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El rumbo de la SEFV

Estimados socios,

Recientemente se celebr6 en Praga el congreso
conjunto de la FESPB y EPSO. Este congreso
acogio interesantes presentaciones de los Ultimos
trabajos realizados por cientificos europeocs. En la
ediciéon de este afio la presencia de espafioles ha
sido muy elevada, contando con muchos jovenes
investigadores de nuestro pais. Las becas de
inscripcién que la SEFV otorgd a cinco de ellos junto
a las becas de FESPB y EPSO han contribuido a
gue estwieran presentes en el evento. Debo
destacar con gran orgullo y admiracion que Miguel
de Lucas, premio SEFV 2015, ha recibido el
galardén que otorga la FESPB al mejor inv estigador
europeo en su etapa inicial. Aprovecho estas lineas
para enviarle, en mi nombre y en el de toda la SEFV,
mi més afectuosa felicitacién. Este reconocimiento
demuestra el alto nivel de investigacion de los
grupos espafioles y es un mativo mas de optimismo
y orgullo paratoda la sociedad.

Durante el congreso se celebré la reunion de
sociedades nacionales que conforman la FESPB.
Destacar que la Federacién se encuentra en una
buena situacién econémica en este momentoy que,
tal y como os informé hace dos afios, se ha
comenzado a financiar iniciativas locales con
proy eccion internacional. Por tanto, os animo a
explorar esta interesante fuente definanciacion para
vV uestros congresos e iniciativas internacionales. El
congreso de Copenhague (Dinamarca) del 2018ya
ha sido presentado y parece que la Sociedad
Escandinava de Fisiologia Vegetal realizara una
gran labor organizativa

En otro orden de cosas, durante este semestre
varias han sido las iniciatvas y compromisos que
desde la SEFV hemos ido materializando. En primer
lugar, hemos escaneadoy subido a nuestra pagina
web todos los boletines publicados por la sociedad
desde su primera edicion hace méas de 30 afos. Os
recomiendo leerlos durante las vacaciones de

verano si queréis revivir la historia de nuestra
sociedad. Ademés, en este mismo boletin
encontraréis un interesante articulo elaborado por
Manuel Acosta y Juan Carbonell sobre el origeny
evolucion del grupo de fitohormonas. Por primera
vez se ha realizado una convocatoria para la
realizacién de una Escuela Cientifica financiada por
nuestra sociedad. Esta cornvocatoria se dirige a
todos los socios y esté abierta a los distintos &mbitos
de conocimiento contemplados en la Sociedad.
Podéis encontrar todos los detalles en la pagina web
de la SEFV. Desde aqui os animo a presentar
v uestras iniciativas. Durante este semestre la SEFV
se ha unido al Global Plant Courcil; creo que esta
iniciativa, que promueve la investigacién en plantas
a nivel internacional, es de gran interés y mediante
nuestra adhesién podemos contribuir a su
financiacion y a que continden desarrollandose
acciones cientificas en paises con muchas
necesidades econdmicas.

Las reuniones de los grupos de la SEFV se estan
sucediendo durante el 2016 con éxitoy el congreso
de la SEFV de Barcelona ya esta tomando foma.
Como sabéis, se celebrard en esta ciudad entre el
26 y 29 de Junio de 2017 y viene lleno de
nov edades. Con la ilusién, experiencia y capacidad
de trabajo de Teresa Alabella y todo el comité
organizador, el éxito del congreso esta asegurado.
Quiero acabar animandoos a leer el boletin que
cuenta con interesantes contribuciones como la
entrevista a Francisco Mojica, descubridor del
sistema CRISPR, la historia del grupo de
fitohormonas, la revision de Luisa M. Sandalio,
reportajes de grupos, etc.

Desearos, por ultimo, un feliz verano y unas muy
buenas y merecidas v acaciones.

Aurelio Gbmez Cadenas
Presidente de la SEFV



Origen yevolucién del Grupo de Fitohormonas de la SEFV

Manuel Acosta Echeverria
Departamento de Biologia Vegetal, Universidad de Murcia, Murcia

Juan Carbonell
Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (UPV/CSIC), Valencia

Antes de abordar el origeny evolucion del Grupo de
Fitohormonas de la SEFV, parece adecuado peffilar el
horizonte del area de las hormonas v egetales en 1988
y considerar, aunque sea muy brevemernte, los grandes
cambios que se han producido hasta el momento. Asi
tendremos un buen marco de referencia para
comprender el origeny la evolucion del grupo.

El areadelas Fitohormonas entre 1988 y 2016

En 1988 habia un reducido grupo de fitohormonas,
constituido por unos metabolitos (auxinas, giberelinas,
citoquininas, &cido abscisico y etileno), a los que se
atribuia, en términos generales, la regulacion de
procesos de desarrollo y estrés de las plantas y la
coordinacion con factores ambientales. Hasta ese
momento se puede considerar que, salvo para el
etileno y giberelinas, donde se habian identificado y
caracterizado muchos de los metabolitos y enzimas
que constituian la ruta metabdlica (Yang y Hoffman
1984; Graebe 1987), en general habia nulos o escasaos
conocimientos sobre su biosintesis y metabolismo
(Fong 1989). Sin embargo, la aproximacién bioquimica
no habia tenido éxito en la bisqueda de receptores
hormonales; s6lo se habia logrado un candidato a
receptor de auxinas, la Auxin Binding Protein de maiz,
ABP1 (Lobler y Klambt 1985), de larga e inconclusa
historia. Mientras tanto, al final de la década de los 80
yase habian identificado genes regulados por auxinas,
giberelinas, ABAYy etileno (Goday et al 1988; Lincolny
Fischer 1988; Nolany Ho 1988; Theologis 1989).

Un factor clave del posterior avance para la definicion
de las rutas de biosintesis y de la accién hormonal lo
constituy 6 la introduccion del andlisis molecular de
mutantes disponibles (King P 1988) y generados
posteriormente. En la década de los 90, se logro la
identificacion del primer receptor (ETR1, Ethylene
Triple Response) para una hormona v egetal, el etileno
(Chang et al 1993). Sigui6 la identificacion de
elementos de latransduccion de sefiales hormonalesy
también se avanz6 en el andlisis de hormonas por
técnicas de separacion cromatogréafica y cuantificacion
por espectrometria de masas, otro factor clave para
determinar de forma precisa la presencia de las
hormonas y de cambios fisiolégicos de origen
hormonal.

En marzo de 1993, el Centro de Reuniones
Internacionales sobre Biologia del Instituto Juan March

de Estudios e Investigaciones, aprobd la celebracion de
un workshop sobre “Approaches to Plant Hornone
Action”, cuyo programa refleja los temas maés
candentes de del momento: Characterization of
hormone response rmutants, Characterization of
putative receptors and identification of signal
transduction pathways, Molecular cloning of hormone
regulated genes, Hormone responsive elements,
Expression and repression of hormone biosynthetic
genes and analysis of hormone response in transgenic
plants. A destacar la intervencion de Tony Bleecker
(1993) que adelanté la presentacion de ETR1Y,
publicada unos meses mas tarde (Chang et al 1993). El
bloqueo en los aeropuertos del este de los EEUU,
debido a una gran nevada, impidié6 que Joe Ecker
pudiera presentar ‘su” CTR (Constitutive Triple
Response), que se revelé como un elemento de la
transduccion de sefial del etileno.

Resulta imposible enumerar todos los hallazgos
relevantes que se han producido desde entonces hasta
2016. Algunas de las claves mas importantes fueron la
aplicacion de un conjunto de técnicas de marcaje de
genes que pemitian el rapido aislamiento e
identificacion de los genes mutados, la transformacion
de plantas para el estudio de lafuncion de los genesy
la aplicaciéon de las técnicas de la biologia molecular
para clonaje, selecciony modficacién de genes. Todo
ello, junto con la secuenciaciéon del genoma de una
gran variedad de plantas, ha hecho paosible que ya
empecemos a poder hablar de Mecanismos
Moleculares de Accion, envez de Modo de Accion, de
las Fitohormonas.

Resumiendo mucho, podemos decir que desde 1988, el
nicleo “clasico” de las Fitohormonas se ha
transfomado en un grupo de “sefiales” que regulan el
desarrollo y la respuesta de las plantas a diversos
factores. Se incluyen el jasmoénico, salicilico,
brasinosteroides, estrigolactonas, karrikinas, y también
oxido nitrico, péptidos y poliaminas. En la actualidad
“signaling, transport, cross-tak ...” son palabras clave
que indican que cada hormona tiene funciones
multiples en miltiples tejidos y procesos en los que se
puede ver implicada. Dar respuesta a estas cuestiones,
descifrando los elementos moleculares que suby acen a
estos procesos, constituy e una ilusionante actividad del
inmediato futuro.

Para terminar el apartado sobre las fitohormonas, so6lo
gueda decir que es dificil encontrar una revision que se



titule “Todo sobre las Homonas Vegetales” pero, al
menos, cabe citar una reciente e interesante, donde se
comparan los diferentes mecanismas que utilizan las
distintas hormonas en su accion (Larrieu y Vernoux
2015).

Origen dela SEFV ydesus grupos

La Sociedad Espafiola de Fisiologia Vegetal (SEFV) se
fund6 con ocasion de una reuniéon informal de una
veintena de cientificos que tuvo lugar en laisla de La
Toja (Pontev edra), en octubre de 1974. Posteriormente
se consolid6 en reuniones bienales que se celebraron
en Santa Cruz de Tenerife (1976), Granada (1978) y
Salamanca (1981), con un sako cronoldgico en 1980 ya
gue ese afio se organiz6 en Santiago de Compostela el
Il Congreso de la Federacion Europea de Sociedades
de Fisiologia Vegetal (FESPP).

En la reunion de Salamanca (organizada por el
Profesor Gregorio Nicolds) se eligi6 una Junta
Directiva, para un periodo de cuatro afios (1981-85),
recayendo el cargo de Presidente en el Profesor
Francisco Sabater de la Universidad de Murcia. El resto
de esa Junta lo fomaban: Rosario de Felipe, Camen
Morales, Camen Gonzalez Murlia, Ricardo Sanchez
Tamés, Antonio Leal, Angel Luque, Carlos Alcaraz
(Secretario) y Manuel Acosta (Tesorero). El grueso de
la tarea consistié en preparar la siguiente reunion de la
SEFV que tw o lugar en Murcia entre el 27 y el 30 de
septiembre de 1983. Durante la Asamblea General
celebrada alli, hubo varios debates y se encomendaron
a la Junta algunas tareas, entre ellas escoger un
logotipo (el primero, con los troncos y las hojas),
elaborar un boletin de noticias y movilizar las
actividades dentro de la SEFV. Precisamente, en ese
primer boletin publicado en junio de 1984, aparece un
Editorial del Presidente en el que se decia
textuaimente:

“...Para dar un caracter mas dinamico y eficaz a
nuestras relaciones cientificas se expuso en la Ultima
Asamblea General la conveniencia de fomentar la
creacion de secciones dentro de la Sociedad...” y més
adelante “... se adopt6 el acuerdo de no preestablecer
dichas secciones, sino dar oportunidad para que surjan
de manera natural por contactos entre los miembros
interesados...”

La espontaneidad para organizar grupos se hacia de
rogar y fue el propio Sabater quien encargé a Carlos
Alcaraz y a Manuel Acosta que dinamizasen las
actividades, con la promocion por parte de cada uno de
la reunion adecuada.

Dentro de su especialidad respectiva. Carlos fue mas
actvo y organiz6 la | Reunion de la seccion de
Nutricion Mineral de la SEFV que tuvo lugar en Murcia
(2-3 de abril de 1987).

Origen del grupode Fitohormonas

El trabajo de Manuel Acosta estaba relacionado con las
Fitohormonas y el encargo recibido se retras6 un afio,
yaque el numero de colegas que habia en este campo
era, sin duda, menor que el de los que se ocupaban de
la nutricién mineral, temaética que ya tenia mas tradicion
dentro de la Sociedad. Pronto pensd en dos personas
que le podrian ayudar, una seria Ignacio Zarra que
trabajaba con paredes celulares, habia estado en
Japény se interesaba, ahora, por el efecto de la auxina
y el pH sobre el crecimiento de hipocotilos de pino; la

otra deberia ser José Luis Garcia Martinez que habia
regresado de los Estados Unidos y tenia un prestigio
consolidado en el campo de las giberelinas. Con ambos
contact6 por teléfono (no se tenia, todavia, Internet) y
se acordd6 mantener una reunibn en Valencia,
aprov echando que José Luis ya estaba alli e Ignacioy
Manuel tendrian ocasién de coincidir en algun tribunal
de tesis doctoral u opaosicion.

El Dr. Rubery en su laboratorio (1988), izquierda, el primer
libro sobre metabolismo y modo de accién de fitohormonas (.
Zarray G. Remlla, eds), derecha.

Una tarde otonal de 1987, en un laboratorio atestado
del viejo IATA (Instituto de Agroquimica y Tecnologia
de Alimentos) de la calle Jaime Roig, quedé constituida
la seccion de Fitohormonas de la SEFV.

Ignacio, que ya era catedrético en la Universidad de
Ledn, se ofrecid para organizar alli el primer simposio
sobre “Metabolismo y Modo de Accion de las
Fitohormonas” ya que, en aquel tiempo, de
mecanismos de accidny perspectivas moleculares ain
se sabia poco. También se pensé que seria bueno abrir
la tradicion de invitar siempre a un investigador de
prestigio en nuestro campo. Esta primera vez se dejo
escoger a Manuel Acostay propuso al Dr. P.H. Rubery
del Departamento de Bioguimica de la Universidad de
Cambridge (Reino Unido). Trabajaba en el transporte
polar de auxinasy tenia una vinculacion reciente con el
profesor Sabater y su laboratorio. Después nos
alegramos mucho de su asistencia.

La primera reunion tuwo lugar en la Universidad de
Ledn, los dias 8y 9 de abril de 1988. Asistieron unas
cincuenta personas y se presentaron 19
comunicaciones que, como era de esperar, procedian
fundamentaimente de grupos de investigacion de
Valencia, Murcia, Le6n y Salamanca También hubo
dos de Barcelona, una de Granada y otra de Malaga
(Tabla 1). Predominaban las auxinas y giberelinas,
estando mas repartido el resto entre citoquininas,
abscisico, etileno o poliaminas (Figura 1)



Tabla |. Datos de los simposios celebrados sobre “Metabolismo y Modo de Accion de las Fitohormonas”

desde 1988

I 1988 LEON 51 20 1 19

I 1990 GRANADA 74 21 1 20

1l 1992 MURCIA 99 35 1 34

\Y; 1994 VALENCIA 121 40 2 38

Y 1996 BARCELONA 105 33 1 32

VI 1998 OVIEDO 99 35 2 33

VIl 2000 SANTIAGO 87 38 3 29 6

VIII 2002 SEVILLA 108 38 2 30 8

IX 2004 SALAMANCA 115 39 2 32 5

X 2006 CASTELLON 121 35 2 28 5

X 2008 MADRID 118 34 2 27 5
PGSA 2010 TARRAGONA* 237 62 1* 45% 16*

Xl 2012 GRAN CANARIA 65 19 2 12 5

Xl 2014 MURCIA 128 32 2 23 6 1
XV 2016 VALENCIA 169 37 2 22 12 1

Lareunion de Tarragona se consider 6 integrada en la “20th International Conference on Plant Growth Substances” organizada por la

IPGSA (International Plant Growth Substances Association).

Contrib: total de contribuciones presentadas; Conf: Conferencias

Inicial, Final o Plenaria*; Com: comunicaciones orales o posters*; Rev+: Revisiones con presentacion oral; Rev-: Revsion sin
presentacién or al; Oi/s: C omunicaciones oral es invitadas o seleccionadas*; Prélg: prélogo)

Los temas abordaban la influencia de fitohormonas
especificas sobre procesos fisiolégicos como la
germinacion, el crecimiento de plantulas, el desarrollo
de frutos o la senescencia, tanto foliar como floral
Igualmente, se presentaron estudios bioquimicos sobre
metabolismoy transporte hormonal, incluy endo alguna
regulacion transcripcional o de la sintesis de proteinas.
En cuanto a los materiales usados, predominaban los
guisantes, garbanzosy altramuces, afiadiéndose algun
fruto de tomate o melocotén, los hipocatilos de pinoy
las flores de clavel (Figura 2). La conferencia del Dr
Rubery (Mechanism and control of auxin transport) no
decepcion6 ya que nos puso al dia de sus Ultimas
investigaciones sobre la  caracterizacion  de
transportadores localizados en vesiculas y nos
adelant6 parte del trabajo que publicd después acerca
del papel de algunos flav onoides en la modulacién del
transporte polar de auxina (Jacobs y Rubery 1988).
Debemos afiadir que el Dr Rubery nos mostré un
caracter muy afable, era una persona culta que tocaba
el piano y hablaba francés (cosa rara en un britanico),
disfrutaba con su ceweza y, en todo momento, se
ofrecié a ayudarnos en nuestras investigaciones. Nos
dejo lafrase ‘thisis not Edinburgh (él decia edimbara)“
cuando, rodeado de cecinas, botillos y embutidos en
algun lugar del Barrio Himedo, comparti6 la cena con
los asistentes a nuestra reunidon. La austeridad
escocesa no tenia parangén con aquello.

Al final de la reunién de Leén, quedd clara la intencién
de mantener viva nuestra secciéon de Fitohomonasy
Angel Matilla se ofreci6 a organizar la siguiente, dos
afos después, en la Universidad de Granada.

Asi sucedi6 en 1990, asistiendo un nimero de
personas similar al de Ledn y con 20 comunicaciones
presentadas. El origen de los participantes y la
distribucién por fitohomonas también fue muy similar
(Figura 1), destacando particulamente el auge del
etileno. En este serntido, cabe destacar que el
conferenciante invitado fue el profesor Michael S. Reid
de la Universidad de Davis (California), especialista en
esa hormona, aunque su conferencia vers6 sobre
“Receptores de las Fitohormonas” usando en la
exposicion una version primitiva de lo que seria el

powerpoint, llamando la atencién por los esquemas que
present6. También, Lorenzo Zacarias y él presentaron
una ponencia titulada ‘Regulacion hormonal de la
senescencia foliar en Arabidopsis thaliana” con la que
empezaba a cobrar carta de naturaleza la tal hierba
(Zacarias y Reid 1990).

Desde Granada, le toc6 el turno a Murcia y fue su
Universidad la que acogio la Ill Reunién, en 1992. M.
Acosta, J. Sdnchez Bravo y M. Bafién Arnao, editaron
el libro de resimenes.

Los participantes fueron cerca de 80y el nimero de
comunicaciones aumentd a 34 que se distribuy eron
entre las distintas fitohomonas (Figura 1). Destacaria
el impacto de las poliaminas en aquel momento y
también que 8 comunicaciones estudiaban el efecto
combinado de méas de una homona sobre algun
proceso fisioldgico. Predominaban los estudios
metabdlicas y la enzimologia, también algunos ef ectas
de la aplicacion de hormonas en la formacion de
metabolitos secundarios con interés biotecnoldgico y
algunos trabajos sobre expresion de genes,
modificaciones en la transcripcion y cambios
polipeptidicos. No se presentaron comunicaciones que
utilizasen Arabidopsis thaliana. Con respecto al origen
geografico de los Grupcs, se mantenian las
proporciones de las anteriores reuniones, apreciandose
la incorporacion de més colegas de la Universidad de
Oviedo.

El conferenciante invitado, en esta ocasion, fue el Dr
Peter Hedden de la Universidad de Bristol y la Estacion
experimental de Long Ashton (Reino Unido), persona
muy apreciada por su inteligencia y capacidad de
trabajo que venia colaborando con los grupos de
Valencia. Su intervencién “Modern methods of plant
hormone analysis” nos dio una informacion muy
actualizada sobre las nuevas tendencias en andlisis,
con el uso de técnicas inmunoldgicas, cromatograficas
de alta resolucion y, sobre todo, la aparicién poco a
poco asequible de la espectrometria de masas. El uso
de patrones marcados con is6topos estables ya dejaba
de ser una utopia. Su aportacién al libro de resimenes
fue un privilegio ya que pudimos leer, con un afio de



adelanto, su publicacion en Annual Review (Hedden
1993) cuy o contenido era practicamente similar.

La IV Reuniéon tuwo lugar en Valencia en 1994,
organizada por Juan Carbonell y José Luis Garcia
Martinez. El evento marc6 un punto de inflexion ya que
las 38 comunicaciones presentadas aun no han sido
superadas en nimero por las posteriores reuniones.
Pero, sobre todo, en la segunda mitad de los 90yase
estaban produciendo cambios que iban a afectar a la
Fisiologia Vegetal y a las siguientes reuniones del
Grupo de Fitohormonas.

La reunién de Valencia sivid para bautizar al grupo
como “grupo de Fitohermanacs”, cuando alguien ajeno
emiti6 una factura a la “reunion de Fitohemanos”,
aunque lo mas relevante fue que también sivi6 para
consolidar definitivamente los objetvos y normas que
se habian establecido desde el inicio:

1) Extender las reuniones a los lugares de trabajo de
los fitohermanos, es decir, celebrar las reuniones a lo
largo y ancho de toda la geografia espafola, tratando
de integrar y conectar a todos los grupos interesados
en fitohormonas independientemente de la diversidad
de enfoques y aproximaciones experimentales (Tabla
I). Este objetivo se ha cumplido y ha dado paso a un
nuevo ciclo al repetir sede en Murcia (en 2014, con
ocasion del 25 Aniversario del Grupo) y después (2016)
en Valencia, con nuevos organizadores, Francisco
Pérez-Alfocea, y David Alabadi con Miguel A.
Blazquez, respectivamente. Todo indica que podemaos
ser optimistas sobre el futuro del “grupo de
Fitohermanos” ya que hay relevo para los grupos
iniciales.

2) Invitacion, al menos, a un investigador extranjero.
Los invitados han sido: Rubery PH, Reid MS, Hedden
P, Hooley R, Walden R, Schmiilling T, Leopold CA,
Roitsch T, Jones RL, Ho TDH, Gubler F, Charrier B,
Traas Jy Achard P, cada uno sucesivamente siguiendo
el orden cronolégico de la Tablal. La conclusion es que
se ha facilitado la interaccion con lideres del campoy,
aunque de forma modesta, se ha dado a conocer en el
ambito internacional la actividad del grupo de
Fitohormonas.

3) Conseguir y estabilizar una “masa ciritica” del
nimero de contribuciones y de autores para conseguir
reuniones atractivas por su variedad y calidad.

-El nimero de cortribuciones por reunién que fue de 20
en las dos primeras reuniones se ha estabilizado en
torno a 35. Desde 2006 se celebra en el mismo afio la
Reuniéon de Biologia Molecular de Plantas lo que
significa una sustancial competencia. A pesar de ello,

podemos concluir que el grupo de Fitohormonas tiene
una actividad sostenida.

-El ndmero de autores en cada Simposio no guarda
una estricta correlacion con las contribuciones, pero
también podemos considerar que generalmente se ha
acercado a los 100, savo en las dos primeras
reuniones y enla de Gran Canaria, por razones obvias.
En las Uktimas reuniones de Murcia y Valencia incluso
se alcanzaron 128y 169, solo superado por los 237 de
la reunion de Tarragona, pero ésta fue integrada en el
IPGSA meeting. Quiza la conclusién sea que a medida
gque avanza el tiempo los trabajos incluyen mayor
nimero de autores.

4) Presentacion oral de todas las comunicaciones. Este
fomato facilita la interacciéon de todos los grupos y la
posibilidad de una discusién abierta y viva de los
trabajos, facilitando la interv encion y visibilidad de los
mas jovenes.

5) Establecer cuatas de inscripciéon asequibles. Esto ha
facilitado, por un lado la presencia de predocs y, por
otro, de postdocs al regreso de una estancia en
laboratorios punteros, lo que ha mejorado la calidad de
las presentaciones e intervenciones de los asistentes.
La conclusién es que el relevo generacional se esta
produciendo con la integracion de nuevos enfoquesy
abordajes experimentales.

6) Con respecto a las presentaciones, se han
organizado en sesiones tematicas desde el Ill Simpasio
(Murcia). A partir del VII Simposio (Santiago) se
introdujo la modalidad de incluir una revision a cargo de
los moderadores de las diferentes sesiones sin
presentacion oral de la misma (Rev-). A pattir del XlI
Simposio (Gran Canaria) los moderadores escribieron
la revisiony también intervinieron oralmente (Rev+). En
la dltima reunion se han suprimido las revisiones y se
ha invitado a una intervencion oral a 12 “speakers”. La
conclusion es que las revisiones han constituido una
tarea extra para los autores/moderadores de las
sesiones que ha tenido poca rentabilidad para ellos 'y
una difusion y repercusion muy limitada. Una
presentacion oral puede tener una justificacion pues
estd abieta a la discusion por parte de todos los
asistentes.

7) En cuanto a la estructura de los simposios, a partir
del 11l las comunicaciones se agruparon tematicamente
bajo dif erentes criterios:

-Inicialmente se agruparon en la regulacion de la
biosintesis y catabolismo, transporte, cukivo in vitro,
diferentes procesos de desarrollo vegetatvo y
reproductivoy estrésy senescencia.
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Figura 1. Ewlucion de la presencia de las distintas hormonas/reguladores en los titulos de las contribuciones desde 1998.
Aux=auxinas; ABA=&acido abscisico; BRA=brasinosteroides; CIT=citoquininas; ETI=etileno; GIB=giberelinas; JAS=jasmonatos;
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hormonas y reguladores; OTR=no hay referencia
-En unafase intermedia se organizaron las sesiones en
torno a diferentes aspectos de las cinco hormonas
“clasicas” (auxinas, giberelinas, ABA, citoquininas,
etileno) y, en alguna ocasion, jasmonicoy salicilico. Las
poliaminas también estuvieron presentes, no como
hormonas, pero si como moduladores de la accion
hormonal.

-A partir del IX Simposio (Salamanca) las agrupaciones
se hicieron bajo aspectos metabdlicos y transporte, y
bajo la regulacion hormonal del crecimiento, desarrollo
y estrés, y de la expresion génica

-Transduccion de sefiales y biotecnologia aparecen
también en el formato de sesiones més recientes.
Después de este resumen hay que concluir que una
agrupacion temética, razonada y razonable, facilita la
discusion de resultados proximos o relacionados, pero
algun altibajo. El NO se hizo presente desde 2008. Por
ultimo, hay un par de referencias a las estrigolactonas
en 2010y 2014. A destacar que el nimero de titulos
que hacen referencia a las poliaminas, que
Bajo el término genérico “hormona” se incluyen
fitorreguladores en general y se refiere a aspectos
genéricos, tal como control o regulacién homonal o
cambios homonales... Cada vez son maés frecuentes

a

hormonas ni de forma genérica ni  especifica.
que lo importante es que haya presentaciones de
calidad, incluso aunque no puedan ser agrupadas.

La evolucion del grupo de Fitohomonas se ajusta
fielmente al marco que hemos trazado de la evolucién
del campo de las Fitohomonas, tal como revela el
analisis de los titulos de las 519 contribuciones
presentadas recogido en la Figura 1.

En las primeras reuniones se obsewna que los grupaos
estaban centrados en las homonas ‘clasicas” y las
poliaminas y que ahora las contribuciones incluyen
también las nuevas homonas y ‘sefiales” Los
brasinosteroides se hicieron presentes en 1998 pero su
presencia no se consoliddé hasta 2010. Hay un titulo
sobre jasmoénico en 1996 y su consolidacion llegé a
partir de 2002. Se incluy ¢ el salicilico desde 2002y ha
seguido con
representaba inicialmente un buen porcentaje de las
comunicaciones, solamente ha iluminado un titulo entre

las tres Ukimas reuniones.

los titulos que no hacen referencia a estos términas y
se centran en procesos u otro tipo de factores
ambientales, luz, temperatura...
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Sin tratar de ser exhaustivos, el andlisis de los titulos
ofrece otros datos indicatvos de los sistemas
experimentales y de la gran variedad de plantas que
han tenido interés para el grupo. En la Figura 2 se
muestra la evolucion de aquellas que han figurado 10 6
mas veces en algun titulo. Arabidopsis (63), citricas
(44), tomate (37)y cereales (34) son las mas visibles
en los titulos y han estado practicamente en todas las
reuniones, aunque la presencia de Arabidopsis ha sido
mas notable a partir del afio 2000. Entre 20y 10 veces
aparecen guisante y garbanzo, que desaparecen a
partir de 2002 y 1998, respectivamente, y pino,
altramuz, garbanzoy clavel, con algunos atibajos. Hay
hasta 46 especies 0 géneros més, incluyendo
herbaceas y lefiosasy también algas. A destacar que el
nombre de las plantas cada vez esta menos presente
en los titulos. La razébn parece ser porque se da
prioridad a cuestiones generales (genes, procesos,
mecanismos ...) que no se cifien s6lo a una planta o
familia de plantas. En este sentido cadavez son més
frecuentes los téminos relacionados con regulacion o
control (79) y términos relacionadas con sintesis y
metabolismo de alguna hormona (71). En relacién con
“modo de accion” la frecuencia es de 13 para
percepcion o receptores y soélo 4 para transduccion.
Estrés (41) y desarrollo (58) son los procesos mas
frecuentes.

Hasta aqui, el resumeny andlisis de lo que podria ser
la historia del Grupo. Las sucesivas reuniones nos han
permitido asistir al auge de la genética y la biologia
molecular, a la incorporacion a la SEFV de personas
nuevas (investigadoras e investigadores) que ya no
procedian de los Departamentos de Fisiologia Vegetal
sino de otros de Bioquimica y Biologia Molecular, asi
como de nuevos grupos en Centros e Institutos que se
encuentran a lavanguardia de la investigacién mundial
como indico el analisis de las publicaciones de los
grupos espafioles durante la XII Reunion celebrada en
Gran Canaria (Carbonell 2012).

La Internationa Plant Growth Substances
Association (IPGSA)

La IPGSA merece un comentario especial. Podemos
considerarla nuestra hermana may or ya que la primera
reunién, “First International Conference on Growth
Substances”, se celebr6 en Paris en 1937, alcanzando
la may oria de edad como asociacion en 1970. Montse
Pages, con la colaboracion de Lluis Arola y Juan
Carbonell, consiguio traer la reunion de la IPGSA a
Tarragona en 2010, tras no conseguirlo por solo un
voto en 2001. Se decidié que la participacion del Grupo
de Fitohomonas se integrarfia en el “22th IPGSA
meeting”, prosiguiendo las reuniones nacionales en
Gran Canaria en 2012.

Las reuniones de la IPGSA tradicionalmente se realizan
cada tres afios y sucesivamente van a una sede
ubicada en una de las tres zonas: europea, oriental y
americana. En la Tabla Il se muestran los datos de las
seis Ultimas reuniones, dos en cada zona. Es evidente
que la participacion espafiola fue méxima en la reunién
celebrada en Tarragona y posteriormente en Brno, las
dos reuniones de la zona europea. En la zona oriental,
la participacion fue muy baja tanto en Canberra como
en Shanghai. En la zona americana, la participacion en
Puerto Vallarta fue algo superior. A destacar la escasa
invitacion a investigadores espafioles, especialmente
en la dUltima reunién celebrada en Shanghai. Sin
embargo parece un bache pasajero ya que, para la
proxima reunion de Toronto, hay ya una invitacion para
una sesion plenaria en “Hormones and Environment” y
3 para las “concurrent sessions” (minisimposios) sobre
“Hormone Perception”, “Vegetative Development” y
“Novel Methods”. Habra que afiadir las comunicaciones
seleccionadas para presentacion oral.

Los nUimeros de la participacién en la reunion de
Tarragona hablan por si solos (Tabla Il): asistieron 100
espafioles, y las 62 contribuciones tuvieron 237
autores., indices claramente superiores a los habituales
de las reuniones necionales, que incluyen 1
conferencia plenaria y 16 intevenciones orales
invitadas, ademas de 45 comunicaciones en forma de
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poster. Merece la pena destacar que este hecho marco
un hito ya que, en reuniones anterioresy posteriores de
la IPGSA, el numero habitual de participantes

espafoles fue muy inferior. Esta afimacion esta

basada en los datos presentados en la Tabla II.

Tabla Il. Contribucién espafiolaen los Gltimos IPGSA meetings

MEETING Afo Lugar wtores Contrib RUSvmp  Roster
TthIPGSA 2001 BRNO 99 25 0/3 29
8thIPGSA 2004 CANBERRA 18 4 02
9thIPGSA 2007 PUERTO VALLARTA 49 10 13
'0thIPGSA 2010 TARRAGONA 237 62 1/16 45
'1thIPGSA 2013 SHANGHAI 15 4 o/l 3
2thIPGSA 2016 TORONTO* 13+

*Datos provisionales. 1 Plenarialnvitada y 3intervenciones oral es invitadas en mi nisimposios

Consideraciones finales

Podemos considerar que, como siempre, estamas en
una etapa de transicién que invita a pensar que la
vitalidad y calidad del grupo de Fitohomonas sigue
creciendo, aunque haya que seguir superando
dificultades de todo tipo. Merece la pena tener en el
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Revision
Los peroxisomas son unafuente de sefales celulares y mucho mas

Luisa M. Sandalio

Maria C. Romero-Puertas
Grupo de Sefializacion por ROSy RNS en Situaciones de Estrés en Plantas
Departamento de Bioquimica, Biologia Celulary Molecular de Plantas, Estacion Experimental del Zaidin, CSIC
E-mail: Juisamaria.sandalio@eez.csic, maria.romero@eez.csic.es

Introduccion
Los peroxisomas son los Ultimos organulos en ser

descubiertos (De Duvey Baudhuin, 1966) pero han
alcanzado un gran protagonismo que con seguridad
se ampliara en los préximos afios. A diferencia de
mitocondrias y cloroplastos, los peroxisomas tienen
una membrana simple y carecen de DNA vy
aparentemente tienen una estructura muy simple
con una matriz granular (Figura 1). Desde su
descubrimiento estos organulos se consideraron
como un sistema celular de eliminacién de H20,. Sin
embargo, estudios transcriptomicos, bioguimicos y
protedbmicos han demostrado que estos organulos
desempefian un importante papel en la toma de
decisiones tanto en células animales como
vegetales (Sandalio et al., 2013; Baker y Paudyal,
2014, Farr et al, 2016). Los peroxisomas son unos
organulos metabdlicamente muy activos que
participan en procesos relacionados con la
morfogénesis, desarrollo, respuesta a estrés
abiotico/bidtico y senescencia, entre otros (Sandalio
y Romero-Puerttas, 2015; Hu et al. 2012).
Recientemente se ha descrito un nuevo papel de
estos organulos relacionado con el desarrollo del
gameto masculino y la interaccion del tubo polinico
con el 6vulo (Holscher et al., 2016). Desde un punto
de vista metabdlico, la B-oxidacion de &cidos grasos
y la eliminacién del H,O, constituy en algunas de las
funciones més conservadas en peroxisomas de
distinto origen (Hu et al, 2012). Ademas, en
peroxisomas vegetales tiene lugar la fotorrespiracion
(en  cooperacion con las mitocondrias y
cloroplastos), catabolismo de poliaminas (Kamada-
Nobusada et al., 2008), metabolsmo de ureidos
(Sandalio et al., 1988), asimilacion reductiva del

suffato (Byrne et al, 2009), sintesis de las
fitohormonas jasmonico, auxina y salicilico (para
revision ver del Rio, 2013), biosintesis de lavitamina
K1 (Reumann, 2013), biosintesis de isoprenoides
(Guirimand et al, 2012), etc (Fig. 2). Los
peroxisomas también desempefian un papel central
en el metabolismo de la especies de oxigeno
reactivo (ROS), tales como el H,O, y los radicales
02"y en el metabolismo del 6xido nitricoy especies
de nitrogeno reactivo (RNS; Sandalio y Romero-
Puertas, 2015; Fig. 2). Ademas, estos organulos
contienen una bateria importante de antioxidantes
que regulan la acumulacion de estas especies
reactivas previniendo su toxicidad y modulando su
papel como moléculas sefial. Otra caracteristica de
los peroxisomas es su gran plasticidad metabdlica,
un ejemplo de ello es la transicion de peroxisomas
de cotiledones en oscuridad, donde predomina el
ciclo del glioxilicoy la B-oxidaciéon de acidos grasos,
a peroxisomas tipo hoja que carecen del ciclo del
glioxilicoy participan en la fotorrespiracion. El paso
inverso tiene lugar en procesos de senescencia
foliar. También presentan una gran plasticidad en
cuanto a su morfologia, nimero y movimiento
dependiendo de las condiciones ambientales (Hu et
al., 2012, Rodriguez-Serrano et al., 2009). Recientes
estudios han demostrado que los cambios en la
dinamica de los peroxisomas en respuesta a
distintos estimulos estan regulados por ROS
(Sinclair et al., 2009; Rodriguez-Serrano et al., 2009;
2016), lo que sugiere la existencia de sensores de
ROS en estos organulos que aun no han sido
completamente establecidos. En esta revision
centraremos nuestra atencién en la produccion de
ROS y RNS en peroxisomas, su regulacion por
sistemas antioxidantes y la funcion que estas
especies reactivas desempefian a nivel celular. Por
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ultimo, intentaremaos explicar como los peroxisomas
perciben cambios en su entorno y “disparan“ una
respuesta celular especifica utilizando las ROS y
RNS como moléculas sefial

Figura 1. Micrografia obtenida al microscopio electronico
de células del meséfilo de hojas deArabidopsis. P,
peroxisoma, cloroplasto yM, mitocondria

Los peroxisomas son unaimportante fuente de
ROS y RNS

El término ROS incluye especies derivadas de la
reduccion del oxigeno con caracter de radical, como
los radicales superéxido (O27), hidroxilo (-OH),
alcoxilo (RO:) y peroxilo (ROO:) y también
compuestos no radicales como el H2O, y la forma
excitada del oxigeno, el oxigeno singlete (102). En
peroxisomas se han descrito distintas fuentes de
produccion de ROS. Asi los radicales superéxido se
originan en una pequefia cadena de transporte
electrénico dependiente de NADH/NADPH asociada
a la membrana peroxisomal (Fig. 2), pero también se
producen en la matriz del organulo en la reaccién
catalizada por la xantina oxidoreductasa (XOD/XDH)
y la uricasa, ambas implicadas en el catabolismo de
acidos nucleicos (Sandalio et al., 1988) (Figura 2).
Otras fuentes de O; han sido recientemente
descritas, como la sulfito oxidasa (SO) que participa
en la desintoxicacion del suffito y asimilacion
reductva de suffatos (Byrne et al, 2009). La
produccion de H.O, en peroxisomas puede tener
lugar por dismutacion espontanea de dos aniones
0O, o bien catalizada por la superéxido dismutasa
(SOD). También puede originarse como producto
final de la reaccion de la glicolato oxidasa, enzima
clave de la fotorespiracion (Foyer et al, 2010) (Fig.
2). La tasa de produccién de H,O, por esta via ha
sido estimada en un 70% de la produccion total en la
célula (Foyer y Noctor, 2003), si bien estos datos

quizds requieran una revision (Noctor y Foyer,
2016). La acil CoA oxidasa (ACX) ascciada a la -
oxidacion de acidos grasos es otra fuente importante
de H»0; en peroxisomas. La (-oxidacidon de acidos
grasos es mas activa en semillas en geminaciony
cotiledones, pero también esta presente en tejidos
verdes donde patrticipa en la sintesis de jasmoénicoy
auxinas (Hooks, 2002; Ledn, 2013). Otras funciones
de la B-oxidaciébn en tejidos verdes estan
relacionadas con la biosintesis de acido benzoico,
biotina e isoprenoides (Cassin-Rossy Hu, 2014). La
sarcosina oxidasa (SAOX) es otra candidata para la
fomacion de H»0, peroxisomal y cataliza la
oxidacion de sarcosina, N-metil aminoéacidos y
pipecolato con formacion de formaldehido, glicinay
H,O, (Goyer et al, 2004). El catabolismo de
poliaminas en peroxisomas es otra fuente adicional
de H;0, (Kamada-Nobusada et al, 2008). La
presencia en estos organulos de metaloproteinasy
ascorbato podria contribuir a la generacion de -OH a
trav és de reacciones tipo Fenton. Mediante el uso de
sondas fluorescentes especificas Mor et al (2014),
han observado que en peroxisomas también tiene
lugar la formacion de ‘o, probablemente en el curso
de reacciones tipo Fenton (Fig. 2).
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Un exceso de ROS es nocivo porque promueven
dafios oxidativos a proteinas, lipidosy DNA, de ahi
que exista un estricto control de los niveles de estas
especies reactvas mediante los  sistemas
antioxidantes. Los peroxisomas contienen una
importante bateria de antioxidantes enzimaticos y no
enziméticos. Entre las defensas primarias, cabe
destacar la presencia de SODs, encargadas de
eliminar los radicales superdxido con formacion de
H20,. A suvez, el H,O; es eliminado por la catalasa,
con fomacion de HO y Oz El ciclo ascorbato-
glutation, compuesto por la ascorbato peroxidas
(APX), monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR),
dehidroascorbato reductasa (DHAR), glutation
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reductasa (GR), ascorbato (ASC)y glutation (GSH)
también es un sistema muy eficiente en laregulacion
de los niveles de H»O, peroxisomal (Sandalio y
Romero-Puertas, 2015; Fig 2). El funcionamiento de
este ciclo requiere el suministro de NADPH que
procede de la isocitrato deshidrogenasa, (ICDH)y el
ciclo de las pentosas fosfato, presentes en
peroxisomas (Corpas et al. 1999; Reumannet al,
2009). EI NADPH también puede proceder de la
fosforilacion del NADH (Weller et al, 2010). Ctras
peroxidasas como la glutation peroxidasa y
peroxiredoxinas también podrian estar presentes en
peroxisomas, si bien ain no se han identificado ni
los genes ni las proteinas (Dietz, 2003).

