los carotenoides identificados en
frutos citricos. Con una flecha verde se indica la rama de la ruta
activa en tejido cloroplastico y una flecha roja la activa en tejido
cromoplastico. Los genes/enzimas subrayados han sido descritos y
caracterizados en citricos por nuestro grupo. Las principales
variedades/mutaciones de citricos que utilizamos en nuestras
investigaciones estan situadas en la ruta, proximas al carotenoide
que se acumula de forma mayoritaria o distintiva en ese fruto

Una de las etapas de la carotenogénesis de los
frutos citricos que esta siendo objeto de atencién en
el laboratorio es la acumulacién de licopeno,
pigmento que confiere color rojo, ya que por su alta
capacidad antioxidante tiene una gran relevancia
nutricional. La acumulacion de este carotenoide es
una caracteristica inusual en los citricos, ya que solo
se produce en algunos mutantes de pomelo, pumelo
0 zamboa, o en pocas mutaciones de naranja dulce.
Los resultados bioquimicos indican que los niveles
de carotenos y xantofilas en pomelos y naranjas
rojas son diferentes, y sugieren que las causas que
han conducido a la acumulaciéon de este pigmento
son distintas en ambas especies. Asi, en la naranja
CaraCara la expresion de genes de biosintesis de
carotenoides sugiere que las diferencias respecto a
la linea parental parecen situarse en las etapas
previas a los carotenoides (la ruta MEP) con una
mayor expresion de los genes DXS y HDS, asi como
de B-LCY2, por lo que el mutante podria tener
estimulada la entrada de precursores de
carotenoides y de los carotenos iniciales. Sin
embargo, en pomelos rojos o rosados parece ser
que una disminucién de la expresion y actividad del
gen B-LCY2 durante la maduracion del fruto,
respecto a los pomelos blancos o naranjas, puede
ser responsable de la acumulacién de licopeno. La
disponibilidad de nuevos mutantes (Figura 1) que se
han identificado en otros paises citricolas, como
Brasil y Sudafrica, nos esta permitiendo avanzar, en

colaboracion con investigadores de estos paises,
para intentar comprender la naturaleza de estas
alteraciones que conducen a la acumulaciéon de
licopeno.

Otra de las lineas de trabajo que hemos
desarrollado recientemente en nuestro grupo ha sido
el estudio de la sintesis de apocarotenoides C30
(apoC30) en frutos citricos. Los apoC30 son
productos del catabolismo de los carotenoides,
presumiblemente de xantofilas hidroxiladas, y su
presencia esta restringida a los frutos del género
Citrus. La importancia de estos compuestos radica
en que aportan la atractiva tonalidad naranja-rojiza
de la piel de naranjas y mandarinas y, por tanto, su
acumulacién estd directamente relacionada con el
color y la calidad externa del fruto. En los ultimos
afios se han caracterizado numerosas enzimas,
denominadas enzimas de corte de carotenoides
(CCDs), implicadas  en la sintesis de
apocarotenoides en plantas, pero ninguna de ellas
es capaz de generar apoC30. Mediante la utilizacion
de diferentes variedades de naranjas y mandarinas
con una acumulacién diferencial de apoC30 y un
analisis exhaustivo de las bases de datos de
secuencias de citricos hemos identificado una nueva
familia de CCDs en citricos. Uno de los miembros de
esta familia, CCD4B, present6 un patron de
expresion muy acorde con la acumulacion de
apoC30, y ensayos funcionales han permitido
demostrar inequivocamente su actividad de
fragmentacion de xantofilas hidrolizadas para
generar apoC30. Es interesante destacar que ésta
es la unica CCD descrita hasta en el momento cuya
mayor actividad en frutos promueve y estimula la
coloracién. La identificacion de esta nueva etapa en
la ruta de carotenoides en citricos tiene un elevado
potencial biotecnolégico por su implicacion directa
en la coloracién del fruto y por ser una actividad
especifica de la piel del fruto.

Estos estudios mas basicos de regulacién de la
carotenogénesis en los citricos se complementan y
nos ayudan a entender otros procesos aplicados en
los que los carotenoides tienen un papel relevante.
Asi, hemos sido capaces de comprobar que la
conservacion de frutos a temperaturas intermedias,
entorno a 12° C, estimula la coloraciéon del fruto e
incrementan el contenido de carotenoides, tanto en
la piel como en la pulpa (Figura 2). Esto puede ser
especialmente relevante, ya que en determinadas
condiciones de conservacion se puede no solo
mejorar la  coloracion del fruto sino también
aumentar la concentracion de xantofilas relevantes
para la nutricién, como la B-criptoxantina que es
precursora de la Vit A. Por otro lado, el licopeno
también puede desempefiar un papel protector en
los frutos citricos frente a los dafios que se producen
durante la conservacion a bajas temperaturas (2°C).
En estas condiciones de conservaciéon, hemos
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comprobado que las lesiones por frio Gnicamente se
producen en las zonas amarillas de los frutos,
mientras que en las zonas rojas, en las que se
acumulan altas cantidades de licopeno, no se
manifestaron ningun tipo de dafos (Figura 3).
Nuestro objetivo es intentar caracterizar si esta
induccion de tolerancia a las bajas temperaturas
esta directamente relacionada con la presencia de
licopeno y los mecanismos bioquimicos vy
moleculares implicados en la misma, que puede ser
la base para futuras aplicaciones.

Semanas de conservacic')n
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Figura 2. Evolucion del color externo e interno de frutos de
naranja durante el almacenamiento postcosecha a 2°C y
12 °C. Se puede observar como la temperatura de
conservacion de 12°C promueve la coloracion de los frutos
estimulando la acumulacion de carotenoides en la piel y la
pulpa.

Figura 3. Sintomas de dafios por frio en frutos de pomelos
Star Ruby almacenados durante 8 semanas a 2°C,
restringidos Uunicamente a las zonas amarillas de la piel

Estas lineas de investigacion se complementan con
trabajos en colaboracién con otros laboratorios
nacionales. En este sentido, destaca nuestra
participacion en la generacion y caracterizacion de la
primera planta transgénica de naranja en la que se
ha modificado el contenido y composicion de
carotenoides, y se ha demostrado que el aumento
en el contenido de [-caroteno conlleva un
incremento de la capacidad antioxidante in vitro del
zumo de estas naranjas. Por otro lado, en el marco
de un proyecto relacionado con alimentos
funcionales hemos analizado la biodisponibilidad y la
funcionalidad de  extractos de  diferentes

carotenoides, asi como de zumos enriquecidos en
carotenoides relevantes para la salud.

b) Compuestos Voltiles

En los ultimos afios en nuestros proyectos también
hemos abordado mediante  aproximaciones
fisiologicas y moleculares, el estudio de compuestos
volatiles en frutos citricos. Los compuestos volatiles
son determinantes en el aroma del fruto, un
importante atributo de calidad, pero también tienen
funciones ecofisioldgicas claves, como la atraccion
de dispersores de semillas, o la defensa frente a
diferentes estreses biodticos. Los principales volatiles
que conforman el aroma de frutos citricos son de
naturaleza terpénica, siendo el monoterpeno
limoneno el mayoritario en las glandulas de aceite
de los frutos. En nuestro laboratorio hemos
utilizado diferentes especies y variedades de
citricos, asi como mutantes o plantas transgénicas
en las que se ha alterado la expresion de genes
clave de la biosintesis de volatiles, para llevar a
cabo estudios comparativos del contenido de
compuesto volatiles en la piel y pulpa del fruto y la
emision de volatiles de frutos intactos. Las
situaciones que hemos seleccionado para estudiar
los cambios en contenido y composicion de
compuestos volatiles han sido la maduracién natural
del fruto, asi como diferentes situaciones
postcosecha de interés en citricos, como la
conservacion refrigerada o el tratamiento de
desverdizacién con etileno. Estas investigaciones
también las hemos abordado desde una
aproximacion molecular, estudiando el perfil
transcripcional de diferentes mono- y sesquiterpeno
sintasas implicadas en la biosintesis de los terpenos
volatles mas relevantes en frutos citricos. En
general, se ha observado que no existe una clara
relacion entre el contenido de volatiles en las
glandulas de aceite de la piel del fruto y la emision
de los mismos, lo cual sugiere que ambos procesos
son independientes o con una regulacién distinta.
Por otro lado, también hemos abordado Ila
caracterizacion de una familia de compuestos
volatiles denominados norisoprenoides que son
derivados de los carotenoides. Los norisoprenoides
presentan, en general, un umbral de percepcion
olfativa muy bajo con una elevada repercusién en el
aroma de numerosos frutos. En este sentido,
utilizando diferentes especies y variedades de frutos
citricos con una pigmentacion distintiva hemos
estudiado el perfil de compuestos volatiles
norisoprenoides y su relaciéon con el contenido y
composicion de carotenoides. Es interesante
destacar que hemos podido identificar una clara
relacion  sustrato-producto entre determinados
carotenoides y compuestos norisoprenoides, y que
algunos de los norisoprenoides identificados, como
por ejemplo el B-ciclocitral, pueden aportar notas
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aromaticas muy apreciadas en determinadas
variedades de frutos citricos.

c) Sintesis de Vitamina C en los citricos

A pesar de la importancia de la Vitamina C en los
frutos citricos y de que ha sido objeto de numerosos
estudios durante afios, la ruta de biosintesis y su
regulaciéon es desconocida. En el marco de un
proyecto de la UE del programa Marie Curie Actions
(VITACITRUS2) desarrollado en nuestro grupo se
plante6 como objetivo identificar la/s ruta/s
principal/es de sintesis de vitamina C en citricos:
enzimas/genes clave, variaciones a lo largo del
desarrollo en frutos de distintas variedades y el
efecto de diversos factores ambientales. Utilizando
las bases de datos de secuencias en citricos
disponibles se identificaron mas de 20 genes de las
distintas etapas de biosintesis, oxidacion y reciclaje
del ascorbato y se llevd a cabo un andlisis
transcripcional durante la maduracién del fruto en
distintas variedades y especies, que se correlaciond
con las variaciones en vitamina C. El conjunto de
resultados indica que, la biosintesis de ascoérbico no
esta regulada solamente por cambios
transcripcionales 'y que intervienen  otros
mecanismos mas complejos. La ruta de la L-
galactosa parece tener un papel relevante en la
sintesis de esta vitamina sobre todo en etapas mas
avanzadas de la maduracién del fruto. Una

conclusion relevante de estos estudios es que la piel
contiene mayores contenidos de ascorbico que la
pulpa y que la expresiéon de los distintos genes de
las rutas es diferente entre ambos tejidos, lo que
indica mecanismos independientes de regulacién del
contenido de esta vitamina. Actualmente, esta linea
de trabajo se esta extendiendo a otras variedades y
a otros tejidos de la planta, al mismo tiempo que se
esta analizando la influencia de diferentes factores
ambientales, lo que nos permitirda conocer las
principales etapas metabdlicas y genes reguladores
del contenido de ascorbico, su potencial funciéon en
los distintos tejidos, con el objetivo que sean la base
de futuras estrategias para mejorar el contenido en
este importante componente de la calidad nutricional
de los citricos.

Lorenzo Zacarias y Maria Jesus Rodrigo son

investigadores del Instituto de Agroquimica vy
Tecnologia de Alimentos, IATA-CSIC, Valencia.
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Novedades Cientificas

Descubren en plantas la primera molécula que
reprime la proliferacién celular promovida por
hormonas

Barcelona, 26 de junio de 2014.

El estudio, liderado por cientificos del CSIC,
muestra que la proteina BRAVO, especifica de
células madre, frena el crecimiento de la células
madre desencadenado por hormonas

El resultado permite entender cGmo se controla
la actividad de las células madre, algo comin en
animales y plantas

El mecanismo puede ayudar a desarrollar
plantas més resistentes a condiciones adversas

Un trabajo liderado por Ana Cafo-Delgado,
investigadora del CSIC en el Centre de Recerca en
Agrigendmica (CRAG), ha identificado en la planta
Arabidopsis una molécula que Dbloquea la
proliferacion de las células madre promovida por
hormonas esteroides vegetales (brasinoesteroides).
Se trata de un factor de transcripcién que han
bautizado como BRAVO (acrénimo del
Brasinoesteroides en el Centro Vascular vy
Organizativo, en inglés).

Tal como demuestran los cientificos, BRAVO sélo
esta presente en el nicho de células madre, donde
contrarresta y reprime la division y proliferacion
celular desencadenada por hormonas. Actua, tal
como la definen, como una “cerradura de seguridad”
que evita la proliferacion celular desmesurada. El
trabajo se publica en la prestigiosa revista
Developmental Cell.

“Creemos”, dicen los cientificos en su trabajo, “que
BRAVO funciona confiriendo a las células madre la
capacidad de superar los factores de estrés
externos”, factores que desencadenan una
sobreexpresion de esteroides vegetales, los cuales a
su vez inducen el crecimiento celular. Sin este
control, habria una proliferaciéon sin control de las
células, la planta no se desarrollaria correctamente y
perderia su capacidad de adaptarse a los cambios
ambientales. Por eso, este trabajo puede ayudar a
desarrollar plantas mas resistentes a condiciones
adversas.

Algo similar pasa en animales cuando hay un
incontrolado crecimiento celular, que en ese caso
deriva en un tumor. El hallazgo también puede
ayudar a entender la proliferacion celular mediada
por hormonas y su control, y en la investigacion
contra los canceres hormono-dependientes.

El sutil equilibrio entre la divisién y no division celular

Las plantas disponen de células no diferenciadas
que les confieren un crecimiento indefinido: son los
llamados meristemos, tejidos embrionarios con
células indiferenciadas que se hallan en el extremo
de las raices y de los tallos, y que permiten a la
planta crecer a lo largo de toda su vida. También
tienen un reservorio o nicho de células madre en la
base de la raiz primaria (lo primero que emerge del
embrion).

Ana Cafio-Delgado y su equipo demostraron, en
trabajos anteriores, que los esteroides vegetales
controlan la progresion del ciclo celular y la
diferenciacion de los meristemos de las raices de la
planta modelo Arabidopsis. También demostraron
que el aumento en la expresion de esteroides induce
una diferenciacion celular acelerada y “masiva” de
las células, hasta el punto de que se agota la
reserva de células madre y las plantas no crecen.

En condiciones naturales, la planta consigue un
equilibrio de division-no division en el nicho de
células madre: mantiene un nucleo de células que
no se dividen (lo que se denomina “estado de
quiescencia”) a pesar de estar rodeadas de células
madre que han recibido la sefial de las hormonas
esteroides y se estan dividiendo y proliferando
rapidamente. ;Qué hace que las células
quiescentes del nicho no se dividan? Esta era la
pregunta que aun no se habia conseguido responder
y para la cual este trabajo aporta el hallazgo de
BRAVO.

Para identificar BRAVO, el equipo ha usado técnicas
especificas y de gran resoluciéon (citometria de flujo
con marcadores especificos de células madre) para
identificar los genes implicados en la respuesta
hormonal y que sdlo estan en células concretas de
un tejido, lo que supone un gran avance cientifico.
“Estas técnicas”, dice Ana Cafio-Delgado, “nos
permiten identificar qué genes de la planta, de los
28.000 en el caso de Arabidopsis, actuan en células
concretas. Eso es muy novedoso porque
normalmente se estudian los genes que actuan en
érganos enteros de la planta (hoja, raiz, tallo...) y ha
permitido identificar a BRAVO, que se encuentra
exclusivamente en el nicho de células madre”.
Trabajando con plantas modificadas, han visto que
aquellas que no expresan BRAVO tienen una alta
tasa de divisiéon celular, mientras que en las que se
sobreexpresa BRAVO, no hay division celular ni
crecimiento de las raices.

Los cientificos también han demostrado que BRAVO
bloquea directamente el crecimiento celular mediado
por hormonas. Concretamente, han visto que
BRAVO interactia directamente y bloquea BES1,
una proteina que se expresa y se acumula en las
células como respuesta a la sefial de esteroides, y
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que “actia como un interruptor que modula la
division de las células en el nicho celular”.

BRAVO asegura las bajas tasas de proliferacion
celular y confiere a la planta la capacidad de
adaptarse a cambios del entorno. Entender este tipo
de mecanismo es esencial para conseguir plantas
que respondan adecuadamente a situaciones
adversas.