Ademas de ROS, en peroxisomas se generan el
oxido nitrico (NO) y sus derivados, las especies de
nitrégeno reactivo (RNS). El 6xido nitrico es un gas
gue ha protagonizado un volumen muy importante
de la inv estigacion en distintos campos de la ciencia.
Actualmente el NO est4d reconocido como una
molécula sefial y se han identfficado un ndmero
importante de genes dependientes de NO, sin
embargo hasta la fecha se desconoce la fuente
peroxisomal de NO en plantas. Mediante el uso de
inhibidores y cofactores especificos de la NOS
animal, se sabe que la produccion de NO
peroxisomal recae sobre una actividad similar, sin
embargo, aun no se ha identificado ni la proteina ni
el gen (del Rio 2011). Otras fuentes adicionales de
NO podrian ser la XOD (Antonenkov et al., 2010) y
alguna de las enzimas implicadas en el catabolismo
de poliaminas (Wimalasekera et al., 2011). Ctras
especies derivadas del NO, como el peroxintrito
(ONOOQ)), que se origina por reaccionde NOy O, y
el nitrosoglutation (GSNO), resultado de Ila
combinacion del GSH y el NO, también se han
descrito en peroxisomas vegetales (Corpas Yy
Barroso, 2014; Ortega-Galisteo et al., 2012). El
GSNO se considera como un reseworio celular de
NO (Liu et al. 2001). Algunos RNS, como el
peroxinitrito pueden causar dafios oxidatvos o
nitrosatvos (Vandelle y Delledonne, 2011). Sin
embargo, la presencia de defensas antioxidantes en
peroxisomas regula la acumulacion de estas RNS,
tales como la SOD que elimina el radical superdéxido,
y asi previene la fomacion de ONOO. Las
peroxiredoxinas también podrian regular los niveles
de peroxinitrito y S-nitrosctioles en peroxisomas, si
bien, este es un tema que requiere un estudio en
prof undidad.

Tanto el NO como las ROS, més concretamente el
H».0,, desempefian un papel muy importante como
moléculas sefial. La mayoria de las fuentes de ROS
en peroxisomas estadn asociadas a procesos
metabdlicos  importantes  (fotorrespiracion, -
oxidacion de acidos grasos, metabolismo de ureidos,
etc), por esta razon, alteraciones de estos procesos

pueden dar lugar a cambios en los niveles de ROS.
Esta situacion puede ser percibida por la célula
como una alerta desencadenando una cascada de
eventos que regulan procesos de desarrollo y la
respuesta celular frente a estrés. En este sentido
hay que tener en cuenta que la mayoria de los
antioxidantes enziméticos y proteinas generadoras
de ROS, a su vez se regulan por modificaciones
post-traduccionales dependientes de ROS vy
NO/RNS (Ortega-Galisteo 2012; Romero-Puertas y
Sandalio, 2016).

Los peroxisomas intervienen en laregulacién de
la homeostasis redox celular

Los peroxisomas también desempefian un papel
importante en la regulacion de la homeostasis redox
celular, que a suvez, es un elemento clave en la
regulaciéon de distintas rutas metabdlicas y en la
transmisién de la sefializacion dependiente de H,0»
(Noctory Foyer, 2016). El ascorbato y el glutation
constiuyen uno de los principales elementos
implicados en la regulacion redox celular (Noctor y
Foyer, 2016). Existen algunas evidencias que
sugieren que cambios en el estado redox de los
peroxisomas o acumulacion de H»O, en estos
organulos pueden provocar alteraciones en el
estado redox del citosol. Asi, plantas de Arabidopsis
deficientes en CAT2 muestran incrementos en el
contenido de GSH citosélico y aumento de la
expresion de enzimas relacionadas con el ciclo
ASC-GSH en el citosol (Mandhi et al, 2010; 2012),
si bien no se conoce bien el mecanismo. En células
animales, la inhibicion de la actividad CAT ocasiona
una alteracion de la homeostasis redox vy
metabolismo de ROS en mitocondrias (Nordgerny
Fransen, 2014). A su vez, cambios en la
homeostasis redox del citosol puede regular la
entrada de la 6-fosfogluconolactonasa 3 a
cloroplastos o0 a peroxisomas (Héscher et al., 2014).

Los peroxisomas regulan procesos de desarrollo
y respuesta a estrés

En la dltima década se ha hecho un avance
extraordinario en nuestra comprension del papel de
las ROS y el NO como mensajeros intra e
intercelulares tanto en procesos fisiolégicos como en
respuesta al estrés. Esta funcion de sefializacionva
a depender de la regulacion sutil de la sintesis y
eliminacion de estos compuestos. La acumulacion
de ROS en un organulo especifico va a generar una
huella especifica que puede ser reconocida por la
célula dando lugar a una respuesta muy especifica
(Sewelama et al, 2014) si bien, los mecanismos y
componentes  implicados en la percepcion y
transmisién al nicleo no estan bien establecidos. El
papel del H,O, como sefial radica en su capacidad
para activar factores de transcripcion y regular la
localizaciéon subcelular de distintas proteinas que
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intervienen en sefializacion mediante cambios redox
de cisteinas diana o complejos SFe (Halliwell y
Gutteridge, 2007).

Estudios transcriptbmicos en mutantes de
Arabidopsis con niveles aterados de catalasa (cat2)
han demostrado que el H,O, peroxisomal puede
afectar la expresion génica nuclear (Queval et al.,
2007). Por extensién podriamos sugerir que el NO
peroxisomal podria tener un efecto similar, si bien
aun no se han realizado estos estudios al no estar
identficada la fuente de NO. La respuesta de
plantas cat2 vara dependiendo delfotoperiodo y la
concentracion de CO,. Asi, plantas crecidas en
fotoperiodo largo desarrollan lesiones dependientes
de acido salicilco (SA) e induccion de proteinas
relacionadas con la patogénesis (PRs), sin embargo
estos sintomas no se observan en plantas crecidas
con fotoperiodo corto. Ambas respuestas ademas
estan asociadas a distintas huellas transcriptdmicas
(Queval et al, 2012). Recientemente se ha
identificado un importante componente de la
regulacion de la respuesta al estrés oxidativo
dependiente de la luz, la subunidad 2 A de la protein
fosfatasa, con la intevencién del Fitocromo A
(PP2A-B'y; Li et al., 2014; Fig. 2). El calcio es un
componente importante en la red de sefalizacion
dependiente de H,O, peroxisomal. Los peroxisomas
pueden acumular calcio que asuvez puede regular
la acumulacion de H,O, mediante la activacion de
catalasas (Costa et al, 2010) y controlar la
acumulacion de NO mediante la regulacion de la
actividad tipo oxido nitrico sintasa peroxisomal.
Estudios genéticos utilizando dobles mutantes con
catalasa reducida y deficientes en alguno de los
componentes del ciclo ASC-GSH citosdlico han
demostrado el papel importante de la homeostasis
redox citosélica en la regulacién de la sefializacion
dependiente de H,0; peroxisomal (Vanderawera et
al. 2011). Estos estudios también revelan la
existencia de una interaccion entre HO»
peroxisomal y la sefalizacion dependiente de
auxinas, jasmonico y etileno (Mhandi et al. 2010;
Tognetti et al., 2012). Asi la aplicacién de auxinas a
mutantes cat2 de Arabidopsis inhibe las lesiones
asociadas a la fotorrespiraciony dependientes de la
luz (Kerchev et al. 2015). La deficiencia de xantina
deshidrogenasa en mutantes de Arabidopsis xdh
previene la epinastia inducida por la auxina sintética
2,4-D (Pazmifio et al 2014). Mediante el uso de
dobles mutantes deficientes en catalasa (cat2) y
deficientes en la NADPH oxidasa F (rboh F) se ha
sugerido la existencia de una estrecha relacion entre
la produccion de ROS en la membrana
plasmatica/apoplasto y la sefializacion dependiente
de H,O, peroxisomal en respuesta a pat6genos
(Chaouch et al. 2012). El H,O, asociado a la
glicolato oxidasa GOX3 y la hidroxiacil oxidasa
HAOX2 regula la cascada de sefializacion

dependiente de SA, etileno y JA en respuesta a
Pseudonponas activando una respuesta celular
diferente de la regulada por las NADPH oxidasas
(Rojas et al. 2012). En situaciones de estrés abidtico
por tratamiento con Cd se ha obsernvado que
mutantes de Arabidopsis deficientes en RBOH F
muestran incrementos en la actividad y expresion de
la GOX3, lo que sugiere la existencia de una
interrelacion entre ambas fuentes de ROS (Gupta y
col. 2016).

Los peroxisomas actlan como sensores de
cambios es su entorno

Una caracteristca de los peroxisomas es su
plasticidad metabdlicay en téminos de dindmica,
morfologia y abundancia (Hu e al, 2012;
Rodriguez-Serrano et al., 2016). La poblacién de
peroxisomas se puede incrementar mediante
division de los peroxisomas preexistentes,
generalmente asociada a la division celular y
crecimiento, pero también se puede incrementar el
ndamero en respuesta a situaciones adversas como
tratamiento con ozono, compuestos xenobidticos,
salinidad o tratamiento con metales, en un proceso
que se denomina proliferacion de peroxisomas (Hu
et al., 2012). Este proceso incluye varias etapas:
elongaciéon de los peroxisomas, constriccion y
finamente division para dar lugar a los nuevos
peroxisomas (Fig 3). Estas tres etapas estan
reguladas por tres familias de proteinas: las
peroxinas (proteinas implicadas en la biogénesis de
peroxisomas, PEX), en concreto las PEXl1; las
“dy namin-related proteins” (DRPs); y las proteinas
de fisiébn FIS1 (Hu et al. 2012; Schrader et al,
2012). Arabidopsis contiene cinco proteinas PEX11
(PEX11a-e), que son proteinas integrales de
membrana directamente implicadas en la elongacion
del organulo. Aunque su funcién exacta no es bien
conocida en células vegetales, en células animalesy
levaduras se ha demostrado que estan implicadas
en la remodelacion de la membrana del peroxisoma
facilitando la incorporacion de fosfolipidos a la
membrana y por tanto promoviendo la elongacion
del orgéanulo (Bonekamp et al, 2013). Se ha
demostrado que ademas las PEX11 en células de
animales y levaduras patrticipan en el reclutamiento
de proteinas DRPSy FIS para, finalmente, dar lugar
a la divisiény separacion del nuevo organulo (Koch
y Brocard, 2012), algunas de las DRPS y FIS son
compartidas por cloroplastos, miocondrias y
peroxisomas (Kochy Brocard, 2012, Rubetti et al.,
2014), lo que sugiere una regulacién coordinada de
la division de estos organulos de la que actualmente
se sabe muy pocoy que podria considerarse como
un mecanismo importante para asegurar la
funcionalidad de las rutas metabdlicas en las que
intervienen estos tres organulos: fotorrespiracion, 8-
oxidacion de acidos grasos o sintesis de jaamonico.
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El andlisis de genes implicados en la biogénesis de
peroxisomas ha permitido establecer una regulacion
dependiente de ROS tanto en células animales
como vegetales (Lopez-Huertas et al. 2000) lo que
sugiere que la proliferacién de peroxisomas puede
ser un mecanismo de proteccion frente al estrés
oxidatvo. No obstante, la activacion de la
proliferacion de peroxisomas de una forma
constitutva no reporta beneficios en respuesta a
patégenos o a la salinidad (Mitsuya y col, 2011;
Valezuela-Soto et al., 2011), lo que demuestra la
importancia de mantener un control de la poblacion
peroxisomal
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Figura 3: Factores que regulan la division y proliferacion
de peroxisomas en Arabidopsis (Adaptado de Hu, 2010)

La existencia de receptores o sensores de cambios
redox o0 ROS/RNS en peroxisoma v egetales no ha
sido bien establecida. En peroxisomas animales se
ha descrito una ATPAsa del tipo AAA que contiene
valecsina que puede detectar cambios en los niveles
de H»0, mediante cambios redox de una cisteinay
asi regula su interaccion con la peroxina 19 (PEX19)
que se requiere para la entrada de la CAT en
peroxisomas (Murakami et al. 2016). La peroxina 5
(PEX5) de levaduras y células de fibroblastos
también parece que puede actuar como un
interruptor redox regulando la entrada de proteinas
peroxisomales (Nordgreny Fransen, 2014).

Son escasos los estudios de la regulacién de la
respuesta rapida frente a unfactor de estrés, como
la planta distingue entre distintos tipos de estrés y
como se inducen las respuestas especificas y mas
apropiadas de defensa. Recientemente Sinclair et al
(2009) han observ ado que la aplicacion exégena de
H-0; induce la formacion de unas extensiones de
los peroxisomas denominadas perdxulos que son
altamente dindmicas y cuya funcion ha sido una
incognita hasta hace muy poco (Fig 4). Se ha
especulado que estos perdxulos podrian ser un paso
previo de la elongacién o un mecanismo de defensa

frete al estrés oxidativo, mediante la ampliacion de la
supefficie del organulo. Recientemente Rodriguez-
Serrano et al (2016) han demostrado que estas
extensiones se producen en respuesta a distintos
factores inductores de ROS, como tratamiento con
Cd o As y han demostrado que su fomacion esta
regulada por ROS procedente de laNADPH oxidasa
asociada a la membrana plasmética. Mediante el
uso de mutantes de Arabidopsis RNAi de los
diferentes PEX11: PEX11la, PEX11b y PEXl1c-e, se
ha demostrado que los peréxulos estan regulados
por el PEX1la y la expresion del PEX1la a suvez
es dependiente de ROS procedentes de la NADPH
oxidasa (Rodriguez-Serrano et al., 2016). La rapida
produccion de peréxulos (unos minutos) frente a Cd
y As hace pensar que la activacion del PEX1la
puede estar regulada por modificaciones
postraduccionales dependientes de ROS, que aun
estan por deteminar. Por tanto, el PEXl1la podria
considerarse como un sensor de ROS
extraperoxisomal (Rodriguez-Serrano et al, 2016).
Ademas, en este mismo trabajo se demuestra que la
deficiencia de PEXl1la promueve estrés oxidativo
durante los primeros minutos del tratamiento y altera
la expresion de sistemas antioxidantes y proteinas
implicadas en la sefializacion celular frente al Cd
dependientes de ROS, lo que pemite concluir que
los perdxulos desempefian un papel importante en la
percepcion del estrés y en la regulacién de la
respuesta celular a través de ROS (Rodriguez-
Serrano et al, 2016). Posteriores estudios seran
necesarios para establecer otros componentes de la
red de sefializacion implicada en la fomacion de
perdxulos y prolferacion de peroxisomas y su
coordinacion con otros organulos como mitocondrias
y cloroplastos con objeto de mejorar nuestro
conocimiento de la regulacion de procesos de
desarrolloy respuesta a cambios en el entorno.

Figura 4. Observacién de peroxisomas (azul) formando
peroxulos (flecha) y mitocondrias (amarillo) mediante
microscopia confocal en células epidérmicas de
Arabidopsis.
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Otro aspecto interesante de la dinamica de los
peroxisomas es su capacidad para cambiar la
velocidad de movimiento en respuesta a su entorno,
asi, se ha obsewado que los peroxisomas que estan
formando peréxulos en plantas expuestas a Cd
estan completamente parados, sin embargo, cuando
el tratamiento se prolonga se obsernva unincremento
de la velocidad que también esta regulada por ROS
procedentes de la NADPH oxidasa (Rodriguez-
Serrano et al, 2009; Rodriguez-Serrano et al,
2016). Por el contrario, en plantas tratadas con el
herbicida 2,4-D se reduce considerablemente la
movilidad de los peroxisomas (Rodriguez-Serrano et
al.,, 2014) y en ambas situaciones estas cambios
estan regulados por el citoesqueleto (Rodriguez-
Serrano et al., 2014; 2016). Estos cambios en la
dindmica de los peroxisomas pueden constituir una
estrategia importante para regular la acumulacion de
ROS en la célula y asi proteger frente a dafios
oxidativos pero también para regular la sefializacion
dependiente de ROS en respuesta a cambios en su
entorno.

Para mantener la homeostasis celular se requiere un
control sdfisticado de la prolferacion de
peroxisomas. En células animales, en hogos y
plantas los peroxisomas pueden ser degradados por
un proceso selectvo de autofagia denominado
pexcdfagia (Bakery Paudyal, 20149. La degradacion
selectiva de proteinas necesaria en la regulacién de
cambios en las funciones bioquimicas y fisiologicas
de estos organulos puede ocurrir por el
solapamiento de dos mecanismos, pexofagia y la
degradacion de proteinas asociada a peroxisomas
(PexAD), en la que intervienen las proteasas LON2
(Young y Bartel, 2016). La pexdfagia requiere el
secuestro de los organulos envesiculas autof agicas
y posterior degradacion en la vacuola (Young y
Bartel, 2016). Este proceso interviene en la
regulacion de la ‘calidad” de los peroxisomas
llevando a cabo la degradacion selectiva de
peroxisomas oxidados (Shibata et al., 2014). El
mecanismo de la regulacion de la pexofagia, no
obstante, no esta bien establecido en vegetales. Asi
se sabe que intewvienen la proteasa LON2 y ATG8
(AUTOPHAGY RELATED GENE), pero se
desconoce el receptor peroxisomal que interacciona
con el ATG8 (Bakery Pudyal, 2014).

¢Podrian participar los peroxisomas en procesos
de epigenética?

Los cambios epigenéticos son un mecanismo
importante de regulacién de la expresién génica por
el medio ambiente. Estos cambios tienen lugar por
metilacién del DNA, modificaciones de histonas
(ejemplo acetilaciéon) y regulacion por RNA no
codificante (Krishnakumar y Blelloch, 2013). Gran
parte de las enzimas implicadas en la regulacion
epigenética requieren intermediarios del

metabolismo celular, por lo que estas enzimas
pueden actuar como sensores capaces de identificar
fluctuaciones metabdlicas y regular la expresion
génica. En células animales se ha sugerido que los
peroxisomas pueden potencialmente participar en la
reprogramacion genética mediante epigenética, si
bien adn no estéa bien establecido (Farr et al., 2016).
Este hecho se basa en que algunos de los
metabolitos presentes en estos organulos pueden
actuar como substrates o inhibidores de reguladores
epigenéticos, tales como el NAD, NADPH, FAD,
succinato, acetil CoA y el balance GSH/GSSG (Farr
et al. 2016). Ateraciones en el metabolismo redox o
el contenido de H;O, y el NO podrian también
regular marcas epigenéticas (Borges et al., 2014)y
los peroxisomas son unafuente importante de ROS
y NO y ademas pueden regular la homeostasis
redox, por lo que podrian desempefiar un papel
clav e enla regulacion de este proceso. En relacién a
la regulacion por RNA no codfficantes,
recientemente se ha descrito que en células
animales deficientes en la peroxina PEX16, o con
niveles alterados de actividad catalasa muestran
alteraciones en la expresion del MiR-153 (Farr et al.,
2016). En tejidos vegetales no obstante este tema
esté aun por analizar.

Conclusion

La presencia de diferentes fuentes de ROS y RNS
en peroxisomas, algunas de ellas asociadas a
importante procesos metabdlicos, ademas de la
compleja bateria de antioxidantes presentes en
estos organulos, pemite a los peroxisomas percibir
cambios en su entorno y regular genes diana
implicados en la respuesta celular. Ademas de las
ROS y RNS, los peroxisomas participan en la
biosintesis de hormonas que también desempefian
un importante papel en la regulacion de la red de
sefializacion en respuesta a cambios en su entorno
(Fig 2). Aunque ya se han dado alguncs pasos, se
requieren mas esfuerzos para dilucidar el
mecanismo molecular de percepcién y
discriminacion de estimulos, asi como la regulacion
de los cambios metabdlicos y la dinamica de
peroxisomas, incluy endo proliferacién, en el que las
modificaciones postraduccionales dependientes de
ROS y NO pueden desempefiar un importante
papel. La presencia de nuev as sefales celulares en
peroxisomas como proteinas  oxidadas o
determinados é&cidos grasos y su funcion seran
objeto de interés en los proximos afios. La
interrelacién entre peroxisomas, mitocondrias Yy
cloroplastos y su regulacion por ROS/NO también es
un excitante campo de trabajo que requiere un
estudio en profundidad para comprender la
regulacién de procesos de desarrollo y respuesta a
condiciones adv ersas.
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De palmeras, salinas y la revolucion mundial de CRISPR... y sus
patentes
Entrevistaa Francisco J.M.Mojica

Por Dr. PaolaMarco Casanova
Laboratory of Molecular Biology
University of Cambridge, UK

El pasado 14 de enero, la prestigiosa revista
cientifica Cell publicaba un articulo muy interesante
sobre los origenes de CRISPR<Cas9", la aplicacion
gue esta revolucionando las biodisciplinas. El
articulo en Cell ha tenido una repercusién mediética
enorme, no solo por el extendidoy exitoso uso de la
técnica CRISPR para la edicién gendmica de células
de mamifero, sino también por cuestiones no
exclusivamente cientificas. El autor del susodicho
articulo, el profesor Eric Lander, cofundador del
Instituto Broad de la Universidad de Hawvard y del

Massachussets Institute of Technology (MIT), obvid
sus claros conflictos de intereses en la historia que
contabay ciertos protagonistas de la misma se han
considerado minusvalorados.

Las doctoras Jennifer Doudna y Emmanuelle
Charpentier publicaron por primerav e’ la aplicacion
de CRISPR como herramienta para editar genomas
en 2012. Poco después, el laboratorio del doctor
Zhang en el MIT, la institucion cientificafundada por
Lander, public6 el primer articulo donde CRISPR se
utilizaba como herramienta para editar el genoma
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humano. Aunque las dos primeras tramitaron la
patente sobre el sistema con anterioridad, Zhan lo
hizo mas tarde pero mediante un proceso exprés.
Desde entonces estos tres y el grupo del doctor
George Church, junto con muchisimaos grupos de
todo el mundo, han hecho avances clave en la
optimizacion de la técnica CRISPR. Como ya os
podéis imaginar dada la importancia de la técnicay
los provechos econdmicos generables, ha surgido
una guerra de patentes entre la presentada por las
primeras y la propia del MIT.

Pero vosotros diréis, ¢qué relacién tiene toda esta
historia de patentes con palmeras y salinas? Pues
aqui esta el punto clave en que todos coinciden,y es
que el pionero de la revolucién CRISPR es el
ilicitano Francis Mojica. El Dr. Mojica es profesor
titular del Departamento de Fisiologia, Genética y
Microbiologia en la Universitat d'Alacant (UA). Si, si,
leéis bien. La persona que abri6 el campo de estudio
de CRISPR es de bien cerca, de cosecha propia,
vamos. Y ha tenido el detalle de compartir unos
minutos de conversacion conmigo y hacernos
sabedores de esta historia preciosa sobre como la
ciencia basica es Uutil y tiene aplicaciones que no son
féciles de predecir.

Francis, ¢como encontraste CRISPR, puedes
contarnos tu trayectoria?

Hace casi 25 afios, cuando era estudiante de
doctorado (en el laboratorio del profesor Rodriguez
Valera, en la UA), buscaba elementos de DNA que
permitieran a ciertas arqueas aisladas en las salinas
de Santa Pola (Alicante) vivir en condiciones de
concentraciones extremas de sal. Curiosamernte,
observamos unas secuencias repetidas de DNA que
ademas estaban regulamente espaciadas. Después
encontramos que ya se habian descrito previamente
en otros procariotas como las bacterias Escherichia
coliy Mycobacteriumtuberculosis, pero no se sabia
nada de ellas®*. Comenzamos atrabajar en conocer
cual era la funcion de aquellas secuencias,
probando todas las hipétesis que se nos ocurran.
Nuestros primeros andlisis ya apuntaban a que no
se trataba de elementos puramente estructurales,
sino que se transcribian y que incluso podian ser
importantes para la transmision de la informacion
genética de la bacteria.

Pero en los afios 90, ¢resultaba facil secuenciar
genomas?

No, hasta 1995 no se obtuo un genoma bacteriano
completo. En ese momento habia muy pocos datos
de secuencias. En el laboratorio del profesor
Rodriguez Valera fuimos pioneros en secuenciar
genomas bacterianos en la UA Conseguir una

lectura limpia de 100 parejas de bases de DNA era
para celebrarlo! [lecturas muy cortas  si
consideramos que los genomas bacterianos pueden
tener un tamafio de diversos millones de pares de
bases].

Sobre el afio 2000 empezamos a analizar un
namero significante de secuencias genomicas
bacterianas depocsitadas en bases de datos
internacionales y comprobamos que las secuencias
espaciadas y repetitvas [que mas tarde Francis
denominaria CRISPR] estaban presentes en
muchos microorganismos“.

¢Ycudl fue € siguiente paso?

Pues vimos que las secuencias espaciadoras de
DNA de las CRISRP eran de origen foraneo,
prov enian de invasores (de virus, may oritariamente).
Pudimos constatar en la bibliografia que nunca se
habia podido identificar una infeccion eficaz de esos
virus en bacterias cuyo sistema CRISPR incluyera
elementos espaciadores homologos a la secuencia
de dichos virus. Todas estas obsewaciones nos
llevaron a proponer que CRISPR era un sistema
inmune. Se trataba de una inmunidad adquirida: las
bacterias adquirian los espaciadores de aquellos
virus y asi desarrollaban resistencia a ellos.
Nosotros lo propusimos, pero no llegamos a
demostrarlo experimentaimente porque
trabajabamos con una bacteria donde el sistema
CRISPR esta reprimido y nuestros datos no eran
bastante robustos. Lo publicamos en 2005° y en
2007 otro grupo demostré empiricamente que era
cierto, aquello era un sistema inmunolégico de
bacterias®

A pesar de la importancia del sistema que
revelaban, tuvieron muchos problemas para
publicar e articulo en 2005, ;verdad?

iY tanto! Pasaron casi dos afios desde que lo
enviamos a revistas cientificas hasta que lo
aceptaron. Y twimos que suavizar nuestras
afimaciones para que no sonara pretencioso.

¢Cree que pertenecer a la UA 'y no a una
institucion cientifica de mas reconocimiento
internacional fue determinante para esta
dilatacién en e proceso?

Quiero pensar que no [risas], pero los cientificos que
juzgan nuestros trabajos también son personas y
supongo que incluso inconscientemente no se recibe
igual un articulo de la UA, de un grupo relativamente
desconocido, que uno de otro mas grande en una
institucion mas conocida.
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¢Ha tenido alguna vez problemas de
financiacion?

Alguno si. Cuando se intenta inv estigar alguna cosa
pero no esta demostrado que aquello sea importante
para nada... Piensa que durante muchos afios lo
que yo estudiaba eran “secuencias de DNA en
bacterias”y tratar de vender eso como Util es muy
dificil. Pero somos cabezones [risas].

Es decir, volvemos a la vieja dicotomia de la
cienciabésicay aplicada...

Ya lo creo. Pero es cieto que con el programa
espafiol de proyectos Explora se abren las puertas a
estos tipos de experimentos locos o arriesgados. Ya
sabes, siempre se nos pide que el proyecto tenga
garantias de éxito pero el programa Explora es una
excepcion.

¢Pensd usted que e sistema CRISPR podria
adaptarse como una herramienta de edicion
genética?

Te podria decir que si, pero te mentiria. Nosaotros
somos microbidlogos y nos preocupamos de las
bacterias. Asi lo vendia yo, que decia que aquello
tenia un potencial biotecnolégico muy grande para
generar bacterias resistentes a virus. Pero nunca
pensé que se pudiera utilizar como una técnica de
edicién genética y funcionara tan bien incluso en
células tan distantes como las humanas.

Desde que su nombre ha sonado mas como el
verdadero pionero de CRISPR, ¢ha obtenido mas
financiacion para proyectos o ampliar su
laboratorio?

El laboratorio sigue siendo muy pequefio, solotengo
dos personas: untécnicoy un contratado doctor que
tiene que hacer muchas horas de docencia. Y yo no
puedo hacer experimentos porque tengo mucho
trabajo docente y administrativo. Y tengo dos
colaboradores sénior que me ay udan. Pero el asunto
de la financiacion ha cambiado bastante. Me han
dado los proyectos en las ultimnas dos conv ocatorias.
Tienes que tener en cuenta que no es lo mismo
trabajar en un campo que no sabes si tendra una
aplicacién futura, que ahora que esta claro que
CRISPR tiene un gran potencial.

¢Ycuales son sus planes deinvestigacion?

Pues seguir trabajando en CRISPR, saber como
funciona esa adquisicion de los espaciadores
prov enientes de invasores.

¢Tiene usted planes de colaboracién con la
industriaparaexplotar la aplicabilidad de laparte
microbioldgicade CRISPR?

Tenemos una patente para detectar espaciadores.
De momento no hay ninguna empresa interesada
pero puede ser que en el futuro surjan nuevas
aplicaciones de esta herramienta.

CRISPR es un ejemplo precioso de cémo la
investigacion basica puede revolucionar un
campo tan distante como la edicién genética.
¢Qué piensadelainversion en cienciabasica?

Aprovecho cada oportunidad en los medios para
pedir mas recursos para la ciencia basica. Es més,
¢ciencia aplicada sin ciencia basica? jNo sé cémo!
Mucha gente me pregunta por qué no me dedico a
las aplicaciones de CRISPR. Pero es que cada uno
tiene que trabajar donde se siente mas a gustoy
donde puede aportar algo, hemos de ser
conscientes de nuestras limitaciones y nuestros
conocimientos. Algunos tenemos una mentalidad
mas enfocada a conocimientos basicos.

Supongo que tampoco se puede competir con
esos laboratorios que estan desarrollando las
aplicaciones de CRISPR...

Me da una envidia ver cédmo Jennifer [Doudna] y
Emmanuele [Charpentier] tienen laboratorios con 20
0 30 personas...

¢Cree que las instituciones valencianas vy
espafolas le han dado suficiente apoyo?

Si, siempre que he pedido algun proyecto a la
Generalitat Valenciana, cuando adn se podian pedir
para grupos como el mio, me lo han dado.

¢;Pero se le hareconocido suficientemente? En
el dltimo premio Princesa de Asturias se
galardoné a Jennifer Doudna y Emmanuele
Charpentier pero no austed.

Estaba en el despachoy un colaborador entr6y me
dijo: jFrancis, que le han dado el premio Princesa de
Asturias a CRISPR! Eso para mi fue tremendo.
Pensé: jen mi propio pais estan reconociéndolo!
Para mi ese galardén fue un reconocimiento al
sistema CRISPR y a todos los que hemos estado
trabajando en ello durante afios. Pero se lo
otorgaron a ellas por el desarrollo de la técnica, por
ese punto de inflexion de pasar de ser un sistema
inmune bacteriano a una herramienta de edicion de
genomas.
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En cuanto alaperspectivade Eric Lander, ¢cree
que ha minusvaorado el trabgo de Doudna y
Charpentier para engrandecer € rol de Zhang en
el desarrollo de esta técnica?, ;Qué visién tiene
de todo esto?, ¢cree que € articulo se ha
utilizado para defender la autoria de patentes?
[Recordemos que Eric Lander esta en el MIT, el
cual ha solicitado unade las patentes].

Yo he leido el articuloy me he centrado en la parte
que habla de mi, ha sido alucinante. No me he
detenido tanto en la parte posterior. En principio no
vi ninguna intencion de favorecer a unos u otros,
igual soy muy inocente. Evidentemente, siempre se
corre el riesgo de que una persona que esta bajo un
conflicto de interés, incluso inconscientemente le
pueda llevar a favorecer a una persona respecto a
otras. O puede ser muy premeditado, nolosé.Yo no
lo veo, sinceramente. Conmigo contactdé para
contrastar informacion el afio pasado. Las dos
autoras mencionadas anteriormente se han quejado
de que la informacion no estuwo debidamente
contrastada. Yo lei el articulo j y me ponia por las
nubes!

Es cierto, fue genial. Mis compafieros de
laboratorio reconocian que el descubridor de
CRISPR era de la region de Alicante que
visitamos por motivos de trabajo haciaun par de
afios. Fue muy bien recibido este articulo de
perspectiva porque cuenta los origenes de una
técnica que actualmente muchos cientificos
utilizamos en €l laboratorio.

Ahora doy muchos seminariosy la mayoria no son
en centros de microbiologia sino en centros de
inv estigacion donde se utiliza la técnica porque los
inv estigadores estan interesados en saber de dénde
surge. Esto ami me sorprende.

¢Pero no cree que es parte de la curiosidad del
cientifico?

Efectivamente. Me sorprendia hasta cieto punto
porque hasta el 2012 todos los que trabajaban con
CRISPR citaban mis articulos. Pero a partir del
momento en que se publicé la aplicacion de la
técnica para edicion genémica sufi un gran
desaliento porque ya nadie lo recordaba... Entendi
gue el interés principal era la técnica en si, no el
sistema. Pero hace poco mas de un afio, Lluis
Montoliu, un investigador del CNB en Madrid y
usuario de la técnica, formaba parte del panel
evaluador de mi proy ecto de investigacién. Cuando
le conté la historia, Montoliu se quedé asombradoy
lo transmiti6 a la Sociedad Espafiola de
Transgénicos que CRISPR surgié en Espafia. No
me esperaba este reconocimiento totaimente

altruista por parte de un investigador de un campo
totalmente ajeno al mio, por parte de los usuarios.

Parece “vox populi” que CRISPR dara agun
premio Nobel.

Lo que ha sorprendido es que no lo haya recibido
este afio. Deben haber candidatos para recibir el
Nobel por CRISPR, seguro. ¢Quién? Eso ya es
especulativo.

¢Pero estariausted en esaquiniela?

Ojala lo estuwiera. Dependerd de aquellos que
nominen. ¢ Valoraran CRISPR solamente como una
técnica que podria curar enfermedades? ¢, O también
su desarrollo? Entonces puede ser... pero eso
depende de criterios puramente humanos.

Entonces me tendra que prometer que si usted
es uno de esos galaadonados Nobe podré
hacerleunanuevaentrevista

Claro, yo creo que no le digo no a nadie. Incluso
ahora que estoy un poco agobiado con entrevistas...

¢Pero agradece esta“fama” ganada abasede su
esfuerzo?

Claro que si. Estoy euférico. Se me han secado los
ojos llorando de emocion. jImaginate!

Este articulo es una traduccién y adaptacion del
articulo publicado en La Veu del Pais Valercia el
14.02.16

http://www.lav eupv.com/entrev ista/ 18327/%20francis
-mojica-que-em-donen-el-nobel-pelcrispr-depen-de-
criteris-purament-humans
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La mujer en la historia de la Biologia Vegetal
Barbara McClintock, eiemplo devocacion y brillantez
Carolina Martinez Pulido

E-mail: camapu

Dejanos de temer aquello que se ha aprendido a
entender
Marie Curie

En agosto de 1931, wuna joven vy
desconocida investigadora, Barbara McClintock,
firmaba, en colaboracién con su estudiante de
doctorado Harriet Creighton, un extraordinario
articulo sobre biologia vegetal que llamoé
poderosamente la atenciébn de la comunidad
cientifica de aquellos afos. Se trataba de un
innov ador trabajo, realizado con plantas de maiz,
Zea mays, que demostraba con notable claridad la
base cromosémica de la herencia

La conmocion generada es comprensible si
tenemos en cuenta que en la década de 1920 los
bidlogos si sabian ya que los genes estaban
localizados en los cromosomas, pero nadie habia
sido todavia capaz de demostrarlo empiricamente
vinculando cromosomas especificos con genes
concretos. El mérito de McClintock y Creighton
estaba en que, tras una meticulosa investigacion
mediante novedosas técnicas que permitian
obsewvar con claridad al microscopio los
cromosomas del maiz, lograran proporcionar por
primera v ez una conexion visual entre ciertos rasgos
hereditarios y su base en los cromosomas.

La labor en citogenética que McClintock
iniciaba, y que segln expertos posteriores alcanzo
gran perfeccion y rigor, abrié en aquellos afios una
nueva frontera para la biologia en general y la
vegetal, en particular. Fue un descubrimiento
primordial que permiti6 establecer uno de los
principales pilares de la genética moderna. Sin
embargo, para la joven Barbara McClintock, nacida
en 1902 en Connecticut, so6lo constituyd el principio
de una larga carrera que a la postre se reveld
extraordinaria.

A principios de la década de de 1940,
McClintock continuaba incansable sus
inv estigaciones en torno a la genética del maiz.
Habia conseguido un trabajo en el famoso
laboratorio de Cold Spring Harbor, un centro de
investigacion biolégica bésica situado a unos 60
kildbmetros al este de Manhattan, donde pemaneceria
por el resto de suvida. Alli, ademas de una parcela
para cutivar maiz, disponia de un amplio laboratorio
en el que llevar a cabo sus mdtiples experimentos.

Para la singular investigadora, la cuestion
de cémo un organismo es capaz de regular la accion
génica gozaba en aquellos momentos de total
prioridad. El que las semillas de maiz diesen lugar a

ull.es

plantas completas era un hecho que, segin su
criterio, no puede explicarse plenamente sdélo porque
se inicien a partir de una célula con la dotacion
apropiada de cromosomas. El proceso mediante el
cual las células se multiplcan y especializan para
constituir las distintas clases de tejidos que forman
un organismo completo, le parecia una incégnita
primaria fundamental

Por aquellos afios, sin embargo, los
bidlogos estaban mucho més preocupados por las
vicisitudes del genoma. Y lo que aun es mas
ilustratvo, a la mayor parte de ellos la
especializacion celular no les concernia. Las nuevas
generaciones de bidlogos, bajo la influencia de los
fisicos y de la metodologia reduccionista, estaban
explorando el camino de la biologia molecular. Los
conceptos de regulaciony control, hoy tan familiares,
ni tan siquiera se tenian en cuenta, pero para
McClintock la cuestion de cdmo llega cada organismo
a su propiaforma era parte esencial del interés mas
incentivadorcomo biéloga.

Fueron sus esfuerzos para explicar porqué
se producian variaciones en el modelo de
pigmentacion de los granos del maiz, los que
traspasaron las puertas a nuevos detales sobre el
control de los genes. Tras una ardua investigacion,
empezd a comprender que el material genético es
mucho mas complejo y flexible de lo que
may oritariamente se asumia por esas fechas: no se
trataba de una entidad estética, sino de una
estructura dindmica con una asombrosa capacidad
para reorganizarse a si misma

Por este camino, la biéloga alcanz6 el mas
trascendente de sus logros: el descubrimiento de la
transposicién, unfendmeno totalmente inesperado
que ponia de manifiesto que los genes no siempre
ocupan el mismo lugar en los cromosomas, sino que
pueden cambiar de posicion. Ese es el motivo por el
que también se hayan designado como elementos
moviles o «genes saltadores» Su interpretacion
basica consistié en asumir que, cuando un elemento
movil se inserta en un gen, o en sus proximidades,
induce una mutacibn que puede afectar a la
estructura y expresion de ese gen, y anular o
estimular su actividad. Con el fenbmeno de la
transposicion, entre otras cosas, presentaba la
primera prueba de que ciertos genes pueden regular
a otros genes.

Es oportuno resakar que Barbara McClintock
fue la primera bidloga en obsewvar la presencia de
elementos mdviles en el material genético. Al
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demastrar que un gen no ocupaba necesariamente
una posicion fija en un cromosoma, llegd a la
conclusion de que los genes no son «perlas»
estables a lo largo de la hebra del cromosoma; ellos
pueden moverse y activarse o desactvarse en
div ersas ocasiones durante el desarrollo celular. Sus
numerosas observaciones la convencieron, ya en
1947, que se hallaba estudiando elementaos
reguladores, y por ello propuso la existencia de genes
controladores. Era consciente de las dificultades de su
hipétesis, tal como ha quedado reflejado en su propio
comentario: «Por aquel entonces la transpasicion era
absolutamente un sinsentido para los biélogos».

A medida que avanzaba en su trabajo, la
metodologia personal de Barbara McClintock la iba
alejando inexorablemente de la mayoria de sus
colegas. La comunidad biolégica, totaimente
centrada en el estudio de los mecanismas
moleculares de los sistemas genéticos, investigaba
con microorganismos unicelulares, esto es, bacterias
y virus. Los avances logrados a partir de plantas
completas les resultaban totaimente ajenos y de
escaso interés.

En este contexto tuv o lugar, en Cold Spring
Harbor durante el verano de 1951, un célebre
simposio en el que McClintock imparti6 una
conferencia. La ponente se enfrentaba ala dificultad
de explicar en s6lo una hora un sistema genético
con el que ella llevaba afios familiarizada. Tuv o que
resumir, ante un heterogéneo grupo de cientificos,
sus Ultimos descubrimientos, que basicamente eran
desconocidos para ellos. Como era de esperar, sus
colegas, profundamente interesados en la naciente
biologia molecular, no sintieron interés por aquel
sistema genético fluido y movil, desafiante e
intrincablemente regulado. La presentacion de
McClintock generé un evidente rechazo de manera
inmediata.

Y lo que resutd mas grave, la investigadora
empez6 a ser mirada con desconfianza. Sus
resultados diferian totaimente de la opinion dominante
y parecian précticamente indescifrables. Para un
numero signfficativo de la nueva estirpe de bibdlogos
moleculares, la idea de que los genes podian saltar de
un lugar a otro resutaba tan absurda que
minusv alorarony relegaron a un lugar secundario los
hallazgos de la investigadora. Sélo unos pocaos fueron
capaces de valorar la gran calidad que enceraban
estos descubrimientos.

En realidad, Barbara McClintock habia
comprendido veinte afios antes que la mayor parte de
sus colegas que la clav e para entender el desarrolloy
la diferenciacion celular esta en considerar que en ese
complejo proceso actian sistemas genéticos
organizados. Su fime defensa de que los elementos
genéticos estan sujetos a unsistema de regulaciony
control, que en muchos casos implca la

reorganizacion del material genético, le provocé un
aislamiento cadav ez mayor.

En la vida de esta singular mujer llama la
atencién que hasta mediados de los afios cuarenta
habia sido considerada como una genetista de gran
prestigio, aunque un tanto excéntrica y con un
temperamento muy particular. Como joven cientifica
alcanzd un reconocimiento que pocas mujeres
hubieran podido entonces imaginar. Por ejemplo, fue
nombrada en 1944 miembro de la prestigiosa
Academia Nacional de las Ciencias Norteamericana
(era la tercera mujer en entrar afomar parte de esta
elitista sociedad). En ese mismo afio, la eligieron
presidenta de la Sociedad de Genética, cargo que
hasta entonces no habia sido ocupado por ninguna
cientifica.

A partir de los afics cincuenta, sin embargo,
su marcada personalidad, la propia independencia
metodolégica y filoséfica, junto a su insdlita
condicion de mujer  cientifica  altamente
especializada, la llevaron a alejarse paulatinamente
de sus colegas; las rutas divergieron y ella se
recluy 6 en unarelativa oscuridad. No obstante, supo
mantener sus ideas con corviccion. Sabia que
estaba en lo cierto, y que més pronto o més tarde
sus descubrimientos saldrian a la luz entre los
circulos que dficializaban las posiciones de los
saberes.

Y asi sucedid, la supuesta extrav agancia se
conv ertifa en inexcusable sustancia referencial. Mas
de veinte afios después de la publicacion de
McClintock, distintos estudiosos fueron
descubriendo que la transposicion genética no era
un fendmeno aislado o dudoso. Por el contrario,
evidencias cada vez més abrumadoras mastraban
gue este fendmeno estaba en todos los seres viv os,
desde las bacterias y los hongos a las plantas y los
animales. Sélo entonces, la figura de la solitaria
inv estigadora, desconocida para muchos, comenzé
a cobrar relieve y a recibir numerosos premios y
reconocimientos.

Finalmente, en 1983 cuando Barbara
McClintock tenia ochentay un afios de edad, recibi6
un mas que merecido premio Nobel «por sus
descubrimientos nuevos y antiguos». En esta
ocasion el galardén era extraordinario en muchos
aspectos. Sélo una vez habia esperado tanto tiempo
el Comité del Nobel para laurear a un investigador.
Se otorgaba a una sola persona, hecho muy poco
frecuente, porque salvo unos pocos, el Nobel de
Medicinay Fisiologia suele ser compartido por dos o
tres ganadores. Era la séptima mujer que recibia el
preciado galardén de ciencias. Ademas, este premio
por lo general se concedia a investigaciones de
Biomedicina o Biologia Animal, pues nunca antes se
habia otorgado a estudios realizados en plantas.
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Barbara McClintock pronunciando su discurso
tras recibir el premio Nobel de Medicina y
Fisiologia en 1983

En definitiva, el hecho de que tan prestigioso premio
hubiese sido otorgado en solitario a una mujer por
sus trabajos en biologia vegetal, tuwo una gran
repercusion en todo el mundo, cientifico y no
cientifico. EIl ilustre profesor Francisco Garcia
Olmedo, haciéndose eco del acontecimiento,
hermosamente ha escrito: «Habian concedido el
Nobel a un ser casi invisible que llevaba varias
décadas residiendo en el nucleo de una célula de
maiz».

El 2 de septiembre de 1992, Barbara
McClintock murié a la edad de 90 afics, y casi hasta
sus Ukimos momentos mostrd una apasionada
resistencia ante cualquier cosa que la distrajese o
apartase del principal gozo de su vida: la
inv estigacion. Dej6 como legado una extensa obra.
Los elementos mdviles, su descubrimiento mas
destacado, se usan hoy dentro de una matriz
tecnolégica sumamente innovadora: la Ingenieria
Genética. Nadie discute que son los responsables
de muchas mutacionesy que juegan un importante
papel en nov edosas inv estigaciones de biomedicina.

La comunidad cientifica actual, en su may or
parte, considera a Barbara McClintock una de las
figuras mas grandes de la biologia del siglo XX. La
vida de esta excepcional mujer, que siempre supo
mantenerse firme en sus cornvicciones y ajena a los
altibajos de las modas o corrientes biologicas en

boga, hoy representa un respetable y brillante
ejemplo de vocacion, libertad de pensamientoy rigor
cientifico.

Barbara McClintock con una mazorca de maiz
cultivado por ella misma
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Grupo de metabolismo de esteroles en plantas: implicaciones en
desarrollo y respuestas a estrés
Albert Boronat
Albert Ferrer

Teresa Altabella
CRAG, Consorci CSIC-IRTA-UAB-UB

El grupo de investigacion “Metabolismo de esteroles
en plantas: implicaciones en desarrolloy respuestas
a estrés” se constituyd en el afio 2011 al fusionarse
los equipos de investigacion de los doctores Albert
Boronat, Albert Ferrer y Teresa Altabella tras su
incorporacioén al Centre de Recerca en Agrigenomica
(CRAG, Consorci CSICHRTA-UAB-UB). El motivo de
dicha fusion fue establecer sinergias que faciltasen
el desarrollo de nuevos proy ectos cientificos en los
que cada grupo pudiera aportar su experiencia y
conocimientos previos. Los doctores Boronat y
Ferrer poseen una amplia experiencia en el estudio
de la organizacion y la regulacion de la biosintesis
de isoprenoides en plantas, habiendo contribuido
muy activamente a la caracterizacion de genes y
enzimas implicadas en la sintesis de esteroles y
carotenoides utilizando Arabidopsis y tomate como
sistemas experimentales. La Dra. Altabella tiene una
amplia experiencia en la caracterizacion de genes
implicados en procesos metabdlicos relacionados
con la respuesta a estrés en las plantas (ver
publicaciones previas del grupo). La reorientacion de
las lineas de investigacion anteriores de cada grupo
ha permitido abordar nuevos proyectos dedicados al
estudio del metabolsmo de los esteroles en las
plantas y a evaluar su contribucion en procescs de
desarrollo y respuesta a estrés. La eleccién del
tomate como modelo de estudio obedece a la
importancia econémica de esta plantay al hecho de
tener una compaosicion muy atipica de esteroles
conjugados.

Funcién y metabolismo de los esteroles en las
plantas

Los esteroles son componentes esenciales de las
membranas celulares que deteminan sus
propiedades fisicoquimicas y, en consecuencia, su
funcion biologica (1). Las plantas sintetizan esteroles
a través de la via del mevalonato, cuya principal
enzima reguladora es la HMG-CoA reductasa
(HMGR) (2, 3). La distribucion de los esteroles en
las membranas no es uniforme sino que se
concentran en las llamadas balsas lipidicas que
también estan enriquecidas en esfingolipidos y en
distintos tipos de prateinas. Estas estructuras se han
relacionado con diversos procesos biolégicos, como
el transporte a través de membrana, el tré&fico de
proteinas, la transduccion de sefales y la respuesta

a estrés (4). A diferencia de otros organismos, las
plantas producen una mezcla compleja de esteroles,
siendo los mayoritarios el campesterol, el sitosteroly
el estigmasterol (Fig. 1). Los dos Ultimos estan
implicados en el mantenimiento de la estructuray la
funcion de las membranas celulares, mientras que el
campesterol es el precursor de los brasinosteroides.
Algunos esteroles también regulan el desarrolloy la
morfogénesis vegetal (5) y hay evidencias genéticas
y bioquimicas que los relacionan con la sintesis de
celulosa durante laformacion de la pared celular (6).
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Figura 1. Estructura de los esteroles libres y conjugados
de las plantas. FS, esterol libre; SE, esteril éster; SG,
esteril glucésido; ASG, esteril glucésido acilado.

Los esteroles se encuentran en forma libre (FS) o
conjugados en foma de ésteres (SE), glucésidos
(SG) y ecilglucésidos (ASG) (Figs. 1y 2) (7). En los
SE el grupo hidroxilo de la posicibn C3 esta
esterificado con un grupo aciloy, a diferencia de los
FS y las fomas gluccsiladas (SG y ASG), se
acumulan en cuerpos lipidicos citoplasmaticos, lo
que ha llevado a proponer que sufuncion primaria
es sewir de reserva para mantener la homeaostasis
de FS en las membranas (8). Los SG son un grupo
heterogéneo de esteroles conjugados que presentan
un azlcar, mayoritariamente glucosa unido
mediante un enlace glucosidico al hidroxilo de la
posicion C3 del esterol. Finaimente, los ASG son
derivados de SG en los que el grupo hidroxilo de la
posicién C6 de la glucosa esta esterificado con un
acido graso. En general, las plantas contienen
cantidades relativamente pequefias de SGy ASG, a
excepcioén de las del género Solanum que acumulan

27



cantidades particulamente elevadas de ambos
compuestos (9-11). En casos extremaos, como el del
tomate, los SGy ASG llegan a representar entre el
85y el 90% del contenido total de esteroles (9, 12).
El caracter mas hidrdfilico de los SGy ASG respecto
a los FS, hace que los cambios en las proporciones
relatvas de estos compuestos puedan af ectar
signficativamente a las propiedades y la
funcionalidad de las membranas (13). Ademas, los
SG y ASG también se concentran en las balsas
lipidicas, lo que sugiere que no sélo desempefian
funciones generales sino también otras mas
especializadas (14).
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Figura 2. Representacién esquemaética de la ruta de
biosintesis de esteroles libres y conjugados. Las
principales enzimas implicadas en la formacién de
esteroles conjugados se indican en azul. ASAT, Acil-
CoAesterol aciltransferasa; PSAT, Fosfolipido:esterol
aciltransfer asa; SGT, UDP-glucosa:esterol
glucosiltransferas a; SGAT, esterilglucésido aciltransferasa.

A pesar de su ubicuidad e importancia biologica, las
enzimas del metabolismo de los esteroles
conjugados (Fig. 2) estan aun poco estudiadas. Los
Unicos genes de plantas implicados en la sintesis de
SE que se han caracterizado son los que codifican
una acil-CoA:esterol aciltransferasa (ASAT1) y una
fosfolipido:esterol  aciltransferasa  (PSAT1) de
Arabidopsis (15-17). En cuanto a la sintesis de SG,
estd catalizada por la UDP-glucosa:esterol
glucosiltransferasa (SGT). Esta actividad enzimética
ocupa una posicion clave en el metabolismo de los
esteroles porque conecta el metabolismo de las
fomas no gluccsiladas (FS 'y SE) con el de las
glucosiladas (SG y ASG) (Fig. 2). Los estudios a
niv el molecular sobre las SGT son también escasos,
si bien en este caso se han clonadoy caracterizado

2 SGT de Arabidopsis (18, 19), una de Avena sativa
(18), 4 de Withania somnifera (20, 21), una de
Gymema sylvestris (22) y 2 de algodén (23). La
caracterizacion de mutantes simples de Arabidopsis
con pérdida de funcion de las SGT ugt80Bl y
ugt80A2, y del correspondiente mutante doble, ha
rev elado que la pérdida de funcion de estas enzimas
causa una reduccion importante del contenido de
SG y ASG en la planta Los tres mutantes son
viables y fértiles, a pesar de que el doble mutante y
el mutante ugt80B1 producen semillas con la
cubierta transparente debido a una menor
produccion de suberina (19). Mas recientemente, se
ha descrito que ugt80B1y ugt80A2 tienen funciones
especializadas en la planta (24). En cuanto a la
sintesis de ASGs, todavia no se ha descrito ningin
gen de ningln organismo que codiffique para una
esterilglucésido aciltransferasa (SGAT).

Los esteroles y su relacion con la respuesta de
las plantas frente a estrés

La participacion de los esteroles en la respuesta de
las plantas al estrés abittico y bidtico esta bien
documentada, incluyendo la adaptacion al estrés
oxidativo (25), témico (26), hidrico (27, 28), por
iones metdlicos (29) y por patdgenos bacterianos y
fungicos (30, 31, 32). También se ha descrito que el
tratamiento con un elictor fangico y MeJA
incrementa sinergisticamente la biosintesis de
esteroles en culivos celulares de Capsicumannuum
y Solanum lycopersicum cv Micro-Tom (33, 34). En
este contexto, el efecto que tiene la relacion
estigmasterol sitosterol sobre la respuesta al ataque
por patégenos esta siendo objeto de una atencion
particular. En Arabidopsis, la infeccién por
Pseudononas syringae y Botrytis cinerea induce la
expresion de la esterol C22 desaturasa CYP710A1
que transforma el sitosterol en stigmasterol. El
aumento de la relacidon estigmasterol:sitosterol que
ello provoca aumenta la susceptibilidad de la planta
al patégeno y favorece su prolferacion en el
apoplasto (30). Sin embargo, con posterioridad se
ha descrito que el aumento de la relacion
estigmasterol.E-sitosterol derivado de la
sobreexpresion de AtCY P710A1 confiere resistencia
a este patdgeno (31). Ademds, en mutantes de
Arabidopsis defectivos en actividad CYP710A1, en
los que la relacién estigmasterol@-sitosterol no se
altera en respuesta a lainfeccion, se ha descrito que
la resistencia aumenta o disminuye dependiendo del
mutante analizado (31). En cualquier caso, el papel
de los esteroles en la respuesta a estrés bidtico se
relaciona con las propiedades de las membranasy
su papel regulador en la exportacion de nutrientes al
apoplasto (31). Los esteroles conjugados también se
han implicado especificamente en las respuestas
defensivas de las plantas. Desde hace tiempo se
conoce que los niveles de SG y ASG en las
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membranas varan en respuesta a elicitores
flngicos, estrés oxidativoy cambios de temperatura
(35-38). Recientemente se ha descrio que la
pérdida de funcion de la PSAT1 de Arabidopsis
conlleva una disminucion de SE y un aumento
paralelo de SGy ASG que altera larespuesta frente
al ataque por hongos filamentosos (32). Las SGTs
de Whitania sommifera se inducen en distinta medida
en respuesta a diferentes estimulos de estrés (frio,
calor, &cido salicilico y metiliasmonato) (21), lo que
concuerda con el aumento de tolerancia a estrés
biotico y abidtico obsewvado en las plantas de
Arabidopsis y tabaco que sobreexpresan WsSGTL1
(39, 40). En definitiva, hay todo un conjunto de
observaciones que indican que el metabolismo de
los esteroles libres y conjugados, participa
activamente en la respuesta de las plantas al estrés
biético y abictico.

El tomate presenta una composicion de
esteroles atipica en relacién con otras plantas

El tomate y otras especies del género Solanum
presentan, a diferencia del resto de plantas, niveles
particularmente elevados de SGy ASG tanto en la
planta como en fruto, cuya signfficacion biologicay
evolutiva se desconoce. En el fruto verde la
composicion de FS, SE, SGy ASG es muy similar a
la del resto de la planta. Sin embargo, durante la
maduracion del fruto la sintesis de esteroles
aumenta y se producen cambios muy significativos
en las proporciones relativas de esteroles libres y
conjugados. El contenido de FSy SG se duplica a
expensas de una ligera disminucion de los ASG,
mientras que el contenido de SE incrementa mas de
10 veces. En conjunto, se produce un aumento de la
relacion entre las formas no glucosiladas (FS+SE) y
glucosiladas (SG+ASG) (9, 12, 41, 42). Estos
cambios estan relacionados con el proceso de
maduracion, ya que en los mutantes nory rin los
niv eles de esteroles y sus conjugados practicamente
no se modifican (12, 42). Otro cambio destacable
asociado a la maduracién del fruto es un marcado
incremento de la relacion estigmasterol@-sitosterol.
La proporcién relativa de estos esteroles aumenta
unas 2,5 veces en el conjunto de las especies de
esteroles, mientras que la relacion entre las formas
libres aumenta hasta 5 veces, llegando incluso a
invertirse. Estos cambios se han asociado a la
induccion de la Unica esterol C22 desaturasa
CYP710A11 presente en el tomate (42). La
induccion de CYP710A11 no se produce en el fruto
de los mutantes nory rin, lo que concuerda con la
observacion de que la relacion estigmasterol@-
sitosterol tampoco se modifica en el fruto de estos
mutantes (12, 42). Es interesante resakar que en las
etapas finales del proceso de maduracion del fruto
se producen una serie de cambios que propician el
deterioro del fruto parafavorecer la dispersion de las

semillas (43), entre ellos, un incremento de la
sensibilidad a patégencs oportunistas como B.
cinerea (44) y el aumento antes mencionado de la
relacion estigmasterol:sitosterol (42) que, dada su
capacidad para influir en la respuesta de las plantas
frente a la infeccién por patégenos, puede jugar un
papel importante en el programa de maduracion del
fruto de tomate.

El fruto del tomate en estadio verde-maduro
desarrolla dafio porfrio sise mantiene durante dos o
mas semanas atemperaturas por debajo de 10°C. El
dafio por frio es una alteracion fisiolégica de las
plantas y Organos vegetales producida por la
exposiciéon a temperaturas bajas que no llegan a la
congelacién (entre 0 a 10°C) (45). Los sintomas
incluyen la perdida de la capacidad para madurar
normalmente y una mayor predisposicién a
deteriorarse, especiaimente cuando los frutos se
transfieren de nuevo a temperaturas normales. Los
mecanismos implicados en el dafio por frio no se
conocen con detalle, pero se acepta que la
respuesta primaria esta relacionada con una
alteracion de la pemeabilidad de las membranas,
con la consiguiente salida de iones y nutrientes al
apoplasto (46). Durante la aclimataciéon al frio, el
contenido de FS del fruto se duplicay la relacién
estigmasterol@-sitosterol incrementa (47-49). El
aumento de los FS se compensa con una
disminuciéon de los ASG, lo que sugiere que la
glucosilacion y la esterificacion de los esteroles se
inhiben en respuesta a la disminucion de la
temperatura (47, 48). Este aumento de la relacion
FS:ASG puede formar parte del proceso de
aclimatacion al friio, dado que el 75-80% de los
acidos grasos de los ASG del fruto de tomate estan
saturados. Asi, la disminucién de la proporcion de
ASG podria contribuir a aumentar la fluidez de las
membranas celulares. De acuerdo con el posible
papel de los ASG en la aclimatacion al frio, los
niveles de estos compuestos incrementan a
expensas de los SGy los FS cuando los frutos en
estadio verde-maduro se someten a un tratamiento
térmico de 3 dias a 38°C (49). Ademas, cuando
frutos de tomate previamente aclimatados al frio se
transfieren a 20°C durante 4 dias, se restablecen los
niveles de FS, SE, SGy ASG previos al tratamiento
a baja temperatura, aunque la relacion
estigmasterol@-sitosterol aumenta de forma
espectacular hasta alcanzar valores similares a los
existentes en el fruto maduro (48). En cualquier
caso, los frutas siguen mostrando sintomas de dafio
por frio (10). Todas estas obser aciones, junto con
el papel atribuido a los esteroles y sus derivados
conjugados en el mantenimiento de las propiedades
y la funcionalidad de las membranas celulares, han
llevado a proponer que los esteroles libres y
conjugados desempefian un papel importante en la
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mediacion de larespuesta alfrio del fruto del tomate
(10, 47).

Interésy actividad actua del grupo

El interés general de nuestro grupo de investigacion
es la generacion de nuevos conocimientos
relacionados con el metabolismo de los esteroles en
el frutoy la planta del tomate que puedan servir de
base para desarrollar nuev as estrategias orientadas
a mejorar la calidad del fruto y la tolerancia del
tomate a distintos tipos de estrés.

El tomate es la hortaliza més cultivada en el mundo
y la de mayor valor econdmico. Su demanda
aumenta continuamente y con ella su cultivo,
produccién y comercio. Con aproximadamente 4
millones de toneladas en el afio 2012, Espafia es el
segundo productor a nivel europeo y el noveno a
nivel mundial (http:/ffacstat.fao.org). Su cultvo se
realiza may oritariamente de manera intensiva en
inv ernaderos, donde los rendimientos pueden llegar
a superar las 500 toneladas/Ha al afo.
Aproximadamente una tercera parte de la
produccion se destina a consumo en fresco y el
resto a la elaboracion de productos procesados
(http://www.magrama.gob.es). Mientras que el
tomate fresco debe tener unas caracteristicas de
color, sabor, aroma y textura que satisfagan al
consumidor, el tomate para uso industrial debe tener
ademas propiedades adecuadas a tal fin, como la
intensidad y uniformidad del color, la acidez y el
contenido de azlcares y materia seca. La
maduracion del fruto es un proceso complejo,
programado a nivel genético, que comporta una
serie de procesos bioquimicos y metabdlicos que
modifican su textura, pigmentacién, sabor y aroma.
Todos estos cambios confieren al fruto las
caracteristicas Optimas para su consumo. No
obstante, en las etapas finales del proceso de
maduracion se produce un rapido ablandamiento del
fruto y un incremento de la susceptibilidad a las
infecciones microbianas que propician el rapido
deterioro del frutoy condicionan de forma importante
su almacenamientoy comercializacién. Por ello, los
aspectos anteriores son objeto de especial atencion
en los programas de mejora de calidad del fruto.

Otro aspecto relevante en relacion con la mejora del
tomate es la elevada susceptibilidad de la planta a
distintos tipos de plagas. El control mediante el uso
de pesticidas incrementa los costes de producciony
representa un factor de riesgo tanto para los propios
agricultores como para los consumidores y el
medioambiente. Ademas, la gestion del control de
plagas es complicada, debido tanto a la aparicion de
nuevas razas de patdgenos resistentes como a la
introduccién de nuevos patégenos a través de los
mercados agricolas globales. Es por ello que el
desarrollo de nuevas variedades resistentes a

plagas constituye también un objetivo importante en
el contexto de la agricultura sostenible. Por otra
parte, cabe resaltar que el tomate se considera la
especie modelo entre las Solanaceas, por lo que
muchos de los conocimientos adquiridos en esta
planta son potencialmente extrapolables a otros
cultives de relevancia econdmica como la patata, el
pimientoy la berenjena.

Teniendo en cuenta que el conocimiento de las
enzimas implicadas en la sintesis de los esteroles
conjugados es aun muy limitado, el trabajo de
nuestro grupo de investigaciéon se ha centrado
inicialmente en la identificacion, clonacion vy
caracterizaciéon de los genes que codffican las
enzimas ASAT, PSAT, SGTy SGAT que tienen un
papel més relevante en el metabolismo de esteroles
conjugados en tomate. La disponibilidad de estos
genesy de los que codifican HMGR y CYP710A11,
otras dos enzimas clave del metabolismo de los
esteroles, nos estd  permitiendo  abordar
aproximaciones genéticas basadas en la generacion
de plantas transgénicas y la seleccion de plantas
mutantes y con variantes alélicas (obtenidas
mediante CRISPR-Cas y EcoTILLUNG) con un
contenido y perfil de esteroles modficado. La
caracterizacion de dichas plantas nos esta
permitiendo, no sélo comprender la funcién biologica
de los esteroles conjugados presentes en el tomate,
sino también sentar las bases para el desarrollo de
estrategias orientadas a mejorar la calidad del frutoy
la tolerancia de la planta a distintos tipos de estrés.

Figura 3. Miembros del grupo de investigacion
(2016). De izquierda a derecha: Alma Burciaga,
Karla Ramirez, Maria Martin, Albert Ferrer, Teresa

Altabella, Albert Boronat, Nidia Castillo, Alejandro
Lara, Laura Gutiérrezy Montserrat Arro.
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El cultivo dela fresay sus prioridades en 1+D

La fresa cultivada (Fragaria x ananassa) es un
hibrido octoploide cuya historia como especie se
inici6 en el siglo XVIII en Francia como resultado del
cruce accidental de otras dos especies octoploides,
Fragaria chiloensis, de gran tamafio de fruto y
Fragaria virginiana, de delicado sabor. Posteriores
procesos de mejora han producido un elevado
numero de variedades, altamente heterozig6ticas,
que se han adaptado a ambientes muy diversos.
Ademéas de sus cualidades estéticas y valor
nutricional, el fruto es apreciado por su sabor, aroma
y contenido de compuestos antioxidantes.

El cultivo de lafresa es importante dentro del grupo
de las pequefias bayas, llegando la produccién
mundial hasta 5M de Tm. Espafia cuenta con una
produccién media de 320,000 Tm, siendo la principal
abastecedora de la Union Europea durante los
primeros meses del afio. El 90% de la produccién
proviene de la provincia de Huela, con una
superficie de cultivo que oscila entre 6.000 y 7.000
hectareas.

Durante afios, las variedades cultivadas en Huel a
han provenido de los programas de mejora de las
Univ ersidades americanas de Davis y Florida. Sin
embargo, en los afios 90s se iniciaron programas de
mejora en Espafia, tanto en centro publicos como
centros privados, que han conseguido poner en el
mercado nuevas variedades que tiene una cuota
importante de mercado entre los agricultores esta
provincia. Con uno de estos grupos, el del IFAPA
(Churriana, Junta de Andalucia (José F. Sanchez
Sevilla e Iraida Amaya) hemos mantenido una
colaboracion estrecha, aspecto que consideramos
esencial para la orientacién biotecnolégica de
nuestros estudios moleculares.

Como en lamay oria de los programas de mejora de
las especies agricolas la produccion y la defensa
frente a patégenos han sido objetivos prioritarios.
Como en muchos atros frutos, el color, lafomay el
tamafio asi como la extensién de la vida post-
cosecha han sido dianas importantes para los
grupos de mejora. Adicionaimente, por las
caracteristicas propias de la fresa, la mejora se ha
centrado en aspectos de calidad de frutos tales
como el contenido de compuestos saludables y la
calidad organoléptica.

Un salto cualitativo en los programas de mejora lo
proporciona la disponibilidad de informacion
genéticay molecular de la especie. En el caso de la

fresa el conocimiento sobre ambos aspectos ha ido
muy retrasado en relacion a otras especies
agricolas. Asi, no fue hasta 1994 cuando se hicieron
los primeros estudios de cambios de expresion
asociados a la maduracion delfruto (Manning, 1994)
y solo en 2003 se dispuso de un primer mapa de
ligamientos (Lerceteau-Kohler et al., 2003). En este
contexto se inicio la actividad del grupo en el campo
de la maduracion de los frutos de fresa. Con
anterioridad, lo habia hecho en el metabolsmo del
nitrégeno en plantas superiores (Botella et al., 1988)
y en la respuesta de las plantas a condiciones de
estrés osmotico (Botella et al., 1994).

Miguel A. Botella, Sonia Osorio

Aportaciones del grupo

La regulacion del proceso

El fruto de fresa tiene dos caracteristicas
particulares que dificultaba la aplicacion directa del
conocimiento que se obtenia de una especie modelo
en maduracion de fruto carnaso como es el tomate.
El primero es que enrealidad es un falso fruto, cuy a
parte carnosa no es mas que un receptéculo floral
engrosadoy los verdaderos frutes, los aquenios, se
encuentran distribuidos sobre la superficie y
conectados por el sistema vascular al cilindro
central. La segunda caracteristica es que se trata de
un fruto no climatérico, es decir, la hormona etileno
no desempefia una funcién esencial en el inicio y
desarrollo del proceso de maduracion. Desde los
afios 1950s se sahia que la auxina participaba en el
control de la maduracion del fruto. En la actualidad
se sabe que la situacion es mas compleja, donde se
sabe que el etileno, la auxina, las giberelinas, los
acidos abscisico y jasmodnico participan de alguna
foma en la regulacién del desarrolloy maduracion
del fruto de fresa, con multiples conexiones de sus
cascadas de sefalizacion.
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Figura 1. Esquema simplificado de la accién hormonal en
el desarrollo del receptaculo del fr uto de fresa

La generacion de lineas transgénicas expresando el
mutante del receptor del etileno de Arabidopsis, etrl-
1, que se comporta como dominante negativo,
genera plantas con sensibilidad disminuida al
etileno, lo que es una herramienta muy Util para
delimitar la funcion de esta homona (Figura 1).
Aunque no climatérico, sin embargo se sabe que el
etileno tiene una accion diferencial en el receptaculo
y los aquenios y patticipa en algunos de los
procesos asociados ala maduracion, concretamente
la biosintesis de flav onoides y compuestos volatiles,
asi como en el metabolismo de pectinas (Merchante
et al., 2013).

Al igual que el etileno, nuestros estudios han
confirmado la participacion de la auxina en el
desarrollo del receptaculo durante la etapa de
maduracion (Figura 1). Las medidas de auxina, la
expresion de GUS en lineas transgénicas
transfomadas con la construccién DR5-GUS, y el
estudios masivos del transcriptoma usando RNAseq
durante la maduracion del fruto soportan esta
participacion. Asi, el contenido de auxina es alto en
el receptaculo maduro, donde ademas se expresa
GUS en el receptaculo de los frutos transgénicos
DR5-GUS, donde la expresién es alta tanto para el
receptor de auxina TIR1, como de algunos
miembros de la familia de represores Aux/IAAy de
los factores de transcripcién de respuesta a auxina
ARF (Figura 1).
La interacciéon auxina-etileno es compleja y en
ambas direcciones, estando bien establecida en
diferentes tipos celulares y asociada a procesos,
tanto de desarrollo como de respuesta al medio. En
el receptéculo de fresa ambas hormonas participan
la fase de maduracién, estando aun por diseccionar
su interaccion.

En el cuajado de frutos de tomate se sabe
que es esencial la concurrencia de las homonas
auxina y giberelina. En el fruto de fresa, su

desarrollo  partenocarpico es también es
dependiente de la aplicacion de ambas hormonas.
Nuestro grupo ha mostrado que ademéas de la
auxina, las giberelinas son esenciales en el
desarrollo del receptéaculo de fresa (Csukasi et al.,
2011). Similar a la auxina, la participacion de esta
hormona se limita temporalmente, en el caso de esta
hormona al periodo de transicién de fruto verde a
fruto maduro. El conjunto de resultados se extiende
desde la determinacion de los valores endégencs de
las giberelinas hasta pruebas funcionales con
silenciamiento  transitorio de un factor de
transcripcion, FaGAMYB, que esta al final de la
cascada de sefializacion (Csukasi et al., 2012). Tres
aspectos de la accion de las giberelinas son dignos
de destacar pues ayudan a tener una vision global
del proceso de maduracion del receptéaculo (Figura
1). El primero es su conexion con la auxina, pues de
alguna forma afecta la sintesis de giberelinas
actvas. La segunda es la paricipacion del
miRNA159 en la sefalizacion, y que tiene como
diana un factor de transcripcion, GAMYB, no
asociado previamente a la maduracion de los frutos.
El silenciamiento transitorio de este FaGAMY B tiene
como efecto una disminucion del contenido de acido
abscisico, hormona que se habia probado
recientemente como esercial en la fase final de la
maduracion del receptaculo (Vallarino et al., 2015).
Este aspecto es importante pues completa los
primeros trazos, aun gruesos, de la interaccion
hormonal en este proceso de desarrollo.