Este trabajo de investigacion forma parte del
doctorado de Josep Vilarrasa-Blasi, estudiante en el
laboratorio de Ana Cafio-Delgado. En el trabajo se
ha contado con la colaboracién del grupo de fisicos
dirigido por Marta Ibafies, de la Universidad de
Barcelona, y también han participado cientificos de
la Universidad Pompeu Fabra (Espana), Universidad
de Duke (EEUU), Universidad de Heidelberg
(Alemania) y del CNRS (Francia).

Ana |. Cafio Delgado, Ph.D.

Centre de Recerca en Agrigenomica (CRAG)
Campus UAB

Edificio CRAG- Bellaterra (Cerdanyola del Vallés)
(08193) Barcelona

Spain

Tel: +34 646 688 212
http://canolab.cragenomica.es

Informe presenta perspectiva global de mercado
en agrobiotecnologia para 2013-2019

Fuente: Fundacién Antama 16/06/2014

Research and Markets ha publicado el informe
‘Agricultural Biotechnology Market — Global Industry
Analysis, Size, Share, Growth, Trends and Forecast,
2013 — 2019', un estudio que analiza y pronostica la
situacién global del mercado mundial de la
agrobiotecnologia en términos de ingresos desde
2013 hasta 2019.

Segun el informe, la soja y el maiz seran los cultivos
modificados genéticamente de mayor consumo a
nivel mundial. Se espera una creciente demanda de
soja y maiz para alimentacion animal, ésto se debe
al aumento del consumo de carne necesario y por
tanto de la produccion agraria.

Pese a que actualmente el mercado mundial de la
biotecnologia agraria esté dominado por Estados
Unidos, el informe prevé que Brasil pisara los
talones a la gran potencia de aqui a 2019. El estudio
revela que las empresas estan gastando
actualmente entre un 15 y un 20 por ciento de sus
ingresos en iniciativas de investigacion y desarrollo.
Toda la informacion sobre el informe en:
http://www.researchandmarkets.com/research/7x6zrt

[agricultural

Descubren por qué la sombra reduce las
defensas de las plantas

Fuente: Servicio de Informacion y Noticias
Cientificas (SINC) 20/06/2014

Investigadores del Centro Nacional de Biotecnologia
han descubierto el mecanismo por el que la sombra
reduce las defensas de las plantas. Este
descubrimiento puede ayudar a disefiar estrategias
biotecnoldgicas que mejoren la produccion agricola
en condiciones de alta densidad de cultivo.

La alta densidad de cultivos en la agricultura
moderna es responsable del aumento de
productividad de las explotaciones agrarias. Sin
embargo, tiene un efecto negativo sobre la
capacidad de las plantas de defenderse contra
insectos y ofros patdégenos. Investigadores del
Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas han
descubierto el mecanismo por el que la sombra
reduce las defensas de las plantas, lo que podria
ayudar a disefiar estrategias que mejoren la
produccién agricola.

Segun explica el cientifico del CNB Roberto Solano,
‘la sombra que genera la alta densidad de cultivo
actia como una sefial que induce el crecimiento
vegetal para alcanzar la luz, pero esa redistribucion
de recursos para el crecimiento tiene como
contrapartida una disminucidon de la capacidad de
activacion de defensas, entre ellas las que
dependen de la fitohormona jasmonato”.

El grupo dirigido por Solano acaba de publicar un
trabajo en la revista Plant Cell en el que identifican
por primera vez los factores de transcripcion
necesarios para activar las defensas de la planta
frente a insectos y patdgenos necrétrofos.

En el laboratorio del CNB, José Manuel Chico ha
descubierto que los activadores transcripcionales
MYC2, MYC3 y MYC4 estan regulados
negativamente por los represores JAZ. En
condiciones de luz, los fotorreceptores de la planta
(principalmente PhyB) mantienen niveles altos de
MYC2, MYC3 y MYC4.

Sin embargo, la sombra inactiva a PhyB y eso
reduce la estabilidad de estos activadores
transcripcionales, reduciendo los niveles de estas
proteinas.

Al mismo tiempo, la sombra estabiliza a los
represores JAZ, aumentando los niveles de estos
represores, lo que contribuye a reducir la capacidad
de activacion de defensas de la planta por los
factores MYC.

Referencia bibliogréfica:

Chico JM, Fernandez-Barbero G, Chini A,
Fernandez-Calvo P, Diez-Diaz M, Solano R.
Repression of jasmonate-dependent defenses by
shade involves differential regulation of protein
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stability of MYC transcription factors and their JAZ
repressors in Arabidopsis. Plant Cell. 2014; pii:
tpc.114.125047.

Identificacién de una proteina represora (GBF1)
del gen AtCathB3 que es fundamental no solo
en el proceso de germinacion sensu stricto de
las semillas de A. thaliana sino también en la
posterior movilizacion de reservas.

Fuente: Comunicacion personal

La germinacion se inicia con la captacion de agua
por la semilla quiescente y se completa cuando el
embrion rompe los tejidos envolventes y la cubierta
de las semillas, permitiendo la emergencia de la
radicula. El crecimiento posterior de la plantula hasta
que adquiere plena competencia fotosintética se
considera un proceso post-germinativo. En ambas
fases, germinacion sensu stricto y movilizacion de
reservas (post-germinacion) la expresién de distintos
tipos de hidrolasas tiene lugar de un modo
controlado y este control se ejerce principalmente a
nivel de transcripcién. La hidrdlisis de proteinas
catalizada por proteasas tipo catepsina B ha sido
considerada fundamentalmente un proceso post-
germinativo.

En este articulo hemos descrito que el gen AtCathB3
que codifica una proteasa tipo Cathepsina B, no es
solo importante durante la movilizacion de reservas
(post-germinacion) sino que es esencial durante la
germinacién sensu stricto ya que mutantes en este
gen (KO y sobre-expresores) presentan una
alteracion importante en sus cinéticas de
germinacién. También hemos explorado la
regulacion transcripcional de AtCathB3 y hemos
identificado un motivo en cis- (elemento CathB3)
altamente conservado en los promotores de los
genes CathB3 ortdlogos en distintas Brassicaceae
que es especificamente reconocido en trans- por el
factor de transcripcion GBF1. Realizando
experimentos de hibridacion in situ de mRNAs
(Fluorescence in situ hybridization, FISH) hemos
demostrado que los genes AtCathB3 y GBF1 se co-
expresan en la epidermis y en los incipientes haces
vasculares del eje embrionario, con anterioridad a la
protrusion de la radicula. Ademas, durante la post-
germinacion la expresion de AtCathB3 se extiende a
los cotiledones. Estas imagenes al microscopio han
sido seleccionadas para ilustrar la portada del
volumen 65 (8) del Journal of Experimental Botany
donde nuestro articulo ha sido recientemente
publicado.

- lIglesias-Fernandez R, Wozny D, Iriondo de Hond
M, Onate-Sanchez L, Carbonero P and Barrero-
Sicilia C (2014) The AtCathB3 gene, encoding a
cathepsin B-like protease, is expressed during
germination  of  Arabidopsis  thaliana  and
transcriptionally repress by the basisc leucine zipper

protein GBF1. Journal of Experimental Botany 65:
2009-2021.
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Portada: El gen AtCathB3, que codifica una proteasa tipo
catepsina B, regulada negativamente por la proteina GBF1,
afecta a la germinacion sensu stricto de las semillas y a la
sub-siguiente movilizacion de reservas. Aqui demostramos
que los genes AtCathB3 y GBF1 se co-expresan en la
epidermis y en los incipientes haces vasculares del eje
embrionario, antes de la emergencia radicular, y durante la
post-germinacion (movilizaciéon de reservas) esta expresion
se extiende a los cotiledones.

La naranja dorada. El caso de otro transgénico
de oro

Fuente: naukas.com 17/01/2014

Estamos en plena temporada de citricos. Este grupo
de plantas recoge distintas especies del género
citrus, que se caracteriza por el alto contenido en
vitamina C y acido citrico que le da nombre al grupo.
Engloba a las naranjas dulces (Citrus sinensis),
naranjas chinas (Citrus japonica), naranjas amargas
(Citrus aurantium), mandarinas (Citrus reticulata),
limones (Citrus limon), pomelos (Citrus paradisi),
limas (Citrus aurantifolia) y toronjas (Citrus medica).
Constituyen los cultivos frutales mas ampliamente
producidos y econémicamente importantes en el
mundo. Solo en Espafia, las naranjas representaron
practicamente el 50% de la produccion de citricos en
2011. Entre los 10.9 millones de toneladas de
citricos comercializados en 2009, la naranja dulce
(Citrus sinensis L. Osbeck) representd
aproximadamente el 60% de la produccion total.
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Las naranjas contienen una gran cantidad de
antioxidantes, incluyendo carotenoides, vitamina C,
ciertos metabolitos y sustancias quimicas como
flavonoides 'y polifenoles, con propiedades
saludables. Muchas de estas moléculas vegetales
se han relacionado con una proteccién antioxidante.
La evidencia cientifica sugiere que los efectos
beneficiosos que aportan estas moléculas en la
salud son mayores cuando son ingeridos de forma
regular y en cantidades especificas, mas que si se
ingieren como suplementos dietéticos [1]. Los
carotenoides son los principales pigmentos
responsables del color de la piel y de la pulpa de la
fruta y contribuyen enormemente al valor nutricional
y antoxidante de esta. Aunque los citricos son una
fuente rica y compleja de carotenoides, la mayoria
de las variedades de naranja acumulan
principalmente (,B-xantofilas, que representan mas
del 90% del total de los carotenoides, siendo la 9-Z-
violaxantina el principal carotenoide de la pulpa de la
fruta madura [2]. Por el contrario, los niveles de
otros carotenoides nutricionalmente importantes
como el B-caroteno son considerados deficientes en
estas variedades. Ademas de ser el precursor mas
importante de la vitamina A, un gran numero de
estudios epidemioldgicos y de laboratorio (in vitro,
animal y cultivo celular) han sugerido que el B-
caroteno ofrece protecciéon frente a ciertas
enfermedades degenerativas relacionadas con la
edad, como varios canceres (principalmente del
tracto  aerodigestivo), diabetes tipo 2 vy
enfermedades coronarias.

Sin embargo, bien porque todo el mundo no tiene
acceso a este tipo de alimentacion o por
desconocimiento del consumidor, que no sabe qué
frutas son las mas ricas o en qué cantidad, los
niveles optimos de estas sustancias que hay que
ingerir, no siempre se alcanzan en la dieta. Por este
motivo, la ingenieria genética es una de las
herramientas clave para producir alimentos
biofortificados con el objetivo de enriquecer la
alimentacion y reducir el riesgo de enfermedades
cronicas, mejorando la cantidad y biodisponibilidad
de nutrientes [3].

Referencia de esta investigacion

Elsa Pons, Berta Alquézar, Ana Rodriguez, Patricia
Martorell, Salvador Genoves, Daniel Ramon, Maria
Jesus Rodrigo, Lorenzo Zacarias and Leandro Pefia.
(2014) Metabolic engineering of B-carotene in
orange fruit increases its in vivo antioxidant
properties. Plant Biotech J. 12: 17-27.

[1] Guarnieri, S., Riso, P. and Porrini, M. (2007)
Orange juice vs vitamin C: Effect on hydrogen
peroxide-induced DNA damage in mononuclear
blood cells. Br. J. Nutr. 97, 639-643.

[2] Kato, M., [koma, Y., Matsumoto, H., Sugiura, M.,
Hyodo, H. and Yano, M. (2004) Accumulation of

carotenoids and expression of carotenoid
biosynthetic genes during maturation in citrus fruit.
Plant Physiol. 134,824-837.

[3] Martin, C. (2012) The interface between plant
metabolic engineering and human health.Curr. Opin.
Biotechnol. 24, 344—-353

Cientificos del JRC crean ‘GMO-Matrix’, un
nuevo sistema para la deteccion de OMGs en la
cadena alimentaria.

Fuente: Fundacion Antama 27/05/2014

Cientificos del Centro Comun de Investigacion (JRC)
de la Comision Europea han desarrollado ‘GMO-
Matrix’, una nueva herramienta mas precisa y
rentable para la deteccion de organismos
modificados genéticamente (OMGs) en la cadena
alimentaria. Este sistema vincula la informacién de
dos bases de datos del JRC: GMOMETHODS, base
de datos publica de referencia en la Unién Europea
para en analisis de OMGs; y Central Core DNA
Sequences Information System (CCSIS), base de
datos que contiene secuencias de ADN vinculadas a
los procesos de autorizacion de OMGs.
‘GMO-Matrix’ realiza una simulacién por ordenador
que permite reducir los costes de personal para
realizar estos analisis orientados a la cadena de
suministros de alimentos y piensos. Este nuevo
sistema permite una deteccion mas precisa que
permite unos métodos de deteccion y andlisis mas
completos con el maximo de referencias posibles de
OMGs posibles a detectar. También permite
simplificar y optimizar las evaluaciones concretas
que se han de realizar si el analisis previo da
positivo.

Esta nueva herramienta ha sido desarrollada por el
European Union Reference Laboratory for GM Food
and Feed (EU-RL GMFF), uno de los siete
laboratorios mas importantes coordinados por el
JRC. EIl laboratorio en cuestién se encarga de
validar los métodos de deteccion de OMGs en
alimentos y piensos como parte de los procesos de
autorizacion de OMGs en la Unién Europea.
También se encarga de dar apoyo a los laboratorios
nacionales de los Estados Miembro en su actividad
sobre OMGs.

La biotecnologia vegetal debe redoblar esfuerzos
para los desafios del siglo XXI

Fuente: AgroBio 25/04/2014

“‘Esto es necesario debido a que el objetivo es
producir mas alimentos y energia de manera
eficiente.” Asi lo considera la Dra. Raquel Chan, una
de las diez mujeres que lideran la ciencia en
América Latina de acuerdo con una evaluacion
realizada en 2013 por la BBC de Londres y la Red
Interamericana de Academias de Ciencias.
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Como se espera que la poblacién humana alcance
los 9 mil millones de personas en 2050, “la
biotecnologia aplicada a plantas debe redoblar sus
esfuerzos para encontrar maneras de producir
eficientemente mas alimentos y energia”, sefald
Chan, quien es investigadora del CONICET vy
directora del Instituto de Agrobiotecnologia del
Litoral, en Argentina.

A lo largo de los siglos, la humanidad ha creado
especies nuevas de cultivos a través de métodos de
cruza y seleccion, indico Chan. Y con herramientas
de ingenieria genética aplicadas en las dultimas
décadas, ya es posible modificar el ADN de plantas
como el maiz, el arroz o el trigo, y desarrollar
variedades mas tolerantes a sequias, a suelos
salinos y otros factores ambientales desfavorables,
anadio.

Para Chan la literatura cientifica revela que la
produccién potencial y real de los cultivos esta
llegando a una meseta, por lo que los desafios que
enfrenta la humanidad exigen que la biotecnologia
vegetal redoble sus esfuerzos. Si bien se han
desarrollado plantas de interés agrondmico con
tolerancia a diferentes condiciones extremas, “cabe
destacar que éstas no se han convertido en un
producto de mercado todavia, en parte, quizas,
porque las pruebas de campo y de seguridad
prolongados estén ralentizando su llegada. Pienso
que se deben acelerar estos procesos bajo estrictos
niveles de control”.

Hace un par de afios, el laboratorio de Chan
desarrollé, en colaboracién de la empresa Indear
S.A., una tecnologia basada en el gen HaHB4 de
girasol que confiere tolerancia a estreses multiples a
cultivos de soja, maiz y trigo.

ScienSeek, un nuevo buscador de contenidos
cientificos

Fuente: SINC 04/04/2014

La Fundacion General CSIC acaba de lanzar
ScienSeek, una herramienta informatica para buscar
contenidos web relacionados con la investigacion
cientifica. El nuevo buscador ya esta disponible para
todas las personas e instituciones interesadas de
forma gratuita. La herramienta se basa en la
tecnologia de buscador personalizado de Google,
pero limita sus exploraciones a centros de
investigacion y publicaciones de caracter cientifico,
asi como a administraciones publicas y organismos
internacionales.