La pared y la defensa

Las pectinas de la lamina media estan siendo
modificadas y remodeladas continuamente durante
el desarrollo y son determinantes para la fimeza y
textura del fruto de fresa La despolimerizacion y
disolucion durante la maduracion del fruto se ha
asociado ala cortavida postcosecha de los frutos de
fresa. Por este moativo, los primeros estudios
moleculares sobre la madurecion de la fresa se
centraron en las enzimas responsables de este
proceso. Una de estas enzimas, la pectin metil
esterasa (PE), es la responsable de Ila
metilaciorn/desmetilacion de los residuos de D-
galacturonato componentes del polimero. De la
familia multigénica de fresa hemos identificado un
miembro que se expresa fundamentaimente en
frutos, FaPEL En su estudio deben destacarse dos
aspectos. El primero es la utilizacién de la especie
modelo Fragaria vesca para hacer pruebas
funcionales. La mayor eficiencia de su
transformacion y regeneracion y los periodos mas
cortos de su ciclo vital acortan significativamente los
tiempos y faciltan esta estrategia, por otra parte
esencial en una especie con limitados y pobremente
caracterizados recursos genéticos. Moleculamente
el estudio de FaPE1l aporté la participacion de la
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enzima en la desmetilacion parcial de octameros de
acido D-galacturonico (Figura 2). Funcionaimente
fue la asociacién de estos oligdmeros a la respuesta
a la infeccion por Batrytis (Osorio et al., 2008).
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Figura 2. A. Fenotipo de frutos transgénicos de Fragaria
vesca (linea 4) expresando ectépicamente FaPE1 después

de su inoculacion con esporas de Botrytis cinérea. B.

Estructura de oligogalacturénidos (OGAs) exraidos de
frutos de F. vesca wt y linea 4, antes y después de su de-

esterificacion.

La calidad del fruto

El contenido en compuestos que tienen un valor
nutritivo afiadido es un aspecto esencial de la
calidad de un fruto y es, por tanto, un objetivo
prioritario de los grupos de mejora de la especie. La
fresa estéa entre losfrutos cuyo contenido en &cido L-
ascorbico, vitamina C, es elevado. A pesar de que
los efectos de su carencia en la dieta tenia en la
salud humana es conocido desde la época de los
griegos, y el doble premio Nobel Linus Pauling
determind su papel crucial en la dieta humana, no
fue hasta 1998 cuando se describio la ruta primaria
de biosintesis en plantas (Wheeler et al., 1998). En
frutos de fresa hemos encontrado una segunda ruta
de biosintesis, que parte directamente del acido D-
galacturonico y donde la enzima D-galacturonato
reductasa (FaGalUR) cataliza un paso deteminante
(Agius et al.,, 2003) (Figura 3). Esta actividad
enziméatica ha sido también descrita en frutos de vid
y tomate. En frutos de fresa es mayoritaria en
receptaculo maduro, y akernacon la ruta primaria en
el receptéculo verde (Cruz-Rus et al, 2011). La
expresion heteréloga de FaGalUR en lechuga y
tomate he aumentado el contenido de vitamina C en
hojas y frutos, respectivamente (Amaya et al., 2015).
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Figura 3. A. Expresion de FaGalUR en frutos de fresa
durante maduracion. B. Contenido de é&cido L-ascoérbico en
plantas transgénicas de Arabidopsis expresando
ectopicamente FaGalUR. C. Aumento en acido L-ascérbico
en lineas transgénicas de Arabidopsis expresando
FaGalUR crecidas en medio con D-Gal acturénico. D. Rutas
de biosintesis de L-ascoérbico en plantas con indicacion del
paso catalizado por GalUR (19)
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El perfil aromatico del frito de fresa es complejo,
presentando una gran variedad entre cultivares, asi
como en relacion a los ancestros sivestres de la
especie cultivada. Mas alla de la funcion esencial
que desempefia en la planta en su interaccion con el
medio, incluyendo polinizadores y patdégenos, su
modelado es un aspecto cada vez mas importante
en la busqueda de nuevos cuktivares. Un grupo de
compuestos, no may oritarios entre los v olétiles, pero
gue da connotaciones especiales al ‘flavor” del fruto
maduro son los fenilpropencs. Entre estos destacan
el eugenol y el isoeugenol que con sus
connotaciones de olor a clavo y Vvanilla,
respectivamente, aportan un elemento distintivo en
el perfil aromético del fruto. La identificacion en fresa
de la familia génica de eugenol sintasas (FaEGS),
permitid caracterizar y probar funcionalmente la
participacion de las correspondientes enzimas en la
sintesis de eugenol (Aragiez et al, 2013). El
trabajo, que conjuga aspectos bioquimicos con
aspectos fisiologicos, finaliza con las pruebas
funcionales en frutos transformados y la
disponibilidad de una herramienta para la mejora, y
en general para la produccién biotecnoldgica, de
interés patencial (Figura 4).
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Figura 4. A. Esquema simplificado de la sintesis de
eugenol e isoeugenol con indicacién del paso final
catalizado por la eugenol sintesa (EGS) e isoeugenol
sintasa (IGS). B. Perfil cromatogréfico en exractos de
frutos de fresa sobre-expresando FaEGS2. C.
Caracterizacion cinética de las actividades EGS e IGS de
FaEGS?2.

Una ruta esencial en el metabolismo secundario de
los frutos de fresa, y de muchos otros frutos, es la de
los compuestos fendlicos y flav onoides. Compuestos
importantes en el fruto de fresa son las pro-
antocianidinas y las antocianinas por un lado, y por
otro los mondmeros de lignina y algunos de los
compuestos volatiles como los fenilpropenos. Los
pasos metabdlicos estan bien descritos, asi como
identficados los genes, o familias génicas,
codificantes de los correspondientes enzimas. Sin
embargo, la regulacion global de la ruta con todas
sus ramificaciones, aln presenta bastantes lagunas.
Nuestra aportacion se hizo a partir de una
colaboracion con Wilfred Schwab, de la Universidad
Politécnica de Munich. Pruebas de transfomacion
transitoria identificaron a un grupo de proteinas (Fra
a), incluidas dentro de lafamilia de proteinas PR10y
con efectos alergénicos para el consumo humano,
cuy o silenciamiento tenia como efecto més visible la
inhibicion de la sintesis de antocianinas,
compensada por el aumento en concentracion de
algunos derivados fendlicos (Mufioz et al., 2010).
Sorprendentemente, no hay ninguna informacion
definitva sobre la funcién de estas proteinas en el
fruto de fresa, més alld de participar de alguna
manera en la regulacién de metabolismo de
flavonoides y derivados fendlicos. La cristalizacion
de un miembro de la familia en colaboracion con J. A
Marquez (EMBO, Grenoble), Fra al, mostr6 gran
similiud con el receptor de ABA la proteina
PYRL/PYL/RCAR (Casafial et al. 2013). Ademés, la
interaccion especifica de las dversas Fra a con
flavonoides presentes en el receptéculo (Figura 5)
apuntan a una funcién reguladora importante de Fra
a en el fruto de fresa mediada por su unién a
ligandos especificos.

Figura 5. A. Detalle estructural de la unién de catequina a FaFra al
obtenido dela cristalizacién de la proteina en presencia del ligando.
B. Estudio de la afinidad de Fra al por catquina por caorimetria
de la tiulaciéniso®rmica (ITC).

Las aproximaciones omicas

La fresa es una especie alo-octoploide
genéticamente compleja (2n = 8x = 56). Estudios
recientes de su estructura subgenémica han
determinado que al menos 3 donadores diploides
han contribuido al genoma actual. Este corntiene un
subgenoma que muestra similitud con el genoma de
la diploide Fragaria iinumae, dos subgenomas
adicionales no fécilmente distinguibles, pero que
claramente segregan de foma disomia, y un
subgenoma con gran similitud a Fragaria vesca.
Esta Uftima especie, cuyo genoma esta secuenciado
desde 2010 (Shulaev et al, 2010), es una especie
modelo no solo para la fresa cultivada sino también
para otras especies de Roséaceas, familia a la que
pertenecen las Fragaria. La informacion de
secuencia previa a esta fecha era muy limitada y
nuestro grupo ha hecho dos esfuerzso importantes
en la direcciéon del conocimiento gendmica. Uno
primero fue la generacion de una coleccién de ESTs
(Bombarely et al. 2010), y generacion de la base de
datos correspondiente (http://ffresa.uma.es). Trabajo
realizado en colaboracion con el grupo de J.F.
Sanchez Sevilla (IFAPA, Junta de Andalucion)y J.
Mufioz (Universidad de Cdrdoba). Esta informacion
de secuencia, aunque muy limitada fue de gran
utilidad en dos aspectos: 1) ldentificacion de genes
diana que fueron esenciales para establecer que el
miRNA159 es un regulador del proceso de
maduracién (Csukasi et al., 2012) y la implicacion de
las giberelinas en dicho proceso (Csukasi et al.
2011); 2) Informacion de marcadores microsatélites
que fueron utilizados por el grupo del IFAPA con el
que colaboramos, y cuya localizaciéon regiones
codificantes han sido de gran ayuda para los
estudios de QTLS (Zorrilla-Fontanesi et al., 2011)
como para la identificacion de genes candidatos
para aspectos tan importantes de calidad del fruto
como es la produccion de volétiles (Zorrilla-
Fontanesi et al., 2012).

La segunda aportacion de secuencia més relevante

la constituye el ensamblaje del transcriptoma a partir
de los datos de RNAseq de 10 muestras dif erentes
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correspondientes a dif erentes tejidos y estados de
desarrollo (Figura 6). Un total de 44,104 corntigs
fueron ensamblados, siento notable que un 6%
mostraban mayor homologia a secuencias dif erentes
del género Fragaria y un 21% a secuencias nr
(NCBI) diferentes de plantas.

Figura 6. Esquema de los pasos seguidos en el andlisis
del transcriptoma diferencial de la maduracién de los frutos
de fresa, asi como de su ensamblaje de now y el anélisis
del polimorfis mo.

A pesar de que la aproximacion protedmica fue la
primera que se hizo en frutos de fresa para
identificar cambios moleculares aasociados a la
maduracion de los frutos, sin embargo ha estado
limitada por la complejidad del extracto proteico
obtenido de los frutos, asi como por los limites
existentes, hoy dia muy inferiores, en la sensibilidad
de la deteccion. La protedmica diferencial entre
aquenios y receptéculo, y entre dif erentes estados
de desarrollo del receptaculo han apuntalado de
foma contundente la existencia de la ruta primaria
de biosintesis de vitamina C y la participacion del
etileno en el desarrollo del fruto (Aragiez et al,
2013).

El metaboloma es probablemente la expresioén final
del estado actual en términos moleculares de una
célula, o de un conjunto de ellas organizadas en
tejidos y érganocs. Su conocimiento, que avanza de
forma paralela a las capacidades de deteccion y
analisis, contribuy e a entender el funcionamiento del
sistema biolégico analizado. La aplicacién al estudio
del desarrollo del fruo de fresa en nuestro
laboratorio se ha realizado por la colaboraciéon con
Allisdair Fernie (Max Planck, Gdln). Los cambios en
metabolitos primarios y secundarios han sido
importantes para confirmar la funcion de los
oligogalacturénidos  parciaimente  desmetilados
(OGAS) en la defensa frente a Botrytis (Osorio et al.,
2011), la accién del etileno en la maduracion del
receptaculo (Merchante et al. 2013), asi como para
delimitar la accion reguladora del factor de
transcripcion GAMYB dentro del programa de
desarrollo del receptaculo (Vallarino et al., 2015).

El futuro

Nuevos reguladores (Fra)

El conocimiento basico de los procesos bioldgicos
han soportado de foma signfficativa los programas
de mejora de muchas de las especies con interés
agricola. Hay procesos suficientemente generales
en los que la informacion obtenida de especies
modelo son trasladables a otras especies. Sin
embargo, bien las limitaciones genéticas de algunas
especies, bien la singularidad del proceso de interés,
hace dficil esta traslacion en muchas casos. La
fresa cultivada, Fragaria x ananassa, entra dentro de
esta categoria. Asi, aunque se ha avanzado en el
conocimiento del proceso de desarrollo del fruto,
aquenio y receptaculo, quedan muchas incognitas
sobre los circutos hormonales que participan e
interaccionan en este proceso de desarrollo. Esta
informaciéon es béasica y debe ser previa a la
busqueda de cualquier aplicacién biotecnoldgica.

Av ances importantes en el potencial agronémico de
muchas de las especies cultivadas se ha sustentado
sobre variaciones, naturales o inducidas, en genes
reguladores. Los resultados del transcriptoma
cambiante durante la maduracion nos han permitido
clasificar de forma priorizada el patencial de los mas
de 1,500 factores de transcripcion identificados en el
transcriptoma (Figura 6). Su estudio, més orientado
a la aplicacién biotecnolégica, ha de ser prioritario
en la investigacion futura sobre el fruto de fresa

La regulacion global en la especia nodelo

Este estudio de regulacion ya esta en marcha y
liderado por David Posé que ha sido financiado
durante 5 afios por una ERC Starting Grant. El
estudio se centra fundamentaimente en la especie
modelo Fragaria vesca, pero sin perder la
perspectiva de su extensiény aplicacion ala especie
cultivada Fragaria x ananassa. Como resutado se
espera el delineado de la red reguladora global del
proceso de maduracion del fruto que debera
desemboca en la identificacion de nuevos alelos
transferibles alos programas de mejora de lafresa.

Estrategia mitiple de mejora del cultivo aplicando
gendmica y metabolomica

Un desafio en el trabajo del grupo es la combinacion
del uso de las nuevas herramientas de andlisis
disponibles con su aplicacibn a una especie
compleja como es la fresa. En esta direccion esta
enfocado el trabajo del grupo en los proximos afios.
El trabajo estd liderado por Sonia Osorio que
coordina un nuevo proyecto H2020 para los
préoximos 4 afios. El enfoque netamente aplicado y
con objetivos traslacionales esta garantizado por las
empresas y grupos de mejora que integran el
Consorcio. La aportacion metabolémica, aportada



por el grupo, es un componente de novedad
importante.
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Grupo de Sefializacion y Biosintesis del ABA
Pedro L. Rodriguez
Instituto de Biologia Moleculary Celular de Plantas (IBMCP, CSIC-UPV)

Un poco de historia y algunas anécdotas

El grupo de sefializacién del ABA nace formalmente
con el traslado en el afio 2007 del Instituto de
Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP) a
su ubicacion actual en la CPl de la UPV. Pero
probablemente podriamos remontar su gestacion al
aflo 1995, cuando obtwe una beca EMBO para
realizar mi postdoc en el laboratorio del Dr Erwin
Grill (ETH Zurich/TU Munich). En esa época emergia
la genética molecular de Arabidopsis thaliana, se
realizaron los rastreos que buscaban mutantes con
sensibilidad alterada a las hormonas vegetalesy se
procedia al mapeo posicional para clonar los genes
gue codificaban los pilares de la sefalizacion
hormonal. En esa época todavia era posible leer
toda la literatura que aparecia en Arabidopsis sobre
mutantes abi, etr, ein, gai, axr, etc. y maravillarse
con el infinito campo que se abria ante nuestros
ojos. En el laboratorio de Erwin aprendi genética
molecular de Arabidopsis y descubr a las proteinas
fosfatasa tipo 2C (PP2Cs). ABI1, ABI2, HABI1,
compafieras inseparables de viaje intelectual desde
entonces. Recuerdo que a pesar de haber publicado
su laboratorio un Science en 1994 con la clonacion
de ABI1 (Meyer et al, 1994), habia una cierta
decepciéon por haber llegado simplemente a una
‘fosfatasa” ElI mutante abil-1D presentaba una
insensibilidad general al ABAy se podia esperar que
estuviese tocado en el receptor de ABA o al menos
en algun elemento crucial para la sefializacion del
ABA. Encontrar simplemente una fosfatasa con
actividad reducida por la mutacién no elucidaba la
ruta de sefializacion del ABA, habida cuenta del
penoso transio por el mapeo posicional de
entonces, que implicaba analizar muchos
recombinantes utilizando RFLPs y radioactividad,
generar librerias de c4smidosy de YACs, y ademas
hacerlo en dura competicion con el grupo de Jerome
Giraudat (Leung et al., 1994). Curicsamente, Jeffrey
Leung, con quien competimos por la clonacién de
ABI2, se convirti6 con el tiempo en un gran amigo.
Como ocurre en muchas ocasiones, no éramos del
todo conscientes de que los reguladores negativos
de la sefializacion del ABA (PP2Cs) eran la piedra
angular para el descubrimiento de los receptores del
ABA, lo que tendria lugar 15 afios mas tarde o 25
afios si nos remontamos a la identificacion del
mutante abil-1D por Marten Koornneef en 1984
(“was lange wahrt, wird endlich gut”). La redundancia
funcional ocultaria celosamente el tesoro de los
receptores del ABA hasta que nuevos abordajes

permitieron hincarle el diente. Pero eso es otra
historia que contaremaos mas adelante.

Tras mi postdoc con Erwin (1995-1997),
gque no me proporciond muchos peces pero me
ensefio a pescar utlizando abordajes de genética
molecular, me incorporé al grupo de Ramon Serrano
en 1998, centrado en la problemética del estrés
abiético, particulamente salinidad. Gracias a la
generosidad de Ramon pude mantener viva la llama
del ABA mientras también colaboraba en otros
temas méas especificos de su grupo. Un contrato
Ramoén y Cajal, un puesto de profesor contratado
doctor en la UPVy mi primer proyecto BIO2002 me
permitieron asentar mi trabajo en ABA. En una
época en que todavia el mapeo posicional carecia
de los medios actuales, pudimos clonar en 2002 el
pendltimo gen de la ruta de biosintesis de ABA y
gracias al trabajo de Miguel, Nadezda y Jose Maria
caracterizar bioguimicamente ABA2, el enzima que
convierte xantoxina en aldehido abscisico
(Gonzalez-Guzman et al., 2002). Un apunte. A lo
largo de este resumen me he resistido a usar la
denominacién de grupo, no porque olide las
valiosas aportaciones de las diferentes personas
gue han pasado por el mismo alo largo de los afios,
si no porque realmente nunca se ha consolidado un
grupo estable de investigacion en ABA (soy la Unica
persona de plartilla del “grupo”). Ha sido mas bien la
suma de esfuerzos individuales o equipos
transitorios alo largo de los afios lo que ha pemitido
avanzar en nuestro tema de investigacion desde
2002 hasta 2016. No obstante, aqui tenéis unafoto
del grupo actual més un cientifico invitado muy
apreciado. En orden de llegada al grupo, Marta
Peirats, Borja Belda, Alberto Coego, Jose Julian y
Jorge Lozano, mi agradecimiento a su fantastico
trabajo. Finalmente, como veréis a lo largo del texto,
he adoptado un tono algo heterodoxo para transitar
en la historia del ABA, espero que ello haga la
lectura de este texto mas amena.



Figura 1. De izquierda a derecha Vicent Arbona (profesor
visitante), Jose Julian, Borja Belda, Pedro Rodriguez,
Alberto Coego, Marta Peirats y Jorge Lozano.

ABAno es un grupo sueco de musica

El ABA desempefia un papel central para coordinar
la respuesta de las plantas en situaciones de estrés
hidrico, asi como para regular el crecimiento vegetal
y el desarrollo (Cutler et al., 2010). El estrés abicdtico
por sequia, salinidad o fluctuaciones de temperatura
puede reducir entre un 50-80% la productividad de
las plantas. La accion del ABA es fundamental para
organizar la respuesta adaptativa de la planta en
estas situaciones, lo que justifica el interés de la
biotecnologia de plantas en esta homona.
Quimicamente, el ABA (CisH2004) es un
sesquiterpenoide derivado de la unidad isopentenil
pirof osfato sintetizada en el cloroplasto a través de
la ruta 2C-metil-D-eritritol-4fosfato (MEP) (Nambara
and Marion-Poll, 2005). EI ABA contiene un a&omo
de carbono asimétrico en C1’, lafoma natural es S
(+) ABA y la cadena lateral de la molécula presenta
isomeria 2<is, 4-trans (Figura 2). Podemos definir
un plano de simetria a través del carbono asimétrico
de forma que las dos mitades de la molécula difieran
solo en que el C6' tiene dos grupos metilo mientras
el C2'tiene unoy un doble enlace. En consecuencia,
el enantiémero (-), no natural, sélo se diferencia
estructuralmente en estas posiciones respecto al
enantiémero (+) (Milborrow et al., 1974)

pros S > 3
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Figura 2. Estructura 2D y3D del ABA y de la pirabactina.

La investigacion sobre las rutas de
transduccion de sefial de las hormonas v egetales se

beneficié enormemente del analisis genético llevado
a cabo en Arabidopsis. Por ejemplo, hoy conocemos
los mecanismos de percepcion de las homonas
v egetales en gran medida gracias a la identificacion
de mutantes alterados en la respuesta homonal y
Su posterior caracterizacién molecular (Santer y
Estelle, 2009). Sin embargo, este abordaje no tuvo
el éxito esperado en la ruta del ABA (en cuanto a la
identificacion de sus receptores), a pesar de los
numerosos rastreos realizados para buscar
mutantes insensibles a la hormona. No obstarte,
estos rastreos si identificaron los represores PP2C
de la ruta a partir de la caracterizaciéon molecular de
los mutantes abil-1Dy abi2-1D (Leung et al., 1994;
Meyer et al.,, 1994; Leung et al., 1997; Rodriguez et
al., 1998a). Las PP2Cs, cual ovillo de Ariadna,
sirvieron para salir del laberinto del ABA, ya que han
sido una pieza clav e para elucidar el mecanismo de
percepcion y sefializacion de la hormona.

La ciencia no es un camino derosas. Problemas
varios en las cuatro publicaciones que describieron
supuestos receptores de ABA: FCA, CHLH/ABAR,
GCR2, GTG1/GTG2

Las primeras aproximaciones “exitosas”
para identfficar los receptores de ABA utilizaron
técnicas bioquimicas que buscaban proteinas que
se uniesen al ABA. Lamentablemente, el alto indice
de impacto de estas publicaciones (Nature, Science,
Cell) no ha ido acompafiado de una equivalente
solidez cientifica, por ejemplo, la primera publicacion
que describié un receptor de ABA (FCA, publicado
en Nature por Razem et al, 2006) fue retirada
(Razem et al, 2008) y cuestionada (Risk et al.,
2008). La segunda publicacion también utilizd
técnicas bioguimicas para identificar una proteina de
union a ABA, CHLH/ABAR/GUN5 (Shen et al,
2006), previamente descrita como la subunidad H de
la Mg-quelatasa encargada de introducir el Mg++ en
el precursor delaclordfila. Esta publicacion utilizé el
acoplamiento del ABA atrav és de su grupo carboxilo
con una resina de Sefarosa para identificar proteinas
de union al ABA En la practica, ello supone inactiv ar
el grupo carboxilo del ABA, el cual es requerido para
la bioactividad de la homona y la unién a los
receptores genuinos PYR/PYLU/RCAR (Figura 3). No
es de extraflar por tanto que la funcién de
CHLH/ABAR como receptor de ABA haya sido
cuestionada y no reproducida (Muller y Hansson
2009; Tsuzuki et al., 2011). En tercer lugar se
describi6 GCR2 como receptor de ABA (Liu et al,
2007), un supuesto receptor transmembrana
acoplado a proteina G, que ha sido muy cuestionado
por la falta de reproducibilidad de los fenctipos
descritos enlos mutantes de pérdida de funcién gcr2
(Johnston et al.,, 2007; Gao et al., 2007; Guo et al.,
2008; Risk et al, 2009). Y en cuarto lugar
encontramos a los supuestos receptores de ABA
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llamados GTG1/GTG2, identificados a partir de
evidencias famacoloégicas que sugerian la
participacion de receptores acoplados a proteina G
en la sefializacion de ABA (Pandey et al, 2009).
Desgraciadamente, el supuesto fenotipo de
insensibilidad a ABA del mutante doble gtglgtg2 no
ha podido ser reproducido por Jaffe et al,, (2012).

Finalmente, otra importante objecién a la
relevancia biolégica de estos supuestos receptores
es que cuando inactivamas 6 receptores principales
de la familia PYR/PYL/RCAR, el mutante obtenido
es practicamente ciego al ABA (Gonzalez-Guzman
et al., 2012). Ello quiere decir que al inactivar la ruta
PYR/PYL/RCAR, los supuestos receptores
alternativos no son capaces de transmtir una sefial
efectiva de ABA, lo que habla por si mismo (Figura
4).

Figura 3. Bolsillo de unién del ABA en la cavidad del
receptor PYR1. Mapa 2D delas interacciones entre el ABA
y PYR1 (Santiago et al., 2009). Detalle de las interacciones
polares y del papel del grupo carboxlo del ABA en las
mismas.

No hay quinto malo: receptores PYR/PYL/RCAR
(PYR AB ACTIN RESISTANCE/PYR1-
LIKE/REGULATORY COMPONENTS OF ABA
RECEPTORS)

Un receptor genuino precisa solida evidencia
bioquimica y estructural de su unién a la molécula
de ABA y debe generar un fuerte fenctipo de
insensibilidad cuando se pierda su funcién o el de su
familia génica si es el caso. Aqui radicaba el
problema. La redundancia funcional presente en
Arabidopsis no permitié identfficar los receptores
genuinos de ABA por rastreos clasicos, pero la
introduccién de la genética “quimica” consiguio
superar aquel obstaculo. Los compuestos quimicos
permiten “mendelizar” ciertos loci que de otro modo
son redundantes en la respuesta a la hormona. El
grupo liderado por Sean Cutler pudo identficar asi
un mutante resistente a la pirabactina (Figura 2), un
inhibidor de la germinacién que actla como agonista
del ABA en semilla (Park et al.,, 2009). Tras clonar el
mutante resistente al compuesto, denominado pyrl,
se obsewv6 que el gen PYR1 pertenecia a una
familia compuesta por 14 miembros, los receptores
de ABA PYR/PYURCAR. ElI mutante pyrl es
resistente a pirabactina pero no al ABA, porque otros
miembros de lafamilia suplen la pérdida de funcién

de PYRL1 enla respuesta a ABA en germinacion (por
ejemplo, PYL2 y PYL4, que no perciben la
pirabactina). En cambio, al generar mutantes
multiples, por ejemplo un mutante cuadruple pyrl
pyll pyl2 pyl4, si tenemos insensibilidad a la
hormona (Park et al., 2009).

Otro aspecto fundamental de la funcion de
estos receptores fue puesto de manifiesto al
descubrir que interaccionan con PP2Cs del grupo A
(las implicadas en la sefializacion del ABA) y las
inhiben de modo dependiente de ABA (Park et al,
2009; Ma et al, 2009, Santiago et al, 2009a;
Nishimura et al., 2010). Se habia descubierto de
este modo un elegante mecanismo para eliminar la
inhibicion que las PP2Cs ejercen en la ruta del ABA
(Saez et al., 2004; Saez et al., 2006; Rubio et al.,
2009). Es aqui donde conv erge la genética quimica
con la genética clésica, con ensayos de interaccion
proteina-proteina y ensayos bioguimicos de
actividad fosfatasa, que llevamos a cabo los grupos
de Grill, Schroeder y el nuestro (gracias a muchas
personas) para identificar interactores de las PP2Cs.
Efectvamente, las PP2Cs ABI1l, ABI2 y HABI,
clonadas afios atrds (Leung et al., 1994; Meyer et
al., 1994; Leung et al, 1997; Rodriguez et al.,
1998a, b), eran el represor clave de la ruta que es
inhibido por los receptores de modo dependiente de
ABA. Incluso se puede decir que son co-receptores
del ABA porque en el complejo ternario que se forma
Receptor-ABA-PP2C, existe un contacto indirecto de
la PP2C con el grupo cetona de la molécula de ABA.
Pero estoy adelantando acontecimientos.

A1
=

o
5

Figure 4. Fenotipo de extrema insensibilidad a ABA del
mutante pyrl pyll pyl2 pyl4 pyl5 pyl8 (abreviado como
112458, Gonzalez-Guzman et al., 2012).

En aquel afio magico de 2009, la familia
PYR/PYL/RCAR fue testigo de una rapida explosion
de datos estructurales, ya que cinco grupos
independientes resolvieron estructuras 3D de los
receptores (gracias Josan) en suforma apo, unida a
ABA y en complejo con las fosfatasas (Melcher et
al., 2009; Miazono et al., 2009; Nishimura et al.,
2009; Santiago et al, 2009b; Yin et al, 2009). Ello
permiti6 establecer el mecanismo estructural de
percepcion de la hormona y de inhibicion de las
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fosfatasas. Otros estudios permitieron cerrar el
nicleo de sefalizacién, que ademés de los
receptoresy las PP2Cs, incluye la conexién de éstas
con las SnRK2s (Umezawa et al., 2009; Vlad et al.,
2009), y reconstituir in vitro la ruta de sefializacion
con los factores de transcripcién que reconocen los
elementos de respuesta a ABA en los promotores
génicos (Fujii et al., 2009) o bien con canales
implicados en la regulaciéon de la apertura estomatal,
como SLAC1 (Geiger et al., 2009). Ello ha conducido
al actual mecanismo que explica como el ABA es
percibido, conduce ala inhibicion de las PP2Cs y de
ese modo se libera la funcién reguladora positiva de
las quinasas SnRK2s (Cutler et al., 2010). EI médulo
PYR/PYL/RCAR-ABA-PP2C, méas las SnRK2s,
ofrece un mecanismo elegante y sin precedentes
para el control de cascadas de sefializacion
mediadas por fosforilacion de una manera
dependiente de ligando. El rapido conocimiento
estructural adquirido ha allanado el camino para el
disefio de agonistas de ABA capaces de
desencadenar la respuesta al estrés hidrico, por
ejemplo, o bien para el disefio de receptores
modificados que sean capaces de responder a
agroquimicos ya en uso, incluyendo en su espectro
de accion la respuesta a sequia (Rodriguez y
Lozano-Juste, 2005).

Pasado, presentey futuro

Resumir tantos afios de trabajo en unas lineas es
dificil, pero podriamos decir que nuestro grupo ha
desempefiado un importante papel en el
descubrimiento y caracterizacion de la familia de
receptores de ABAYy su conexion con las PP2Csy
SnRK2s (Saez et al., 2004, 2006, 2008; Park et al.,
2009; Santiago et al, 2009a; Santiago et al., 2009b;
Rubio et al., 2009; Vlad et al., 2009; Fuijii et al., 2009;
Cutler et al, 2010; Vlad et al, 2010; Dupeux et al,
2011a; Dupeux et al, 2011b; Antoni et al., 2012;
Gonzalez-Guzman et al., 2012; Antoni et al., 2013;
Merilo et al., 2013; Pizzio et al., 2013; Highly Cited
Researcher 2015 by Thomson Reuters). Ello
nos ha permiido disefiar abordajes biotecnolégicos
para mejorar la tolerancia a sequia de las plantas
(Saez et al.,, 2006; Pizzio et al., 2013), lo que ha
cristalizado en una patente licenciada a PBLYy en la
generacion de plantas de cebada con mayor
resistencia a sequia. (EP13382177.7). También
tenemos en marcha dos proyectos (Structure-
assisted design of small-molecule ligands for the
ABA-receptors of the PYR/PYL family able to
modulate the drought and stress response pathway
in plants; DrugCrops: Drug discovery to improve
drought tolerance in crops) para identificar agonistas
de los receptores de ABA en plantas de cosecha
(tomate, citricos, cereales). Ello sera posible gracias
a la estrecha colaboracion con Armando Albert
(Instituto Rocasolano) y la reciente incorporacion

con una Marie Curie de Jorge Lozano. La
colaboracion con diversos grupos nhacionales e
internacionales a lo largo de nuestra historia es otra
buena muestra de la salud del grupo: Dr Julian
Schroeder (Universidad de California), Dr Joerg
Kudla (Universidad de Munster), Dr Ramdn Serrano,
Dr Antonio Granell, Dr Diego Orzaez, Dr Jose Leon,
Dr Pablo Vera (IBMCP), Dr Amando Albert (Instituto
Rocasolano), Dr Vicente Rubio y Javier Paz-Ares
(CNB), Dr Jose A. Marquez (EMBL Grenoble), Dr
Vicente Arbona y Aurelio Gomez Cadenas
(Universitat Jaume 1), Dr Sean Cutler (Universidad
de California), Dr Jian-Kang Zhu (Uniersidad de
California, Shanghai Center for Plant Stress
Biology), Dra Elena Baena (Instituto Gulbenkian), Dr
Jose Dinneny (Universidad de Stanford), Dr Noryuki
Nishimura (National Institute of Agrobiological
Sciences), Dr Josep Bassaganya-Riera (Virginia
Bioinformatics Institute at Virginia Tech), Dr Michael
Holdsworth, Dr Malcolm Bennett (Universidad de
Nottingham), Dr Geert De Jaeger (Plant Genetic
Systems, VIB), Dr Jaume Flexas (Universidad de las
Islas Baleares), Dr Hannes Kollist (Universidad de
Tartu), Dr Rainer Hedrich (Universidad de
Wirzburg), Dr Qi Xe (Chinese Academy of
Sciences), Dr Xu Zhang, Qin Wu and Chengcai An
(The State Key Laboratory of Protein and Plant Gene
Research), Dr Doris Wagner (Universidad de
Pensilvania), Dr Christian Hardtke (Universidad de
Laussanne, Suiza), Dr Sheng Luan (Uniersidad de
California), Dr Esther Lechner y Pascal Genschik
(Universidad de Lausanne), Dr Ari Sadanandom
(Universidad de Durham), Dr Magdy Mahfouz
(KAUST)...

Y desde luego que todavia queda mucha
ciencia bésica por descubrir en el campo de la
sefalizacibn de ABA, de donde se derivan
consecuencias biotecnoldgicas. Por ejemplo la
conexion de ABA con la remodelacion de cromatina
y el profundo impacto transcripcional de esta
hormona (Saez et al, 2008, Han et al, 2012;
Peirats-Llobet et al., 2016). Otra puerta que hemos
abierto recientemente es la identificacion de las
proteinas CAR como mediadores del acercamiento
de los receptores a la membrana plasmética
(Rodriguez et al., 2014; Diaz et al., 2016). Una vez
alli, donde controlan funciones vitales para la célula
como el transporte de agua e iones y la regulacion
del pH celular, hemos descubierto que una E3 ligasa
ubiquitila  los receptores 'y promueve su
internalizacion via endosomas, ESCRT vy
degradacion vacuolar (Bueso et al., 2014; Belda-
Palazén et al., sometido). La regulacion de los
niveles de los receptores es un campo emergente
(Irigoyen et al, 2014, Bueso et al, 2014) y
actualmente estamos estudiando (todo el grupo) el
papel de la familia de E3 ligasas RSLYRFA en la
ubiquitilacion de los receptores en diferentes
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localizaciones celulares (membrana, citosol, RE,
ndcleo). Por si fuera poco, gracias a una
colaboracion con la Universidad de Pekin, hemos
descubierto que también las PP2Cs son sujetas a
ubiquitilacion 'y  degradacion proteolitica por
diferentes E3 ligasas (Xu et al, enviado). Ello
complementara la actual vision de la ruta de ABA y
expandira el papel de los receptores de ABA, que
ademas de inhibir bioquimicamente a las PP2Cs,
promueven su ubiquitilacién y degradaciéon. Pero
esto sera el tema de otra puesta al dia.
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Grupo de Nutricién Vegetal
Departamento de Nutricién Vegetal (CEBAS-CSIC MURCIA)

El grupo de Nutricibn Vegetal, pertenece al
Departamento de Nutricién Vegetal del CEBAS y lo
forman Rosa M. Rivero, Cristina Martinez-Andujar
Teresa Mestre, Sivia Simoén, Reyes Rodenas,
Francisco Rubio, Francisco Garcia-Sanchez,
Francisco Pérez-Affocea, Alfonso Albacetey Vicente
Martinez. Este es un grupo pluridisciplinar que
aborda  aspectos agronomicos, fisiolégicos,
bioquimicos y moleculares relacionados con la
nutricion vegetaly los estreses abidticos.

Cultivos protegidos: En esta linea el grupo
desarrolla una investigacibn  eminentemente
aplicada con proyectos desarrollados en estrecha
colaboracion con empresas del sector (desarrollo de
un sistema inteligente para el control y manejo de
cultivos protegidos IPT-060000-2010-6). En los
Gltimos afios se han ensayado sistemas
hidropénicos de cultives verticales y cultivos

flotantes mediante contratos con empresas.
= ;

Figura 1. Cultivo wertical de lechuga iceberg y cultivo
flotante de batavia roja y batavia verde.

La dilatada experiencia del grupo en el manejoy
control del cultivo de hortalizas en cukivos sin suelo

ha facilitado la coordinacion de un proy ecto europeo
(Re-utilization of drainage solution from soilless
culture in protected agriculture. From open to close
sy stem. LIFE DRAINUSE. LIFE14 ENV/ES /000538)
sl EL”E_
ima | ZTZDrainuse
¥ ';r_';r ._:?

""""" 1
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Figura 2. Esquema del prototipo que se desarrollara y
validara en el proyecto.

El grupo de Nutriciéon pretende contribuir ala mejora
de la calidad de productos horticolas (tomate,
pimiento, lechuga, escarola, etc.) mediante la
aplicacién de Tecnologias de la Informaciény las
Comunicaciones, optimizando el riego, la nutriciény
las condiciones ambientales de los invernaderos.

Por dltimo, el grupo marntiene una estrecha
colaboracion con empresas que desarrollan nuevos
productos bioestimulantes ev aluando y
determinando el papel que juegan en la
adaptabilidad de las plantas, con el fin de mejorar la
respuesta al estrés y aumentar el uso eficaz de los
fertilizantes.

Citricos: Estrategias para incrementar e uso
eficaz del agua y los fertilizantes en € cultivo de
los citricos. La linea de investigacion en citricos
que se llevaa cabo en el Departamento de Nutricion
Vegetal del CEBAS se inici6 en 1986, época en la
que se empezd a colaborar con el IVIA (Valercia),
CIDA (actuamente IMIDA, Murcia), y la Universidad
de Florida (Citrus Research and Education Cernter).
El objetivo general de esta linea de investigacion en
los ultimos afios ha sido estudiar las respuestas
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fisiolégicas de los citricos bajo condiciones de
salinidad, sequia, inundacién, y toxicidad por boro
con el fin de disefiar estrategias agrondmicas que
ay uden a incrementar la tolerancia de este cultivo a
estos estreses.

En aspectos relacionados con lafisiologia del estrés,
se ha puesto de manifiesto que uno de los factores
gue determina la diferente tolerancia de los citricos a
la salinidad podra estar relacionado, entre otros
factores, con el uso eficaz del agua instantaneo
(WUEint = ACO2/Eleaf). Arboles de citricos con altos
valores de WUEint en condiciones salinas acumulan
menos cloruro en las hojas que arboles con baja
WUEint. En experimentos donde se han estudiado
las respuestas fisiologicas de los citricos a la
salinidad se ha observado que el efecto tdoxico del
CI parece ser que es mas importante que el efecto
osmoético. En condiciones salinas los citricos
disminuyen el potencial hidrico al incrementar la
concentracion de CI y/o Na en las hojas,
asegurando de esta forma un gradiente de patencial
hidrico entre la planta y el suelo que pemite
mantener el turgor celular en las primeras etapas del
estrés. Sin embargo, la maquinaria fotosintética de
los citricos parece ser muy sensible a la toxicidad
del CI. En condiciones de sequia, hemaos visto que
la pérdida de turgor celular es la que produce la
disminucién de la ACO2. Pero, en ambos estreses,
hemos observado que los factores no estomaticos
pueden tener un aspecto relevante en la disminucion
de la fotosintesis. ElI mantenimiento de la
concentracion de CO; subestomatica (Ci), las
alteraciones en los parametros de fluorescencia de
clordfilas, y la disminucion de la concentracion de
clordfilas obserwvada en los diferentes experimentos
respaldan esta hipétesis. En el caso de la toxicidad
por boro, hemos visto que el boro es muy tdxico en
estas plantas. Con concentraciones en el agua de
riego por encima de 1 mg L' B este nutriente se
acumula muy rapidamente, produciendo dafios en
las hojas a partir de una concentracion de 350 ppm.
Aunque el B se mueve con la corriente de
transpiraciéon, en este caso no encontramaos una
relacién directa entre el WUEIint y la tolerancia
relativa entre diferentes variedades de citricos, como
si obsewamos con el CI, indicando que Ila
combinacion de respuestas fisiologicas, bioquimicas,
y anatbmicas determinan la diferente tolerancia
obser ada.

Portainjertos. En citricos se sabe que el portainjerto
influye en latolerancia de los arboles alos dif erentes
estreses abidticos. En este sentido, el grupo de
inv estigacion tiene bastantes publicaciones donde
se han establecido, para distintas variedades de
citricos, el mejor portainjerto en relacion a la
tolerancia a la salinidad y a la toxicidad por boro.
Ademas, una interesante estrategia estudiada por
nuestro equipo de investigacion para mejorar la

capacidad de exclusién de CI en los portainjertos,
ha sido emplear un injerto entre la variedad y el
portainjerto, lo que se conoce como “madera
intermedia”. Los cambios fisiolégicos inducidos por
la madera intermedia que se relacionaron con la
disminucién de la concentracion foliar de CI* estan
relacionados con el may or reparto de biomasa en la
parte aérea del arbol que en la raiz, una mayor
acumulacién de Cl en las raices,y una bajatasa de
transpiracion foliar en las horas del dia de mayor
demanda ev aporativa.

Estrategias agrondémicas. En cuando a las
estrategias agrondmicas, se ha estudiado como
afecta la fertilizacién nitrogenada a las respuestas
de los citricos a la salinidad y a la sequia. Se ha
observado que un aporte adicional de nitrato
potadsico en la solucién nutriiva disminuye la
concentracién de Cl en las hojas, sobre todo, en
portainjertos no excluidores de CI' como es el caso
de Citrus macrophylla. También se ha visto que la
aplicacion foliar de nitrato potésico puede paliar los
efectos negatvos causados por la sequia En
relacion a como manejar el riego en condiciones de
salinidad, hemos visto que un aporte adicional de
agua del 25% con respecto a la ETc mejora la
produccion de limones Fino 49. El aporte adicional
de agua aumenta la fraccion de lixiviacion
disminuy endo la concentracion de los iones téxicos
Cl'y Na' en la zona radicular. En cuanto a
condiciones de sequia, se han estudiado dif erentes
técnicas como ‘“riego parcial deficitario” y ‘“riego
deficitario controlado”, optimizando el uso de estas
estrategias en citricos. También hemos estudiado el
efecto de las mallas de sombreo en arboles bajo
condiciones de sequia o0 salinidad, y hemos
observado que las mallas de sombreo incrementan
el crecimiento vegetatvo de los arboles en
condiciones medioambientales adversas, pero
reducen considerablemente su produccion.
Bioestimulantes. Esta es una nueva linea de
investigacion basada en aplicar foliamente
productos ricos en aminoécidos y extractos de algas
para mejorar los procesos de cuajado y desarrollo
de los frutos tanto en condiciones medioambientales
normales como adv ersas.

Diagnostico foliar. En cuanto al andlisis foliar para
determinar el estado nutricional de los arboles se ha
optimizado una técnica basada en la espectroscopia
de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS) que
permite hacer andlisis de unaforma rapiday barata
sin necesidad de digerir previamente las muestras.
Hasta la fecha se ha conseguido estimar los
nutrientes N, K, Ca, Mg, Fey Zn en hojas de citricos
de dif erentes especies defoma bastante aceptable.

Aspectos moleculares: Bases moleculares de la
e + + + R
absorcion de Ky Na'. ElI K" es un macronutriente

esencial para las plantas que es absorbido desde la
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solucién del suelo a través de las raices. En su
camino al interior de la planta desde la solucion del
suelo, el K" debe atravesar en algin momento una
membrana plasmatica y para ello existen en la
misma sistemas de transporte especificos de K. En
condiciones salinas, las altas concentraciones de
Na’ hacen que se inhiba la entrada de K™ al mismo
tiempo que entra el Na' en la planta, por lo que se
producen, entre otras alteraciones, deficiencias de
K" y toxicidad por Na'. Por ello, los sistemas de
absorcion de K’y en especial su selectividad K'/Na"
son piezas clave de la homeostasis K'/Na en
condiciones salinas y de la tolerancia a la salinidad
de las plantas. En esta linea de investigacion se
emplean abordajes fisiologicos y moleculares. Por
una parte se estudia la absorcién de K’ por la planta,
sus caracteristicas y cdémo se ve influida por las
diversas condiciones ambientales que pueden
comprometer la correcta nutricion de K. Por otra
parte, se identifican genes que codifican sistemas de
transporte de K* de la raiz implicados en el primer
paso de la absorcion del nutriente por parte de la
planta. En concreto, trabajamas con transportadores
de la familia HAK y canales de K' de la familia
Shaker como AKT1. Se estudia cémo se regula la
expresion de estos genes, donde se expresany en
respuesta a qué estimulos o condiciones de estrés.
Trabajamos con plantas modelo como Arabidopsis
thaliana o Thellungiella halophila y también con
especies cultivadas como tomate o pimiento (Figura
3). Como fruto de nuestros trabajos hemos podido
determinar la relevancia de cada uno de estos
sistemas HAK5 y AKTL en la nutricion de K.
Mientras que HAK5 opera como sistema de alta
afinidad, a concentraciones menores de 200 uM,
AKT1 contribuy e a concentraciones mas altas, en el
rango de 200 pM a 1 mM. A concentraciones
superiores, la funcion de AKT1 puede ser suplida en
determinadas circunstancias por sistemas de
transporte hoy en dia desconocidos, que también
estamos intentando identficar.

Figura 3. Plantas de pimiento (A), Micro-tomate (B) y
Arabidopsis (C) cultivadas en sistema hidrop6nico para
llevar a cabo estudios fisiologicos y moleculares de la
absorcién de K+

Una vez identificados los sistemas de
transporte mas relev antes, se esta estudiando cémo
se regula sufuncién. En Arabidopsis, el gen HAK5S
esta sometido a una fuerte regulacion
transcripcional, induciéndose cuando la planta sufre
deficiencia de K. Ademaés, en estas condiciones de
K" limtante, el transportador aumenta su afinidad
por K* y su velocidad méaxima de transporte
mediante la fosforilacion mediada por el complejo
CIPK23/CBL1. El gen AKT1 es constitutivo, pero el
canal es activado por el mismo complejo
CIPK23/CBL1. Un esquema de la funcién de estos
genes y su regulacion en la raiz de la planta se
puede obsewar en la Figura 4. Algunos de estos
puntos de regulacion, como la transcripcional, han
sido descritos también en tomate o pimiento. La
regulacion  postraduccional no esta todavia
demostrada en estas Ultimas especies, pero muy
posiblemente estos mecanismos estan conser ados.
En el futuro pretendemos profundizar en estos
procesos de regulacién asi como en los dominios de
las proteinas trasportadoras implicados en la
selectividad y en la regulacion. Esta linea de
investigacion ha sido financiada por dversos
proyectos de caracter regional y nacional de
convocatorias competitivas. En la actualidad esta
linea de investigacion se esta desarrollando dentro
del proyecto Nutricion de K° en plantas:
identificacion de mecanismos de regulaciéon y de
nuevos sistemas de absorcién de K* por la raiz
(AGL2015-66434-R), financiado por el Ministerio de
Economiay Competitividad.
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Figura 4. Principales sistemas de entrada de K+ en las
raices de las plantas ysus mecanismos de regulacién

Combinacion de estreses. Nuestro grupo estudia
aspectos agronomicos, bioquimicos y moleculares
de la respuesta de las plantas a la combinacion de
estreses (Caracterizacion y validacion de rutas
metabdlicas implicadas en la tolerancia a estreses
abidticos mediante la integracién de aproximaciones
multidisciplinares, AGL2015-66033-R). La agricultura
en el sureste espafiol, debido a su clima semiarido
se ve afectada negativamente por varios factores
como salinidad, atas temperaturas, escasez de
agua, etc. Hasta ahora la mayoria de estreses
abidticos se habian estudiado de forma individual,
sin embargo, rara vez las plantas en su ambiente
natural estdn sometidas a un solo estrés. De hecho,
algunos autores han demostrado que la combinacién
de estreses medioambientales da lugar a una
respuesta Unica que no es extrapolable a cuando los
estreses son aplicados de manera individual. De
esta manera, el objetivo general que se plantea es
estudiar la respuesta de plantas de tomate a la
combinacion de estreses abidticos, como son
salinidad y altas temperaturas o sequia y alas
temperaturas. Mediante estudios transcriptémicos y
metabolémicos, combinadas con aproximaciones
fisiolégicas y bioquimicasy el uso de la biologia de
sistemas, el grupo trata de identficar rutas
metabolicas exclusivas de la combinacién de
estreses abicticos caracteristicos de nuestras
latitudes, como son salinidad y altas temperaturas o
sequia y altas temperaturas. Paralelamente se
llevan a cabo estudios de produccion y calidad de
tomate bajo estas condiciones con el objetivo de
establecer nuevos criterios de manejo de
fertilizantes.

Optimizacion de las relaciones fuente-sumidero
y raiz parte aérea en respuesta a estrés: Esta
linea fue creada en 1994 y suponia una
aproximacion distintay poco estudiada al problema
de la tolerancia a la salinidad en especies cultivadas
(diferente de la regulacion de los iones téxicos y

nutricionales) y que esta directamente relacionada
con el crecimiento de la plantay la productividad del
cultivo. La hipétesis conductora era que la utilizacion
de los fotoasimilados en los sumideros (frutos y
organos en crecimiento), mas que su disponibilidad
en la hoja fuente, constituy e el primerfactor limitante
del crecimiento en medio salino, mientras que su
redistribuciéon y uso en los tejidos en crecimiento
activo integra la adaptabilidad y el rendimiento de la
planta, manteniendo las relaciones fuente-sumidero

Como organismos anclados al suelo, las plantas han
desarrollado una enome flexibilidad metabdlica para
adaptarse a estimulos adversos mediante cambios
sustanciales en el metabolsmo primario y
secundario. Una de las respuestas claves es
reorganizar el reparto de asimilados entre los
organos autoétrofos que los producen (fuentes)y los
organos heterotrofos en crecimiento activo que los
consumen (sumideros). En la actualidad son muchos
los grupos que investigan estos procesos en relacion
con la adaptabilidad de las plantas a distintos
estreses ambientales.

Se comprob6 cémo la tolerancia a la salinidad podia
ser explicada por la induccién o mantenimiento de la
actividad sumidero (mediada por enzimas
sacaroliticas) en los érganos en crecimiento activo,
permitiendo el usoy transporte de los fotoasimilados
(sacarosa), y evitando la retroinhibicion de la
fotosintesis por factores no-estomaticos. Si esta
regulacién ocurre durante la fase de la componente
osmética de la salinidad, se alivia o retrasa el efecto
toxico, segun el modelo bif asico de Munns.

Estos procesos explicarian la disminucién del
crecimiento del fruto como el componente del
rendimiento mas afectado por baja-moderada
salinidad. También se pudo comprobar como la
disminucién de laviabilidad del polen por efecto de
salinidad (y con ello la disminucion del nimero de
frutos) se explicaba mas por una inhibiciéon de la
invertasa extracelulary la actividad sumidero en los
granos de polen, que por una acumulacién de iones
toxicos como el Na”,

En la regulacién de las sefiales responsables de esa
inhibicion de la actividad sumidero (y del
crecimiento) las homonas podran tener un papel
fundamental. El estudio del papel de las
fitohormonas en la respuesta a estreses abibticos
era muy escaso hasta préacticamente el afio 2005,
debido a la fata de técnicas analiticas adecuadas.
Gracias ala colaboracion con los Prof esores Manuel
Acosta y Pepe Séanchez-Bravo (Universidad de
Murcia), desarrollamos una metodologia puntera de
andlisis de hormonas v egetales mediante HPLC-MS,
disponible en nuestro laboratorio desde el afio 2012
gracias a la financiacion del proyecto europeo
Rootopower (Contrato # 289365) (Figura 5).

53



CsSIC

Facilities for major plant hormone analysis at CEBAS-CSIC

P Hormone extraction and purification optimized
»U-HPLC coupled to an Orbitrap system

> 20 plant hormones in 15 min

B ACC, ABA, IAA, SA, JA, CKs, GAs, BRs, SLs
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Figura 5. Tecnologia HPLC-MS (Orbitrap) para andlisis de
hormonas vegetales.

Esto nos pemitié hacer las primeras correlaciones
fisiologicas entre  variaciones hormonales,
crecimiento de la plantay elfruto y la senescencia
foliar (Fig. 6), que apuntaban a las citoquininas
(positivo) y al precursor del etileno ACC (negativ0)
como factores antagonicos en la regulacion de las
relaciones fuente-sumidero en medio salino (Figura
7).

Figura 6. Caracterizacion de la respuestas hormonales en
relacién con cambios en creci miento, reparto de biomasa y
senescencia foliar en respuesta a estrés salino en tomate
(Albacete etal., 2008).

Estas hormonas podrian proceder de la raiz, que
como o6rgano sensor de los estimulos en el suelo, es
el encargado de comunicar, mediante sefales
guimicas (nutrientes y homonas vegetales), con la
parte aérea para reorganizar las relaciones fuente-
sumidero y asi adaptarse al estrés. Como
consecuencia, estas alteraciones en la
comunicacién raiz-parte aérea y en las relaciones
fuente-sumidero tienen profundos efectos en el
crecimiento y desarrollo de la planta, y en la
productividad y estabilidad de los cultivos (Proy ecto
AGL-59728-R).

Figura 7. Modelizacion de la interacciones entre las
principales fitohohormonas y el metabolismo del carbono
en la regulacion de las relaciones fuente-sumidero,
carga/descarga y transporte de asimilados en el floema, y
su influencia relativa en la supervivencia (solo requiere
actividad fuente) y el crecimiento/rendimiento de la planta
(requiere actividad sumidero y transporte desde la fuente)
bajo estrés hidrico ysalino (Albacete etal., 2014a).

Mediante correlaciones genéticas (variabilidad
hormonal en la raiz aportada por Ilineas
recombinantes entre el tomate cultivado y especies
silv estres af ines, utilizadas como patrones) y analisis
funcionales de factores metabdlicos (sobrexpresion
del gen de la invertasa extracelular CIN1) y
hormonales (sobreexpresion del gen de la
isopentenil transferasa IPT en la raiz para producir
citoquininas, Figura 8) hemos podido obtener
nuev as evidencias que apoy an nuestra hipotesis de
trabajo. De hecho, ambas aproximaciones conducen
a una mejora en la productividad del cultivo de
tomate en medio salino al optimizar las relaciones
fuente-sumidero mediante la activacion del
metabolismo primario tanto en la hoja (actividad
fuente) como en los érganos en crecimiento activo
(actividad sumidero), e inhibicién de sefiales
negativas como el ACC (Figura 7).

Figura 8. Efecto de la produccion de hormonas en la raiz
(portainjetos) sobre el desarrollo de hojas y frutos en medio
salino (izqda.. ABA, mediante expresion del gen cis-
epoxycarotenoid dioxygenase, NCED, spl2 y sp5; dcha.:
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citoquininas, mediante expresién del gen isopentenyl
adenosine transferase, IPT, IPT F elPT G).

Ademaés, nuevas evidencias obtenidas a partir de
estudios metabolomicos apuntan a que, aparte de
nutrientes y hormonas, otras sefiales quimicas
procedentes de la raiz también parecen estar
influenciando la fisiologia de la parte aérea en
condiciones de estrés y la composicion quimica de
los frutas a través de la comunicacion raiz-parte
aérea (Proy ecto AGL-2014-59197-JIN).

Los objetivos de esta linea son basicos y aplicados:
1. Profundizar en el conocimiento de los procesos
fisiolégicos implicados la adaptabilidad a diversos
estreses del suelo (p.ej. salinidad, sequia, déficit de
nutrientes); 2. Explotacion de la v ariabilidad natural
para minimizar el impacto negatvo que dichos
estreses tienen sobre la productividad de los
cultivos, con especial énfasis en el desarrollo y
aplicacién de portainjertos horticolas (Figuras 8y 9).

CSIC
Grafting: the surgical alternative to breeding

Soll phys-cham properies

E: of R Scion C

Figura 9. Modelo para generacion de variabilidad
fenotipica mediante la explotacién de la comunicacién raiz-
parte aérea através del injerto.
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Novedades Cientificas

Hallan células madre de raices de plantas de
hace 320 millones de afos

Los fdsiles estudiados son restos del suelo de las
primeras selv as tropicales gigantes de la Tierra.

Varios cientificos de la Universidad de Oxford (Reino
Unido) han descubierto la poblacién méas antigua
conocida de células madre de raices de plantas,
gracias a un fésil de 320 millones de afios
encontrado en el Jardin Botanico de este centro
educati o.

El estudio, publicado en la revista ‘Current Biology’,
indica que las células madre, responsables de la
fomacion de los organismos mulicelulares, se
encuentran en los meristemos de las plantas, que se
encuentran en las raices y son responsables del
crecimiento vegetal.

Las células madre de hace 320 millones de afio
forman un patrén Gnico de divisién celular que
permaneci6 desconocido hasta ahora, lo que sefala
que algunos de los mecanismos que controlan
actualmente la formacién de raices en plantas y
arboles se han extinguidoy pueden hacer sido mas
diversos de lo que se crefa

Esas raices son importantes porque las estructuras
de raices vegetales que crecieron en los primeros
bosques tropicales de humedales de la Tierra, con
arboles de méas de 50 metros de altura, eran
responsables en parte de uno de los episodios d e
cambio climéico mas dramé&icos de la historia
porque aumentaron la tasa de meteorizacion
guimica de minerales de silicato en las rocas, una
reaccion quimica que extrajo el didxido de carbono
(CO2) de la atmoésfera y llevé al enfriamiento del
planeta.

Los fdsiles estudiados son restos del suelo de las
primeras selvas tropicales gigantes de la Tierra.
“Estaba examinando una de las laminas fosilizadas
del suelo encontradas en el Jardin Botanico como
parte de mi investigacién sobre los sistemas de
raices de los arboles antiguos cuando me di cuenta
de una estructura que se parecia a las puntas de las
raices que vemos en las plantas de hoy”, apunta
Alexander Hetherington, doctorando de botanica de
la Universidad de Oxford.

“Me di cuenta de que estaba buscando en una
poblacion de células madre vegetales de 320

millones de afios de antigliedad y que nunca se
habia encontrado algo asi. Eso nos da unaventana
Unica de como se desarrollaron las raices cientos de
millones de afios atras”, afiade.

Por su parte, Liam Dolan, autor principal del estudio
y jefe del Departamento de Ciencias Vegetales de la
Universidad de Oxford, recalca que “esos fésiles
muestran como las raices de esas plantas antiguas
crecieron por primera vez’. “Es sorprendente que
algo tan pequefio podria haber tenido un efecto
dramatico en el clima de la Tierra”, apostilla.

Nuevo descubrimiento genémico abre la puerta
al desarrollo de cacahuetes libres de alérgenos

Un equipo de investigadores inte/r/nacionales ha
decodificado el genoma del ancestro de cacahuete:
Arachis Duranensis. Este avance abre las puertas
hacia el desarrollo devariedades libres de alérgenos,
sin aflatoxina, y enriquecidas nutricionaimente. Los
resultados, publicados en Proceedings of the
National Academy of Sciences, incluye el borrador
del genoma del progenitor de cacahuete, que
contiene 50,324 modelos codificados de genes de
proteinas.

El andlisis de la secuencia completa de ADN sugiere
que el linaje de cacahuete se vio afectado por al
menos tres juegos de cromosomas desde el origen
de las plantas con flores. Los resultados también
proporcionan millones de variaciones estructurales
que se pueden utilizar como marcadores genéticos
para eldesarrollo de variedades con caracteristicas
mejoradas, tales como aumento del tamafio devaina
o del rendimiento de aceite, resistencia ala sequia o
la tolerancia al calor, asi como una mayor
resistencia alas enfemedades.

“Este estudio no solo ha proporcionado el genoma
completo para ayudar a criadores de plantas a
desarrollar variedades de cacahuete maés
productivos y mas resistentes de una manera mas
répida, sino que también nos da una idea un nuevo
proceso reproductivo”, explca Rajeev Varshney,
director del programa de Inv estigacion

Bidlogos descubren cémo las plantas regeneran
células madre

Se cree que las células madre tienen la capacidad
intrinseca de generar o reemplazar células
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especializadas. Sin embargo, un equipo de biélogos
de la Universidad de Nueva York (Estados Unidos)
ha demostrado que las plantas con capacidad de
regeneracion pueden restablecer sus células madre
a partir de células mas maduras mediante la
reproduccion de la embriogénesis.

Los investigadores estudiaron la regeneracion de la
raiz de la planta haciendo un rastreo del linaje para
determinar el origen de las células. Ademas, se
tomaron imagenes en vivo para obsewvar la
regeneracion de los tejidos, y se secuencié el ARN
de una sola célula para analizar las modficaciones
sufridas durante la regeneracion.

El andlisis reveld que, después de un dafio grave
capaz de eliminar todas las células madre de laraiz,
la planta recluta nuevas células madre de otras
células especializadas. Para ello, la planta repite las
etapas de la embriogénesis: en primer lugar crea
tejidos especializados que a su vez generan un
nuev o conjunto de células madre.

Este descubrimiento demuestra que el ingrediente
clave para el crecimiento a largo plazo fueron los
tejidos circundantes que unidos crean el
comportamiento de las células madre. Aunque el
equipo no puede todavia extrapolar que los genes
de las plantas puedan ayudar a la regeneracion
humana, los principios implcados en Ila
reconstitucion de las células del tallo en plantas
podrian servir como un modelo general para la
inv estigacion de células madre en humanos.

- Una nueva herramienta web para analisis
funcionales en metabolomica

Bioinforméaticos del Centro  Nacional de
Biotecnologia (CNB-CSIC) han desarrollado una
nueva version de MBROLE, un sewidor web para
analizar los resultados obtenidos de estudios de
metabolémica. Esta herramienta pemite interpretar
y dar un sentido bioldgico, a las listas de cientos de
metabolitos que se obtienen de un organismo por
técnicas de biologia molecular.

Desde finales del s. XX las técnicas de biologia
molecular han evolucionado hasta el punto de ser
capaces de producir tal volumen de datos que su
andlisis manual no es posible. Es por esto que las
herramientas  informéicas se han  hecho
imprescindibles en biologia.

Un estudio publicado recientemente en la revista
Nucleic Acids Research da a conocer una nueva
version de MBROLE, una herramienta online para el
analisis de datos obtenidos por estudios de
metabolémica (rama de la biologia que estudia el

conjunto de todos los metabolios -moléculas
quimicas pequefias— de un organismo). La
herramienta ha sido desarrollada por cientificos del
Centro Nacional de Biotecnologia del CSIC (CNB-
CsIC).

Cuando el usuario introduce en el programa una lista
de cientos de metabolitos que ha obtenido
previamente con técnicas de bhiologia molecular y
que en crudo no tiene significado, MBROLE 2.0 la
interpreta. “MBROLE 2.0 devuelv e informacion sobre
las rutas biolégicas que estan involucradas, posibles
interacciones de los compuestos quimicos
(metabolitos o farmacos) con proteinas,
enfemedades relacionadas, y mucho mas”, explica
Monica Chagoy en, investigadora del CNB-CSIC y
una de las creadoras de la herramienta.

El programa recoge y combina la infformacién de
varias bases de datos publicas disponibles online.
La nuevaversion, MBROLE 2.0, consulta 10 nuevas
bases de datos que no estaban incluidas en
MBROLE 1.0, y es capaz de dfrecer al usuario
informacion sobre interacciones de los metabolitos
con proteinas, lo que aumenta las posibilidades de
la herramienta enomemente. Ademas, tiene una
nueva intefaz mas intuitiva, y reconoce
automaticamente los identificadores utilizados por
las diferentes bases de datos para un mismo
compuesto, lo quefacilita enormemente su uso.

La version anterior de MBROLE se cre6 en 2010, y
fue la primera herramienta web desarrollada para el
analisis de enriquecimiento  funcional en
metabolémica que era aplicable a varios
organismos. “La Unica existente entonces, que se
public6 pocos meses antes que la nuestra,
solamente reconocia datos de metabolitos
humanos”, explica Chagoy en.

Seis afios después existen muy pocas herramientas
similares. “La metabolémica no es todavia una rama
tan extendida como la gendmica o la protedmica. Sin
embargo, recibimos muchas visitas a nuestro
serwvidor desde todo el mundo, especialmente desde
Estados Unidos y China. Creemos que esta nueva
version puede facilitar mucho el trabajo de estos
inv estigadores”, indica la cientifica.

Lépez-Ibafiez J, Pazos F, Chagoyen M. MBROLE
2.0functional enrichment of chemical compounds.
Nucleic Acids Res. 2016 Apr 15. pii. gkw253

Nanotechnology: ANew Opportunity in Plant

Sciences

http:/AMvww.sciencedirect.com'science/article/piVS136
0138516300073

58



The agronomic application of nanotechnology in
plants (phytonanotechnology) has the potential to
alter conventional plant production systems, allowing
for the controlled release of agrochemicals (e.g.,
fettilizers, pesticides, and herbicides) and target-
specific delivery of biomolecules (e.g., nucleotides,
proteins, and activators). Animproved understanding
of the interactions between nanoparticles (NPs) and
plant responses, including their uptake, localization,
and activity, could revolutionize crop production
through increased disease resistance, nutrient
utilization, and crop yield. Herewith, we review
potential applications of phytonanoctechnology and
the key processes involed in the delivery of NPs to
plants. To ensure both the safe use and social
acceptance of phytonanotechnology, the adverse
effects, including the risks associated with the
transfer of NPs through the food chain, are
discussed.

The field of nanotechnology has great potential
within plant sciences and plant production systems.

The agronomic application of nanotechnology has
thus far received comparatively litle interest relative
to the application within human systems.

We review the potential applications and future
opportunities of nanotechnology in plant sciences,
thereby assisting in bridging the divide between
human and agricultural nanotechnology.

The application of nanotechnology in plant sciences
will benefit from the development of improved
analytical techniques that enable the in situ analysis
of NPs in planta with a low detection Ilimit and high
lateral resolution.

Regardless of the benefiis of nanotechnology for
plant sciences, the principle of ‘safety-by-design’
must be heeded to address community concerns
about the potential adverse effects of novel
engineered nanoparticles (ENPs) on ecological
sy stems.

Damage-signaling protein shows parallels
between plant, human immune systems

Novel plant protein signals tissue damage and
makes plants more resistant to certain infections

A protein that signals tissue damage to the human
immune system has a counterpart that plays a
similar role in plants, report researchers at the Boyce
Thompson Institute (BTI).

Professor Daniel Klessig and colleagues have
identfied a new damage-associated molecular
pattern molecule or "DAMP" in plants. DAMP

molecules released by injured cells trigger an
immune response in plants and animals. The
researchers describe this protein, called HMGBS, in
a new paper in PLOS Pathogens. Knowledge of
HMGB3, and is human equivalent, HMGB1I,
enhances our understanding of how humans and
plants fight off infections.

Plants and animal tissues use DAMPs to detect
when they are wounded, so that they can promote
healing and to fend off infection. DAMPs are alway s
present inside cells, but are released into the
surrounding space in response to tissue damage,
where they activate inflammatory and immune
responses.

The researchers discovered the actions of HMGB3
through their investigations of plant and animal
proteins that interact with salicylic acid, a plant
immune regulator and the main breakdown product
of aspirin. A previous study by Klessig's lab found
that salicylic acid blocks HMGB1, a DAMP in
humans that is associated with multiple
inflammation-related diseases. When they searched
the genome of the model plant Arabidopsis f or genes
coding for similar prateins, they found HMGB3.

They compared the actions of HMGB3 in
Arabidopsis plants to other known plant DAMPs, and
measured the protein's ability to help plants fight off
gray mold infection.

"We injected the protein into the extracellular space
of the plant and then examined different layers of
immune activity," said lead author Hyong Woo Choi,
a senior research associate a BTI. The protein
triggered a signaling cascade involed in the plant
immune response, activated the expression of genes
involed in defense, started callose deposition -- a
protective thickening of the cell walls -- and made the
plants more resistant to gray mold inf ection.

They found that, lke human HMGB1, HMGB3 also
interacts with salicylic acid, which inhibits is
activities. The immune-boosting effects of HMGB3 in
gray mold-infected plants were erased when the
researchers added salicylic acid.

"The identification of salicylic acids shared targets
and mechanisms of action in plants and animals
enable us to translate what has been learned in one
system to the other, said Klessig. "For example,
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase is
another shared target. It is involved in the replication
of several plant and animal viruses, including
hepatitis A, B and C viruses in humans and tomato
bushy stunt virus in plants. Notably, salicylic acid
binding to this target suppresses replication of the
plant virus."
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In future work, Klessig and colleagues will continue
to investigate targets of salicylic acid shared by
plants and animals, which have important roles in
disease.

Ref erence:Hyong Woo Choi, Murli Manohar, Patricia
Manosalv a, Miagy ing Tian, Magali Moreau, Daniel F.
Klessig.Activation of Plant Innate Immunity by
Extracellular High Mobility Group Box 3 and Its
Inhibition by Salicylic Acid. PLOS Pathogens, 2016;
12 (3): €1005518 DOI: 10.137Vjournal.ppat.1005518

El CSICimpulsala creacién deunared dedatos
de investigacion en abierto

Seis universidades espafiolas y el Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas (CSIC) han creado
Maredata, una red espafiola sobre datos de
investigacion en abieto que reforzara la
colaboracion entre investigadores y dara sewicio a
sectores y disciplinas interesados en estudiar datos
cientificos. La Universitat Politecnica de Valéncia
(UPV), el IATA-CSIC, Ingenio (CSICUPV)y UISYS
(CSIC-Universitat de Valencia), la Universitat de
Alacant, la Universitaa de Barcelona —como
coordinadora—, la Universidad Carlos |l de Madrid y
la Universitat Oberta de Catalunya han sido los
promotores de Maredata.

Fuentes de la UPV apuntaron que la red «supone un
impulso a la ciencia abierta en Espafia» y esta
financiada por el Ministerio de Economia y
Competitvidad. Ademés, la iniciativa tiene como
objetivo «contribuir a estructurar un marco de ciencia
abierta en Espafia que cuente con los diferentes
agentes interesados en los datos de inv estigacion.

Igualmente, busca incrementar la participacion de
inv estigadores espafioles en proy ectos del programa
Horizon2020 y generar nuevas lineas de
inv estigacion en torno a Open Datay Open Science,
asi como elaborar recomendaciones sobre gestién
de los datos de investigacion. Segun sus
promotores, los datos cientificos despiertan gran
interés por su potencial aprovechamiento vy
reutilizacion, no solo por parte del sector de la 14D,
sino también por parte de otros agentes como la
industria o las empresas del sector infome diario.

Descubierta una nueva funcion de Ilos
cloroplastos en el desarrollo de plantas

Investigadores del Centro de Investigacion en
Agrigendémica y de la Universidad de California en
Berkeley descubren que, en condiciones de estrés,

el cloroplasto envia sefiales al nicleo de la célula
para modificar el desarrollo de la planta. El estudio
contribuye a entender cdmo las mitocondrias y
cloroplastos pueden cambiar el desarrollo global del
organismo.

En 1967, la bidloga estadounidense Lynn Margulis
fomulé su famosa teora endosimbictica, que
explica la presencia de organulos con material
genético propio dentro de las células eucarictas
como resultado de una simbiosis primitiva de una
bacteria dentro de otra célula. En este proceso de
simbiosis, estos organulos, las mitocondrias y los
cloroplastos, fueron transfiriendo gran parte de su
material genético al nucleo de la célula De esta
manera, el nicleo, que posee la mayor parte del
ADN de la célula, se convirti6 en ‘director' y
proveedor de la mayoria de proteinas de la célula.
Gracias a su funcién de 'director celular', el nucleo
envia constantemente sefales al resto de organulos
celulares para ejecutar funciones importantes, como
por ejemplo, la divisién o la dif erenciacion celular.

La funcion principal de las miocondrias y los
cloroplastos en la produccion de energia celular es
bien conocida. También lo es el hecho de que estos
organulos pueden enviar sefiales al ndcleo para
informarle de su estado, o que se conoce como
sefializacion retrégrada. Mitocondrias y cloroplastos
utilizan la sefializacion retrégrada para solicitar al
ndcleo las proteinas necesarias para ejercer su
funcion de productores de energia correctamente.

Ademas, en el caso de las células animales, se ha
descrito que la sefalizacion retrograda es importante
para una v ariedad de funciones celulares dif erentes
de la produccién de energia. Por ejemplo, en células
animales la sefializacién de la mitocondria al nicleo

modula procesos tan importantes como la division
celular e influy e en la progresion de los tumores.

En el estudio que se publica ahora en la revista
Nature Communications, el equipo liderado por la
inv estigadora del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas en el Centro de
Investigacion en Agrigenémica (CRAG), Elena
Monte, describe por primeravez, que los efectos de
la sefializacion retrograda en plantas van mucho
mas alla de lo que se habia descrito hasta ahora,
siendo capaz de modular el desarrollo global de la
planta.

"Nos sorprendié6 descubrir que las sefiales
prov enientes del cloroplasto tienen la capacidad de
modfiicar el desarrollo de la planta, incluso
imponiéndose jerarquicamente al ndcleo”, explica
Guiomar Martin, estudiante de doctorado del CRAG
y primera autora del articulo. "Ahora sabemos que,
al igual que la sefializacion de la mitocondria al
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ndcleo regula procesos clave en los animales, el
cloroplasto también regula el desarrollo de la planta
por un mecanismo que hemos podido describir a
niv el molecular”, afiade la investigadora principal del
estudio, Elena Monte.

El grupo de investigacion del CRAG tiliz6 pequefias
plantulas de Arabidopsis thaliana en proceso de
desarrollo guiado por la luz (fotomorfogénesis) y las
tratd con un farmaco que dafia los cloroplastos.
Sorprendentemente, las plantas tratadas con el
famaco adquidian un aspecto similar a las plantas
crecidas en ausencia de luz, indicando que la
sefalizacion retrograda estaba, en este caso,
reprimiendo la fatomorfogénesis normal a pesar de
la presencia de luz. En vista de este resutado, los
investigadores buscaron cual era el mecanismo
molecular que causaba este ef ecto.

Experimentos posteriores indicaron que el gen
nuclear GLK1 es clave en la regulacion de la
fotomorfogénesis, siendo un gen que esta regulado
por la sefializacién retrégrada y por las proteinas
PIF, que son sensibles a la luz. En oscuridad las
proteinas PIF son abundantes y evitan la accion de
GLK1, pero cuando la plantula sale de bajo tierray
le llega la luz, las proteinas PIF se degradan,
permitiendo que GLK1 promueva el desarrollo
fotomorfogénico de la plantula, que incluye por
ejemplo, la expansion de las hojas y la adquisicion
de la clordfilay por lo tanto, del colorv erde.

Sin embargo, cuando el cloroplasto se dafia (p. €j. al
aplicar el famaco) o detecta que las condiciones
ambientales son estresantes (p. €. al someter la
planta a iluminacién excesiva) la expresion de GLK1
baja en respuesta a las sefiales retrogradas
enviadas por el cloroplasto, por un mecanismo
independiente de PIF. Gracias a este mecanismo
molecular, que pemite frenar el desarrollo, la planta
se protege del dafio fato-oxidativo y queda a la
espera de que las condiciones sean favorables para
el crecimiento.

Asi pues, en el articulo se describe por primera vez
que el cloroplasto funciona como una antena
sensora de estrés capaz de tomar temporalmente la
direccion de la célula al nicleo para modficar el
desarrollo de la plantay protegerla.

Para Elena Monte, "este trabajo contribuye a
entender como los organulos endosimbidticos en
eucariotas pueden cambiar el desarrollo global del
organismo". "En plantas, este avance puede ay udar
a encontrar soluciones para hacer frente al aumento
de la radiacién, y por tanto, al estrés luminico, como
consecuencia del cambio climético”, afiade la
experta.

Referencia bibliogréfica:

Guiomar Martin, Pablo Leivar, Dolores Ludevid,
James M. Tepperman, Peter H. Quail & Elena Monte
“Phytochrome and retrograde signalling pathways
conv erge to antagonistically regulate a light-induced
transcriptional network " Nature Communications
May o de 2016

La distribucién espacial permite evaluar
respuesta de las plantas frente al cambio
climatico

Inv estigadores de la Universidad Rey Juan Carlos
han estudiado los procesos que determinan el
patrén espacial de las plantas de alta montafia para
conocer la dindmica de sus poblaciones. El estudio
ha permitido entender la dindAmica demograficay su
capacidad de respuestafrente al cambio climético.