ScienSeek es una herramienta informatica para
buscar contenidos web relacionados con la
investigacion cientifica que acaba de ser lanzada por
la Fundaciéon General CSIC. El nuevo buscador esta
disponble de forma gratuita para todas las personas
e instituciones interesadas.

Segun la institucién, encontrar informacién cientifica
en los buscadores generalistas conlleva para el
usuario un exceso de informacién no relevante, la
aparicion de gran cantidad de referencias de
credibilidad no contrastada y la necesidad de
disponer de tiempo para seleccionar la informacion
atil.

El valor de ScienSeek como buscador es que
proporciona resultados focalizados en la ciencia, ya
que se filtran mediante una base de datos propia de
instituciones y recursos de caracter cientifico, lo que
evita el exceso de ruido procedente de direcciones
web no cientificas, indican estas fuentes.

Ademas, este buscador de la Fundacién General
CSIC destaca por ser una herramienta colaborativa
y poder integrarse en cualquier web o blog sin
ningun tipo de coste, mediante un widget de codigo
html sencillo.

Buscador personalizado de Google

ScienSeek se basa en la tecnologia de buscador
personalizado de Google, pero limita sus
exploraciones a centros de investigacion y
publicaciones de caracter cientifico, asi como a
administraciones publicas y organismos
internacionales. Dichos filtros son utilizados por el
usuario en funcion de sus intereses. Gracias a la
labor de recopilacion de miles de direcciones web
especificas es posible acotar las busquedas de
contenidos realmente Utles y de calidad
garantizada.

Con ScienSeek los propios usuarios pueden mejorar
el fitrado de la herramienta, dado que pueden
sugerir la incorporacién de direcciones web de
caracter cientifico a la base de datos. De esta
manera se consigue su actualizacion y mejora
constante.

Estudian las propiedades del amaranto, un
vegetal con alto nivel proteico

Fuente: UNAM/DICYT 27/06/2014

Mas alto que el trigo, el maiz, la cebada y el
arroz, hasta de 18 por ciento por cada 100
gramos de sus semillas

UNAM/DICYT En afos recientes, varios
investigadores de la UNAM, entre ellos, Teresa
Reyna Trujillo, agroclimatdloga del Instituto de
Geografia (IGg), se han dedicado a estudiar
vegetales que crecen en Mesoamérica y que desde
la época prehispanica fueron objeto de un proceso
de domesticacién y cultivo para que formaran parte
de la dieta de distintas culturas, como la maya, la
azteca y la totonaca, entre otras.

Uno de esos vegetales es el amaranto, palabra que
en griego significa “el que no se marchita”. Sus
semillas endulzadas son conocidas comunmente
como “alegria”, nombre que, en opinion de Reyna
Trujillo, restringe su potencialidad. “Si oimos el
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nombre ‘alegria’ lo relacionamos con la barra, con la
palanqueta que nos comemos, pero los usos de esta
planta son variados. Por ejemplo, con su harina se
puede hacer pan, galletas, atole, tamales y pasta
para sopas; ademas, sus tallos y hojas verdes se
aprovechan en diferentes sitios como verdura para
ensaladas, sopas y condimentos de guisos. Incluso
ahora es posible encontrar productos con amaranto
que se consideran gourmet”.

Alto nivel proteico

Una de las caracteristicas principales del amaranto
es que posee un nivel proteico mayor que el trigo, el
maiz, la cebada y el arroz: hasta de 18 por ciento
por cada 100 gramos de sus semillas. De ahi que la
universitaria proponga asignarle mas superficie de
cultivo, mayor abasto y comercializacién, pues
resulta una opcion viable para nutrir a la poblacién,
en especial la infantil y la de adultos mayores.
Alguna vez el DIF (Desarrollo Integral de la Familia)
incluyé productos derivados del amaranto en los
desayunos escolares; desgraciadamente fue por un
periodo corto.

“Ahora que se habla de campafas contra el
hambre, seria deseable que en lugar de frituras y
pastelitos, los pequefios tuvieran la oportunidad de
comer algo que realmente los nutra, como
panecillos, galletas y atole de amaranto, o semillas
reventadas y tostadas, mezcladas con leche y fruta.
De este modo, consumirian una inmejorable
proteina vegetal”, considerd Reyna Truijillo.

Resistente a la sequia

Otra de sus caracteristicas es que resiste mas que
otros cultivos las condiciones de sequia temporal y
se adapta a zonas desérticas del pais, donde la
precipitacion pluvial es baja.

“Por eso su nombre significa ‘el inmarcesible, el que
no muere, el que resiste’. Para mi fue una sorpresa
encontrarlo cultivado a mas de tres mil metros de
altitud en la regiéon andina, mezclado con quinua,
otra planta de la familia de las quenopodiaceas, que
se da en los paises andinos y cuyas semillas
igualmente han resultado un éxito en el mundo por
su calidad proteinica”.

En México, las especies que mejor se adaptan a las
zonas templadas y a las célidas son Amaranthus
hypochondriacus y Amaranthus cruentus,
respectivamente. “Esta ultima se adecua a las
condiciones climatoldgicas de Morelos, por ejemplo”,
afadio la investigadora.

El consumo se ha incrementado en zonas urbanas
del pais porque su distribucidon y comercializacion
estdn mejor organizadas; sin embargo, las
superficies de plantacién no han crecido debido a
que su cultivo y aprovechamiento todavia se llevan a
cabo de manera artesanal. Para la cultura incaica,
refirid, el amaranto fue fundamental como alimento y

en la actualidad se consume mucho mas en Peru y
Bolivia que en México.

“La gente da a su ganado y aves las hojas, tallos
tiernos y, en épocas de sequia, la paja del amaranto,
con lo que éstos hacen un consumo proteinico
importante”.

El amaranto se ha reincorporado paulatinamente a
nuestra alimentacion cotidiana, pero segun la
investigadora de la UNAM, falta trabajar para que
mas mexicanos, en particular de escasos recursos y
de zonas marginales, tengan acceso a él y se vean
beneficiados con sus bondades nutricionales

Soybean 'big data' online

Fuente:ISAAA 25/06/2014

The Soybean Knowledge Base (SoyKB), a new
online data resource was unveiled by scientists at
the University of Missouri. The database was
developed to allow greater collaboration among
international researchers, scientists and farmers to
solve questions encountered in soybean research.
Trupti Joshi, assistant research professor in
computer science said, "Researchers essentially
deposit their results from experiments into the
database, and high capacity computer systems
crunch the numbers to help determine results. Their
experiments become a part of the bigger picture
allowing future researchers to narrow their own
results."

Highly collaborative in nature, SoyKB uses
computational methods developed by computer
science engineers that can be used for many
disciplines, such as health sciences, animal
sciences, physics and genetics. It will provide the
digital infrastructure needed to store previously
disregarded data to take plant science to the next
level.

For more information, read the news release at
http://cafnrnews.com/2014/06/soybean-big-data-
online/.

Researchers sequence and analyze eucalyptus
genome

Fuente: ISAAA 18/06/2014

More than 80 researchers from 30 institutions in 18
countries have sequenced and analyzed the genome
of Eucalyptus grandis. The Eucalyptus genome has
640 milion DNA base pairs, containing 36,000
genes.

The eucalyptus team identified genes encoding the
18 final enzymatic steps for the production of
cellulose and the hemicellulose xylan, both cell wall
carbohydrates that can be wused for biofuel
production. Results also revealed an ancient whole-
genome duplication event estimated to have
occurred about 110 million years ago, as well as an
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unusually high proportion of genes in tandem
duplicate arrays.

The researchers also found that among sequenced
plants to date, Eucalyptus showed the highest
diversity of genes for specialized metabolites such
as terpenes, hydrocarbons that serve as chemical
self-defenses against pests, as well as providing the
familiar aromatic essential oils used in both
medicinal cough drops and for industrial processes.

For more details about this research, read the news
release at http://jgi.doe.gov/just-food-koalas-
eucalyptus-global-tree-fuel-fiber/

New website for fruit genome databases.

Fuente: ISAAA 11/06/2014

A new educational and outreach website, "tree fruit
Genome Database Resources", or tfGDR, was
launched to provide information to scientists,
growers, and industry about genome databases for
citrus, tree fruit, and berry crops. The tfDRG website
accesses a number of databases that house
genomic, genetic, and breeding resources for 22
major horticultural crops. It includes videos and
articles highlighting the role of genomics, breeding,
and these databases in solving industry problems in
fruit production.

Mercy Olmstead, University of Florida extension
educator said "lt's important that growers and
industry stakeholders understand how these data
can be used to solve production issues, improve
breeding efforts and find sources of disease and pest
resistance."

For details about the website, read the news release:
https://news.wsu.edu/2014/06/09/new-website-
highlights-fruit-genome-databases/#.U5e7H3KSySp.
The tfGDR website is at http://www.tfgdr.org/.

As CO; levels rise, some crop nutrients will fall

Fuente: news.illinois.edu 7/05/2014

Researchers have some bad news for future farmers
and eaters: As carbon dioxide levels rise this
century, some grains and legumes will become
significantly less nutritious than they are today.

The new findings are reported in the journal Nature.
Eight institutions, from Australia, Israel, Japan and
the United States, contributed to the analysis.

The researchers looked at multiple varieties of
wheat, rice, field peas, soybeans, maize and
sorghum grown in fields with atmospheric carbon
dioxide levels like those expected in the middle of
this century. (Atmospheric CO, concentrations are
currently approaching 400 parts per million, and are
expected to rise to 550 ppm by 2050.)

The teams simulated high CO, levels in open-air
fields using a system called Free Air Concentration
Enrichment (FACE), which pumps out, monitors and
adjusts ground-level atmospheric CO, to simulate
future conditions. In this study, all other growing
conditions (sunlight, soil, water, temperature) were
the same for plants grown at high CO, and those
used as controls.

The experiments revealed that the nutritional quality
of a number of the world’s most important crop
plants dropped in response to elevated CO; .

The study contributed “more than tenfold more data
regarding both the zinc and iron content of the edible
portions of crops grown under FACE conditions” than
available from previous studies, the team wrote.
“When we take all of the FACE experiments we've
got around the world, we see that an awful lot of our
key crops have lower concentrations of zinc and iron
in them (at high CO,),” said University of lllinois plant
biology and Institute for Genomic Biology professor
Andrew Leakey, an author on the study. “And zinc
and iron deficiency is a big global health problem
already for at least 2 billion people.”

Zinc and iron went down significantly in wheat, rice,
field peas and soybeans. Wheat and rice also saw
notable declines in protein content at higher CO-.

“Across a diverse set of environments in a number of
countries, we see this decrease in quality,” Leakey
said. Nutrients in sorghum and maize remained
relatively stable at higher CO; levels because these
crops use a type of photosynthesis, called C4, which
already concentrates carbon dioxide in their leaves,
Leakey said.

“C4 is sort of a fuel-injected photosynthesis that
maize and sorghum and millet have,” he said. “Our
previous work here at lllinois has shown that their
photosynthesis rates are not stimulated by being at
elevated CO,. They already have high CO; inside
their leaves.” More research is needed to determine
how crops grown in developing regions of the world
will respond to higher atmospheric CO,, Leakey said.
“It's important that we start to do these experiments
in tropical climates with tropical soils, because that’s
just a terrible gap in our knowledge, given that that's
where food security is already the biggest issue,” he
said.

The collaboration included researchers from Harvard
University (which led the effort)) Ben-Gurion
University of the Negev, in Beer Sheva, Israel; the U.
of |.; the University of California, Davis; the U.S.
Department of Agriculture’s Agricultural Research
Service; the National Institute for  Agro-
Environmental Sciences in Ibaraki, Japan; the
University of Melbourne, Australia; the University of
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Arizona; the University of Pennsylvania; and The
Nature Conservancy, Santa Fe, New Mexico.

Politica Cientifica

El Gobierno anuncia cinco nuevos centros para
el ‘dream team’ de la ciencia espafiola

Fuente: esmateria.com 18/03/2014

La secretaria de Estado de Investigacion ha
anunciado hoy en el Congreso de los Diputados los
cinco nuevos centros de investigacion Severo
Ochoa. Este sello reconoce a los centros de mayor
excelencia en investigacién en toda Espafa. Los
nuevos seleccionados, que recibiran un millén de
euros al afio hasta 2017, son el Centro Nacional de
Biotecnologia (CNB), el Instituto de Neurociencias
de Alicante, el Centro Vasco de Matematica
Aplicada, el Instituto Catalan de Nanociencia y
Nanotecnologia (ICN2) y el Instituto Catalan de
Investigacion Quimica (ICIQ). Los centros se unen a
los 13 ya seleccionados dentro del programa, cinco
en 2013 y ocho en 2012, afio en el que se cred. En
su dia, la seleccion de Centro Severo Ochoa fue
calificada como el “Dream Team” de la ciencia
espafiola. Segun el Ministerio de Economia y
Competitividad, de quien depende este programa, la
evaluacion y seleccion de los centros es llevada a
cabo por un Comité Cientifico independiente
formado por cientificos activos de prestigio
internacional reconocido. Los Comités Cientificos
«Severo Ochoa» cuentan con la colaboracion de
investigadores internacionales destacados.

CNB

El Centro Nacional de Biotecnologia pertenece al
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas.
Cuenta con una plantilla de 508 personas (en 2012).
El organismo es el quinto mejor centro de
investigacion en ciencias de la vida en Espafa,
segun su pagina web.

Instituto de Neurociencias de Alicante

Se trata de un centro mixto entre el CSIC y la
Universidad Miguel Hernandez. El afio pasado su
director, Juan Lerma, fue una de las voces mas
criticas por la restricciéon de fondos impuesta a su
centro debido a los problemas financieros del CSIC.

Centro Vasco de Matematica Aplicada

Es un centro participado por el Gobierno Vasco, la
Universidad del Pais Vasco, Innobasque e
Ikerbasque que abrié en 2008.

Instituto Catalan de Investigacion Quimica (ICIQ)

Es un centro creado por la Generalitat de Catalunya
que forma parte de la red de centros CERCA
impulsada por el Gobierno catalan. El ICIQ es el
mejor centro de investigacion de Espafia si se tienen
en cuenta las publicaciones de mayor excelencia.

Instituto Catalan de Nanociencia y Nanotecnologia
(ICN2)

Es un centro cuyo patronato esta compuesto por la
Generalitat, el CSIC y la Universidad Auténoma de
Barcelona. En 2013, segun Scimago, este era el
segundo centro de mayor excelencia cientifica de
todo el pais.

Demuestran que la investigacion cientifica tiene
un impacto econdmico inmediato

Fuente: Servicio de Informacion y Noticias
Cientificas (SINC) 03/04/2014.

La investigacion universitaria es un componente
clave del panorama econdémico de EE UU que,
segun un estudio de varias instituciones de este
pais, esta devolviendo la inversion a través de un
enorme valor publico y con impacto sobre el
empleo, el comercio y las empresas a nivel
nacional.

Un estudio realizado por investigadores de los
American Institutes for Research, la Comision de
Cooperacion Institucional de la Universidad de
Michigan, la Universidad de Chicago, y la
Universidad Estatal de Ohio confirma que el impacto
econémico de la financiacién en ciencia llega a corto
plazo.

"Este estudio proporciona evidencias de que la
ciencia es un trabajo productivo. El emprendimiento
cientifico emplea a personas. Estas utilizan las
aportaciones de capital, y la actividad econdmica se
produce de forma inmediata. Los responsables
politicos deberian comprender cémo se genera la
ciencia al tomar decisiones para asignar recursos, y
este estudio proporciona esa informaciéon de una
manera fiable y actual", declara Julia Lane,
economista gerente senior en los American Institutes
for Research, que lidera el informe.

Los investigadores usaron datos nuevos disponibles
del proyecto STAR METRICS, que se encarga de
controlar el impacto de las subvenciones federales
de EE UU en ciencia. El trabajo se publica en la
revista Science.
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"Nuestra investigacién se puede aplicar para estimar
rendimientos amplios, como los que tiene Ila
investigacion en la sociedad, mediante Ila
transformacion de las ideas de las publicaciones
académicas en patentes, y en Ultima instancia, con
los resultados. Ahora somos capaces de estimar,
por ejemplo, como la financiacién en investigacion
en un area concreta afecta a la incidencia de una
enfermedad, y cuales son las consecuencias para
las personas que la padecen y el precio de estas
ganancias”, asegura a Sinc Barbara McFadden, de
la Universidad de Melbourne.

La mayoria de los trabajadores que cuentan con el
apoyo de los fondos federales para investigacion no
eran miembros del cuerpo docente de la
universidad. De hecho, menos de uno de cada cinco
son investigadores de las propias facultades.

Los autores de este analisis también descubrieron
que cada universidad que recibe fondos gasta ese
dinero dentro de los EE UU apoyando a empresas
tanto grandes como pequefias —alrededor del 70%
fuera de sus estados de origen—.

"El proceso de la investigacion cientifica sirve de
apoyo a organizaciones y crea puestos de trabajo en
muchos de los sectores de alta cualificacion de
nuestra economia", anaden.

Las mediciones del trabajo se hicieron a partir de los
datos de nueve universidades: Michigan, Wisconsin-
Madison, Minnesota, Estado de Ohio, Northwestern,
Purdue, Estado de Michigan, Chicago e Indiana.

En conjunto, estas universidades recibieron cerca de
7.000 millones de ddlares en fondos de investigacion
y desarrollo en 2012, de los cuales alrededor del
56% procedia del Gobierno federal.

¢A quién y a donde van a parar los fondos?

Una idea clave del estudio fue averiguar qué
trabajos se financian con estos fondos. Segun los
expertos, "emplean trabajadores con diferentes
niveles de habilidad, y no son principalmente
profesores". De hecho, este colectivo representa
menos del 20% de las personas que recibieron el
apoyo de fondos federales. Aproximadamente uno
de cada tres eran estudiantes de posgrado o
pregrado.

El estudio también revela donde se gastan los
fondos. En 2012, casi mil millones se invirtieron en
proveedores y subcontratistas estadounidenses. Las
universidades compran bienes y servicios a una
amplia gama de contratistas, en diferentes
industrias: desde aquellas que suministran tubos de
ensayo, hasta las que proveen de telescopios y
microscopios a los centros de investigacion.

Muchas de las compras se hicieron a grandes
empresas estadounidenses. “Sin embargo, nos
sorprendi® que otras muchas eran pequefias
compainias del nicho de la alta tecnologia", afirman.
Respecto al alcance del impacto de la labor
cientifica a través de las universidades, el coautor

Roy Weis, de la Universidad de Chicago, declara:
“Ademas de hacer que el mundo sea un lugar mejor
gracias a sus descubrimientos, ahora tenemos datos
que apoyan los beneficios globales para la
sociedad".

Referencia bibliografica: Bruce A. Weinberg, Jason
Owen-Smith, Rebecca F. Rosen, Lou Schwarz,
Barbara McFadden Allen, Roy E. Weiss, Julia Lane,
“Science Funding and Short-Term Economic
Activity” Science 344, 4 de abril de 2014.

Espafia, ante la oportunidad de convertir la
ciencia en riqgueza

Fuente: EL PAIS (Sociedad) 13/06/2014
La falta de recursos es el mayor obstaculo para
el pais, aseguran empresarios e investigadores.

En la primavera de 1855, el cientifico inglés Michael
Faraday exponia en una conferencia sus
experimentos sobre la electricidad y el magnetismo.
Entre el publico se encontraba el ministro de
Hacienda, William Gladstone, que después se
convirtié en primer ministro del Reino Unido. Durante
la presentacion, Gladstone cuestiono6 al investigador:
“Todo esto es bonito, ¢;pero alguna vez
encontraremos una aplicacion practica?”. Faraday
sin dudarlo respondi6: “No hay que preocuparse,
algin dia el Gobierno cobrara impuestos sobre
esto”.

Con esta anécdota, el periodista cientifico Antonio
Calvo solt6 un érdago sobre la relaciéon que tienen la
ciencia y la economia. “Qué razon tenia Faraday,
hoy la electricidad no solo viene bien por los
impuestos, sino porque en estos momentos no
podiamos dar un solo paso sin ella”, arguyé durante
la conferencia “La oportunidad de convertir la ciencia
en riqueza”, organizada por la Fundacion Botin y EL
PAIS.

Que un pais genere dinero a través de la
investigacion cientifica es una tarea ardua, destaco
Guillermo Dorronsoro, decano de Ila Deusto
Business School. Y para lograrlo se deben de
involucrar todos los actores: politicos,
investigadores, empresarios, toda la sociedad,
comenté el director del Instituto de Biomedicina de
Sevilla, José Lépez Barneo durante su intervencion.
El objetivo en comun deberia de ser el progreso de
un pais, explico Ricardo Marti Fluxa, presidente de
la empresa de ingenieria aeronautica espafiola,
Industria Turbo Propulsores.

Para muestra, Dorronsoro, puso un botén: en
Alemania, donde la inversion en I+D+i llega casi al
3% del producto interior bruto (PIB), la tasa de paro
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es del 5,2%, mientras que en Espafa, en donde el
gasto en investigacion es de 1,3% del PIB, la tasa
de desempleo alcanza el 25%. “No hemos apostado
por aquello por lo que debemos apostar”, subrayé.

Ante este senalamiento, Cristina Garmendia
Mendizabal, ahora presidenta de Genetrix —firma de
soluciones biotecnoldgicas— y exministra de Ciencia
e Innovacion entre 2008 y 2011, puso el acento en
los logros que ha tenido Espafia. “Hace 15 afos
emprender en este pais era una cuestion de
heroicidad. Ahora tenemos calidad en la ciencia”,
remacho.

El gasto destinado a |I+D+i, sin embargo, ha venido a
la baja en el ultimo lustro, después de mantener un
ritmo estable de crecimiento entre 2005 y 2009,
cuando el presupuesto del Estado para las
actividades de investigacion casi se duplicé: pasé de
5.018 millones de euros a 9.662 millones. La
tendencia cambié bruscamente a partir del 2010, y
coincidi6 con el peor momento de la crisis
economica, que venia adentrandose también en el
resto de las naciones europeas. A partir de este
punto, y hasta el afio 2013, se observa que afo tras
afio sigue cayendo y se va debilitando la inversion
en |+D+i.

Para este 2014, el gasto segun el presupuesto
general del Estado, aumenta un 3,6% vy llega hasta
los 6.140 millones de euros. Segun un analisis de la
Confederacion de Sociedades Cientificas de
Espafa, el hecho de que haya un repunte durante
este afo no debe considerarse como positivo,
teniendo en cuenta el fortisimo deterioro acumulado
en los afios anteriores. “El cambio se muestra como
muy insuficiente”, de acuerdo con el estudio.“El
cambio se muestra muy insuficiente”, de acuerdo
con el estudio. “Un verdadero cambio de rumbo
demandaria que en sucesivos afios se haga un
esfuerzo mucho mayor para mejorar la situacion
critica en la que se encuentra nuestro sistema de
ciencia e innovacion que, no se olvide, sigue
basandose mas en fondos publicos que en
privados”, destaca la Confederacion.

Un pais puede alcanzar el éxito econémico mientras
apueste por una economia fundamentada en el
conocimiento y la tecnologia, afirmé Dorronsoro. “Un
Gobierno que no invierta esta condenado a estar en
los ultimos lugares en el mundo”, explicd Marti
Fluxa. Y alert6: para ver los resultados hay que
esperar entre 20 y 30 afos. Garmendia Mendizabal
aporté otro argumento para el debate. Generar
riqueza, dijo, no es solo cuestion de mas
subvenciones. “Es necesario un entorno financiero
adecuado. Se requiere capital semilla, mas créditos,
capital de riesgo”.

En una época de crisis econdmica, como la que vive
Espafa, en lo ultimo que se piensa es en la ciencia,
afirmé el decano de la Deusto Business School. Su
lamento no esta dirigido solo a los politicos, sino
también a la ciudadania. “La sociedad ha marcado
con una linea roja la educacion y la sanidad,
diciendo: ‘Esto no lo podemos perder’. En la ciencia
hay que construir esa linea”, agrego.

Mas 1+D e innovacién en la economia, unidos a
recursos mas eficaces, haran mas competitiva la
economia espafiola, espetd el director del Instituto
de Biomedicina de Sevilla durante su intervencion.
Las cifras lo demuestran: un estudio elaborado por
la consultoria PricewaterhouseCoopers (PwC)
explica que si el porcentaje del PIB que se destina a
I+D+i pasara del 1,3% al 1,7% se generaria una
mejora en la competitividad de la industria y se
produciria un crecimiento econémico del 2,3%..

En materia de [+D+i, la industria del pais invierte el
0,84% del valor de su produccién, mientras que la
media europea supera el 1,5%, es decir, casi el
doble”, destaca el informe de PwC. Las posibilidades
de incrementar el volumen de inversion pasan, entre
otras medidas, por atraer uno o mas de los centros
de innovacion que las grandes multinacionales
tienen desplegados en otros paises, de acuerdo con
la consultoria.

Desgraciadamente, la escasez de recursos
presupuestarios no es el Unico problema que tiene el
sistema, detallé6 Marti Fluxa. “Existen muchos otros
que tienen que ver con la estructura y gestion del
sistema, como la ejecucion de los presupuestos y el
cambio educativo en las universidades”, afirmo.

El empresario consideré que si bien la apuesta de
Espafia es crecer en ciencia, antes habria que
priorizar los campos de oportunidad. “No podemos
ser los mejores en todo”, indic6. En este tenor,
Garmendia Mendizdbal puso como ejemplo a la
industria farmacéutica, que en los ultimos afos ha
sido un motor de crecimiento para la ciencia, pues
su contribucién al PIB ha alcanzado el 1,3% y ahora
constituye el cuarto sector exportador.

Lépez Barneo comentd que la ciencia no se
convierte en riqueza de manera automatica. “A
pesar de que tenemos a grandes cientificos, somos
muy poco eficientes en transferir ese conocimiento a
las grandes empresas que sean competitivas”,
enfatiz6. Su apuesta para que la investigacion
genere mayores recursos se basa en un cambio en
la educaciéon en Espafa. “Hay que estimular la
originalidad”, expuso el investigador.
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“La tecnologia produce riqueza, pero no es facil”,
dijo Marti Fluxa. Para lograr un mayor beneficio
economico, comenté el empresario, los resultados
de la ciencia deben dejarse en manos de los
empresarios. “Hay que saber encauzarlos”, subrayo.
“Las ayudas publicas no bastan, pero un mayor
apoyo es sefial de que los diferentes Gobiernos se
toman en serio el progreso de un pais”.

El reto que tiene Espafia por delante es mayusculo.
En menos de seis anos, la inversion en |1+D+i debera
de representar un 2% del PIB, segun los objetivos
de la UE para 2020. En la region, cinco son los
paises que presentan mejores porcentajes de
inversion en |+D+i respecto a su PIB: Finlandia,
Suecia, Dinamarca, Alemania y Austria. Todos ellos
superan a Espafna. El lado opuesto de la tabla esta
ocupado por Rumania, Chipre, Bulgaria, Letonia y
Eslovaquia, con tasas inferiores al 1% en todos los
casos.

“Espafia ha mantenido una tendencia alcista muy
fuerte en inversion en |+D+i los primeros afios del
siglo XXI. Sin embargo, en el momento en el que la
coyuntura econdmica empeoro, esta tendencia se
vio interrumpida de una manera muy evidente”,
apuntan las conclusiones de un anadlisis de la
Escuela de Administracion de Empresas Business
School.

Una muestra de ello es el recorte en recursos y
personal que ha tenido el mayor centro de
investigacion de Espafia: el CSIC, que genera el
20% de la produccioén cientifica del pais. Segun el
Plan de Actuacion 2014-2017, la institucion ha
perdido ya 2.200 puestos y ademas no hard
contratos ni dara becas en dos afios. El presupuesto
también se ha visto mermado. Pasé de 620 millones
de euros en 2012 a 598 al cierre de 2013, lo que
implic6 una bajada del 3,5%. Adicional a esta
hemorragia de recursos, el organismo fue rescatado
el afo pasado con una inyeccién extraordinaria del
Gobierno de 95 millones de euros.

Apoyar la investigacion genera beneficios evidentes:
mas empleo y mejores condiciones de vida, comento
Lopez Barneo. “La correlacién esta clara”, aseguré.
En momentos de crisis, la innovacion podria ser la
Unica solucion para crear riqueza, destaco
Dorronsoro. Su tesis es sencilla, pero contundente:
“Hay que pensar en el futuro, justo es lo que ahora
mismo nos estamos jugando. Hay que ser exigentes
y ambiciosos”.

State of the World's Forests 2014

Fuente: htto://www.fao.orq/3/a-i3710e.pdf

The State of the World's Forests reports on the
status of forests, recent major policy and
institutional developments and key issues
concerning the forest sector. It makes current,
reliable and policy-relevant information widely
available to facilitate informed discussion and
decision-making with regard to the world's
forests.

Enhancing the socioeconomic benefits from forests

Across the world, forests, trees on farms, and
agroforestry systems play a crucial role in the
livelihoods of rural people by providing employment,
energy, nutritious foods and a wide range of other
goods and ecosystem services. They have
tremendous potential to contribute to sustainable
development and to a greener economy. Yet, clear
evidence of this has been lacking. This evidence is
critical to inform policies on forest management and
use, and to ensure that the benefi ts from forests are
recognized in the post-2015 development agenda,
not only with respect to the environment, but also for
their contributions to broader social issues.

This edition of State of the World's Forests
addresses this knowledge gap by systematically
gathering and analysing available data on forests’
contributions to people’s livelihoods, food, health,
shelter and energy needs. Crucially, the report also
suggests how information might be improved and
policies adjusted, so that the socioeconomic benefits
from forests can be enhanced in the future.

Call for proposals for ERC Advanced Grants

Fuente: ec.europa.eu 20/06/2014

Advanced Grants are designed to support
excellent Principal Investigators at the career
stage at which they are already established
research leaders with a recognised track record
of research achievements. Applicant Principal
Investigators must demonstrate the ground
breaking nature, ambition and feasibility of their
scientific proposal.

Size of ERC Advanced Grants

Advanced Grants may be awarded up to a maximum
of EUR 2 500 000 for a period of 5 years. However,
up to an additional EUR 1 000 000 can be requested
in the proposal to cover (a) eligible "start-up" costs
for Principal Investigators moving to the EU or an
Associated Country from elsewhere as a
consequence of receiving the ERC grant, and/or (b)
the purchase of major equipment and/or (c) access
to large facilities. Profile of the ERC Advanced Grant
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Principal Investigator Principal Investigators for the
prestigious ERC Advanced Grant are expected to be
active researchers and to have a track record of
significant research achievements in the last 10
years which must be presented in the application.
There is little prospect of an application succeeding
in the absence of such a record, which identifies
investigators as exceptional leaders in terms of
originality and significance of their research
contributions.
Thus, in most fields, Principal Investigators of
Advanced Grant proposals will be expected to
demonstrate a record of achievements appropriate to
the field and at least matching one or more of the
following benchmarks:
-10 publications as senior author (or in those
fields where alphabetic order of authorship is the
norm, joint author) in major international peer-
reviewed multidisciplinary scientific journals,
and/or in the leading international peer-reviewed
journals and  peer-reviewed conferences
proceedings of their respective field;

-3 major research monographs, of which at least
one is translated into another language. This
benchmark is relevant to research fields where
publication of monographs is the norm (e.g.
humanities and social sciences).

Other alternative benchmarks that may be
considered (individually or in combination) as
indicative of an exceptional record and recognition in
the last 10 years:

-5 granted patents
-10 invited presentations in well-established
internationally  organised  conferences  and
advanced schools
-3 research expeditions led by the applicant
Principal Investigator
-3 well-established international conferences or
congresses where the applicant was involved in
their organisation as a member of the steering
and/or organising committee
-International recognition through scientific or
artistic prizes/awards or membership in well-
regarded
Academies or artefact with documented use (for
example, architectural or engineering design,
methods or tools)
-Major contributions to launching the careers of
outstanding researchers
-Recognised leadership in industrial innovation.

The call 'ERC-2014-AdG' consists of one call with a
single deadline applying to each of the three main
research domains:

* Physical Sciences & Engineering (Panels: PE1
- PE10),

« Life Sciences (Panels: LS1 — LS9),

» Social Sciences & Humanities (Panels: SH1 —
SH6).