La manera en la que las plantas se distribuyen
espacialmente en una poblacién depende de las
interacciones que se establecen entre ellas, de
foma que cuando compiten se afectan
negativamente y tienden a aparecer separadas y
cuando se faciltan lo hacen positvamente y se
encuentran defoma agrupada.

Sin embargo, este patron espacial también resulta
afectado por otros factores como la existencia de
microambientes diversos o las capacidades de
dispersion de las semillas. Es por ello que la
identificacion de las causas que generan los
patrones espaciales en las poblaciones resulta dfficil
de determinar.

En este sentido, investigadores del area de
Biodiv ersidad y Conserv acion de la Universidad Rey
Juan Carlos (URJC), liderados por José Maria
Iriondo, han evaluado la contribucién que las
caracteristicas de dispersion de las semillas, la
diversidad de microambientes y las interacciones
intraespecificas tienen en la conf ormacion del patrén
espacial observado en las poblaciones de Silene
ciliata Poiret (Caryophy llaceae), una planta perenne
que se distribuye en los sistemas de montafia
mediterraneos del sur de Europa, como la Sierra de
Guadarrama.

“Un buen conocimiento de los procesos que
determinan el patron espacial de las plantas que
conforman una poblacion es clave para entender su
dinamica demogréficay por extension su capacidad
de respuesta frente al cambio climatico”, explica
Iriondo.
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El estudio, publicado en Oikos, ha comprobado
como las plantulas muestran una estructura espacial
agregada que esta controlada por la disponibilidad
de micrositios adecuados para la germinaciony el
establecimiento. “Para realizar este estudio hemos
aplicado técnicas avanzadas de analisis espacial
gue permiten, mediante una aproximacion
obsew acional, distinguir la contribuciéon que la
dispersion de semillas, la heterogeneidad de habitat
y las interacciones intraespecificas tienen sobre la
conformacién del patrén observ ado”, sefala Carlos
Lara, investigador de la URJC y primer firmante del
articulo.

Los resultados en su conjunto demuestran que los
patrones de agrupacion de plantas no tienen por qué
estar mediados por interacciones de facilitacién
como algunos estudios previos han asumido. “Los
resultados minimizan la importancia de las
interacciones intraespecificas para el patron espacial
de la especie, a la vez que destacan la importancia
de evaluar todos los factores que promueven la
agregacion de las plantas al objeto de conocer mejor
la dindmica de las poblaciones”, concluye Iriondo.

Este grupo de investigacién ha demostrado en
anteriores estudios que las modificaciones de
precipitacion y temperatura derivadas del cambio
climatico estan poniendo en peligro la presencia de
las poblaciones de Silene ciliata en la Sierra de
Guadarrama, que forma parte de una comunidad de
prados de alta montafia protegida por de la Directiva
de Habitats de la Union Europea (Directiva
92/43/CEE) por su singularidad y riqueza floristica,
asi como por su reducida area de distribucion.

Referencia bibliogréfica:

Carlos Lara-Romero, Marcelino de la Cruz, Gema
Escribano-Avila, Afredo Garcia-Fernandez and Jose
M. Iriondo What causes conspecific plant
aggregation? Disentangling the role of dispersal,
habitat heterogeneity and plant—plant interactions.
OIKOS.. doi: 10.1111/0ik.03099

Politica Cientifica

Reflexiones sobre la Ciencia en Espafa: La
necesidad de una estrategia en I+D.

Fuente: Fundacion Lilly. Publicado en:
http:/mwww.madrimasd.org/ 1/06/2016

Una resefia de José Antonio Gutiérrez Fuentes de la
Fundacion Lilly.

Por primeravez en afos, el porcentaje del gasto en
I1+D respecto al Producto Interior Bruto (PIB) viene
disminuyendo. Parafraseando a Emilio Méndez,
premio Principe de Asturias y coautor en el primer
libro dedicado por la Fundacién Lilly al tema en
2002, "no siendo posible determinar cual es el
porcentaje 6ptimo a invertir en 14D; no gastar nada
es maloy emplear el 100% del PIB es impasible™.
Pero, lo que si es una realidad es que estabamos
entonces muy alejados de lo que hacian en Estados
Unidos, cuyo porcentaje en la mismafecha era del
2,73, ola de Japon, situado en el 3,25%.

Sin embargo, en el mar de las cifras, es justo decir
que incluso paralos expertos es dificil cuantificar los
beneficios de la investigacion para una sociedad,
sobre todo teniendo en cuenta que la tecnologia, y
mucho més audn la ciencia, se difunden rapida y
globalmente de un sector aotroy de unlugar a otro.
Resulta igualmente oportuno recordar que la
inv estigacion cientifica contribuy e al desarrollo de la
economia y la competitividad tecnolégica de las
empresas, pero, ademas, y fundamentalmente,

determina el aumento de la riqueza nacional y la
expectativay calidad de vida de los ciudadanos.

Pues bien, volviendo a los nimeras, lo cierto es que
nuestra economia representa el 7% aprox. del
conjunto de la Unién Europea (UE) mientras que
registramos un nimero de patentes equivalente al
1,7% aprox. del total de la UE-27. Parece evidente
pues, que la I+D espafiola no ocupa aun el espacio
al que deberia aspirar por la presencia econémicay
demogréfica de nuestro pais.

Otro de los coautores de aquellas primeras
Reflexiones sobre la Ciencia en Espafia, José
Manuel Giral, gran impulsor del desarrollo de los
Centrosy Parques Tecnolégicos, comentaba ante el
planteamiento del gasto en téminos de porcentaje
sobre el PIB: "Existe otra forma de verlo: en cifras
absolutas. Sin duda haciéndolo asi nuestra inversion
es muy superior a la de Finlandia y sin embargo
nadie pone en duda los resultados en 1+D+l de ese
pais; sobre todo en el campo de las tecnologias de
la comunicacion. Quizas debamos plantearncs si el
problema no es solo el cuanto, sino cémo
invertimos™.

No se trata, en absoluto, de volver al desprestigiado
y obsoleto debate entre investigacion bésica o
aplicada, competitva o0 pre-competitiva, ciencia o
tecnologia, o cualquier otra de sus mutiples
versiones, sino intentar conjugar todos los
esfuerzos, que siempre son escasos, todos los
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desarrollos cientificos y tecnolégicos, y sin olvidar
los ambitos humanisticos o socio-econdmicos.

La actual situacion nos lleva a vaticinar que la
locomotora de la ciencia en Espafia deberd seguir
siendo el sector publico, una maquinaria cada vez
mas debiltada y que precisa la alianza y
compromiso del sector empresarial para resultar
competitiva. Ademas, esta pendiente unareforma de
la Universidad, que debe ser una institucion clave en
la produccion ciertifica, de forma que el tripode
Univ ersidad (inv estigacion, formacion, OTRIS, etc.) -
Administracion (legislacién, subv enciones, propiedad
intelectual, etc.) - Empresa (innovacién, inversion,
produccion, etc.) - 'Triple Hélix' - funcione y las
politicas industriales, tecnoldgicas y cientificas se
integren.

Pero, ademas, si queremos orientar la inv estigacion
hacia los intereses reales del pais, no podemos
seguir demorando la apuesta por la evaluaciéon y la
priorizacion de areasy objetivos concretos a la vez
gue se genera, por el efecto de la concentracion de
esfuerzos, una masa critica competitva. Es preciso
identificar y priorizar sectores estratégicos en los
que realmente podamos hoy ser competitvos y
ocupar posiciones para el futuro. Estos habrian de
ser identificados en cada &rea en base al interés
publicoy al empresarial. Buenos ejemplas son el de
la alimentacion: sector estratégico para el pais, con
gran interés empresarial y posibilidades financieras,
con inmenso impacto repercutido del conocimiento
gue se pudiese generar. Y el de la automocion, la
aeronautica o el turismo. Otros nichos, a los que
sencillamente no podemos quedar ajenos, son la
biotecnologia, la farmacia, la gendmica las
telecomunicaciones o la informética

Debemos asumir, también, que el armazdn
administrativoy gestor sobre el que gravita la ciencia
publica espafiola es insuficiente para atender las
necesidades presentes y futuras, y requiere una
mayor modernidad tecnolégica, capacidad vy
flexibilidad.

Ante el creciente desencantoy malestar de muchos
cientificos que demandan cambios legislativos,
mejoras estructurales, inv ersiones o pactos politicos,
entre otras medidas, el primer paso debe orientarse
a la busqueda de vias reales enlas que se alnen el
conv encimiento social, politicoy empresarial de que
la Ciencia debe estar enla base de unfuturo estable
y de progreso. Ello, hace imprescindible el
establecimiento de unas bases previas como son la
definicion de una politica cientifica, con prioridades
claras, y un panorama futuro de estabilidad que
haga atractivo nuestro pais a los inversores. Pero
esto, sb6lo se convertird en realidad si se dan las
reformas precisas que permitan el surgimiento y

afianzamiento de estructuras competitvas. Y todo
ello, de la mano del necesario replanteamiento de
una politica de recursos humanos anacrénica que
dificulta el acceso de los mejores cientificos a las
universidades y OPIs, asi como la definicion y el
desarrollo de una carrera inv estigadora.

Deberiamos tener claro que atravesamos una
coy untura compleja que deberia faciltar la asuncion
de las refomas y las estrategias necesarias. Es
clamorosa, sin embargo, la ausencia de lal+D en el
debate politico estéril que nos asfixia. Existe un
estado de opinidn social favorable a la Ciencia;
tenemos los 'mimbres’ que hay que ensamblar,
coordinar y dirigir; y, en un mundo globalizado,
disfrutamos de una posicion de privilegio al estar
integrados en la UE y poder apostar por
Iberoamérica con v entajas. Resumiendo,
necesitamos hacer realidad una estrategia nacional
de I1+D, construida atendiendo a premisas de
modernidad y €ficacia, que disponga de un amplio
soporte social y politico, que genere la confianza
necesaria y sea garantia de la estabilidad
imprescindibley de los recursos suficientes.

En defintiva, definir claramente los objetivos
finalistas que se persiguen y permitir un amplio
margen a los responsables, sin que ello signifique
abdicar del necesario papel de seguimiento,
evaluacion y control. Pero sin volver a caer en el
error de confundir hitos intermedios con fines. El
éxito de un proyecto, en su vertiente tecnologica o
cientifica, no conlleva que sea capaz de aportar
riqueza a la sociedad, y ésta solo se conseguira a
través de su implementacién productivay su éxito
comercial. Las convocatorias de becas, por indicar
un ejemplo, no alcanzan su fin Ultimo si no es con la
incorporacion de  personas  magnificamente
formadas a los puestos de trabajo donde poder
aprov echar mejor sus conocimientaos, bien cientificos
o tecnolégicos.

Seguro que, con una meta nitidamente estableciday
un disefio basado en la confianza y el seguimiento
de las actuaciones realizadas y los logros parciales
alcanzados, el Sistema Espafiol de Ciencia,
Tecnologia 'y Empresa tendra un impulko, a todas
luces necesario, para responder a las necesidadesy
exigencias que hoy tiene planteadas la sociedad.
Con este andlisis de base, decidimos acudir a la
colaboracion de un pufiado de expertos cientificos,
tecndlogos y empresarios para reflexionar sobre la
situacion actual de nuestra Ciencia y plantear
propuestas que nos pemitiesen 'salir del atolladero'.

El resultado de esta colaboracion es el libro
Reflexiones sobre la Ciencia en Espafia. Como salir
del atolladero y es nuestro deseo que, tras su
lectura, merezca un juicio favorable y/o suscite las
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controv ersias siempre bienvenidas y
enriquecedoras. Ha sido nuestro objetivo provocar
un replanteamiento sobre la actual situacion y
alentar al mundo de la Ciencia, y a los cientificos en
particular, a tomar la iniciativa que nos conduzca a
alcanzar las metas fijadas.

Los ejemplos detallados en la seccién del libro Se
puede hacer, dan testimonio de que tenemos el
conocimiento, los medios y las personas para
emprender proyectos de éxito. Si entre todos
logramos adecuar el escenario, podremos llegar a
ser tan buenos y competitivos como cualquier otro
de los que con tanta frecuencia nos comparamaos.
Eso si, sin dejar de ser nosotros mismos.

Quiero también resaltar la oportunidad que para los
objetivos planteados supone latoma de concienciay
la organizacion de los investigadores espafioles en
el extranjero, alguno de cuyos representantes es
colaborador en el libro, que por sus conocimientos,
juventud y pujanza habran de jugar un papel
determinante en el futuro de la Cienciay en la del
mundo hispano en general

Datos de la publicacion:

Reflexiones sobre la Ciencia en Espafia. Cdmo salir
del atolladero. Sacristdn, José Antonio y Gutiérrez
Fuentes, José Antonio (Directores). Fundacion Lilly y
Unién Editorial. Madrid, 2016.

El nimero de mujeres sigue siendo menor a
medidaque seasciende en lacarreracientifica

Fuente: CsIC publicado en:
http:/www.madrimasd.org/ 22/06/2016

El area de investigacion con més porcentaje de
investigadoras es el de Ciencias y Tecnologias de
Alimentos, y el menor, Ciencias y Tecnologias
Fisicas. El Informe Mujeres Investigadoras 2016del
CSIC constata esta tendencia pese a que el 60% de
los titulos universitarios lo obtienen las mujeres..

Cuando se asciende en la carrera cientifica la
proporcién de mujeres disminuye. Esta es una
tendencia comun en los 28 paises que forman la
Unién Europea, a pesar que desde hace varios afios
mas del 60% de los titulos universitarios y al menos
el 45% de los doctorados los obtienen las mujeres.
Esta es una de las principales conclusiones del
Informe Mujeres Inv estigadoras 2016, elaborado por
la Comisién de Mujeres y Ciencia, asesora de la
presidencia del Consejo Superior de Inv estigaciones
Cientificas (CSIC).

El CSIC ha sido pionero en Espafia en la publicacion
de estadisticas desagregadas por sexo y cuernta,

ademas de la Comision de Mujeres y Ciencia, con
una Comisién de Igualdad que ha elaborado el Plan
de Igualdad para el CSIC. La Comision lleva desde
2002 analizando el progreso de las mujeres
investigadoras. "Los cambios introducidos en el
marco legal favoreciendo la igualdad, junto con el
incremento de la oferta publica de empleo, se
tradujeron en una mejora en la situacién de las
investigadoras en el CSIC", explica Pilar Lépez
Sancho, que preside por delegacion la Comision. "La
proporcién de mujeres ha aumentado en las escalas
de Investigadores Cientificos y Profesores de
Inv estigacion”, afiade.

Entre las cifras del informe destaca que el area de
inv estigacion con may or porcentaje de
investigadoras es el de Ciencias y Tecnologias de
Alimentos, con un 53,37%, seguido del de Ciencias
y Tecnologias Quimicas (43,95%), y del de Ciencias
Agrarias (41,44%). El area con menor proporcién de
investigadoras es el de Ciencias y Tecnologias
Fisicas (20,62%).

También destaca que aunque entre el personal
inv estigador contratado posdoctoral el porcentaje de
mujeres el del 37%, al contemplar las cifras del
personal pre-doctoral en formacion, el porcentaje de
mujeres asciende al 56,69%. Sélo en el area de
ciencias y tecnologias fisicas el porcentaje de
mujeres esta por debajo del 50% (32%). En el
apartado de Investigadores Principales de proyectos
de investigaciébn nacionales, el porcentaje de
mujeres es de 35,98%, y de 34,67% en los
internacionales.

"Como ha dicho la Comision Europea, el camino
hacia la igualdad es lento, por lo que no podemos
bajar la guardia. De hecho la cuarta prioridad del
Espacio Europeo de Investigacion es la Igualdad de
género y la inclusién de la dimensién de género en
los contenidos de la investigacion', afiade Lopez
Sancho.

Comisario europeo apuesta por la ciencia y las
tecnologias para luchar contra los retos
agroadimentarios

Durante la conferencia ‘Retos y oportunidades en
politica de salud y alimentaria’, el Comisario europeo
de Salud y Seguridad Almentaria Wtenis
Andriukaitis def endié el papel que juegan las nuevas
tecnologias a la hora de hacer frente a los retos
agroalimentarios a los que se enfrenta una poblacion
que espera alcanzar los 10 millones de personas en
2050. Ciencia, innovacién y tecnologias que seran
clave para alcanzar los objetvos marcados en la
Agenda 2030 por las Naciones Unidas.



En su exposicién reconocié que “necesitamos la
cienciay las nuev as tecnologias” para hacerfrente a
los retos agroalimentarios, tanto para garantizar la
seguridad alimentaria como para mejorar la calidad
de los alimentos. Un campo de actuacion en el que
incluy 6 las técnicas bictecnologicas como una de las
que deben sertenidas en cuenta por su papel clave.

“Me decepciona ver que una gran parte de la
sociedad europea desconfia de las tecnologias
modernas, algo quizas mas evidente en el caso de
los organismos modificados genéticamente. Para mi
es evidente que necesitamos las biotecnologias o
las nanotecnologias para poder responder a los
desafios que tenemos por delante”, reconocio.

En esta linea afirmé que de todos es sabido que el
consumidor por naturaleza estd en contra de
cualquier innovacién en la alimentacion. Por ello es
clav e el papel de comunicacién para que la sociedad
sea consciente de las claves de los nuevos
desarrollos y los rigurosos controles a los que se les
someten que garantizan su seguridad. Controles
“rigurosos y transparentes”.

- La universidad espafiola pierde recursos e
investigadores

El efecto de la crisis sobre las universidades
espafiolas esta siendo devastador. A la gran pérdida
de recursos econdémicos hay que afiadir la
paralizacion en la renovacion de las plantillas, la
congelaciéon de la promocién del profesorado y de
todo el personal. Pese a todo, en la dftima década
ha mejorado la productividad, la visibilidad, la
colaboracion internacional y la competitividad, segun
el nuevo informe sobre la [+D+ universitaria
elaborado por el observ atorio IUNE.

El obser atorio de la Alianza 4U, compuesta por las
universidades Auténoma de Barcelona, Auténoma
de Madrid, Carlos Il de Madrid (UC3M)y Pompeu
Fabra ha presentado el Ultimo inffome sobre la
actividad investigadora del sistema universitario
espafiol durante la Gtima década

IUNE analiza a través de 47 indicadores la
infomacion de las 74 uniersidades espafiolas
publicas y privadas desde el afio 2005 al 2014, un
periodo de enorme trascendencia en la actividad
cientifica del sistema uni ersitario.

El efecto de la crisis sobre las universidades esta
siendo especialmente grave, ya que a la gran
pérdida de recursos econdmicos, con los recortes en
sus presupuestos, hay que afadir la paralizacion en
la renovacion de las plantillas uniersitarias, la
congelacion de la promocién del profesoradoy de

todo el personal de la universidad”, comenta Elias
Sanz Casado, coordinador del observatorio IUNEy
catedratico de la UC3M.

Segun las conclusiones de este informe, durante
estos afios se ha producido una importante pérdida
de recursos en el sistema cientifico universitario
espafiol. En concreto, la financiacion por
inv estigador ha disminuido un 6,7% en los ultimos
afios (de 112.240€ en 2008 a 104.890€ en 2014)y
la evolucion de los gastos corrientes de las
univ ersidades ha caido casi un 8% en 2014 respecto
a 2010.

Sin embargo, también se ha producido una fuerte
reaccion en la universidad espafiola, que esta
respondiendo de manera ejemplar segin muchos
los indicadores analizados. En concreto, ha
mejorado sus valores en productividad, visibilidad,
colaboracion internacional, competitividad o su
participacion en proyectos cientificas de la Unién
Europea, por ejemplo.

En la Ultima década, la produccion cientifica de las
universidades en Web of Science —-una de las
principales bases de datos de produccion cientifica
mundial- casi se ha duplicado, desde 26.124
publicaciones en 2005 a 51.301 en 2014 (un 96,7%
mas).

En consecuercia, se obsewa un fuerte incremento
en la productividad cientifica del profesorado
univ ersitario, que han pasado de publicar de media
0,45 articulos cientificos por profesor en 2005 a 0,81
en 2014. Ademas, también ha crecido la visibilidad
de estas investigaciones, ya que las publicaciones
en el primer cuartil (donde se encuentran las
mejores revistas cientificas) llegaron a representar el
53,23% del total de articulos cientificos publicados
por los profesores uniersitarios en 2014.

Por comunidades auténomas, la may or produccion
cientifica la mantiene Cataluiia (con 100.313
publicaciones en el decenio, un 22,72% del total de
publicaciones de unwversidades) mientras que
Madrid ocupa la segunda posicién (con 78.032
publicaciones, un 17,67% del total). Andalucia ocupa
el tercer lugar (con 60.806 publicaciones, el
13,77%), por delante de la Comunidad Valenciana
(49.994 publicaciones, un 11,32% de contribucién al
SUE). Galiciay Pais Vasco, a pesar de su menor
tamafo, han evidenciado un importante crecimiento
en la dltima década.

Respecto a la cooperacion cientifica con otras
instituciones, destaca el importante incremento que
se produce en la colaboracién internacional, siendo
Estados Unidos el pals méas atractivo para las
univ ersidades espafiolas, seguido del Reino Unido,

65



Alemania, Francia e Italia. Ademés, la colaboracion
entre autores también mejoray experimenta un gran
crecimiento alo largo del decenio.

Innovacién y obtencion de fondos: Respecto a la
actividad innovadora, entre 2004 y 2014 se han
concedido a las universidades 4.153 patentes, lo
que representa una tasa del crecimiento del 136,4%.
La creacion de spin-off promovidas por
univ ersidades tuvo un comportamiento dif erente, ya
gue se mostré muy irregular durante todo el decenio:
mientras que 2013 fue el mejor afio, con 127 nuevas
empresas de este tipo, 2014 fue el afio en que
menos se crearon (con 89).

A la hora de conseguir financiacién a través de
convocatorias competitivas, las uniersidades
espafiolas han experimentado una doble tendencia:
por un lado, han disminuido progresivamente su
participacion en los planes nacionales y estatales de
inv estigacion (debido tanto al retraso sufrido por
estas conv ocatorias como a su menor financiacion);
por otro lado, han aumentado su participacion desde
2009 en los proyectos cientificos europeos del
Programa Marcoy de Horizon 2020.

Al igual que en ediciones anteriores, el Observatorio
IUNE mantiene la posibilidad de obtener informacion
desagregada por cada una de las uniersidades
publicas y privadas. Para obtener todos los datos
que analiza utiliza fuentes de infformacién df icial,
como el Instituto Nacional de Estadistica (INE), el
Ministerio de Educacion, Culturay Deporte (MECD),
el Ministerio de Economia y Competitividad
(MINECO), la Oficina Espafiola de Patentes y
Marcas (OEPM) y el Centro para el Desarrollo
Industrial (CDTI).

In dramatic statement, European leaders call for
‘immediate’ open access to all scientific papers
by 2020

In what European science chief Carlos Moedas calls
a "lfe-changing"” move, E.U. member states today
agreed on an ambitious new open-access (OA)
target. All scientific papers should befreely available
by 2020, the Competitiveness Council—a gathering
of ministers of science, innovation, trade, and
industry—concluded after a 2-day meeting in
Brussels. But some obserwers are warning that the
goal will be difficult to achieve.

The OA goal is part of a broader set of
recommendations in support of open science, a
concept that also includes improved storage of and
access to research data. The Dutch government,
which currently holds the rotating E.U. presidency,
had lobbied hard for Europe-wide support for open
science, as had Carlos Moedas, the European
commissioner for research and innov ation.

"We probably don't realize ity et, but what the Dutch
presidency has achieved is just uniqgue and huge,"”
Moedas said a a press conference. "The
commission is totaly commited to help move this
forward."

"The time for taking about Open Access is now past.
With these agreements, we are going to achieve i in
practice,” the Dutch state secretary for education,
culture, and science, Sander Dekker, added in a
statement.

"The means are still somewhat vague but the
determination to reach the goal of having all scientific
articles freely accessible by 2020 is welcome," says
long-time OA advocate Stevan Harnad of the
University of Québec in Canada. The decision was
also welcomed by the League of European Research
Universities (LERU), which called today's
conclusions "a major boost for the transition towards
an Open Science system."

The council provides few details on how countries
can make afull transition to OA in less than 4 y ears.
And given OA's slow march over the past 15y ears,
some see the target as overly optimistic—if not
unrealistic. (LERU calls it "not an easy ambition.")
Even the Netherlands, which is considered an OA
frontrunner in Europe, until recently had as its official
target to reach full OA for Dutch scientific papers by
2024.

But Harnad says the goal is "reachable." What the
European Union needs to do is require that its
scientific output is deposited in institutional
repositories, an option called Green OA. The Dutch
government favors Gold OA, in which authors
publish in an OA journal; the council does not
express a preferencefor either route.

A spokesperson for the Competitiveness Council
admits the 2020 target "may not be an easy task,"
but stresses the importance of the councils new
resolve. "This is not a law, but it's a poliical
orientation for the 28 governments. The important
thing is that there is a consensus."

The council's statemernt is also slightly ambiguous on
what exactly should be accomplished by 2020. It
calls for "immediate" OA, "without embargoes or with
as short as possible embargoes." Many non-OA
journals currently allow authors to make their papers
av ailable—for instance in an institutional repository —
6 or 12 months after publication, but the essence of
immediate OA is that a paper is freely available
when it gets published. How short journal-imposed
embargoes would have to become to qualify as
"immediate” OA remains unclear. Harnad says the
deposit in an institutional repository should be
"immediately upon acceptance for publication
(because if the 2019 scientffic article output is
deposited in 2021, that is not OAin 2020)."

Posted in: Europe Policy Scientific Community
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Tesis Doctorales

Respuestafisiologicade especies pratenses en
monocultivo y competencia mixtafrente a
elevado CO,y la sequiaderivados del cambio
climético

Jon Mranda Gonzalez de Apodaca

Directores: Alberto Mufioz Rueda y Amaia Mena
Petite

Lugar de realizacion: Universidad del Pais Vasco
UPV/EHU, 5 defebrero 2016

RESUMEN

El uso de combustibles fésiles junto con la
deforestaciéon y otras causas antropogénicas estan
provocando un incremento de los gases de efecto
invernadero, teniendo como consecuencia final el
cambio climéico. Ademas de un aumento de la
concentracion atmosférica de CO,, se prev é que se
incrementen los periodos de sequia.

Debido a la importancia como alimento para el
ganado de los ecosistemas de praderas, y para
dilucidar los efectos de estos factores ambientales
en dicho ecosistema, se ha estudiado la respuesta
fisiologica de varias especies pratenses
(leguminosas y gramineas) analizando las
relaciones hidricas, el metabolismo fotosintético, el
metabolismo antioxidante, el crecimientoy la calidad
forrajera de las mismas. Ademas, se ha investigado
si el tipo de competencia (intra- e interespecifica) al
que son sometidas las plantas altera dicha
respuesta

El elevado CO; aumentd el crecimiento de ambos
grupos funcionales gracias a unas mayores tasas de
asimilacion de CO, debido a la may or disponibilidad
de éste en los cloroplastos. Sin embargo, redujo la
calidad forrajera al aumentar la relacién C/N de
Trif olium pratense.

La sequia redujo el contenido de agua de las
plantas, a lavez que provocé un descenso en la
turgenciay un cierre estomético. Esto desencadend
que las plantas dispusieran de una menor
concentracion de CO; en los cloroplastos lo que
redujo la tasa de asimilacién de CO,y, en dktimo
término, el crecimiento.

El elevado CO; mitigb parciaimente el efecto
negatvo de la sequia en el crecimiento de las
especies estudiadas, al presentar las plantas un
may or potencial de pared que a CO; ambiental,
gracias a un mayor ajuste osmético en el caso de
Trifolium pratense y, en el caso de Agrostis
capillaris, por una menor reduccion del potencial
hidrico.

Ademas, gracias a la mayor disponibilidad de CO
en los cloroplastos, latasa de asimilacion fue may or

que cuando la sequia se imponia a CO, ambiental.
Ambos factores pemitieron a las plantas un may or
crecimiento.

El crecimiento en cultivo mixto redujo el crecimiento
de las gramineas debido, por un lado, a una menor
capacidad de interceptar luz por la morfologia y
may or tamafio de las hojas de las leguminosas vy,
por otro lado, a una menor capacidad de captar
agua y nutrientes minerales por un sistema radical
menos desarrolladoy unos valores de conductancia
hidraulica inf eriores.

Estos resultados confirman parte de las hipétesis
planteadas inicialmente de que el elevado CO;y la
sequia tendrian efectos antagonicos y que se
observ arian dif erencias entre los grupos funcionales,
y que tales efectos variarian ademas en funcion del
tipo de competencia. En tltimo témino, la respuesta
fisiologica de las especies pratenses frente al
elevado CO; y la sequia, derivados del cambio
climatico, sera dependiente del tipo de competencia
al que estén sometidas.

Publicaciones derivadas: Miranda-Apodaca, J.,
Pérez-Lopez, U., Lacuesta, M., Mena-Petite, A,
Mufioz-Rueda, A., 2015. The type of competition
modulates the ecophysiological response of
grassland species to elevated CO, and drought.
Plant Biol. 17, 298-310.

Clonaje posicional y validaciéon deun gen para
eth6.3, un QTL implicado en la maduracién
climatéricadel fruto del melén

Pablo Rios Rodriguez

Director. Jordi Garcia-Mas

Programa de Doctorado en Biologiay Biotecnologia
Vegetal, Univ ersitat Autonoma de Barcelona

Lugar de realizacién: Centre de Recerca en
Agrigenomica (CRAG)

RESUMEN

La maduracion del fruto es un proceso metabdlicoy
fisiolégico complejo, estad altamente regulado e
influye directamente sobre la calidad organolépticay
su valor econdmico. Un compuesto importante es el
etileno, y en funcién de su patron de sintesis los
frutos pueden ser divididos en climatéricos y no
climatéricos. En los frutos climatéricos ésta hormona
v egetal coordinay acelera el proceso de maduracion
a través de la regulacion a nivel transcripcional y
traduccional de varios genes. Las rutas de
regulaciéon génica tanto dependientes como
independientes de etileno coordinan el proceso en
ambos tipos de maduracion, aungue se conoce
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mucho menos sobre la maduracion no climatérica.
La existencia de variedades de melén con ambos
tipos de maduracion y el avanzado desarrollo de
herramientas genéticas y gendmicas corvierten a
esta especie en un buen modelo para el estudio de
la maduracién del fruto.

El QTL eth6.3, objeto de estudio de esta tesis
doctoral, fue detectado junto con eth3.5 durante la
caracterizacion de la linea casi isogénica SC3-5-1
(portadora de los dos QTLs), obtenida a partir del
cruzamiento entre “Piel de Sapo” (PS)y “Songwhan
Charmi” (SC). Ambos QTLs son capaces de inducir
una maduracion climatérica por separado, pero
cuando estan juntos interaccionan produciendo un
fenatipo climatérico mas fuerte. En este trabajo se
ha realizado el clonaje posicional de eth6.3 a través
del desarrollo de una poblacién de mapeo obtenida
a partir de un individuo con alelos de PS en
homocigosis para eth3.5y segregante para eth6.3.
El andlisis fenatipico de 15 recombinantes en el
intevalo del QTL permiti6 identificar el gen
MELO3C016540, miembro de lafamilia de factores
de transcripcion tipo NAC en melén, como
responsable de eth6.3. Para su validacion se
buscaron mutantes en una coleccion de TILLING
con fondo climatérico, encontrdndose dos familias
con mutaciones dentro del dominio NAC que
mostraron un retraso en el proceso de maduracion
respecto a frutos no mutados. El andlisis de
MELO3C016540 en un panel con 54 variedades de
melén, representativas de la variabilidad existente
dentro de la especie, reveld una alta conservacion
en los haplatipos de este gen entre variedades con
el mismo tipo de maduracién que sugiere un papel
central en la regulacion de este proceso. Finalmente,
también se inici6 una nueva aproximacion para la
caracterizacion de MELO3C016540 mediante el
desarrollo de construcciones genéticas para su
silenciamiento mediante RNAI en lineas portadoras
de eth6.3. De forma complementaria, en la Gtima
parte de este trabajo de tesis se ha realizado un
estudio transcriptdmico del fruto de la linea SC3-5-1
y PS a lo largo de la maduracién, obsen andose una
reprogramacion genética global entre frutos maduros
de las dos lineas. Se encontrd expresion diferencial
de algunos genes implicados en procesos de
maduraciéon climatérica como la biosintesis vy
sefializacion de etileno, el reblandecimiento de la
pared celular y la biosintesis de compuestos
aromaticos, asi como genes pertenecientes a las
familias de factores de transcripcion NAC, MADS-
box, F-box y HD-zip. En conjunto, este trabajo ha
permitido profundizar en el estudio de la regulacién
de la maduracién en melén y comenzar a entender
las diferencias entre frutos climatéricos y no
climatéricos de esta especie.
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SUMMARY

Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV)
(Potyvirus genus, Potyviridae family) causes
important yield losses in sweet potato crops, in
particular in co-inf ections with the unrelated crinivirus
Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV). This
thesis addresses the characterization of some novel
aspects in the infectious cycle of SPFMV, such as
the expression, production and function of a new
gene product named PIN-PISPO. A better
understanding of SPFMV genome organization and
the functions of their gene products might be relevant
to improve the control strategies against this virus
and the associated diseases in sweet potato crops.
The positive-sense RNA genome of SPFMV contains
a large ORF, translatable as a poly protein yielding a
set of functional mature gene products (P1, HCPro,
P3, 6K1, Cl, 6K2, VPg-NIla, NIb and CP), and a short
ORF named PIPO in the -1 frame, embedded within
the P3 region. In addiion to this organization,
common to all the members of the Potyvirus genus,
another ORF named PISPO was predicted in the
genome. PISPO is in the -1 frame within the P1
region of SPFMV and other related potyviruses,
starting at a conserved G1-2A6-7 matif, similar to the
motif found upstream of PIPO. The expression of
PISPO during SPFMV viral infection could result in
the production of a putative new gene product P1N-
PISPO.

In the present work, the presence of the PISPO
frame has been investigated in a Spanish isolate of
SPFMV infecting Ipomoea batata plants. The
genome sequence of this isolate has been
assembled from NGS data, showing that the
expected transframed PISPO sequences is presert,
preceded by a G2A6 matif. A specific analysis of the
NGS data has revealed a significant proportion of
transcripts with an extra A in the motif at the
beginning of PISPO, as well as a lower proportion of
transcripts with an extra in the corresponding
consenv ed motif preceding the PIPO region. These
results have demonstrated that a polymerase
slippage mechanism could generate transcripts
containing extra A residues (G2A7) to allow the
translation of PIN-PISPO and P3N-PIPO gene
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products. Analysis of the viral gene products present
in SPFMV infected plant tissues has been performed
using LC-MS/MS &fter separation in SDS- PAGE,
focusing in products

> 50KDa. Peptides corresponding to the P1 protein
hav e been detected from both the N-teminal portion
(11 different peptides, 39% coverage), before the
frameshifting signal and therefore common for P1
and P1N-PISPO, and in the C- teminal part (2
peptides exclusive for P1l, 10% coverage).
Interestingly, four peptides exclusive of PISPO, in its
unigue ORF (21.3% coverage), have been also
found. These results have confimed that both
products P1 and PIN-PISPO are expressed and
coexisted during SPFMV infection. Furthemore,
transient expression of SPFMV gene products
coagroirfiltrated with a reporter gene in Nicotiana
benthamiana hav e rev ealed that PIN-PISPO acts as
an RNA silencing suppressor, a role nomally
associated with HCPro in other potyviruses.
Moreov er, mutation of WG/GW motifs present in
P1N-PISPO abolished its silencing suppression
activity, suggesting that the function might require
interaction with Argonaute components of the
silencing machinery, as was shown for other viral
suppressors.

Altogether, the results of this thesis have confirmed
the expression of PIN-PISPO during SPFMV
infection and they have revealed a polymerase
slippage mechanism as the responsible of P1N-
PISPO production. Our results also have
demonstrated the role of PIN-PISPO as a RNA
silencing suppressor.
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RESUMEN

Las semillas de espermatofitas constituy en la entidad
pluricelular encargada de conducir la transicion entre
generaciones corntiguas mediante el proceso de la
germinaciéon en el que se ejecuta la transferencia
génica entre la planta madre y la descendencia.
Como y cuando se inicia la geminacién es una
decisién critica para la reproduccion, dispersion y
supervivencia de la especie. Una combinacion de
factores genéticos y medioambientales, fuertemente
controlados por multiud de redes de sefializacion,
conduce la ejecucion de la germinacion, considerada
la fase mas compleja del ciclo vital de una planta. El
inicio de la germinacion esta directamente regulado
por el balance entre las sefializaciones de giberelinas
(GA) y &acido abscisico (ABA), cuyos componentes
interactlan a diversos niveles. En muchas semillas,
especialmente en dicotiledéneas, ambas
sefializaciones hormonales estan fuertemente
alteradas por el proceso de post-maduracion (after-
ripening, AR) el cual elimina o reduce la dormicion y
por lo tanto promuev e un mayor potencial germinativo
de la semilla. Muy recientemente se ha demostrado
en monocatiledéneas que el AR est4 relacionado con
la disminuciéon en la sensibilidad al ABA y a las
auxinas (AlA).

Sisymbrium officinale es una Brasicacea cuyas
semillas tienen como propiedades destacables un
endospermo monoestratificado, gran velocidad de
germinacion en presencia de nitrato, alta sensibilidad
al ARy separacion temporal de la rotura de la testay
endospermo. Con respecto a la sefalizacion
hormonal durante la germinacibn sensu stricto
(emergencia radicular), la expresion de genes
implicados en la produccion de etileno (ET; SOACS7
y SOACO2)y la sintesis (S0OGA200x6y S0GA30x2)y
degradacion (SoGA20x6) de GA esta fuertemente
alterada durante la imbibicion de semillas de S.
officinale sometidas a AR. En base a los estudios
realizados previos a esta Memoria hemos sugerido
que el “crosstalk” ET-GA patticipa en la eliminacion
de la dormicién provocada por el ARy que las GA
son mas relevantes que el ET durante la imbibicion
mientras que este toma més partido al final de la
germinacion.
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Figura 1: Modelo de lainfluencia del NO3', el ABA y las GAs
en la germinacién de las semillas de S. officinale no
sometidas (ARQO) y sometidas (AR7) a after-ripening. El
modelo esta basado en los resultados expuestos en esta
Tesis Doctoral y los articulos que contiene (Carrillo-Barral et
al., 2013, 2014, 2015).