The deadline for all domains of this call is 21
October 2014.

Is funding the most serious threat facing science
today?

Fuente: the guardian 23/06/2014

While it would be hard to argue that there is a
greater threat to scientists, the overwhelming
bureaucracies and ‘reporting’ that currently inundate
science are a close second

In every profession, good management practices
and appropriate administration are essential for
success, and science is no exception. However, as |
sat and puzzled over how | would write a “progress
report” for a project that had not yet begun, it
occurred to me that things are spiraling out of
control.

No one in science today doubts that flat or
decreasing budgets are threatening both this
generation and the next generation of scientists.
Experienced researchers are walking around
depressed, deflated and embarrassed by their
inability to maintain a life’s work in their research.
Younger researchers, students and postdocs among
them, are turning away from academia as they
witness the effects of a system in collapse. Some
say that's a good thing; that the market has long
been in need of recalibration. But what'’s clear is that
there will be fewer scientific advances and
breakthroughs in the coming years.

Innovation, however, does not stem exclusively from
a steady supply of money. | am coming to believe
that the encroachment of excessive bureaucratic
practices on scientists’ time is beginning to take its
toll on the creativity of science.

| can scarcely remember when | last had an hour to
quietly ponder where my own research is leading,
and the key unanswered questions that | should
address. My world is filled with reports and
committees, meetings and a wealth of other
obligations. Ranking high among these obligations
are the “compliances” that scientists face at every
turn, in every institution.

Yearly, although it really seems more frequently, |
take a battery of online safety exams. Hazardous
materials, recombinant DNA, safe microbiological
practices, fire safety, radiation safety and so on.
There is even a safety course for sending packages
with dry ice. From discussions with colleagues, these
requirements are essentially identical at institutes
across the US; although they may not (yet) be as
prevalent in Europe, this might be due to fear of

36



litigation in this country. On the other hand, my UK
colleague Jenny Rohn has recently reported on a
worrisome trend in Europe too.

Now I'm certainly not a genius, but | did spend many
years in university taking classes and exams — and |
feel that | have reasonable retention of material. |
remember things that | learned 15 or 20 years ago
(some anyway). Is there really a valid reason why |
should take a course and exam in safe
microbiological practices every year? Is this not a
waste of my time? How about every 5 years? Or 10
years? Would that not be more appropriate? | can
even remember the questions from last year’s
exam...

Just to give some perspective, automobile drivers
receive their licenses at age 16 or 18 after taking
classes and tests. Are drivers required to retake their
theory tests every year to renew their licenses? |
don’t think I'll need to do a careful study to
demonstrate that more people die every year in car
accidents than in research labs.

Tesis

Identificacién de mecanismos reguladores de la
sintesis de isoprenoides plastidicos mediante la
caracterizacién de mutantes de Arabidopsis
thaliana

Catalina Perell6 Llabrés

Directores: Manuel Rodriguez Concepcién y Pablo
José Pulido Gémez

Programa de Doctorado en Biologia Vegetal,
Facultad de Biologia, Universitat de Barcelona.
Realizada en el Departamento de Genética
Molecular, Centre de Recerca en Agrigenomica
(CRAG), Barcelona.

RESUMEN.

Las plantas, como organismos sésiles, necesitan
mecanismos que les permitan adaptarse y poder
anticiparse a las condiciones ambientales que
pueden influir en sus procesos metabdlicos y
fisiolégicos. Uno de los procesos bioquimicos mas
relevantes en plantas es la sintesis de isopentenil
pirofosfato y dimetilalil pirofosfato mediante la ruta
del metileritritol 4-fosfato (MEP) que produce los
isoprenoides plastidicos. Buena parte del control de
la ruta se da a través de mecanismos
postranscripcionales de regulacion de los enzimas
de la via, aunque también a través del control de la
expresion génica. Entre los mecanismos que regulan
la homedstasis vegetal se encuentra el reloj
circadiano, que contribuye a mantener ritmos de
aproximadamente 24 horas en diferentes procesos

While many of the regulations are put in place for a
good cause — e.g.courses on diversity in the
workplace and sexual harassment are driven by a
desire to improve equality and relations between
employees — a balance needs to be struck to prevent
researchers from seeing these important topics as a
chronic waste of time. Just as too much medication
is not necessarily more effective in combatting a
disease, but might even be dangerous, such is the
case with excessive reporting, compliance and other
bureaucratic requirements for scientists.

It's time to give scientists a bit of credit and have
scientific institutions and universities show support
for their hardworking faculty, especially in these
times of uncertain funding. Yearly online safety or
compliance courses and exams for a principal
investigator (or other experienced scientist) merely
make a mockery of the system and drive ridicule
rather than respect. Let’s allow scientists to get back
to the basics.

Doctorales

que tienen lugar en la planta. Se seleccionaron
mutantes del reloj circadiano de Arabidopsis thaliana
con la ruta del MEP alterada a partir de la resistencia
a fosmidomicina (FSM), un inhibidor especifico del
enzima que sintetiza MEP en el primer paso
especifico de la ruta, 1-Deoxi-D-xilulosa 5-fosfato
reductoisomerasa (DXR). Los mutantes con una
pérdida de funcidén del oscilador central del reloj
circadiano TIMING OF CAB EXPRESSION 1
(TOC1) presentaron una elevada resistencia a FSM;
estos mutantes presentaron niveles elevados de
proteina DXR pero no de transcritos comparado con
plantas silvestres, lo que sugiere un tipo de
regulacion postranscripcional. Mientras que los
niveles de proteina DXR permanecen estables en
plantas silvestres, la pérdida de funcion de TOC1
provoca una oscilacion de los mismos,
observandose la maxima diferencia entre el mutante
y las plantas silvestres a principio del dia. Esta
oscilacion de DXR en las plantas mutantes es
dependiente de fotoperiodo siendo maxima en dia
largo. TOC1 podria tener, por otra parte, un efecto
represor sobre la division plastidica ya que se
observaron plastos mas pequefios y en mayor
abundancia en el mutante toc1-1. La sobreexpresion
de DXR-GFP provoca cambios estructurales en los
plastos, entre ellos la formacion de vesiculas
subplastidicas que contienen la  proteina
recombinante. Dada la importancia de la regulacion
postranscripcional sobre DXR se planteé como
segundo objetivo estudiar la posible participacion de
chaperonas plastidicas Cpn60 en la regulacion de
DXR. Experimentos de Complementacion
Fluorescente Bimolecular demostraron que DXR
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interacciona in vivo con las dos isoformas de tipo a y
las cuatro de tipo B que componen los dos tipos de
complejos Cpn60 descritos (a7p7 y B14). Estos
resultados sugieren que Cpn60 podria tener un
papel en el plegamiento de DXR. El mutante arc2
(deficiente en Cpn60a1) mostré una mayor
sensibilidad a FSM y una reduccion en los niveles de
DXR activa, a pesar del aumento de los niveles de
transcrito con respecto a las plantas silvestres. La
sobreexpresion de Cpn60a1-GFP genera también
una disminucién en los niveles de DXR y en la
resistencia a FSM. Es posible que tanto un aumento
como una disminucién en los niveles de Cpn60a1
desestabilice los complejos Cpn60 a7B7 por alterar
la estequiometria de los mismos, ademas la
desestabilizacion de estos complejos Cpn60
aumenta la tasa de degradacién de DXR. Estos
datos sugieren que el complejo Cpn60 a737 podria
replegar y por tanto recuperar formas inactivas de
DXR que, de lo contrario, serian degradadas. La
pérdida de funcion de TOC1 no afecta la expresion
de ninguno de los genes codificantes para isoformas
Cpn60 pero resulta en una disminucién en los
niveles proteicos de las isoformas Cpn60B. Por
tanto, la disminucion de subunidades Cpn60 en el
mutante toc1-1 podria causar un enriquecimiento de
los complejos a7B7 en detrimento de los 14,
favoreciendo asi el plegamiento y la acumulacion de
DXR activa.

Estudio genético de la maduracién del fruto en
melodn en lalinea isogénica SC3-5-1.

Juan Vegas Renedo

Directores: Jordi Garcia-Mas y Antonio Monforte
Gilabert

Programa de Doctorado: Genética

Departamento: Genética y Microbiologia
Universidad: Universitat Autbnoma de Barcelona

RESUMEN

La maduracion de los frutos es un proceso
fisioldgico complejo y altamente regulado en el que
se producen una serie de cambios bioquimicos en el
fruto: color, aroma, estructura del mismo; hasta el
completo desarrollo del fruto maduro. Este proceso
es regulado principalmente por el etileno en frutos
climatéricos, mientras que en el caso de los frutos
no climatéricos se desconoce el mecanismo de
regulacién aunque se ha demostrado el papel de
otras hormonas como las  auxinas, los
brasinoesteroides y el acido abscisico. La
coexistencia en melén de variedades climatéricas y
no climatéricas junto con disponibilidad de un gran
numero de herramientas genéticas y gendmicas

hace del mismo un sistema adecuado para el
estudio de la maduracién de los frutos.

Para el estudio genético de la maduracion se generé
una poblaciéon F2 a partir del cruzamiento entre el
parental no climatérico Piel de Sapo (PS) y la linea
climatérica SC3-5-1, en la que previamente se habia
descrito un QTL en el GL Il (ETHQB3.5), que
inducia la maduracion climatérica de los frutos.
Durante este trabajo de tesis se detectd un segundo
QTL (ETHQV6.3) en el GL VI de la misma linea.
Ambos QTLs son capaces de inducir, de forma
individual, la maduracion climatérica de los frutos,
siendo los efectos de ETHQV6.3 mayores que los de
ETHQB3.5 sobre la misma. Estos ademas
interactian de forma epistatica resultando en una
precocidad de los frutos, que requieren de un menor
tiempo para madurar que en el caso de poseer
exclusivamente uno de los QTLs. Se desarrollé un
mapa genético de alta resolucion en torno a
ETHQV®6.3, localizando dicho locus en una region de
4.5 Mb en la regiéon centromérica del GL VI.

Durante la segunda parte de este trabajo de tesis se
llevé a cabo un analisis transcriptémico en fruto
maduro de la linea climatérica SC3-5-1 y el parental
no climatérico PS, que permitié definir una serie de
genes candidatos en el intervalo del locus
ETHQV6.3. Finalmente, se caracteriz6 un miembro
de la familia de los factores de transcripcion
NAM/NAC, MELO3C016536, identificandose una
mutacion que produce un cambio aminoacidico en la
secuencia de la proteina, una serina en el parental
PS se convierte en prolina en la linea SC3-5-1.

Canalizacion de precursores hacia la biosintesis
de isoprenoides plastidicos en Arabidopsis
thaliana.

M. Aguila Ruiz Sola.

Directores: Manuel Rodriguez Concepcion.
Universitat de Barcelona. Facultat de Farmacia.
Departament de Bioquimica i Biologia Molecular.
Realizada en el Departamento de Genética
Molecular, Centre de Recerca en Agrigenomica
(CRAG), Barcelona.

RESUMEN

Los isoprenoides constituyen la familia de
metabolitos funcional y estructuralmente mas diversa
que se conoce. Se encuentran en todos los
organismos aunque son especialmente abundantes
y diversos en el reino vegetal, donde desempefan
papeles fundamentales en el metabolismo primario y
secundario de las plantas. La mayoria de los
isoprenoides plastidicos derivan del geranilgeranil
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difosfato (GGPP) que se produce a partir de los
precursores universales por la acciéon de la enzima
GGPP sintasa (GGPPS). El genoma de Arabidopsis
thaliana presenta doce genes codificantes para
proteinas con homologia a GGPPS, de los cuales
hemos demostrado que sdlo diez codifican proteinas
con actividad GGPP sintasa. Siete isoformas
presentan localizacion plastidica, dos se encuentran
en el reticulo endoplasmatico y una en la
mitocondria. Entre ellas, GGPPS11, la isoforma
plastidica mas abundante en tejidos vegetativos,
podria ser la principal enzima responsable de la
sintesis de GGPP en los plastos. El primer objetivo
de esta tesis fue investigar si en la célula vegetal
existe una canalizacion de precursores (GGPP)
hacia la sintesis de grupos concretos de
isoprenoides, y en concreto hacia la sintesis de
carotenoides. Mediante el analisis visual, molecular y
metabolico de tres mutantes ggpps11 de pérdida
total y parcial de funcion hemos confirmado que la
funcion de GGPPS11 es esencial en la sintesis de
isoprenoides no presentando redundancia génica
con el resto de isoformas de la familia. La actividad
GGPPS11 produce el GGPP necesario para la
sintesis de la mayoria de grupos de isoprenoides
plastidicos (carotenoides, clorofilas, tocoferoles y
plastoquinonas). Ademas hemos demostrado que
GGPPS11 puede interaccionar con varias enzimas
que transforman el GGPP en los primeros
intermediarios de las rutas que producen estos
isoprenoides plastidicos, las enzimas fitoeno sintasa
(PSY) hacia carotenoides, geranilgeranil reductasa
(GGR) hacia clorofilas y tocoferoles y solanesil
difosfato sintasa (SPPS2) hacia plastoquinonas.
Proponemos que estas interacciones estarian
facilitando la canalizacion de GGPP hacia las
correspondientes  rutas  biosintéticas. Nuestros
resultados también sugieren que GGPPS11 podria
tener una actividad extra-plastidica esencial para el
correcto desarrollo embrionario.

Como segundo objetivo hemos analizado como se
regula la sintesis de carotenoides en respuesta a un
estrés salino. Hemos demostrado que en
Arabidopsis, el unico gen codificante para PSY, el
primer paso especifico y regulatorio de la via, se
induce especificamente en la raiz después del estrés
para aumentar el flujo hacia la sintesis de
carotenoides. El estrés también provoca una
induccion de los genes codificantes para otras
enzimas de la ruta que sintetizan los precursores del
acido abscisico  (ABA), las  B,B-xantofilas.
Proponemos que esta regulaciéon transcripcional
especifica de raiz de la via favorece la canalizacion
de los precursores carotenoides hacia la sintesis de
la hormona bajo situaciones de estrés salino.

Desarrollo de una plataforma de tilling en melén
(Cucumis melo L.)

Mireia Gonzalez To

Director: Jordi Garcia Mas

Programa de Doctorado en Bioquimica y Biologia
Molecular, Facultad de Biociencias, Universitat
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Realizada en el Departamento de Genética
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(CRAG), Barcelona.

RESUMEN

El trabajo descrito en esta tesis doctoral se enmarca
dentro del proyecto MELOGEN (GEN2013-20237,
2004-2007) uno de cuyos objetivos era la
construccion de una plataforma de TILLING en
melon.

La disponibilidad de recursos genéticos y genémicos
para el melén se ha incrementado a lo largo de los
ultimos afnos e incluso la secuencia del genoma esta
disponible.  Sin embargo, las herramientas
gendmicas para determinar la funcionalidad de los
genes en esta especie son todavia limitadas. El
TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN
Genomes) es un método de genética inversa
mediante el cual se pueden crear e identificar
nuevas mutaciones en genes candidatos y observar
su efecto fenotipico. Ademas, también se pueden
detectar fenotipos de interés para posteriormente
identificar la mutacién responsable de los mismos.

En este trabajo se ha desarrollado una poblacién de
TILLING en Cucumis melo a partir de la linea doble
haploide del tipo “Piel de Sapo” M62-113. Aplicando
inicialmente el mutageno quimico EMS (Etil Metano
Sulfonato) sobre 17.000 semillas se ha desarrollado
una coleccidon de mutantes compuesta por 3.268
familias M2. A partir de 400 familias M2 se
observaron diversos fenotipos mutantes en las
diferentes etapas de crecimiento de la planta.
Algunos de estos mutantes se han descrito con
detalle generando un catadlogo de los fenotipos
observados en cada familia, algunos de los cuales
pueden tener interés comercial.

Para medir la tasa de mutacién de la poblacién se
han analizado cuatro genes, la fitoeno desaturasa
PDS, los factores de iniciacion de la traduccion
elF4E y elF(iso)4E y el receptor de etileno ETR1.
Los mutantes detectados han permitido calcular la
tasa de mutacién de la poblaciéon, una mutacion
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cada 1,5 Mb. En el caso de PDS se ha podido
obtener un mutante con fenotipo albino,
demostrando asi la efectividad del método TILLING
en meldn. Ademas, paralelamente se analizaron los
mismos genes en otra poblacion mutagenizada
independiente.

También se realizé un estudio de EcoTILLING con
113 accesiones de melén y se identificaron 19
haplotipos distintos en el gen elF4E, uno de ellos,
con un SNP que provoca un cambio de aminoacido
y que solo se encuentra en la accesion Pl 505602 y
dos haplotipos en el gen ETR1, uno de los cuales
también contiene un SNP que provoca un cambio de
aminoacido.

El TILLING facilitara los estudios de genética inversa
en melon y abre la puerta a futuros estudios de
genomica funcional en un genoma recientemente
secuenciado. Este trabajo ha representado también
el primer paso para poder desarrollar nuevas
poblaciones de TILLING en melén con mayores
tasas de mutacion y en otros fondos genéticos.

Study of the molecular mechanisms involved in
the Shade Avoidance Syndrome in Arabidopsis.

Marcal Gallemi

Director: Jaume F. Martinez Garcia

Programa de Doctorado en Biotecnologia, Facultad
de Farmacia, Universitat de Barcelona.

Realizada en el Departamento de Genética
Molecular, Centre de Recerca en Agrigenomica
(CRAG), Barcelona.

ABSTRACT

Plants sense the presence of competing neighboring
vegetation as a change in light quality: i.e. they
sense the reduced ratio of red to far-red light. The
responses to shade, generally referred to as the
Shade Avoidance Syndrome (SAS), involve various
developmental changes intended to outgrow or
outcompete the neighboring plants.

A shade-responsive luciferase reporter line
(PHYB::LUC) was used to carry out a high-
throughput screen to identify novel SAS mutants.
The dracula2 (dra2) mutant, that showed a reduced
avoidance of shade, affected a gene encoding a
nucleoporine-like protein. Nucleoporins (NUPs) are
the components of the Nuclear Pore Complex
(NPC), a  structure that regulates the
nucleocytoplasmic transport. Our work demonstrate
that a proper nucleocytoplasmic transport is needed
for SAS responses, as several plant NUP mutants

display attenuated physiological shade responses.
Despite the pleiotropic phenotype of the loss of
function of specific NUPs, we found that dra2-1 has
some specific and distinct molecular activity by
reducing the expression of several shade molecular
markers. In summary, we propose that DRA2 is a
true NUP with a unique role regulating
nucleocytoplasmic  traffic  of SAS related
macromolecules.

ATHBA4, a transcription factor of the Homeodomain-
Leucine-Zipper class Il (HD-Zip 1) family,
participates in integrating shade perception and
hormone-mediated growth and, on the other hand,
regulating leaf and cotyledon development. In this
work we demonstrated that ATHB4 is a transcription
factor that binds DNA and repress the expression of
some members of its own family. By means of a
structure-function approach, we go further in the
study of the biological activity of ATHB4 in the
shade-modulated hypocotyl elongation and control of
gene expression in transgenic plants. We found that
the HD and Zip domains, which hold the DNA-
binding as a dimer, is not required for the role of
ATHB4 in SAS responses. By contrast, the N-
terminal region, which is conserved between most of
the HD-Zip Il members and contains a putative EAR
domain, is essential for the proper SAS activity.
Taking together our results indicate that ATHB4
plays two different roles, one in plant development
and other in SAS responses, and that for the shade
related activity is not working as a DNA-binding
transcriptional repressor.

Evaluacion del metabolismo del glutation en la
tolerancia a metales pesados

Juan Sobrino Plata

Directores: Luis Eduardo Hernandez Rodriguez
(Universidad Auténoma de Madrid) y Carolina
Escobar Lucas (Universidad de Castilla La Mancha)
Centro de realizaciéon: Departamento de Biologia de
la Facultad de Ciencias de la Universidad Auténoma
de Madrid

RESUMEN

Durante el desarrollo de la tesis doctoral se
estudiaron las respuestas de estrés oxidativo
inducido por cadmio (Cd) y mercurio (Hg),
caracteristico sintoma de toxicidad por metales, en
plantas de alfalfa crecidas en un medio semi-
hidropdnico con diferentes dosis de metal (0, 3, 10y
30 pM) durante una semana. Ambos metales
produjeron alteraciones en enzimas antioxidantes,
presentando el Hg una mayor toxicidad frente al Cd,
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destacando sobretodo una fuerte inhibicion de la
actividad glutation reductasa (GR), mientras que el
sintoma caracteristico de la toxicidad del Cd fue una
mayor sintesis de fitoquelatinas (PCs), péptidos
derivados del metabolito  glutation  (GSH)
involucrados en la detoxificacion de distintos metales
téxicos (Sobrino-Plata et al. 2009). Estas diferencias
en los mecanismos de toxicidad nos llevaron a
plantear la posibilidad de identificar las firmas de
estrés especificas para elementos toxicos (Cd, Hg y
arsénico (As); 0, 6 y 30 uM) en una planta metalofita
como Silene vulgaris. Tras una semana de
exposicion, se confirmé que la inhibiciéon de GR era
un indicador especifico de estrés por Hg, siendo de
nuevo importante la produccion de PCs en plantas
tratadas con Cd (Fig. 1).
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Fig. 1. Cromatogramas de HPLC obtenidos en extractos de
hojas y raices de plantas de S. vulgaris tratadas con As, Cd
and Hg (0 y 30 pM). Cisteina (Cys) y glutatiéon (GSH)
aparecieron en todas las muestras, mientras que las
fitoquelatinas (PCs) fueron detectadas principalmente en
plantas tratadas con Cd: (Gly-Cys),Gly (PC2), (Gly-
Cys)sGly (PC3), and (Gly-Cys),Gly (PC4). N-acetyl Cisteina
fue usado como patrén interno (1.S.).

Asimismo, el Cd produjo fotoinhibicion y alteracion
en proteinas relacionadas con el aparato
fotosintético, lo que pudo estar relacionado con la
mayor translocaciéon de este metal a la parte aérea
de la planta (Sobrino-Plata et al. 2013). La evidente
implicacion del GSH y otros biotioles en la respuesta
a metal(loide)s toxicos nos llevd a plantear
experimentos funcionales para caracterizar en
detalle su contribucion en las respuestas a Cd y Hg,
para lo que se utilizaron mutantes de Arabidopsis
thaliana con niveles alterados de GSH y biotioles
frente al ecotipo silvestre (Col-0). Se trabajé con tres

alelos mutantes de la enzima y-glutamilcisteina
sintetasa (yECS), pad2-1, cad2-1, y rax1-1
(acumulan 20, 30 y 45% del GSH detectado en Col-
0, respectivamente); y un mutante defectivo en
fitoquelatina sintasa (PCS) cad1-3 (que no acumula
PCs). En esta parte de la tesis doctoral se disefiaron
dos aproximaciones distintas, por un lado se
infiltraron hojas de plantas Col-0, cad2-1, rax1-1 y
cad1-3 (Fig. 2), y por otro, se cultivaron en un
sistema hidropdénico puro con Cdy Hg (0, 3y 10 uM)
durante 24-72 h.

Fig. 2. A, plantas de Arabidopsis fueron crecidas en mezcla
de perlita y sustrato (1:3) durante 1 mes en régimen de luz
de dia corto (8/16 h luz/oscuridad a 25/18°C
respectivamente). B, las hojas fueron cortadas en discos
de 1 cm de diametro. C, los discos fueron introducidos en
tubos de vidrio de 15 mL que fueron sellados con tapones
de silicona. D, estos discos fueron filtrados al vacio con
soluciones de agua destilada (control), 3 o 30 uM de CdCl,
o HgCl,. E, detalle de los discos infiltrados. F, incubacion
de los discos a 20 °C (la temperatura se controlé usando
un refrigerador, 1), con iluminacion con lamparas
halégenas durante 24 y 48 h (2). Una bomba de agua
rotatoria (2) fue usada para homogenizar la temperatura
del bafio (4).

Se observd que pequehas diferencias en el
contenido de GSH hacen que la planta se enfrente al
estrés de diferente manera, teniendo
comportamientos similares a Col-0 en rax7-1, como
es la capacidad de producir PCs y formar complejos
con metal, o mostrando una mayor sensibilidad
como en el caso de pad2-1 (Fig. 3; Sobrino-Plata et
al. 2014a, 2014b).
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Fig. 3 Concentracion de biotioles (nmol g PF) de plantas
de Arabidopsis thaliana Col-0, cad2-1, pad2-1, rax1-1 and
cad1-3 tratadas con Hg O y 3 pM durante 72 h. Los
diferentes biotioles son representados por esferas con
diferente color, y las concentraciones se corresponden con
diferentes didmetros. La escala de diametros vy
concentraciones se muestra debajo de la figura principal en
esferas de color gris.

Asi mismo se estudié el perfil transcripcional de
genes relacionados con la asimilacion de azufre y el
metabolismo del GSH en plantas de Arabidopsis
Col-0, mutantes de YECS y cad7-3, tratadas con un
nivel moderado de Hg (3 pM) durante 72 h. Se
confirmé que los mutantes cad2-1 y pad2-1 fueron
particularmente sensibles a Hg, al tiempo que se
pudo reconocer una importancia del nivel de GSH en
el patron de expresion génica (Fig. 4). Nuestros
datos apoyan la nocidon de un umbral critico de
concentraciéon de GSH, observada en los mutantes
rax1-1 con niveles de GSH mas parecidos a Col-0,
que permite tolerancia a Cd y Hg. Se ha puesto de
manifiesto la importancia del GSH en la tolerancia,
tanto a nivel del ajuste metabdlico de la respuesta,
como en la capacidad de absorcion y transporte de
metales y metaloides toxicos, observandose
respuestas especificas para cada contaminante.
Esta informacién podria ser util para la optimizacion
de estrategias de descontaminacién de suelos
contaminados por elementos toxicos mediante
fitorremediacion. Fruto de esta investigacion han
sido diversos trabajos publicados en revistas de alto
impacto y comunicaciones en congresos tanto
nacionales como internacionales.

Fig. 4 Rutas del metabolismo de glutation, asimilacion de
azufre y Sistema antioxidante. La acumulacién de metales
téxicos (M) promueve el incremento de especies reactivas
de oxigeno (ROS) como el radical superoxido (O;"), el
peréxido de hidrégeno (H;O,) o el radical hidroxilo (OHe).
Este incremento de ROS active el Sistema antioxidante en
las células vegetales compuesto por enzimas antioxidantes
como superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
ascorbato peroxidasa (APX) o glutation reductasa (GR); y
metabolitos antioxidantes como ascorbato (ASA) y glutation
reducido (GSH). LA biosintesis de GSH se realiza en dos
pasos enzimaticos, cisteina (Cys) y glutamato (Glu) son
unidos por la y-glutamilcisteina sintetasa (y-ECS), y
posteriormente la glutation sintetasa forma GSH mediante
la unién de glicina (Gly). EI GSH es también precursor de
fitoquelatinas (PCs) las cuales forman complejos con los
iones metalicos impidiendo la interaccion con otras
biomoléculas. El consumo de GSH en condiciones de
estrés oxidativo induce las rutas de toma y asimilacién de
sulafato (SO4%). (SULTR: transportador de sulfato; ATPS:
ATP sulfurilasa; APS: 5'fosfosulfato; APR: APS reductasa;
S03%: sulfito; SiR: sulfito reductasa; S: azufre inorganico;
OAS: O-acetilserina; OAS-TL: O-acetilserina (tiol) liasa;
vEC: y-glutamilcisteina; PCS: fitoquelatina sintasa; DHAR:
dehidroascorbato reductasa; DHA: dehidroascorbato;
MDHAR: monodehidroascorbato  reductasa; MDHA:
monodehidroascorbato).
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RESUMEN

Las microalgas constituyen un grupo heterogéneo
de microorganismos fotosintéticos resultado de los
procesos endosimbidticos que han sucedido en la
historia evolutiva de los plastidios. Uno de los grupos
mas importantes y diversos de microalgas es el que
constituyen las algas verdes. Dentro de ellas cabe
destacar a los fotobiontes liquénicos, un grupo que
es capaz de establecer asociaciones simbioticas con
hongos para constituir los liquenes. La complejidad
de formas y caracteristicas morfologicas dificulta
enormemente la clasificacion taxondmica basada en
estos caracteres, tanto de algas verdes en general
como fotobiontes en particular. Sin embargo, la
disponibilidad de un mayor numero de secuencias
genéticas y el desarrollo de marcadores moleculares
ha permitido construir una nueva taxonomia y
sistemética de estos organismos, que estd en
continua remodelaciéon. Ademas, la correcta
clasificacion de las algas verdes es un paso crucial
si se desea trabajar en biotecnologia. Actualmente,
diversos géneros son empleados en industria con
diferentes propdsitos. Entre estos cabe destacar el
interés biomédico que suscitan unas enzimas
(lamadas Homing Endonucleasas), codificadas en
intrones de tipo | insertos en diversas regiones del
genoma de estos organismos.

La presente memoria de Tesis Doctoral
describe los experimentos llevados a cabo en
diferentes especies de fotobiontes liquénicos y otras
microalgas con el objetivo de determinar su
biodiversidad y posible aplicabilidad biotecnoldgica.

Para ello, se han desarrollado herramientas
moleculares destinadas a mejorar la clasificacion y
el estudio de las relaciones filogenéticas de estos
organismos. Ademas, se ha explorado una region
del genoma cloropléstico con elevada frecuencia de
intrones de tipo | que codifican para Homing
Endonucleasas. Las herramientas desarrolladas
fueron utilizadas para caracterizar la diversidad
genética de fotobiontes aislados de dos especies
muy diferentes de liquenes recolectados en su
habitat natural. En conjunto, los resultados obtenidos
sugieren que la generacion y revision constante de
nuevas herramientas moleculares en microalgas
puede contribuir, por una parte, a aumentar el
conocimiento de las caracteristicas genéticas de
estos organismos y las interacciones que establecen
con su entorno; y por otra parte, a sustentar su
aplicabilidad como fuente de recursos de utilidad
biotecnoldgica.
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RESUMEN

En la actualidad, se considera un tema prioritario el
desarrollo de sistemas alternativos al uso de
pesticidas en la lucha contra las enfermedades tanto
en frutos como en vegetales. Una de las estrategias
planteadas con este fin se basa en la induccion de
las defensas naturales de las plantas. Estudios
previos realizados por el grupo de Bioquimica y
Biotecnologia de la UJI han demostrado la eficacia
del acido hexanoico (Hx), ya que protege a un
amplio espectro de plantas (tomate, Arabidopsis y
citricos), frente a necrétrofos, Botrytis cinerea y
Alternaria alternata, y hemibiotrofos, Pseudomonas
syringae. Este compuesto estd presente en la
naturaleza, no presenta toxicidad a dosis bajas, y
actua preparando los sistemas de defensa de las
plantas para poder responder mas rapida e
intensamente frente al ataque del patégeno,
mecanismo conocido como “priming”.

Basandonos en estos antecedentes, el objetivo
principal de esta tesis es conocer el mecanismo de
accion del acido hexanoico en la interaccion
Tomate-P.syringae patosistema del que actualmente
se conocen muchos de los aspectos involucrados.
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Es conocido que la planta utiliza la ruta de respuesta
del acido salicilico (SA) frente a la bacteria y que a
su vez, dentro de la coevolucién del patosistema, la
bacteria es capaz de manipular la respuesta de la
planta activando la ruta del acido jasmoénico (JA),
antagonista del SA, mediante jasmonato isoleucina
(JA-lle).

En las plantas de tomate el Hx induce las rutas del
SA y JA, mediante el aumento de la expresion de
genes de respuesta al SA, de algunos de los genes
de la ruta de sintesis y de respuesta del JA, asi
como la acumulacion de OPDA. Es importante
sefalar que en las plantas tratadas, se ha producido
una disminucion de los niveles de JA-lle, molécula
bioactiva responsable del antagonismo entre las
rutas del SA y JA. Estos resultados, junto con los
encontrados por otros autores apoyan qué a pesar
de que ambas rutas son antagonistas pueden llegar
a ser sinérgicas, dependiendo de las estrategias de
cada especie vegetal y su relacién con el patdégeno.
Esto explicaria el efecto protector del tratamiento
frente al control de la enfermedad, aun activando
ambas rutas. Ademas, los resultados obtenidos
apoyan que el OPDA por si mismo podria tener un
papel relevante tanto en la defensa basal como en la
resistencia inducida causada por el Hx, como se ha
demostrado previamente frente a necrétrofos
(Vicedo et al 2009).