En esta Memoria de Doctorado se demuestra por
primera vez que en ausencia de rotura del
endospermo, el nitrato estimula la rotura de la testa
en semillas de S. officinale no sometidas a AR (ARO)
modificando el nivel de expresiébn de genes que
codifican mananasas (SOMAN6 y SoMAN7) y los
genes que codifican proteinas esenciales en el
metabolismo y la sefializacion del ABA (SoNCEDS6,
SoNCED9, SoCYP707A2, SoABI5 y SoDOG1), asi
como GA (SoGA3ox2, SoGA200x6, SoGA20x6 and
SoRGL2). De todo ello se concluye que en las
semillas no sometidas a AR (durmientes), el nitrato
aumenta la capacidad de catabolizar ABA mientras
que disminuye la de biosintetizarlo, al mismo tiempo
que estimula la sintesis de GA via GA200x6 (Carrillo-
Barral et al, 2013). En las semillas no durmientes
(AR7), el nitrato (i) estimula significativamente la
expresion de SoGA3ox2 (biosintesis de GAs) durante
la imbibicién de las semillas no durmientes; (i) altera
positivamente la degradacion de ABAy disminuye su
biosintesis promoviendo un incremento en la
expresion del SoCYP707A2 y una reduccion de
SoNCEDS5 (Carrillo-Barral et al., 2014; Matilla et al.,
2015); (iii) inhibe la expresion de SoDOG1 estimulada
por ABA en semillas durmientes mientras que las GA
substituy en parciamente el efecto del AR (Carrillo-
Barral et al, 2015). Globamente, los resutados
indican que la sefializacion del nitrato y a es operativa
durante la imbibicién de semillas no sometidas a AR.
Es decir, el “cross-tak” nitrato-AR muy posiblemente
incrementa las condiciones moleculares favorables
para estimular el proceso germinatvo en estas
semillas. En el caso de las semillas de S. officinale

sometidas a AR se concluy e que son mas sensibles a
la influencia del nitrato que las semillas dumientes,
debido principalmente a una mayor capacidad de
biosintesis de GAs, y en menor medida al
metabolismo del ABA o en la sefializacion de ambas
hormonas (Figura 1).
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RESUMEN

La Rubisco, enzima que cataliza la asimilacién de
CO; atmosférico y sustenta la inmensa mayoria de
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cadenas tréficas de la Biosfera, presenta
ineficiencias que limitan el proceso fotosintético. La
Rubisco es lenta y puede “confundirse” de sustrato
catalizando la fijacion de O, en el proceso de
fotorrespiracion, que temina liberando CO; y
disipando energia. La existencia de variabilidad
interespecifica en las caracteristicas cataliticas de la
Rubisco sugiere que esta enzima se ha sido
adaptando a las condiciones ambientales reinantes,
en particular, acambios en la concentracién de CO-
en el sitio de catdlisis y a las dif erentes condiciones
térmicas. Estos hallazgos han renovado la
esperanza de manipulacién genética de la Rubisco
con el objetivo de superar sus ineficienciasy mejorar
el rendimiento de los cultivos. Sin embargo, el
desconocimiento aun presente en aspectos
derivados de la gran complejidad estructural y
bioquimica de la Rubisco limita, hoy en dia, el éxito
de mejora. Este es, precisamerte, el enfoque de la
presente tesis: ampliar el conocimiento de la
evolucion molecular y bioguimica de la Rubisco para
avanzar en la comprension y manipulacion de la
enzima con mayores garantias de éxito. En este
sentido, los objetivos de esta tesis fueron: i)
investigar la variabilidad genética de la subunidad
grande de la Rubiscoy su evolucion en diferentes
grupos de plantas, y ii) explorar la dependencia
térmica de las constantes cinéticas de la Rubisco.

Para dar respuesta a estos objetivos, se
llevaron a cabo 4 experimentos. Los experimentos 1
y 2 presentaron un patrébn comun consistente en
seleccionar especies préximas filogenéticamente
(174 especies de Fagales en el experimento 1,y 60
especies de bromelias y orquideas en el
experimento 2) para descifrar la variabilidad en la
secuencia de la subunidad grande de la Rubisco e
investigar la existencia de sitios aminoacidicos
seleccionados positvamente en funcién del
ambiente y caracteres morfologicos y fisiologicos
foliares. Los expermentos 3y 4 se centraron en el
estudio de la respuesta de la cinética de la Rubisco
a la temperatura. Asi, en el experimento 3 se llevé a
cabo una compilacion bibliogréfica para el estudio de
la sensibilidad térmica del nimero de recambio
catalitico para la reaccion de carboxilacion de la
Rubisco, kex" (el pardmetro cinético mas
ampliamente estudiado en todos los grupos
fotosintéticos). En el experimento 4 se midieron los
parametros cinéticos de la Rubiscoy surespuesta a
la temperatura en 20 cultivos econdmicamente
importantes. En ambas experimentos se modelizo el
impacto de la variabilidad observada sobre la
capacidad asimiladora de la Rubisco bajo dif erentes
escenarios de disponibilidad de CO>

Los resultados de los experimentos 1y 2
mostraron, por primera vez, la existencia de una
gran variabilidad en la secuencia de la subunidad
grande de la Rubisco en especies proximas

taxonémicamente. En concreto, las 174 especies
estudiadas de Fagales se distribuyeron en 29
haplotipos (grupos de especies con la misma
secuencia), 21 haplotipos en las 158 especies de
Quercus, 19 haplatipos en orquideas y 23 haplatipos
en bromelias. En todos los grupos estudiados, los
andlisis demostraron que una parte importante de
esta variabilidad habia sido fijada por la seleccion
natural, corroborando la hipétesis de la existencia de
procesos de cambio adaptatvo en la Rubisco.
Ademas, en el experimento 1, se encontraron
evidencias de seleccion posiiva en funcion del
habito foliar y del clima, ambos caracteres
determinantes de la concentracion de CO; en el sitio
de carboxilacion. Este hallazgo supone la primera
prueba inequivoca de que las especies ajustan su
Rubisco en funcién de las condiciones ambientales
prevalentes. Por el contrario, en el experimento 2,
los procesos de selecciébn positva no se
relacionaron aparentemente con el mecanismo
fotosintético CAM. En cualquier caso, en todos los
grupos estudiados aparecieron pares de sitios
aminoacidicos con tendencia a coevolucionar, la
may oria ubicados en regiones importantes para la
funcién y estructura de la Rubisco. Se implementd,
de forma pionera, el modelo matematico de arboles
de decision (DT) para el analisis de secuernciasy su
relacion con variables externas. Los resutados del
DT corroboraron, en parte, las observaciones de los
andlisis de seleccion positiva, validando de esta
foma la aplicacion de modelos akernativos en la
busqueda de sitios v ariables. Ademas, en bromelias
y orquideas, los DT revelaron la existencia de
cambios aminoacidicos especificos en funcion de
variables indicadoras del grado de expresion de
CAM (6130 y espesor de hoja). En bromelias y
orquideas se observé variabilidad interespecifica en
las constantes cataliticas de la Rubisco, parte de la
cual se explicé por la existencia de mecanismos de
concentracién de carbono en plantas CAM. No
obstante, esta v ariabilidad catalitica no se relacioné
directamente con los cambios aminoacidicos
detectados porlos DT o bajo seleccion positiva.

En el experimento 3, la respuesta de kea” a
la temperatura mostré diferencias entre los grupos
fotosintéticos estudiados. Asi, los valores mas altos
y mas bajos para la energia de activacion (AH,) de
kear© Se obsewvaron en Rhodophyta y Chlorophyta,
respectvamente. En las plantas terrestres, las
especies C3; de habitats calidos y las especies C4
presentaron una AH, de kex® mayor que las plantas
C3 de habitats frios. Estos resultados sugieren que
la Rubisco ha evolucionado ajustando la sensibilidad
de sus propiedades cinéticas a la temperatura e
indican adaptacion a las condiciones térmicas
locales.

En el experimento 4, los parametros
cinéticos de la Rubisco (constante de Michaelis-
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Menten para el CO,, factor especificoy kea") de los
20 cultvos estudiados mostraron v ariabilidad
interespecifica a las tres temperaturas de ensayo
(15, 256y 35 °C). La variabilidad en la AH, de los
parametros cinéticos fue signfficativa entre todas las
especies de cultivo y tipos fotosintéticos, si bien
dicha v ariabilidad no se relacion6 con el clima en la
region de domesticacion, posiblemente debido a
procesos posteriores de seleccion arificial. La
aplicacién de datos especificos en los modelos
matematicos de fotosintesis cuantificd laimportancia
de mejora de la Rubisco en los diferentes cultivos
segun condiciones cambiantes de temperatura y
disponibilidad de COa,.

Bajo un trasfondo evolutivo, esta tesis
presenta informacion relevante para procesos de
bioingenieria direccionados a la mejora de la
Rubisco. Los andlisis combinados de seleccion
positiva y coevolucion resultan Utiles para resol er
interacciones entre aminoécidos que deberian
tenerse en cuenta a la hora de disefiar mejores
Rubiscos. Ademas, la aplicacién de los DT ayuda a
generar relaciones entre la variabilidad aminoacidica
y el ambiente en el que evolucionan las especies.
Por otra parte, esta tesis supone la evidencia mas
corvincente de que Rubiscaos de dif erentes especies
no sélo presentan diferencias en las constantes
cataliticas a 25 <, sino que también presentan
diferente respuesta al rango fisiolégico de
temperaturas. Los datos aqui publicados ofrecen la
posibilidad de aumentar la precisién de los modelos
de fotosintesis en hoja, y direccionan la mejora de
Rubisco en especies de alto interés agricola.
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RESUMEN

Los nematodos pardsitos de plantas constituyen una
de las principales plagas para la agricutura,
causando pérdidas en la produccion estimadas en
un 12-15% a nivel mundial cada afio. Entre ellos, los
nematodos endoparédsitos sedentarios, establecen
una relacion altamente sdfisticada con la planta,
induciendo sus propias células de alimentacién en el
interior de las raices, las células gigantes (CGs) y
los sincitios en el caso de los nematodos f ormadores
de agallas o formadores de  quistes,
respectvamente. En el caso de los nematodos

fomadores de agallas del género Meloidogyne spp.,
el estadio de vida libre, juveniles (J2), penetran en
la raiz por la zona subapical y migran
intercelularmente hacia el apice radicular donde
giran para introducirse en el cilindro vascular. Una
vez en el cilindrov ascular, el nematodo se establece
y selecciona entre 5y 8 células para diferenciarlas
en sus células alimentacion, las CGs (Figura 1). Las
CGs son de un tamafio alrededor de cien veces
mayor a sus células vecinas del cilindro vascular.
Son células de transferencia que actian como
sumidero de nutrientes de la planta para alimentar al
nematodo, causando sintomas como enanismo o
marchitamiento en la parte aérea de las plantas.

\ . ‘ -_ -, - & ."pi
Figura 1. Imagen de las células gigantes inducidas por
Meloidogy ne javanica en la linea usada como sensor de
respuesta a auxinas, DR5::GUS en Arabidopsis a los 4
dias post- infeccion. La actividad GUS es muy fuerte en las
células gigantes y en las células \ecinas en el cilindro
vascular. El nematodo ha sido coloreado en rosa para
facilitar su visualizacion.

El objetivo general de esta tesis fue el de entender
los cambios en las expresion génica que permiten la
dif erenciacién de células vasculares de la raiz en
células altamente especializadas como las CGs.
Con este objetivo, en nuestro grupo de investigacion
se obtuvieron previamente los transcriptomas de los
sitios de alimentacion (las CGs microdiseccionadas
por lasery las agallas) inducidas por M. javanica en
dos plantas modelos como Arabidopsis thaliana y
tomate. Durante la realizacion de esta tesis se
realizo el estudio comparavo de estos
transcriptomas. En primer lugar, pudimos observar
en ambas especies que los transcriptomas de las
CGs y de las agallas son muy diferentes ya que la
may oria de los genes diferencialmente expresados
en CGs no se encuentran diferenciaimente
expresados en las agallas que cortienen estas CGs,
reforzando la idea de la necesidad del estudio de
estas células de alimentacion aisladas del resto de
tejidos para conocer sus marcas moleculares.
Cuando realizamos un estudio de expresion
diferencial de los transcriptomas de CGs en un
estadio temprano de desarrollo, 3 dias post-
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infeccion, observamos una masiva represion génica
en ambas especies. Ademas, en un andlisis de
ortologia con un blast reciproco, pudimos obserar
gue esta represion génica parece estar conser ada
en ambas especies, pudiéndose detectar mas de
cien genes con posibles ortélogos, reprimidos
ambos en las CGs de las dos especies por solo un
gen comuUnmente inducido. Entre los genes
comunmente reprimidos se encuentran
signfficativamente  enriquecidos aquelloss que
codifican genes de defensa, enzimas del
metabolismo secundario o peroxidasas. Entre estas
peroxidasas, el gen TPX1 reprimido en las CGs de
lineas susceptibles de tomate y en sus agallas,
mientras que esta altamente inducido en agallas de
plantas resistentes. Ademéas, la sobreexpresion de
esta peroxidasa en la linea susceptible conlleva una
reduccion en los parametros de infeccion y en el
tamarfio de las CGs desarrolladas. Parece por tanto
gue esta masiva represion génica en los sitios de
alimentacion de los nematodos, pueda tener un
papel relevante para el correcto desarrollo de la
infeccion.

Muchos mecanismas de represion de genes estan
mediados por small RNAs (sRNAs), por ello, se
estudid la regulaciény el posible papel de los RNAs
de pequefio tamafio (SRNAS) en la masiva represion
génica encontrada en CGs. Se generaron seis
librerias de sRNAs que se secuenciaron, tres de
ellas muestras independientes de agallas a 3 dias
post infeccion y las otras tres de segmentos de
raices control. Las principales differencias se
encontraron en las secuencias de 21 y 24
nucleétidos, correspondientes a miRNAs y rasiRNAs
respectivamente. En el primer caso, tras un analisis
de expresioén diferencial, se obtuvieron 51 mMRNAs
reprimidos y 11 inducidos. Entre los inducidos se
encontraba el mMIRNA390a, que en colaboracién con
otro sSRNA intermediario, el tasiRNA3a, participa en
la cascada de sefializacibn mediada por auxinas
para lafomacion de las raices laterales. Mediante el
uso de lineas delatoras y lineas sensoras, lineas con
pérdida de funciéon, PCR cuartitatva y ensayos de
infeccién, pudimos demaostrar que ambos sRNAS, el
miRNA390a y el tasiRNA3a, se encontraban
inducidos y eran funcionales en las agallas y CGs
inducidas por M. javanica, ya que lineas de pérdida
de funcion tenian reducidos los indices de infeccion
y el tamafio de las CGs era menor que en las lineas
control.

Tras esta masiva generacion de datos mediante
estudios holisticos, decidmos crear una base de
datos de los transcrippomas de los sitios de
alimentacion de nematodos fitoendoparasitos
inducidos en Arabidopsis a la que llamamos
“NEMATIC”. Ademas, afiadimos otras bases de
datos y otros transcriptomas de relevancia para el
estudio de esta interaccion con el fin de facilitar la

seleccion de genes para posteriores estudios
funcionales. NEMATIC se us6 para la comparacion
de los genes inducidos en CGs y agallas con
aquellos enriquecidos en los diferentes tipos
celulares de la raiz. Se observé un enriquecimiento
de los genes caracteristicos de tipos celulares
indif erenciados de la raiz como el centro quiescente
o las células fundadoras del periciclo asociado al
xilema que originan los primordios de raiz lateral.
Pudimos demaostrar que uno de los genes
marcadores de estas células fundadoras, el LBD16,
se induce especificamente en las agallas inducidas
por el nematodo (Figura 2) y por sus secreciones.
Ademas, lineas mutantes para este gen mastraron
una reduccion en el indice de infecciébn y en el
tamafio de las CGs. Sin embargo, LBD16 no se
induce en los sincitios inducidos por nematodos
formadores de quistes de la especie Heterodera
schachtii. Por ultimo, hemos desarrollado un nuevo
método de fenotipado en las CGs mediante
reconstruccion tridimensional. Tras seccionar una
agalla completamente y tomar fotografias de todas
las secciones seriadas, se utilizo el programa
TrakEM2 para la alineacion, por rotacion y
traslacién, de las secciones y el posterior marcaje
individual de cada CG. Esto nos pemiti6 obtener
reconstrucciones 3D de las CGs, observando por
primera vez su morfologia (Figura 3). Esto nos ha
permitido obtener datos cuartitatvos de los
volimenes ocupados por CGs individuales y por
todo el grupo de células en el interior de una agalla.
A este respecto, observamos que el parametro mas
relevante con una alta correlaciéon con los tiempos
de infeccién, es precisamente el volumen de todo el
pool de células en la agalla. Ademas, proponemos
su utilidad para evitar errores en el fenotipado de las
mismas en cuanto a su nimeroy posicion debido a
su morfologia irregular.

Figura 2. A) Agalla de 4 dias post infeccién en la linea
transgénica de trampa de promotores J0192 en la que la
expresion de la GFP esté dirigida por el promotor del gen
LBD16. B) Agalla a 7 dias post infeccion formada en la
linea pLBD16:GUS.

Como conclusiones de esta tesis, hemos mostrado
la existencia de una represién génica masiva en las
CGs, conser ada entre especies y necesaria para la
progresién de la infeccion de los nematodos
fomadores de agallas Esta represion esta mediada
en parte por miRNAs y tasiRNAs y posiblemente por
rasiRNAs. Ademas, mastramos laimportancia de las
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divisiones de las células fundadoras del periciclo
para la formacion de las CGs y las agallas, y el
importante papel del LBD16 y del miRNA390a en
este proceso. Todo ello indica un paralelismo con la
ruta mediada por auxinas para la formacion de la
raiz lateral. También propusimos un método de
fenaotipado estandarizado para ev aluar el tamafio de
las CGs.

Figura 3. Imagen con la reconstruccion 3D de 20 células
gigantes inducidas por los nematodos formadores de
agallas en las raices de Arabidopsis.
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RESUMEN

En plantas las tiorredoxinas de tipofy m(TRXfy m)
componen dos familias de proteinas iniciaimente
descritas en cloroplastos. Dentro de esta
localizacion se las implico con la activacion de
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enzimas pertenecientes a las rutas metabdlicas de
asimilacion de carbono y por ello sus funciones se
restringieron a oérganos y tejidos de la planta
capaces de llevar a cabo el proceso fotosintético.
Sin embargo los trabajos realizados en los Ultimos
15 afios han demostrado que la expresion de las
TRXs fy mtambién se produce en 6rganos carentes
de cloroplastaos, como es el caso de cotiledones,
raices y flores de guisante. La primera funcion
propuesta en 6rganos no fotosintéticos fue la de
activacion de enzimas implicadas en la respuesta a
estrés oxidativoy en la movilizacion de metabolitos
de reserva durante la germinacion. Desde entonces,
es relativamente escasa la informacion que se tiene
a este respectoy aunque se han hecho numerosos
esfuerzos en caracterizarlas, como en el caso de
otras familias mutkigénicas, resukta complejo
discernir entre especificidady redundanciafuncional.

Arabidopsis  thaliana  representa un
paradigma dentro de esta linea de investigacion
pues, hasta la fecha se tiene constancia de 6
isof ormas distintas, dos detipo f (TRXfly TRXf2)y
cuatro de tipo m(TRX ml, TRX m2, TRX m3y TRX
m4). Esta Tesis se ha centrado en el estudio de esta
especie vegetal como modelo aprovechando la
homologia secuencial que presentan sus isof ormas
con las de otras especiesv egetales.

Respuestas Fisiolégicas delos Citricos al
Exceso de Boro. Estudio de Portainjertos y
Micorrizacién

Silvia Simén Grao

Directores: Francisco Garcia Sanchez (CEBAS-
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Programa de Doctorado: Programa de Doctorado en
Recursos y Tecnologias Agrarias, Agroambientalesy
Alimentarias

Centro de realizaciéon: Departamento de Nutricion
Vegetal del CEBAS-CSIC, Universidad de
Espinardo. Espinardo (Murcia)

RESUMEN

Las concentraciones de boro (B) en las aguas de
riego procedentes de desalinizadoras,
desalobradoras, depuradoras, etc. suponen un
problema importante a corto plazo en la zona del
Levante Espafiol como consecuencia de que este
elemento esta alcanzando niveles tdxicos para un
gran numero de cukivos, entre ellos los citricos. En
esta especie, la eleccion del portainjerto representa
un aspecto de maxima importancia, ya que de esta
eleccién dependera el éxito de la plantacion bajo
condiciones medioambientales adversas.
Actualmente se conoce el comportamiento de los
portainjertos mas utilizados en Espafia frente a

ciertas condiciones del suelo como caliza, salinidad,
asfixia radicular, heladas y sequia, e incluso su
comportamiento frente a cietas enfemedades
(Phytophtorasp., Armillariamellea y
Tylenchulussemipenetrans) y viriosis o]
enfemedades &fines (Tristeza, Exocottis, Psoriasis
y Xyloporosis), sin embargo, apenas se tiene
infomacion sobre como responden  estos
portainjertos ante el exceso de boro en el agua de
riego. Lo que si se conoce son los problemas tan
importantes que presentan las especies de citricos
(limoneros, naranjos, pomelos, y mandarinas) a la
toxicidad de este nutriente. Por lo tanto, el objetivo
de esta tesis doctoral fue estudiar las respuestas
fisiolégicas y morfolégicas de los portainjertos de
citricos mas utilizados en el Levante Espafiol para
saber que portainjerto es el méas tolerante y que
mecanismos fisiolégicas inducen esta mayor
tolerancia. En esta tesis se estudiaron los
portainjertos de citricos Naranjo Amargo, Citrus
macrophylla, Citrange Carrizo, Mandarino Cleopatra
y Forner-Alcaide n° 5 regandose con aguas con
concentraciones de boro que varié entre 0,25y 10
mg LY, y se midieron pardmetros relacionados con
el crecimiento, relaciones hidricas, intercambio
gaseoso, fluorescencia de clordfilas, solutos
organicos (prolina, compuestos amino cuaternarios,
azucares, etc), nutrientes, y estrés oxidativo. Lo que
pudimos comprobar es que los principales factores
que determinaron la distinta tolerancia entre los
portainjertos de citricos fueron i) la capacidad de
absorcion de B por las raices y el transporte desde
la raiz a la parte aérea de las plantas, ii)
concentracion total de B acumulada en los dif erentes
tejidos, iii) sensibilidad de la maquinaria fotosintética
de las plantas a la toxicidad por boro, y w) los
sistemas enziméticos y no enziméicos para
combatir el estrés oxidativo.
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Figura 1. Principales factores que determinan la distinta
toleranciaenlos portainjertos de citricos

Entre todos los portainjertos estudiados Naranjo
Amargo fue el mas tolerante, mientras que Citrange
Carrizo resulté ser el portainjerto mas sensible. Sin
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embargo, como Citrange Carrizo es un portainjerto
muy utilizado en Murciay Alicante, ya que tiene una
buena produccién y da una excelente calidad a la
fruta, nos planteamos emplear la micorrizacién como
estrategia alternativa para tratar de incrementar la
tolerancia al boro en este portainjerto. Lo que se
puedo observar a este respecto es que la
colonizacion de las raices por las micorrizas no se
vio af ectada por la alta concentracion de boro en el
agua de riego, y que las plantas micorrizadas
tuvieron en sus tejidos una menor concentracion de

boro y un sistema antioxidante mas potente, lo que
permitid que estas plantas redujeran mucho menos
Su crecimiento v egetativo con respecto a las plantas
sin micorrizar; concluyendo que la micorrizacion
incremento la tolerancia al exceso de boro de este
portainjerto. También cabe destacar que el
portainjerto Forner-Alcaide n® 5 un hibrido de
Mandarino Cleopatra y Citrange Carrizo, mejor6é su

comportamiento con respecto al Citrange Carrizo.

Xl Reunion Nacional Del Metabolismo Del Nitrogeno

Villanueva de la Serena (Badaj0z)
4-6 Febrero de 2016

Del pasado 4 al 6 de Febrero de 2016 se ha celebrado
en Villanueva de la Serena esta Reunion, que forma
parte de la serie de reuniones bianuales conjuntas del
grupo de Metabolismo del Nitrégeno de la SEFVy de
la SEBBM. Como todas las anteriores, esta nueva
reunion también ha sido todo un éxito con més de 100
inscritos y un total de 76 comunicaciones presentadas,
que incluyeron las conferencias de apertura y
clausura, 39 ponencias orales, muchas de ellas
impartidas por jovenes investigadores, y 35 posters.
La conferencia de apertura estwo a cargo del Prof.
René H. Wiffels, de la Universidad de Wageningen
(Holanda), que diserté sobre el enorme potencial de
las microalgas en la actualidad en diferentes
bioprocesos industriales que constituyen una
aplicacion inmediata de los distintos conocimientos
que se tienen sobre las mismas y sus procesos
metabdlicos. La conferencia de clausura estwo a
cargo del Prof. Emilio Fernandez Reyes, de la
Universidad de Cérdoba, que ilustré a los asistentes
sobre el papel central de la nitrato reductasa (NR) en
la biologia de las plantas y su interconexion con
nuevos procesos como la produccion de 6xido nitrico
en un sistema dual en asociacion con el sistema ARC
(Amidoxime Reducing Component), vinculando pues a
la NR con la sefializacién de multitud de procesocs. Las
diferentes ponencias presentadas se agruparon en 6
sesiones tematicas sobre asimilacién de nitratoy éxido
nitrico, desnitrificacion y nitrificacion, fijacion biolégica
de nitrégeno, asimilacion de amonioy metabolismo de
aminodcidos, relacién entre el metabolismo del
carbono, nitrégeno y azufre y metabolsmo de los
ureidos, y, por ultimo, los aspectos biotecnolégicos
relacionados con el metabolsmo del nitrégeno y sus
aplicaciones agrondmicas, industriales y
medioambientales.

El acto de apertura del congreso conté con la
presencia y afectucsas palabras de la Excma. Sra.
Consejera de Educacion y Empleo de la Junta de
Extremadura, Dfia. Maria Esther Gutiérrez Moran, asi

como del Excmo. Sr. Alcalde de la localidad, D. Miguel
Angel Gallardo. Por otra parte, la celebracion de este
congreso ha estado enmarcada, ademas, en
Villanuev a de la Serena, por ser la tierra natal del Prof.
José M. Vega Piqueres, uno de los miembros mas
v eteranos del grupo de Metabolismo del Nitrogeno, y a
en fecha préxima a su edad de jubilacion, lo que ha
propiciado también un reconocimiento especial hacia
su personay dedicacion siendo Presidente de Honor
del Congreso, acompafiado por su nombramiento por
parte del Excmo. Ayuntamiento de Villanueva de la
Serena como Hijo Predilecto de la Villa. Igualmente, el
Ay untamiento tuwo un reconocimiento especial hacia
los 30 afios de singladura del grupo espafiol de
metabolismo del nitrégeno, otorgando una estatuilla a
los distintos coordinadores del grupo que se han ido
sucediendo alo largo del tiempo, Prof. Juan Luis Serra
(Universidad del Pais Vasco), Prof. José M. Vega
Piqueres (Universidad de Sevilla), Prof. Francisco
Castillo (Universidad de Cérdoba), Prof. Francisco M.
Canovas (Universidad de Malaga), Prof. Maria Jesus
Llama (Universidad del Pais Vasco), Prof. Pedro M.
Aparicio Tejo (Universidad Publica de Navarra), Prof.
Maria José Bonete (Universidad de Alicante) y Prof.
Antonio J. Marquez (Uni ersidad de Sevilla), asi como
al Presidente del Comité Organizador de esta
Reunién, Prof. Francisco Gavan Cejudo (Universidad
de Sevilla), que agradeci6 en todo momento a las
distintas entidades colaboradoras, con especial
mencién a la SEFV por la ayuda otorgada y la
concesion de tres becas para la inscripcion de jovenes
inv estigadores.
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1 1 . J
Acto de apertura: de izquierda a derecha: D. José M. Vega Piqueres, Presidente de Honor; Excmo. Sr. D. Miguel Angel
Gallardo, Alcalde de Villanueva de la Serena; Exxma. Sra. Dfia. Maria Esther Gutiérrez Moran, Consejera de
Educacion yEmpleo, Junta de Extremadura; D. Francisco Galvan Cejudo, Presidente Comité Organizador y D. Antonio
J. Marquez Cabeza, coordinador del grupo de metabolismo del nitrégeno

Foto de | os asistentes a la Xlll Reunién N acional del Metabolismo del Nitrégeno (Hotel Cortijo Santa Cruz, Villanueva
de la Serena, Badaj 0z)

Nombramiento por parte del Excmo. Ayuntamiento de Villanueva de la Serena de D. José M. Vega Piqueres como Hijo
Predilectode la Villa.

7



=

Entrega de estatuillas por el Exxmo. Ayuntamiento de Villanueva de la Serena a los distintos coordinadores que se han
sucedido en el tiempo en el grupo espafiol de Metabolismo del Nitrégeno, y al Presidente del Comité Organizador de la XIII
Reunion. De izquierda a derecha: Francisco M. Céanovas, M. JesUs Llama, Antonio J. Marquez, Francisco Galvan, Excmo. Sr.
Alcalde D. Miguel Angel Gallardo, José M. Vega, Francisco Castillo, M. José Bonete, Juan Luis Serra y Pedro M. Aparicio

Tejo.

XIV Simposio de Metabolismo y Modo de Accion de Fitohormonas
Canet d’En Berenguer (Valéncia)
13-15de Abril de 2016

Parménides y Heraclito en Canet d’En Berenguer

Los pasados dias 13 al 15 de abril se celebré cerca
de Valencia el XIV Simposio de Metabolsmoy Modo
de Accion de Fitohormonas, actividad estrella del
Grupo de Fitohormonas de la SEFV. A la reunion,
organizada por David Alabadiy Miguel Blazquez del
IBMCP (CSIC-UPV, Valercia) acudieron 75
personas representando a grupos de investigacion
interesados en las hormonas v egetales y, también
se acercaron los espiritus pioneros de Paménidesy
Heraclito con sus aportaciones sobre el ser y el
dev enir; la permanenciay el cambio.

Las hormonas ya no son lo que eran.

En las clases de Fisiologia Vegetal se suele incidir
en la clasfficacion (simplista, como todas) entre las
hormonas clasicas y las nuevas homonas. Esta
discusion denota por si misma un cambio progresivo
y consensuado en los criterios empleados para
definir qué moléculas merecen tal consideracion. Por
supuesto, las auxinas han tenido en el Simposio
una presencia importante, sobre todo en los
modelos que intentan explicar patrones de
desarrollo. Por ejemplo, David Wilson-Sanchez (U
Miguel Hernandez, Elche) nos introdujo en un nuevo
papel de las auxinas en el establecimiento de la

simetria bilateral en las hojas. Al igual que su
distribucién homogénea en la zona apical del ov ario
permite transformar la simetria bilateral de lasv alvas
en simetria radial del estilo y el estigma en
Arabidopsis [1], su distribucion en las hojas marca
los ejes de crecimiento, pero resulta que también
marca los planos de simetria bilateral, y para
alcanzar una correcta distribucion de auxinas en
este 6rgano es imprescindible el producto del nuevo
gen DESIGUAL1. Sin embargo, Cristina Ferrandiz
(IBMCP, Valencia) arrojo un jarro de agua fria a los
aln seguidores del modelo de morfogénesis del
ovario que postula un simple gradiente apical-basal
de auxinas para establecer laidentidad de los tejidos
(estigma, estilo, valvas). Si que influy en las auxinas
en la identidad de cada sector del ovario, pero su
trabajo indica que tal gradiente no existe, sino que la
accion diferencial de las auxinas en distintas zonas
del ovario se fija por un conjunto de factores
incluy endo la localizacién dif erencial de su sintesis,
de sus transportadores, y de los elementos de
respuesta a las auxinas. Y en esta activacion
diferencial de la sintesis y sefializacién de auxinas
juega un papel importante la expresion localizada de
factores de transcripciéon como los NGATHA [2]. No
s6lo de gradientes vive la morfogénesis. Y otra
prueba de ello la dio Juan Carlos del Pozo (CBGP,

Madrid), que desveld6 cdmo la acumulacion
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diferencial de flavonoles en la raiz delimia dos
zonas con crecimiento dif erente, que interpretan de
forma distintala sefializacion por auxinas y el
gradiente de PLETHORA. Por cierto, este
mecanismo no se habria encontrado nunca en las
condiciones habituales de crecimiento de las plantas
en el laboratorio, en las que las raices estan
iluminadas prov ocando niveles elevados
constitutvos de flavonoles, sino que hizo falta
emplear dispositivos nuevaos para el cultivo in vitro
de plantas con las raices en oscuridad, pero con la
parte aérea iluminada.

Otra prueba de la evolucion vivida en el campo de
las Fitohormonas es la aceptacion de que el 6xido
nitrico (NO) pueda tener cabida en un Simposio de
esta naturaleza. Sin un receptor concreto, ni una
cascada de sefializacion especifica, ni un control
conocido sobre su biosintesis, méas pareceria que el
NO es un segundo mensajero. Sin embargo, en su
defensa hay que decir que el NO se esta erigiendo
en un vehiculo muy importante de modificaciones
postraduccionales de proteinas implicadas en la
sefalizacién hormonal, tal como ilustré José Leodn
(IBMCP, Valercia) con su trabajo sobre la nitraciony
la nitrosilacién de los receptores PYR/PYL/RCAR de
acido abscisico [3]. Lejos de ser una anécdata,
puede que éste no sea el Unico punto de interaccion
entre el NO y el ABA, ya que el trabajo presentado
por Oscar Lorenzo (CIALE, Salamanca) indica que
la estabilidad del factor de transcripcion ABI5
depende de manera clara de su nitrosilacién
dependiente de NO [4]. En cualquier caso, la
importancia de las modificaciones postraduccionales
de elementos de las rutas de sefializacion de
fitohormonas quedd corroborada por el trabajo
presentado por Vicente Rubio (CNB, Madrid), que
describié el mecanismo que modula la sensibilidad
al ABA: los receptores son marcados por
ubicuitinacién para su degradacién por un complejo
gue a suvez es inactivado por el propio ABA [5].

Sin lugar a dudas, el sintoma mas claro de que las
hormonas no son lo que eran fue la presentacion de
Roberto Solano (CNB, Madrid) en la que mostré
cOmo una planta terrestre de divergencia temprana
como la hepatica Marchantia polymorpha contiene
una ruta de sefializacion completay funcionaimente
en buen estado para el acido jasmoénico, aunque
es incapaz de sintetizar tal hormona. Es probable
que en un futuro cercano tengamos que afiadir una
nueva hormona a un catalogo que hoy nos parece
completo. En este sentido, el trabajo presentado por
Puri Lison (IBMCP, Valencia) puede conv ettirse en
un abordaje relevante: empleando una bateria de
abordajes bioquimicos, su grupo identifica
rutinariamente metabolitos cuya produccion en
plantas depende de la infeccion por dversos

patégenos. Algunos de estos compuestos pueden
tener una accion directa en la defensa por sus
propiedades quimicas, pero el comportamiento de
otros sugiere que regulan la respuesta defensiva
generando sefializacion en la planta [6, 7].

Arabidopsis ya no es lo que era.

La importante contribuciéon de Arabidopsis a nuestro
conocimiento sobre la accién hormonal es
indiscutible. Aunque el trabajo con arrozy tomate ha
sido pionero en casos puntuales, los mecanismos de
sefializacion de muchas de las hormonas se han
elucidado precisamente  investigandolos en
Arabidopsis, precisamente por la potencia que
otorga la combinacion de abordajes genéticos y
moleculares. Hay muchas razones para pensar que
esta tendencia va a corntinuar, como sugiere el
desarrollo de métodos cada vez mas rapidos para la
identificacion de mutaciones obtenidas en rastreos
genéticos, y cuya implementacion en nuestro pais
por parte de su grupo nos presentd José Luis Micol
(U. Miguel Hernandez, Ekhe). De hecho, otras tres
conferencias dieron buena muestra de la capacidad
de elucidar mecanismos moleculares precisamente
en Arabidopsis: Salomé Prat (CNB, Madrid) nos
ensefid cdmo la represién transcripcional mediada
por BZR1-TOPLESS es clave para la participacion
de los brasinosteroides en procesos de separacion
de drganos y en el control de la division de las
células del centro quiescente de la raiz. Y las dos
conferencias plenarias, a cargo de Patrick Achard
(IBMP, Estrasburgo, Francia) y de Pilar Cubas
(CNB, Madrid) incidieron, respectivamente, en los
mecanismos por los que las giberdinas regulan la
asimilacion del hierro de foma distinta dependiendo
del tipo celular, y en la importancia del reciclaje del
receptor de estrigolactonas durante el control del
crecimiento de ramas laterales.

No obstante, también queddé patente que las
tecnologias gendmicas han dado nueva vida a la
inv estigacion de procesos regulados por homonas
en plantas de interés agrondmico tan dfficiles de
tratar genéticamente como los citricos o los clav eles.
Por ejemplo, el trabajo presentado por Quico Tadeo
(IVIA, Valencia) mostr6 que el analisis genémico en
citricos pemite atribuir a los péptidos de la familia
IDA un papel en la abscision de drganocs en estas
plantas, probablemente integrando multiples sefiales
hormonales. Ademas, los estudios transcriptdmicos
de la zona basal de los tallos de claveles mostrados
por Manuel Acosta (U. de Murcia) y José Manuel
Pérez (U. Miguel Hernandez, Ekche) [8]ponen a las
auxinas bajo el foco en durante la formacion de
raices adv enticias, un proceso fundamental desde el
punto de vista de la industria de plantas
ornamentales. Asi como en clavel parece que la
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sintesis in situ de las auxinas en la region formadora
de raices adverticias es minoritaria, sino que
domina el transporte hasta esa zona, Aurelio
Gomez-Cadenas (U Jaume |, Castellén) mostro que
el transporte de ABA desde el tallo de citricos
también es esencial para que las raices adapten su
fisiologia a las condiciones de sequia que parecen
ser percibidas de forma preponderante por los
organos de la parte aérea [9].