Por otro lado, el uso de mutantes deficientes en la
produccién de coronatina (COR) ha permitido
demostrar que otro de los mecanismos implicados
en la resistencia inducida causada por Hx, es la
inhibicion de COR, al no observar ninguna respuesta
de los mutantes frente al Hx. Esta inhibicion, podria
explicar parte de la eficacia del tratamiento, ya que
es conocido que COR abre los estomas lo que
permite la entrada de la bacteria en el apoplasto e
inhibe la ruta de respuesta del SA al actuar como
analogo del JA-lle.

La activacion de un mecanismo de resistencia puede
producir en la planta la disminucion de los
pardmetros del desarrollo con el correspondiente
gasto energético. Por ello, se planted si la induccion
de la resistencia causada por Hx, podria producir
una reduccion del crecimiento y produccion de frutos
en las plantas de tomate. La realizacion de ensayos
en plantas adultas ha permitido comprobar que el
tratamiento no afecta la produccion y que el
mecanismo de “priming” no le supone a la planta
ningun coste energético. Ademas se observa que en
planta joven se estimulan factores fisiologicos lo que
conlleva a un mejor desarrollo de la planta.

Para poder comprender el efecto de tratamiento
sobre el patégeno se ha estudiado la respuesta del
patégeno frente al Hx, tanto en condiciones de
cultivo in vitro como en planta. Al analizar el
comportamiento de la bacteria en presencia de
distintas concentraciones de Hx se demuestra que el

efecto es limitado y no afecta la bacteria a
concentraciones inferiores a 10mM. Sin embargo, en
planta, se observa una respuesta significativa de la
bacteria a los cambios provocados por el Hx en el
mecanismo  de induccion de resistencia.
Curiosamente, al analizar la expresion de genes
implicados en la patogénesis en bacterias
procedentes de plantas tratadas y sin tratar con Hx,
en los tiempos en los que se habia visto respuesta
de la planta, se ha observado un cambio a nivel
trascriptémico importante, destacando una
disminucion de la expresion de los genes de sintesis
de la COR y los genes del sistema Il involucrados
en la patogénesis. Estos resultados, junto con los
obtenidos en el andlisis de la dindmica poblacional
indican que la respuesta de la planta inhibe los
mecanismos de ataque de P. syringae. Asi, la
bacteria no puede obtener nutrientes para crecer en
el apoplasto lo que se traduce en una disminucion
de la concentracion de la bacteria y con ello, a una
reduccién de los sintomas en la planta. La reduccién
del tamafio poblacional puede llegar a niveles no
detectables a largo plazo.

Debido a que el sistema planta-patégeno sigue unos
mecanismos que dependen de la coevolucion de los
procesos de defensa de la especie vegetal y los de
ataque de un determinado patégeno, en muchas
ocasiones los resultados obtenidos en una especie
no son aplicables a otra, por lo que es
imprescindible trabajar en esa especie en concreto.
Por ello, y basandonos en las observaciones
anteriores que apuntaban a un posible papel del
OPDA por si mismo, no sélo como intermediario de
la ruta del JA, se ha abordado el silenciamiento del
gen OPR3 en tomate, usando un sistema basado en
la obtencion de RNA de doble cadena, obteniéndose
dos lineas transgénicas provenientes de dos
eventos de transformacion independientes.

El analisis transcriptdomico, asi como el contenido
hormonal de las plantas SiOPR3 infectadas con B.
cinerea, han demostrado la efectividad del
silenciamiento; pero ademas, apuntan a la
posibilidad de que el gen OPR3 podria actuar como
un regulador de la ruta de sintesis y de sefalizacion
del JA. Ademas, se ha demostrado una interaccion
entre la ruta del JA y la deposicion de calosa frente a
B. cinerea. Tratamientos posteriores con JA y OPDA
parecen demostrar un papel claramente diferenciado
del OPDA, sobre todo a nivel del control de la
deposiciéon de calosa en la pared celular, mecanismo
de refuerzo que se conoce que utiliza eficazmente
la planta frente a necrétrofos.

Por tanto esta tesis ha permitido estudiar los
mecanismos involucrados en la resistencia inducida
por el acido hexanoico en plantas de tomate frente a
P. syringae bajo dos enfoques claramente distintos
pero interdependientes: el del hospedador y el del
patdgeno. Trabajos anteriores sobre la induccion de
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resistencia se han centrado principalmente en la
respuesta de la planta, por ello el estudio del
comportamiento del patégeno durante el proceso,
podria ayudar a comprender de forma integrada el
proceso desencadenado por la aplicacion del
tratamiento, y con ello poder potenciarlo o adaptarlo
a los procesos evolutivos del sistema planta-
patégeno. Por otra parte, ha permitido obtener dos
lineas de plantas silenciadas para el gen OPR3 que
podran servir como herramientas de estudio de la
ruta de respuesta del JA en tomate. Con el uso de
estos mutantes se ha podido establecer el papel del
OPDA como molécula activa en la resistencia frente
B. cinerea, y permitira esclarecer el papel de esta
molécula en los mecanismos de induccion de
resistencia.

Estudio del papel de los enzimas de catabolismo
GA 2-oxidasas en el desarrollo de tomate
(Solanum lycopersicum L.)

Liliam Martinez Bello

Directora: Isabel Lopez Diaz
Centro de realizacion: Instituto de Biologia Molecular
y Celular de Plantas (IBMCP-CSIC).

RESUMEN

Las giberelinas (GAs) son hormonas
vegetales que regulan diversos procesos del
desarrollo vegetativo y reproductivo de las plantas.
Los niveles de GAs activas estan regulados
principalmente por enzimas de biosintesis como las
GA 20-oxidasas (GA200ox) y GA 3-oxidasas (GA3ox)
y por enzimas de catabolismo como las GA 2-
oxidasas (GA20xs). En tomate (Solanum
lycopersicum L.) las GA2oxs estan codificadas por
una familia multigénica de 5 miembros, SIGA20x. El
objetivo principal de este trabajo es estudiar el papel
de los genes SIGA20x en el desarrollo de tomate.
Del estudio de su expresion se dedujo que los genes
SIGA20x tienen un alto grado de redundancia en

todos los tejidos analizados y que, en plantulas, no
son inducidos por la aplicacion de GAs. Ademas el
patron de expresion de los genes SIGA20x1 y
SIGA20x2 en ovarios sugiere que podrian actuar en
el control del crecimiento del ovario ya que estan
reprimidos en ovarios polinizados en crecimiento y
se inducen en ovarios no fertilizados. Para estudiar
la funcidon de estos genes en el desarrollo de la
planta se empled un abordaje de genética reversa
usando silenciamiento génico post-transcripcional
multiple y simple. Para el silenciamiento multiple se
usé una construccion de tipo horquilla con una
secuencia quimérica homdloga a los cinco genes
(shRNA20ox) y para el silenciamiento del gen
SIGA20x1 se us6 una construccion de tipo micro-
RNA artificial (amiRNA20x1). Ambas construcciones
indujeron el silenciamiento, siendo éste mas
eficiente cuanto mas abundante es el mensajero
diana.

En las plantas 35S::amiRNA2ox1, donde solo se
silencio el gen SIGA20x1, no se detectaron cambios
en los niveles de GAs activas, ni efectos fenotipicos
reproducibles. De estos resultados se deduce que el
silenciamiento del gen SIGA20x1 no es suficiente
para inducir cambios significativos en el fenotipo de
las plantas de tomate probablemente debido a la
redundancia génica. EIl silenciamiento multiple
inducido por la construccién 35S::shRNA20x
provocé un incremento significativo de los niveles de
la giberelina activa GA4 en ovarios. Ademas, los
ovarios no fertilizados crecian mucho mas en las
plantas transgénicas que en las plantas silvestres (al
menos 30 veces mas) y presentaban cierto grado de
capacidad partenocarpica que no poseian las
plantas silvestres, desarrollando entre un 5y un 37%
de frutos partenocarpicos. Los ovarios polinizados
de las plantas transgénicas se desarrollaban algo
mas rapido inicialmente, pero producian frutos del
mismo tamafio a los silvestres. Estos resultados
sugieren que el papel de las GAs en el crecimiento
del fruto de tomate puede estar mediado, al menos
en parte, por las GA 2-oxidasas. En el desarrollo
vegetativo de estas plantas no se detectaron los
efectos fenotipicos clasicos de la superproduccion
de GAs, ni se detectdé ningun incremento en los
niveles de GAs en tallos ni en apices. Sin embargo
se observdo una inhibicion significativa de la
ramificacion lateral que parecia deberse a un mayor
contenido de GA4 detectado en las yemas axilares.
Este fenotipo, no esperado, era suprimido
eficientemente cuando se inhibia la sintesis de GAs
mediante la aplicacién del inhibidor paclobutrazol.
Estos resultados sugieren un papel para las GAs
como represores de la ramificacion y que las GA 2-
oxidasas son importantes en el control de la
aparicion de ramas laterales mediado por GAs. En
resumen, las GA 2-oxidasas parecen tener un papel
en la regulacién de los niveles de GAs en los ovarios
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y en las yemas axilares de tomate y su
silenciamiento génico puede inducir crecimiento
partenocarpico de los ovarios e inhibicion de la
ramificacion.

Caracterizacion de la calidad del fruto asociada
al caracter climatérico en lineas casi-isogénicas
de meldn
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RESUMEN

El fruto del melén (Cucumis melo L.) es muy
apreciado por los consumidores por su sabor dulce y

carnosos. El objetivo de esta tesis doctoral fue
identificar los Quantitative Trait Loci (QTLs)
asociados a parametros de calidad del melén y
caracterizar algunos de sus efectos, especialmente
relacionados a la produccion de compuestos
volatiles aromaticos y textura del fruto del melén.
También se estableci6 la relacién entre el
comportamiento fisioldgico de los frutos y algunas de
sus caracteristicas. Se utilizaron lineas casi-
isogénicas o NILs de meldon con distinto
comportamiento  fisiolégico y obtenidas del
cruzamiento entres dos parentales no climatéricos,
el cultivar espafiol ‘Piel de Sapo’ (PS) tipo inodorus y
la accesion exodtica coreana tipo conomon Pl 161375
‘Shongwan Charmi’ (SC). Las NILs contenian una
introgresion homocigotica casi Unica del parental SC
en el fondo genético del parental PS. Los andlisis
realizados en los frutos de melon han permitido
comparar las NILs con respecto del parental PS y
asi detectar diferencias mediante diversas técnicas

estadisticas univariante y multivariante con el fin de
poder identificar QTLs de interés en el mapa
genético del meldon y localizar aromas
discriminantes. El comportamiento climatérico de la
NIL 6M1 y del cultivar ‘Védrantais’ (leve y moderado,
respectivamente) estuvo asociado a una mayor
produccion de ésteres (acetato y no acetato) y
compuestos derivados del azufre, mostrando una
dependencia al menos parcial del etileno para su
sintesis. Aldehidos, alcoholes y cetonas estuvieron
asociados al comportamiento no climatérico del
control PS, cultivar ‘Nicolas’ y de las NILs SC10-2 y
SC7-1, mostrado su caracter etileno-independiente.
Se han identificado QTLs asociados a la firmeza de
la pulpa y la produccién aromas volatiles en NILs de
meldén con introgresiones en los grupos de
ligamiento 11I/VI (comportamiento climatérico) o VIl y
X (comportamiento no climatérico). Un QTL (ff7.2)
fue mapeado en el LG VII asociado a la mayor
firmeza de la pulpa de la NIL SC7-1 y relacionado
con el mayor contenido en componentes
estructurales de la pared celular como galactosa y
residuo de a-celulosa. Otro QTL relacionado a una
mayor degradacion de pectinas fue asociado a los
QTLs del climaterio de la NIL SC3-5-1, mientras que
otro QTL relacionado con la introgresién que
produce el climaterio (localizada en el LG Ill) estuvo
asociado a la produccién de ésteres. Otros treinta y
dos QTLs; doce identificados en el LG VIl y veinte
en el LG X fueron asociados a la produccién de
ciertos aromas volatiles sirviendo como potenciales
biomarcadores de mayor firmeza de la pulpa
(especialmente aldehidos producidos via
aminoacidica) y otras diferencias texturales
(especialmente relacionadas con la sintesis
compuestos derivados del azufre y compuestos
derivados de la metionina) entre NILs de mel6n no
climatéricas. Las NILs de meldon con distinto
comportamiento fisioldgico han resultado de alto
interés para dilucidar el caracter etileno-
dependiente, etileno independiente o solo
parcialmente etileno dependiente de aromas
volatiles y textura, asi como la interrelacién entre
dos de los parametros méas importantes que definen
la caracteristicas de este fruto y por ende a ampliar
el conocimiento acerca del etileno y sus efectos
sobre la calidad global y parcial de la fruta en
general y del melén en particular.

Palabras clave: a-celulosa, acidos urénicos,
alcoholes, aldehidos, aminoacidos, analisis de
componentes principales, analisis de minimos
cuadrados parciales, analisis multivariante, analisis
de multiples arboles de decisién o random forest,
analisis univariante, azlcares neutros, calidad del
fruto, celulosa, cetonas, climatérico, comportamiento
fisiologico, compuestos aromaticos  volatiles,
compuestos derivados del azufre, Cucumis melo L.,
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ésteres acetato, ésteres no acetato, etileno, firmeza
de la pulpa, genotipo, grupo de ligamiento,
hemicelulosa, lineas de introgresion, lineas casi-
isogénicas, maduracion del fruto, marcadores
moleculares, no climatérico, pared celular,
precursores aromaticos, ‘Piel de Sapo’, Quantitative
Trait Loci, rutas metabdlicas, ‘Shongwan Charmi’,
textura, xiloglucanos.

ABSTRACT

Melon fruit (Cucumis melo L.) is highly appreciated
by consumers for its sweet taste and pleasant
aroma, being a crop of great importance in Spain
and particularly in the Region of Murcia C. melo L. is
characterized by its great genetic diversity and
physiological behavior which makes it an ideal model
for the study of metabolism and ripening in fleshy
fruits. The aim of this thesis was identify Quantitative
Trait Loci (QTLs) associated with melon quality
parameters and characterize some of its effects,
especially associated with the production of aromatic
volatile compounds and texture of melon fruit. The
relationship between the physiological behavior of
the fruit and some of its characteristics is also
established. Near-isogenic lines or NILs of melon
with different physiological behavior and obtained by
crossing of two non-climacteric parents, the Spanish
cultivar inodorus type ‘Piel de Sapo’ (PS) and the
Korean exotic accession Pl 161375 common type
‘Shongwan Charmi’ (SC) were used. The NILs
contained a homozygous introgression almost
unique of parental SC in the genetic background of
parental PS. The analyses realized in melon fruits
has allowed comparing the NILs with the parental PS
and so detect differences by means of several
univariante and multivariate statistical techniques in
order to identify QTLs of interest in the melon genetic
map and locate discriminant aromas. The climacteric
behavior of NIL 6M1 and cultivar ‘Védrantais’ (slight
and moderate, respectively) was associated with
increased production of esters (acetate and no
acetate) and sulfur-derived compounds, showing at
least a partial ethylene-dependence for their
synthesis. Aldehydes, alcohols and ketones were
associated with non-climacteric behavior of the
control PS, cultivar ‘Nicolas’ and NILs SC10-2 and
SC7-1, shown its ethylene-independent character.
QTLs associated with flesh firmness and aroma
volatile production in melon NILs with introgressions
in the linkage groups IlI/VI (climacteric behavior) or
VIl and X (non-climacteric behavior) had been
identified. A QTL (ff7.2) located in the LG VI
associated with higher flesh firmness in NIL SC7-1
was mapped and related to the higher content of cell
wall structural components, as galactose and a-
cellulose residue. Another QTL associated with
increased pectin degradation was associated to

climacteric QTLs of the NIL SC3-5-1, whereas
another QTL related to introgresion which produce
climacteric (located in LG Ill) was associated to
esters production. Other thirty-two QTLs, twelve
identified in the LG VII and twenty in the LG X were
associated to the production of certain volatile
aromas serving as potential biomarkers of higher
flesh firmness (especially aldehydes produced via
aminoacid) and other textural differences (especially
related to synthesis of sulfur-derived compounds and
compounds obtained via methionine) between non
climacteric melon NILs. Melon NiLs with different
physiological behavior have been results of great
interest to elucidate the ethylene-dependent,
ethylene-independent or only partially ethylene-
dependent character of aroma volatiles and texture,
as well as the interrelation among two of the most
important parameters that define the characteristics
of this fruit, and therefore to increase the knowledge
about the ethylene and its effects on global and
partial fruit quality in general and melon in particular.

Production of recombinant Immunoglobulin A in
plants for passive immunotherapy

Paloma Juarez Ortega

Directores. Diego Orzaez Calatayud y Antonio
Granell Richart

Programa de Doctorado de Biotecnologia de la
Universidad Politécnica de Valencia.

Realizada en laboratorio de Genémica de Plantas y
Biotecnologia (IBMCP-CSIC-UPV) Valencia.

SUMMARY

Mucosal passive immunization is the transfer of
active antibodies from one organism to the mucosal
surfaces of another organism for preventing or
treating infectious diseases. Mucosal passive
immunization has a great potential for the prevention
and treatment of enteric infections like Rotavirus,
which causes more than 114 million episodes of
diarrhea annually with a death toll of more than
450.000 per year. However, the high cost of
recombinant  antibodies with the current
manufacturing systems based on mammalian cells
hampers the production of the high antibody
quantities required for passive immunization
strategies. Alternative expression platforms such as
plants could provide higher scalability and reduced
costs. Moreover, the use of edible plant organs,
which are Generally-Regarded-As-Safe (GRAS),
could reduce manufacturing costs even further by
easing the requirements for antibody purification. We
analyze here the feasibility of utilizing fruits as
inexpensive biofactories of human antibodies that
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can be orally delivered as crude extracts or partially
purified  formulations in  mucosal passive
immunization strategies.

In the first section of this thesis, the construction of
tomato plants producing a model human
Immunoglobulin A (IgA) against rotavirus in their
fruits is described. As a result, an elite homozygous
line was obtained whose fruits produced on average
41 g of IgA per gram of fresh weigh, equivalent to
0.69 mg IgA per gram of dry tomato powder.
Minimally processed products derived from IgA-
expressing tomatoes were shown to strongly inhibit
virus infection in an in vitro neutralization assay.
Moreover, in order to make IgA-expressing tomatoes
easily distinguishable from wild-type tomatoes, they
were sexually crossed with a transgenic tomato line
expressing the genes encoding Antirrhinum majus
Rosea1 and Delila transcription factors, which confer
purple colour to the fruit. The resulting
transgenically-labelled purple tomatoes contained
not only high levels of recombinant neutralizing
human IgA but also increased amounts of
anthocyanins.

In the second section of the thesis the composition of
IgA-expressing tomatoes was analyzed in search of
possible unintended effects that could compromise
the GRAS status of the final product. To this end,
transgenic IgA-tomatoes were compared with wild
type tomatoes and also commercial tomato varieties
using proteomic and metabolomic approaches. 2D-
DIGE gels coupled with LC-MSMS for protein
identification showed that all the uptrend differential

proteins detected corresponded only to
immunoglobulin chains or antibody fragments. On
the other hand, non-targeted metabolite data
obtained by UPLC-MS identified variations between
transgenic and non-transgenic lines, however such
variations could not be associated with the presence
of abnormal levels of any particular secondary
metabolite in the IgA fruits. Therefore from the
analysis conducted here no sign was obtained that
could indicate that tomato-IgA formulations are less
safe for consumption than their wild type
counterparts.

The third section of this thesis focused in optimizing
the production of the secretory form of the IgA
(slgA), as this is the most convenient antibody
isotype for mucosal passive immunization. SIgA
production requires the co-expression of four
transcriptional units encoding the light chain (LC),
heavy chain (HC), joining chain (JC) and secretory
component (SC). In order to optimize its production,
sixteen versions of a human sIgA against rotavirus
comprising different antibody chain isotypes with or
without retention in the endoplasmic reticulum were
constructed using the GoldenBraid multigene
assembly system. Transient expression in Nicotiana
benthamiana of all slgA versions showed that
maximum expression levels were achieved by the
slgA version containing alpha1 HC, lambda LC and
with a KDEL signal linked to the SC, with an
estimated 33% of the total IgA accumulating in the
form of a secretory complex.

Informes de Reuniones Cientificas

Reunion del Grupo de Biologia Molecular de Plantas
Cartagena

Por Marcos Egea-Cortines

El congreso referencia de Biologia Molecular de
Plantas, se celebré en su duodécima ediciéon en la
Universidad Politécnica de Cartagena. A pesar de la
dificultad manifiesta en la que se encuentran los
grupos de investigacion como consecuencia de la
precariedad presupuestaria, el congreso contdé con
la participacion de 280 inscritos.

El congreso contd en la organizacion con el Dr.
Federico Valverde del Instituto de Bioquimica
Vegetal y Fotosintesis, CSIC, Sevilla, y del Dr.
Marcos Egea Gutiérrez-Cortines del Instituto de
Biotecnologia Vegetal-ETSIA, Universidad
Politécnica de Cartagena. El comité organizador
conté con la inestimable ayuda del comité cientifico
integrado por la Dra. Isabel Allona, del Centro de
Biotecnologia y Gendémica de Plantas, UPM, Madrid;

el Dr. Miguel A. Aranda Regules del Departamento
de Biologia del estrés y patologia vegetal. CEBAS-
CSIC, Murcia; los doctores Miguel Angel Blazquez
Rodriguez y Pedro Luis Rodriguez Egea del Instituto
de Biologia Molecular y Celular de Plantas (CSIC-
UPV), Valencia, Jaume Martinez Garcia y Manuel
Rodriguez-Concepciéon del Centre for Research in
Agricultural Genomics (CRAG), Campus UAB
Bellaterra, Barcelona; la Dra Pilar Cubas Dominguez
del Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC-U.
Autonoma de Madrid, Madrid y el Dr. Julio Salinas
del Centro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC,
Madrid. El congreso conté ademas con la
colaboracion de Biovegen y con la ayuda de
Gonzaga Ruiz de Gauna.

El congreso se desarrollé en base a ocho sesiones
de seminarios, una sesion de ciencia-empresa y el
equivalente a dos sesiones y media para la
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discusion e inspeccion de los cerca de 180 posters
presentados. Contd con tres ponencias plenarias a

cargo del Dr. George Coupland

Reunion del Grupo de Fitohormonas

La Xlll Reunién del Grupo de Fitohormonas de la
SEFV tuvo lugar en Murcia, entre los dias 9y 11 de
abril (2014). Forma parte de las convocatorias
bienales que se han venido realizando desde 1988
para discutir aspectos relacionados con la actividad
hormonal en las plantas, su metabolismo o
mecanismo de accion. La anterior se celebré en
Gran Canaria (Junio 2012).

En esta ocasién se encargaron de la organizacion el
CEBAS-CSIC y la Universidad de Murcia, aunque
las reuniones se realizaron en el Hotel Silken-7
Coronas situado en el centro de la ciudad.
Participaron unas 50 personas, durante tres dias, en
densas sesiones de mafiana y tarde que dieron
cabida a los actos de presentacion, dos conferencias
plenarias (apertura y clausura), 6 conferencias
invitadas y 23 ponencias.

Las dos conferencias que iniciaron y cerraron la
reunion fueron:

Salomé Prat Departamento de Genética Molecular
de Plantas. Centro Nacional de Biotecnologia, CNB-
CSIC, Madrid
Phytochrome interacting factors: main integrators of
light and hormonal signals

Jan Traas Laboratoire de Reproduction et
Développement des Plantes UMR INRA-CNRS-
ENSL-UCB Lyon |
Organ formation at the shoot apical meristem: from
morphodynamics to morphomechanics

En cuanto a las conferencias invitadas que abrian
cada sesion, corrieron a cargo de investigadores
destacados que, a su vez, actuaron como
moderadores de la sesidn correspondiente: (1)
When chemistry meets biology Andrea Chini; (2) The
multigene family of PYR/PYL abscisic acid receptors
plays a pivotal role for ABA signaling Pedro L.

Murcia

Rodriguez; (3) Auxinas y ubiquitina: dos promotores
de la division celular Juan Carlos del Pozo; (4)
Crosstalk entre el 6xido nitrico y las fitohormonas en
el desarrollo vegetal: estado actual y perspectivas
Oscar Lorenzo; (5) Regulacién espacial de la
sefalizacion de brasinoesteroides en el desarrollo
vegetal Ana |. Cafo-Delgado; (6) Factores que
determinan la multiplicidad de funciones de las
hormonas giberelinas David Alabadi.

Las ponencias procedian de distintos ambitos
geograficos: CEBAS-CSIC y Universidad de Murcia
(6); Zaidin-CSIC Granada (4); Universitat Jaume |
Castellon (3); IBMCP-CSIC-UPV Valencia (2);
Universidad de Salamanca (2) CIB-CSIC y CBGP-
UP Madrid (2); Universidad de Santiago (2);
Universidad de Codrdoba (1) y Universidad de
Badajoz (1). Entre los temas abordados,
predominaban los estudios sobre la participaciéon
hormonal en algun tipo de estrés bidtico o abidtico,
también en procesos como la embriogénesis,
germinacion, enraizamiento, partenocarpia |y
maduracion de frutos o en interacciones con
micorrizas. Todas las fitohormonas conocidas se
citaron en estas ponencias, destacando por su
novedad en estas reuniones, las intervenciones
sobre brasinoesteroides y estrigolactonas.

Todas las intervenciones fueron orales, como viene
siendo tradicional en las reuniones de este grupo de
la SEFV, lo cual propicid6 la posibilidad de
intervenciones y debates que, junto con las
conversaciones paralelas e intercambios en las
pausas del café o las comidas, hicieron mas
fructifero el encuentro. También se edité un libro que
recogia todo lo expuesto: “Fitohormonas.
Metabolismo y Modo de Accién, 2014” (ISBN 978-
84-15107-51-4).

Aprovechando esta convocatoria, la SEFV celebré
su Asamblea anual ordinaria y una reunién de su
Junta Directiva.
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El Grupo de Fitohormonas conmemoré su XXV
aniversario, congratulandose por su continuidad.
Con tal ocasion, J. Carbonell y M. Acosta moderaron
un debate en el que, previamente, se recordaron las
iniciativas pioneras para comenzar la andadura del
Grupo y luego se expuso su evolucién a través de
distintas reuniones recorriendo la geografia
peninsular e insular. Después se plantearon las
posibles dificultades para mantener la continuidad
de este tipo de reuniones. No cabe duda de que el
tema de las fitohormonas goza de buena salud
dentro de la SEFV y existen numerosos Grupos de
investigacion  con prestigio y  proyeccién
internacional. La cuestion es si hay suficiente masa
critica en estas reuniones o deben ser absorbidas
por otras mas masificadas como las de Biologia
Molecular de Plantas. De momento, no se quiso
renunciar al caracter aun casi familiar de estas
convocatorias e, incluso a vinculos de amistad entre
organizadores y participantes que las facilitan. Existe

una oferta para la reunién de 2016 en Valencia e,
incluso, para la de 2018, en Barcelona. Esperemos
seguir viéndonos en el futuro.

Por ultimo, un agradecimiento a todos los
participantes por su entusiasmo y colaboracion, asi
como a los Comités Cientifico y Organizador por su
buena disposicion en todo momento.
Agradecimiento muy especial a los Organismos
publicos, empresas y entidades colaboradoras. A
Miguel Angel Blazquez y Aurelio Gémez- Cadenas
por su apoyo.

Manuel Acosta Echeverria / Universidad de Murcia
Francisco Pérez Alfocea / CEBAS-CSIC Murcia
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Boletin de Inscripcion

Sociedad Espafola de Fisiologia Vegetal - SEFV

Apellidos
Nombre Titulo
Departamento
Centro Institucion
Calle/Aptdo.
Poblacion Provincia C.P.
Teléfono Fax e-mail
Lineas de Investigacion (seleccionar un maximo de 4 lineas)
[ Alelopatia [ Fisiologia Celular O Herbicidas O Paredes Celulares

[ Biologia Molecular

[ Bioquimica Vegetal

[ Biotecnologia

[ Crecimiento y Desarrollo
O Cultivo “in vitro”

[ Fisiologia de Algas
O Fisiologia de la Flor
O Fisiologia de Liquenes
O Fisiologia de Semillas
[ Fisiologia del Fruto

O Histologia y Anatomia

O Horticultura

[0 Metabolismo Carbohidratos
[0 Metabolismo Nitrégeno

[0 Metabolismo Secundario

[0 Postcosecha

O Productividad Vegetal
O Propagacion

[ Relaciones Hidricas
O Silvicultura

O Ecofisiologia O Fitopatologia O Micorrizas O Simbiosis
O Fertilidad del suelo O Fotomorfogénesis O Nutricion Mineral O Tecnologia de alimentos
O Fis. Condic. Adversas O Fotosintesis O Palinologia O Transporte

Desea hacerse miembro Ordinario / Adherido (tache lo que no proceda) de la
Sociedad Espariola de Fisiologia Vegetal.

a de
Firma,

de 20 .

Socios Ordinarios que lo presentan

D/D?
D/D?

Firma

Firma

Autorizaciéon bancaria

D/D?
Autorizo a la Sociedad Espafiola de Fisiologia Vegetal para que, con cargo a mi cuenta
corriente/libreta n°

Digitos Banco D. Sucursal D.C. D. Cuenta
Banco/Caja de Ahorros Calle/Plaza ,
Poblacion Provincia C.P.

cobre la cuota anual de la Sociedad.
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a de de 20___ .
Firma,

Boletin de Actualizacion de Datos

Si alguno de sus datos cambia en algun momento, notifiquenos las modificaciones

mediante este boletin.

La SEFV garantiza que su Base de Datos es para uso interno y unicamente se facilitaran datos a las Sociedades Cientificas
Internacionales de las que es miembro.

RELLENE UNICAMENTE SU NOMBRE Y LOS DATOS QUE SUFREN MODIFICACIONES
Nombre: Cargo:
Departamento:

Centro - Institucion/Empresa:

Direccidn:

Tel: Fax: e-mail:

Lineas de investigacion:

(Seleccione un maximo de 4 de la relacion que figura a continuacioén)

Cddigos de Lineas de investigacion:

1 Alelopatia 10 Fisiologia Celular 19 Herbicidas 28 Paredes Celulares

2 Biologia Molecular 11 Fisiologia de Algas 20 Histologia y Anatomia 29 Postcosecha

3 Bioquimica Vegetal 12 Fisiologia de la Flor 21 Horticultura 30 Productividad Vegetal

4 Biotecnologia 13 Fisiologia de Liquenes 22 Metabolismo Carbohidratos 31 Propagacion

5 Crecimiento y Desarrollo 14 Fisiologia de Semillas 23 Metabolismo Nitrégeno 32 Relaciones Hidricas

6 Cultivo “in vitro” 15 Fisiologia del Fruto 24 Metabolismo Secundario 33 Silvicultura

7 Ecofisiologia 16 Fitopatologia 25 Micorrizas 34 Simbiosis

8 Fertilidad del suelo 17 Fotomorfogénesis 26 Nutricion Mineral 35 Tecnologia de alimentos
9 Fis. Condic. Adversas 18 Fotosintesis 27 Palinologia 36 Transporte

Autorizacion bancaria

D/D? .
Autorizo a la Sociedad Espafiola de Fisiologia Vegetal para que, con cargo a mi cuenta corriente/libreta
nO

Digitos Banco D. Sucursal D. C. D. Cuenta
Banco/Caja de Ahorros Calle/Plaza ,
Poblacién Provincia C.P. ,

cobre la cuota anual de la Sociedad.

a de de20 __ .

Firma
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