De todas formas, por lovisto en la sesion dedicada a
la germinacion de semillas, el éxito en la
comprension de la accién hormonal probablemente
vendra de la mano de combinar la infomacion
generada en distintas especies vegetales. Por
ejemplo, M# Carmen Rodriguez-Gacio U. de
Santiago de Compostela) mostr6 como la
disponibilidad de nitrato afecta a la expresion de
genes del metabolismo y sefializacion de ABA y
giberelinas en semillas de Sysimbrium officinale [10],
mientras que Luis Ofate-Sanchez (CBGP, Madrid)
explicé su trabajo sobre redes transcripcionales que
regulan la germinacién de semillas de Arabidopsis
actuando de forma especifica en el endospermo o
en el embrién, através de la actividad diferencial de
las proteinas DELLA en cada tejido [11].

El Grupo de Fitohomonas seguira siendo lo que es.

En la udltima sesion de la Reunién dedicamos un
momento a recordar los inicios, noya del Grupo de
Fitohormonas ni de nuestros simposios, sino de la
inv estigacion contemporanea en Fitorhormonas en
nuestro pais. Como se ha recordado en oatras
ocasiones, todo comenz6 en 1980 con la publicacién
de dos articulos pioneros en la revista Planta, por
parte de José Luis Garcia Martinez y Juan
Carbonell, entonces investigadores del Instituto de
Agroquimicay Tecnologia de Alimentas del CSIC en
Valencia, en los que abordaban la participacion de
las hormonas (jclésicas!) en la fructficacion del
guisante [12, 13]. Esta aportacién constituia la
primera aproximacion sisteméticay seria en Espafia
al papel de las hormonas en un proceso de
desarrollo, ya que, tal y como ellos mismos
razonaban en la discusion del articulo “These
experiments [la induccién de la fructificacion por
giberelinas en ausencia de polinizacién] provide a
preliminary indication of the type of plant-growth
substances which can regulate the natural
process of fruit development in peas.” [13]. Esta
primera aportacion de ambos no quedé en absoluto
en una anécdota. Por una parte, José Luis consagré
sus esfuerzos a entender como se regulan los
niveles enddégenos de las giberelinas, habiendo
encontrado y estudiando la regulacion por luz y
temperatura de los genes que codifican las enzimas
del metabolismo de giberelinas en varias especies

vegetales [14-20], y por otra partte Juan persiguio
entender los condicionantes del destino del ovario
que lo ponen ante el dilema de un proceso de
senescerncia —que es el programa establecido por
defecto—y de un rapido crecimiento como fruto, que
es su objetivo fisiolégico. Durante el camino
contribuy 6 a mantener la moda de las poliaminas
en el Grupo de Fitohomonas [21-25], hasta
encontrar el mecanismo molecular por el que la
termoespemina regula la diferenciacién del xilema
[26, 27].

Asi como el Grupo de Fitohormonas se cre6
practicamente de la nada, y se ha mantenido por la
voluntad de pioneros como Juan, José Luis, y
Manuel Acosta (que aprovecho unos minutos de la
Reunion para despedirse formamente por su
préxima jubilacion), la continuacion fiel al espiritu de
los fundadores depende ya de una nueva
generacion formada  precisamente en sus
laboratorios y los de sus contemporanecs, y la gran
baza que se pretende jugar es la de ampliar los
horizontes a nuevos abordajes, planteamientos
renovados, y a la incorporacion de investigadores
provenientes de otras areas que no han podido
esquivar la presencia ubicua de las Fitohormonas en
toda la vida de las plantas. En otras palabras, la
dinamica que surge del dialogo entre la petmanencia
y el cambio. Desde aqui estais todos invitados a
comprobarlo en el XV Simposio de Fitohormonas
que organizarda Ana Cafio (CRAG, Barcelona) en
2018.

Miguel A Blazquez

Instituto de Biologia Molecular y Celular de
Plantas (CSIC - Universidad Politécnica de
Valencia)
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Tercer Congreso IDIES

(I+D en Institutos de Educaciéon Secundaria)
CEBAS-CSIC (Murcia)
21 de Junio de 2016

El pasado 21 de junio de 2016 se celebrd la tercera
edicion del congreso IDIES (I+D en Institutos de
Educacién Secundaria) en el CEBAS-CSIC (Campus
de Espinardo, edificio 25). El acto fue presentado por
la Consejera de Educacion y Universidades, la
Excma Sra. Maria Isabel Sanchez-Mora Molina, el
Rector Magnifico de la Universidad Politécnica de
Cartagena (Sr. D. Alejandro Diaz Morcillo), EI Rector
Magnifico de la Universidad de Murcia (Sr. D. José
Orihuela Calatay ud), y el Director del CEBAS-CSIC,
Prof. Juan José Alarcén Cabafiero. También
asistieron al acto inaugural el Sr. D. Juan Monzd

Cabrera, Director General de Universidades de la
Region de Murcia, el Sr. D. Antonio Gonzlez,
Director Gerente de la Fundacién Séneca, y el Prof.
Carlos Garcia lzquierdo, Representante Institucional
del CSIC enla Region de Murcia.

La Consejerade Educacion yUniversidades durante el acto
de apertura del Congreso IDIES, junto a los Rectores
Magnificos de las Universidades de Murcia y de Cartagena
y del Director del CEBAS-CSIC.

IDIES es un proyecto educativofomativo de
iniciacion a lainv estigacion, que nacié en el CEBAS-
CSIC, y cuwyo objetivo principal es maostrar al
alumnado de primero de Bachillerato qué es la
investigacion y como se practica, haciéndole
participe y colaborador en proyectos dirigidos por
investigadores de reconocido prestigio nacional e
internacional. Este proyecto esta coordinado por D.
Francisco Javier Lopez Torres y M2 Trinidad
Camara, por partte de los IES, y por los doctores
Enrique Olmos y José A. Hernandez (CEBAS-
CSIC).

Este afio se presentaron 20 trabajos, quedando
el congreso dividido en 5 sesiones tematicas: Ciencias
Sociales (3 ponencias), Agricutura Y Medioambiente (7
ponencias), Alimentacion y Salud (3 ponencias),
Medicina (3 ponencias) e Infoméatica e Ingenieria (4
ponencias). Los trabajos han estado dirigidos por
investigadores de 4 instituciones diferentes: CEBAS-
CSIC, Universidad de Murcia (UMU), Universidad
Politécnica de Cartagena (UPCT) e Instituto Espafiol de
Oceanografia (IEO), y han patticipado 5 institutos de
Educacién Secundariaz |IES Domingo Valdivieso de
Mazarrén, IES Juan Carlos | de Murcia, IES Akéantara
de Alcantarilla, IES Floridablanca de Murcia e IES San
Juan Bosco de Lorca. El nimero total de estudiantes de
primero de Bachillerato que han participado este curso
en el Proyecto IDIES asciende a 52. Los trabajos se
presentaron como comunicaciones orales (10 minutos)y
ademas se organizd una sesion de posters. El congreso
estwv o patrocinado por la Fundacion Séneca, el CEBAS-
CSIC y por las empresas Grontal S.L., Abiopep y
Proquilab S.A.
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Publico asistente al Congreso IDIES

A continuacion se detallan los proyectos
presentados en cada una de las sesiones:

CIENCIAS SOCIALES
1. “La mujer ylos libros escolares de lectura

en laprimera mitad del siglo XX”
Inv estigadores tutores en el CEME-UMU: Dra.

Ana Sebastian.

Tutora en el IES Juan Carlos I: M® Trinidad
Camara

Alumnos: Jennifer Alarcén Hidalgo, Helena Cox
Caballeroy Ana Maria Rojo Velasco.

Resumen: Este proyecto de investigacion
estudia el papel de la mujer en la primera mtad
de la época Franquista Para ello, se ha
analizado el contenido y las imagenes de dos
libros de lectura usados en las escuelas de la
época: El libro de Espafia dirigido tanto a nifios
cono a niflas y La Escuela y la Patria que es
una lectura Unicamente para nifias.

Se ha utilizado una metodologia muy comin en
los proyectos de este tipo el andlisis por
contenidos. Se han idertificado los péarrafos e
imagenes de estos textos en los que aparece,
de forma explicita o inplicita, informacién sobre
mujeres, se han analizado estas informaciones y
se han conmparado con las de los honbres.
Como conclusion se ha obtenido que el papel de
las nmujeres en esa época era el del cuidado del
hogar y de lafamilia y ser las trasmisoras de los
valores catdlicos hacia sus hijos.

2. “José Lostau: dgo méas que una cale de
Murcia”

Tutores del trabajo en el CEME-UMU: Dres.
José Mariano Bernal Martinez y José Damian
Lépez Martinez.

Tutor en el IES Alcantara: Maria José Torrecillas
Lajarin

Alumnos: Carlos Sanchez Navarro, Pedro
Carrillo Martinez y Marta Del Camen Gonzalez
Martinez.

Resumen: Este trabajo pretende dar a conocer
la figura de José Loustau y Gomez de
Menbrillera (1889-1965), incidiendo en su
trayectoria profesional, labor docente e
investigadora y cono gestor académico.
Emnente bidlogo, destacé por su calidad
humana, despertando la vocacion ciertifica en

sus alummos. Sus clases eran reflejo de su
experiencia investigadora.

Fue el primer Rector de la Universidad de
Murcia, desenpefiando un papel crucial en su
creacion y desarrollo inicial. Como gestor
académico traté de mejorar la preparacion para

i la vida profesional de los universitarios y

destac6 por el fomento de los cursos de
extension universitaria como  medio de
promocion culturaly de difusion de la educacion
cientifica

3.“La mujer y los libros escolares de lectura
en laprimera mitad del siglo XX”

Inv estigadores tutores en el CEME-UMU: Dres.
Ana Sebastiany Salvador Ludefia

Tutora en el IES Domingo Valdivieso: Teresa
Cifuentes Mula.

Alumnas: Maria Martinez Martinez y Lidia
Navarro De May a

Resumen: La dictadura franquista someti6 a la
mujer  impidiendo  expresar su  opinién
obligandole a adoptar una posicion conformista.
Se nostraba al hombre cono alguien luchador y
fuerte, él era el encargado de sacar al pais
adelante mentras que la rmujer, sélo era
mostrada como apoyo para el hombre vy
totalmente sometida a él. Su Unica funcion era
la de cuidar del hogary de los hijos.

A través de los libros de texto, se ha podido
conprobar cénmo el sexo femenino era influido
por la religion catdlicay cémo cualquier acto que
se alejase de los valores cristianos le era
reprochado con gran dureza. El control de la
mujer se dejaba en manos del honbre, ya fuera
padre o marido, la mujer estaria tutelada en una
perenne minoria de edad.

A partir de los 80, la sociedad sufrié una gran
evolucién: la mujer lucha por la igualdad social y
por sus libetades; se manifiestan los
movimentos sociales (feminis no, hippismo) que
llegaron de forma tardia por el bloqueo que
supuso la dictadura  Anteriormente, la
emigracion espafiola a Europa y la apertura de
los 60 al turismo internacional asentaron las
bases para el canbio.

Aun en el siglo XXI, la mujer sigue luchando por
sus derechos sociales.

AGRICULTURA Y MEDIOAMBIENTE

4. “Regulacion de la elongacion ceular
mediada por la hormona giberelina en
plantas mutantes de tomate”.

Inv estigadores tutores en el CEBAS-CSIC: Dres.
Enriqgue Olmosy Nieves Fernandez-Garcia.
Tutor en el IES Floridablanca: JesUs Carrillo.
Alumnos: Francisco Torres Castillo y Alejandro
Rocamora Fernandez.

Resumen: Nuestros resutados muestran el
papel de la hormona giberelina en el desarrollo
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de plantas de tomate. La aplicacién exdgena de
GA3 nostro la induccién del crecimiento vegetal
en el mutante gib3 (planta enana, deficiente en
giberelinas). Sin embargo, hemos visto que este
incremento de tamafio se vio aconpafado de
una reduccion en el peso de la parte aérea,
principalmente debido a la pérdida de masa
foliar. A nivel nolecular obsewvamos el
importante papel del gen 200x3 por su
implicacién en la elongacion del tallo en plantas
de tomate.

5. “Puesta a punto de la infeccion de
cucurbitaceas con € virus CABYV mediante
Agrobacterium”

Investigadora tutora en el CEBAS-CSIC: Dra.
Verdnica Truniger.

Tutor en el IES Juan Carlos I José Maria
Caballero

Alumnos: José Luis de la Rocha Ferreroy Luis
Tortosa Diaz.

Resumen: El virus del amarileo de las
cucurbitaceas (CABYV) es transmitido en la
naturaleza por pulgones. Al contrario de muchos
otros virus, no es posible transmitirlo
mecanicamente. Para poder estudiar este virus
a nivel molecular en el laboratorio en ausencia
de pulgones queremos aprovechar la bacteria,
anpliamente  utilizada en  biotecnologia,
Agrobacterium tumefaciens. En este trabajo
henos puesto a punto esta metodologia
teniendo en cuenta diferentes variables.
Podemos concluir que se obtienen mayor
namero de plantas infectadas con CABYV si se
aflade acetosiringona al medio de crecimento
de la bacteria y se dejan las plantas tras la
agroinfiltracion durante 16 h en oscuridad y con
altos porcentajes de humedad.

6. “Movilizaciéon de nutrientes por erosion:
papel delas practicas de mangjo del suelo”
Tutoras en CEBAS-CSIC: Dras. Maria Martinez-
Mena Garciay Elira Diaz Pereira

Tutor en el IES Floridablanca: JesUs Carrillo.
Alumnos: Javier Soler Diaz y Eloisa Molina
Martinez.

Resumen: Se pretende evaluar el efecto de
distintas practicas de manejo sostenibles
(laboreo reducido y cubiertas verdes) en el
control de la erosién hidrica y movilizaciéon de
nutrientes, en cutivos de almendros y cereal de
secano. El laboreo reducido disminuye la
erosion y la exportacién de nutrientes entre un
20 y un 75%. La €ficacia de la reduccion del
laboreo y su relacién con las caracteristicas de
la precipitacion depende del tipo de suelo y del
tipo de cultivo. Es mayor en el almendro que en
el cereal debido a la menor erosionabilidad del
suelo y ala presencia de cubierta vegetal en los
periodos de ocurrencia de eventos erosivos.

7. “Efecto de la salinidad en plantas del
género Prunus: Funcion de los
antioxidantes”

Inv estigadores tutores en CEBAS-CSIC: Dres.
José Antonio Hernandez Cortés y Pedro Diaz
Vivancos.

Tutor en el IES Domingo Valdivieso: Francisco
Javier Lopez Torres.

Alumnas: Ana Maria Sanchez Matillas y Clara
Pérez Zamora.

Resumen: Las plantas de melocotonero ponen
en marcha wuna serie de mecanisnos
adaptativos para hacer frente al estrés salino.
En primer lugar, acumulan iones fitotoxicos en
las raices, lo que favorece la absorcién de agua
y evita acunulacion de los misnmos en la parte
aérea. En segundo lugar, mantienen los niveles
de clorofila, como mecanismo de defensa para
proteger la fotosintesis. En tercer lugar, se
producen cambios a nivel bioquimco, taly cono
el mantenimiento de los niveles de ASC, la
induccioén de las enzimas DHAR (encargada del
reciclaje del ASC) y catalasa (enzima que
elimna el H,O; en los peroxisomas).

8. “Latemperatura foliar como indicador del
estado hidrico de frutales”

Tutores en el CEBAS-CSIC: Dres. M? Carmen
Ruiz Sanchez, M? Fernanda Ortufio Gallud y
Wenceslao Conejero.

Tutor en el IES Floridablanca: JesUs Carrillo.
Alumnos: Javier Brugarolas Navarro y Marta
Alcaraz Grafia.

Resumen: El proyecto, realizado en el
departamento de Riego del CEBAS-CSIC,
consistié en el estudio de indicadores del estado
hidrico que ayuden a determinar el riego 6ptino.
Se realizaron medidas de la tenperatura de las
hojas, con camara termografica, y de otros
indicadores en una parcela de nectarinos. Los
resultados indicaron que la orientacion Este del
arbol nostré las tenperaturas més altas; la
diferencia de tenperatura entre las hojas y el
aire fue ligeramente mayor en los arboles con
déficit hidrico, y se demostré la relacion entre la
tenperatura foliar y el grado de apertura de los
estomas, y su valor cono indicador del estado
hidrico de nectarinos, si bien es necesario
realizar estudios con niveles de déficit hidrico
MAs Ssevero.

9. “Cultivo in vitro dé albaricoquero: efecto
de la composicion de medio sobre la

proliferacion de brotesy e enraizamiento”
Inv estigadores tutores en el CEBAS-CSIC: Dres.

Nuria Alburquerque y Carlos Garcia
Tutor en el IES Juan Carlos | José Maria
Caballero



Alumnos: Blanca Alarcén Suances, Beatriz
Sanchez Martinezy Blanca Favi Nufiez.
Resumen: Las técnicas de culivo in vitro son
habitualmente enpleadas para la produccion
conercial de algunos frutales como el
albaricoquero. Ademas han permtido a los
mejoradores incrementar las eficiencias de los
programas de mejora. El objetivo principal de
este proyecto es obtener informacion de cémo
afecta la conposicion del medio de cultivo
(concentracion de la citoquinina BAP y de la
auxina IBA) a la propagaciony enraizamento in
vitro de la variedad de albaricoquero ‘Helena'.
Conclusiones principales:

La concentracion de BAP influye decisivamente
en la proliferacion de la variedad ‘Helena, siendo
la concentracion mas adecuada 0,7 ng/L, que
da lugar a una mayor productividad.

La concentracion de IBA influye en el
enraizamento, siendo la concentracion mas
adecuada 0,6 ng/L ya que se producen las
raices mas largas y con mejor aspecto, lo que
puede ayudar durante el proceso de
aclimatacion de la planta.

10. “Efectos de las enmiendas organicas en
la rizosfera de las plantas en sueéos
contaminados con elementos traza”
Investigadora tutora en CEBAS-CSIC: Dres.
Pilar Bernaly Rafael Clemente

Tutor en el IES San Juan Bosco: Carlos de la
Fuente y Francisco Fuentes Ortega

Alumnos: Fabian Giménez Gonzalez, Silvia
Alcaraz Romeroy Mariola Cano Morenilla.
También han colaborado: Cristina Plazas
Garcia, José Manuel del Pozo Pelegrin, Soumia
Jaity, Nadia Jatty, Claudia Vicente Andreo y
Pauleth Anai Aguilar Carrién

Resumen: El uso de enmendas en
fitorremediacion de suelos afectados por
metales pesados debe ser cuidadosamente
testado, ya que hay que tener en consideracion
diversos aspectos fisicos, quimcos y biol6égicos
gue en algunos casos pueden producir un efecto
contrario al deseado. En nuestro caso, el uso de
un compost de purin de cerdo, con altos
contenidos de Zn (utilizado frecuentemente
cono zoosanitario) ha producido un efecto
negativo sobre el asentamento y desarrollo
vegetal, por lo que hace desaconsejable el uso
de este material como enmienda organica.

ALIMENTACION Y SALUD

11. “Actividad neuroprotectora de
metabolitos derivados de polifenoles en un
modelo celular de neurodegeneracion
mediado por estrés oxidativo”

Inv estigadores tutores en el CEBAS-CSIC: Dres.
Juan Carlos Espin de Gea y Antonio Gonzalez-
Sarrias.

Tutor en el IES Alcantara: Luis Antonio Garcia
Martinez

Alumnos: Maria Encarnacion Martinez Madrid,
Mariano Ros Martinezy Marta Ruiz Oltra
Resumen: El estrés oxidativo juega un papel
importante en la etiopatogenia de enfermedades
neurodegenerativas cono la de Parkinsony de
Alzheimer. Los polifenoles de la dieta ejercen
actividad antioxidante, anticancerigena y anti-
inflamatoria. Sin embargo, apenas llegan al
cerebro pues son metabolizados a moléculas
méas sinples de las que se desconoce su
potencial neuroprotector frente a estrés
oxidativo.

En este estudio se ha descrito por primera vez
la actividad neuroprotectora de los &cidos
dihidroxifenil acético, dihidroxifenil propionico y
galico; previniendo en células de neuroblastoma
la apoptosis inducida por estrés oxidativo. Esto
sugiere que una dieta rica en alimentos cono
las fresas, nueces y cacao, con polifenoles
precursores de dichos metabolitos, podria
contribuir a dismnuir el estrés oxidativo
asociado a enfermedades neurodegenerativas.

12. “Evolucién de la microbiota intestinal de
animales vertebrados haciaun aumento dela
biodisponibilidad de polifenoles”

Inv estigadores tutores en el CEBAS-CSIC: Dres.
Maria Victoria Selmay David Belran Riquelme.

Tutor en el IES Alcantara Jaosé Maria Olmos
Nicolas

Alumnos: Pablo Martinez Legaz, Juan Carlos
Tortosa GOmez y Juan Antonio Maiquez
Ceferino

Resumen: Los elagitaninos (ETs) son
polifenoles que se encuentran en granadas,
fresas, frambuesas, nmoras, nueces. Las
bacterias intestinales del género Gordonibacter
los transforman in vitro hasta urolitinas que son
los metabolitos que se absorben y tienen
efectos en la salud humana. La capacidad de
producir urolitinas es nuy variable entre
individuos. Aquellos individuos bajos o nulos
productores de uroltinas no se benefician de
muchos de los efectos asociados al consuno de
ETs. En este trabajo, se han seleccionado como
modelos de estudio distintos animales
vertebrados herbivoros y ommivoros a lo largo
de la escala filogenética graciass a la
colaboracion con Terra Natura. Se ha
identificado la capacidad o no de producir
urolitinas en las distintas especies animales y se
ha valorado el papel de Gordonibacter en ese
proceso de adaptacion mediante técnicas
metabolémicas y noleculares.

13. “Desarrollo embrionario en doradas”
Inv estigadora tutora en |IEO: Dra. Alicia Garcia
Alcazar.
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Tutora en el IES Domingo Valdivieso: Irene
Méndez Diego.

Alumno: Alejandro Acosta Garcia.

Resumen: El crecimiento espectacular de la
acuicultura de peces en los Ultimos 20 afios se
ha debido principalmente al desarrollo de las
técnicas de cultivo lavario que ha permtido
conseguir el cultvo en masa de alevines de
buena calidad con altas tasas de supervivencia.
En el presente trabajo se estudia el efecto de la
temperatura sobre los principales canbios
morfoldgicos que suceden durante el desarrollo
enbrionario de la dorada para establecer las
condiciones 6ptimas de cultivo en los primeros
dias de vida de las lawvas para obtener los
mejores resultados de calidad y supervivencia.
Los mejores resultados de supervivencia se
obtuvieron con una tenperatura fria por lo que
se considera que el mejor protocolo de cultivo
seria el mantenimento de las puestas a 15°C
hasta la apertura de la boca, y el aumento
posterior de un grado diario hasta alcanzar los
19-20°C.

MEDICINA

14. “;Cémo reacciona nuestro cerebro ante
una obra de arte? Andlisis neurométrico de
la emocidn estética ante “d juicio final” de
Miguel Angel y “Guernica’ de Picasso.
Efecto de la edad, del sexo y del
conocimiento.”

Inv estigadora tutora en la Facultad de Medicina
(UMU): Dres. Maria-Trinidad Herrero e Ignacio
Mascarell.

Tutor en el IES Juan Carlos I José Maria
Caballero

Alumnos: Antonio Cobarro Camacho, Jennifer
Ramirez Gratchevay Juana Nav arro Aliaga.
Resumen: La neuroestética es la investigacion
biolégica sobre la relacién entre la funcién
cerebral y el arte. En este trabajo realizamos un
analisis neurométrico de la empcién estética
frente a imagenes de dos cuadros (‘El Juicio
Final’, de Miguel Angel, y ‘Guernica, de
Picasso), estudiando los efectos de la edad, el
sexoy el conocimento.

Registramos  diversos datos neurométricos,
cono ritno cardiaco, conductancia de la piel o
tenperatura, que permiten elaborar el indice
Enuotivo, y la elaboracion de mapas de calor. En
las comparaciones referidas a edad, sexo y
conocimento se advierten diferencias tanto en
el indice Emotivo como en los mapas de calor;
las diferencias mas destacadas de preferencia
estética se dan con respecto al conocimento.
Estos resuttados llevan a pensar que tanto la
cognicion conmo la enmocion deben ser decisivas
en la experiencia artistica. Sin embargo, el
ambiente y circunstancias del experimento son
influyentes: no es igual para el cerebro visualizar

proyecciones en el ordenador que ver las
pinturas originales.

15. “Estudio de niveles de ansiedad y
respuestas cognitivas en futuros estudiantes
de Medicind’.

Investigadora tutora en Facultad de Medicina
(UMU): Dres. Maria-Trinidad Herrero e Ignacio
Mascarell.

Tutor en el IES Floridablanca: JesUs Carrillo.
Alumnas: Magdalena Kokat y Carmen Belando
Roca

Resumen: Los niveles de ansiedad de los
estudiantes de Medicina estan incrementados
respecto a otros estudiantes universitarios. Esta
ansiedad puede comenzar en niveles de
bachillerato. Se estudiaron la capacidad de
resolver problemas y la ansiedad de 40
estudiantes de 1° y de 2° curso de bachillerato
distinguiendo los que querian o no querian
estudiar Medicina. Aquellos que querian
estudiar Medicina resolvian mas problemas en
planificacién y con menos errores que el grupo
de los estudiantes que no queran estudiar
Medicina, pero este Ultino grupo es altamente
heterogéneo. Los niveles de ansiedad de los
que querian estudiar Medicina eran mayores
aunmentando en el 2° afio de bachillerato. Se
deberian incorporar entrenamentos para
conquistar medios de vida saludable y de control
de la ansiedad (incluyendo ritnos de vigilia-
suefio adecuados).

16. “Deteccion de sintomas no motores en la

poblacitn adulta de Mazarron”
Investigadora tutora en Facultad de Medicina

(UMU): Dra. Maria-Trinidad Herrero

Tutora en el IES Domingo Valdivieso: Irene
Méndez Diego

Alumnas: Monica Diaz Sanchez y Maria José
Diaz Adan

Resumen: Los trastornos no nmotores (TNM) en
la enfermedad de Parkinson es prodromica
pudiendo ser frecuente en la poblacion general.
En este estudio se analizaron los TNM mas
frecuentes en 123 sujetocs de Mazarrén sin
patologia cerebral diagnosticada, divididos en 3
grupos etarios de 50 a 63 afos, de 64 a 77 afios
y mas de 77 afios. Los sintomas més frecuentes
fueron pérdida de nmenoria y trastornos
miccionales que se agravan con la edad.
Asimismp, presentaban incidencia elevada la
distima las rmujeres del primer grupo y
alteraciones de esfera sexual en segundo grupo.
Este estudio debe alcanzar al menos los 500
encuestas para validarse estadisticamente.

INGENIERIA E INFORMATICA
17. “Aplicacién de técnicas geofisicas parala
caracterizacion del subsuelo”

86



Investigadores tutores en la UPCT: Dres.
Marcos A. Martinez Segura y Pedro Martinez
Pagan.

Tutor en el IES Domingo Valdivieso: JesuUs
Alf onso Martinez Rosso.

Alumnos: Gloria Mufioz Méndez y Antonio
Moreno Ruz.

Resumen: Dentro de la anplia gama de
equipos y técnicas disponibles para el estudio y
andlisis del subsuelo con la utilizacion de
técnicas no destructivas, sobresalen, por la
caracteristica fisca que van a medir, su
versatilidad, facilidad en los resultados, rapidez
de puesta en el terreno, etc., los equipos
encuadrados en los métodos de exploracién
geoeléctricos, mas concretamente los equipos
de tonografia eléctrica. La técnica de
tonografia eléctrica va a llevar a cabo medidas
indirectas del valor de la resistividad aparente
(Ohmm) existente en diferentes puntos y
profundidades del subsuelo. Este parametro es
una propiedad fundamental del material que es
atravesado por la corriente eléctrica que se crea
con el equipo. En el trabajo se propone la
busqueda de bibliografia mas relevante, varias
salidas al canpo para la toma de datos y el uso
del software mas adecuado en funcion del
proble ma a tratar.

Uno de los objetivos es la cubicaciéon y
caracterizacion de depdsitos de estériles
mineros, obteniendo perfiles donde se
determinan los contactos entre el estéril minero
y el substrato.

18. “Presas y resatos hidréaulicos”

Inv estigador tutor en la UPCT: Dr. José Maria
Carrillo Sanchez

Tutor en el IES Domingo Valdivieso: Miguel
Lépez Espejo.

Alumnos: José Maria Celdran Haro y Javier
Morenilla Pérez.

Resumen: En una primera fase, los estudiantes
analizaron la importancia vital que juegan las
obras hidraulicas en la sociedad actual.
Conprendieron que las presas, ademas de
producir energia hidroeléctrica, se enplean
cono almacenamento de agua para riego,
abastecer a poblaciones e industrias, proteger
frente a inundaciones, usos recreativos, etc. En
la siguiente fase, los estudiantes realizaron
medidas de resaltos hidraulicos en dos canales
hidrodinamicos de la UPCT (de 5 y 12 m de
longitud). Finalmente, compararon  sus
resultados con los publicados por diversos
investigadores, analizando las posibles causas
de las diferencias.

19. “Medida de la Velocidad de la Luz en
diversos Medios a través de diferentes
Métodos”.

Inv estigador tutor en la UPCT: Dr. José Victor
Rodriguez Rodriguez.

Tutor en el IES Domingo Valdivieso: Francisco
Javier Lopez Torres.

Alumnos: Antonio Roca Alburquerque y Manuel
Gonzalez Garcia.

Resumen: La actividad investigadora propuesta
consistié en la medida de la velocidad de la luz
cuando ésta se propaga a través de diferentes
medios como el aire (método basado en el
experimento de Michelson), el agua (método
indirecto consistente en el célculo del indice de
refraccion de dicho medio) o cristalvidrio
(método basado en fibras 6épticas). En este
sentido, se obtuvieron valores experimentales -
cercanos a los conocidos- de 308571 knvs en el
aire, 212700 km/s en cristal y 228000 km's en el
agua.

20. “Técnica de mineria de datos para
prediccion de enfermedades

cardiovasculares’
Investigador tutor en Facultad de Inform&ica

(UMU): Dr. José Tomas Palma

Tutora en el IES Juan Carlos I: M® Trinidad
Camara

Alumnos: Antonio Martinez Casado y José
Maria Sandov al Cerezo

Resumen: En este trabajo, de mneria de datos
aplicado a la enfermedad de las arterias
coronarias, tratanos de crear y validar un
modelo que permta determnar si un nuevo
paciente padece o no enfermedad coronaria a
partir de la informacion dada por un ndmero
pequefio de atributos. Para ello partimos de una
base de datos formada por 303 pacientes y 70
atributos y tras realizar los experimentos
oportunos  obtuvimpbs un  nmodelo  cuyo
clasificador es el Perceptron Multicapa formado
por 3 neuronas en la capa oculta y con un factor
de aprendizaje de 0.1 y que determina si el
paciente pertenece a la clase sano o enfermo a
partir de 5 atributos con un error del 23,3% para
los resultados enferno y del 13,1% para los
resultados sanos.

José A Hernandezy Enrique Olmos (CEBAS-
CSIC)

Francisco Javier Lopez (IES Domingo

Valdiv ieso, Mazarrén, Murcia)

Trinidad Camara (IES Juan Carlos I, Murcia)
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Alumnos patticipantes en el Cngr&o IDIES

EXPO-CIENCIA 2016
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Obituario

Romualdo Mufioz Girdn
Catedratico de Fisiologia Vegetal
Universidad de Murcia

El pasado 1 de Abril falleci6 en Murcia el
catedratico de Fisiologia Vegetal don Romualdo
Mufioz Girén.

Romualdo pertenece al grupo de iniciadores de
la Fisiologia Vegetal en Espafia. Ha formado
parte de nuestra Sociedad (SEFV) desde sus
primeros afios ya que asistio a la Reunion de
Tenerife en 1976y a otras posteriores. También
fomo6 parte del grupo de doctores que el
Profesor Francisco Sabater dirigi6 para
completar la docencia en torno a la primera
catedra de Fisiologia Vegetal que se doté en la
Universidad de Murcia. Obtuwo plaza de
profesor adjunto de uniersidad, con perfil de
Biologia y, posterioomente, la céatedra en
Fisiologia Vegetal

Ha sido un excelente docente, muy querido por
sus alumnos que le recuerdan por la claridad de
sus explicaciones y por numerosas anécdotas
personales, entre otras porque, a veces, les
sorprendia escribiendo en la pizarra con ambas
manos simutaneamernte. Investigd en aspectos
diversos del desarrollo vegetal y dirigio las tesis
doctorales de don Affonso Ros Barceléy dofia
M2 Angeles Pedrefio Garcia que también
obtuvieron céedra de Fisiologia Vegetal en la
Univ ersidad de Murcia.

A todos los miembros del Departamento nos
quedara su recuerdo como una persona
entrafiable.

Senper sint in flore

Manuel Acosta Echeverria
Univ ersidad de Murcia

El pasado 1 de abril de 2016 nos dej6 después
de una breve enfemedad, a los dos afios y
medio de su jubilacion, el Profesor D. Romualdo
Mufiéz Girén, Catedrético de Fisiologia Vegetal
de la Universidad de Murcia. Los que hemos
tenido la suerte de convivir con él durante
muchos afios creemos que merece ser
recordado, ademas de por sus cualidades
docentes e investigadoras, por sus valores
humanos.

Desde finales de la década de los 60 del siglo
pasado imparti6 docencia con gran éxito en
varias asignaturas de diversas titulaciones en la
Universidad de Murcia. Nucleé un grupo de
inv estigacion sobre la localizacion,
caracterizacion y funcién de las peroxidasas
v egetales, grupo muy productivo en el que se
promocionaron varios Catedréticos y Titulares
de Fisiologia Vegetal.

En cuanto a la vertiente humana del Profesor
Romualdo se debe destacar que contribuyé con
su dafecto y generosidad a endulzar la
convivencia  entre los miembros del
Departamento, siendo muy querido por todos.
Destac6 también por su sensibilidad scocial,
apoyando a los Sindicatos de la Ensefianza
Univ ersitaria en sus justas reivindicaciones y
colaborando con magnanimidad con dversas
ONGs

La disciplina de Fisiologia Vegetal ha perdido a
un Profesor competente y el Area de Fisiologia
Vegetal del Departamento de Biologia Vegetal
de la Universidad de Murcia ha perdido a un
gran compafieroy amigo.

Juan Cuello Moreno

Catedratico de Fisiologia Vegetal
Departamento de Biologia Vegetal
Univ ersidad de Murcia
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Apellidos

Boletin de Inscripcion

Sociedad Espafiola de Fsiologia Vegetal - SEFV

Nombre

Titulo

Deparnamento

Centro

Institucion

Calle/Aptdo.

Poblacién

Provincia

Teléfono

Fax

C.P.

e-mail

Lineas de Investigacion (seleccionar un maximo de 4 lineas)

O Alelopatia

O Biologia Molecular

O Bioquimica Vegeta

O Biotecnologia

[ Crecimientoy Desarrollo
O Cultivo “in vitro”

O Ecofisidogia

[ Fertilidad del suelo

O Fis. Condic. Adversas

O Fisiologia Celular

O Fisiologia de Algas

O Fisiologia dela Flor

O Fisiologia de Liquenes
O Fisiologia de Semillas
O Fisiologia del Fruto

O Fitopatologia

O Fotomorfogénesis

O Fotosintesis

O Herbicidas

O Histologia y Anatomia

O Horticultura

O Metabolismo Carbohidratos
[0 Metabolismo Nitrégeno

[0 Metabolismo Secundario

O Micorrizas

O Nutricién Mineral

O Palindogia

O Paredes Celuares

O Postcosecha

O Productividad Vegeta
O Propagacién

O Relaciones Hidricas

O Silvicultura

O Simbicsis

O Tecndogia de alimentos
O Transporte

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

de 20___.

a de
Firma,
Socios Ordinarios que lo presentan
D/D? Firma
D/D? Firma

Autorizacion bancaria

D/D?

Autorizo a la Sociedad Espafiola de Fisiologia Vegetal para que, con cargo a mi cuenta comentellibreta ne

Digitos Banco D. Sucursal D.C. D. Cuenta
Banc o/Caja de Ahorros Calle/Plaza ,
Poblaci 6n Provincia C.P ,
cobre la cuota anual de la Sociedad.
a de de 20
Firma,
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Boletin de Actualizacion de Datos

Si alguno de sus datos cambia en algin 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 - Institucio/Empresa:

Direccién:

Tel: Fax: e-mail:

Lineas de inv estigacion:

(Seleccione un maximo de 4 de larelacion que figura a continuacion)

Codigos de Lineas de investigacion:

19 Herbicidas

20 Histol ogia y Anatomia

21 Horticultura

22 Metabolismo Carbohidratos
23 Metabolismo Nitrégeno

24 Metabolismo Secundario

28 Paredes Cel ulares

29 Postcosecha

30 Productividad Vegetal
31 Propagacion

32 Rel aciones Hidricas
33 Silvicultura

1 Alelopatia

2 Biologia Molec ular

3 Bioquimica Vegetal

4 Biotecnologia

5 Crecimiento yDesarrollo
6 Cultivo “in vitr o”

10 Fisiologia Celular

11 Fisiologia de Algas

12 Fisiologia de la Flor

13 Fisiologia de Liquenes
14 Fisiologia de Semillas
15 Fisiologia del Fruto

7 Ecofisiologia 16 Fitopatologia 25 Micorrizas 34 Simbi osis
8 Fertilidad del suelo 17 Fotomorfogénesis 26 Nutricion Mineral 35 Tecnol ogia de ali mentos
9 Fis. Condic. Adwversas 18 Fotosintesis 27 Palinol ogia 36 Transporte

Autorizacionbancaria

D/D2 .
Autorizo a la Sodedad Espafiola de Fisiologia Vegetal para que, con cargo a mi cuenta corriente/llibreta
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 de 20 __.

Firma
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