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PROGRAMA



17.00-20.15 h. Simposio Il:"EVOLUCION MOLECULAR”.
Coordinadora: Montserrat Aguadé, Universidad de Barcelona.

+ Wolfgang Stephan (Universitat Ludwig-Maximilian, Munich, Alemania).
“Patterns of covariation in RNA secondary structures and molecular analysis of
compensatory mutations”.

* Carmen Segarra (Universitad de Barcelona).
“Recombinacion, uso de codones y divergencia nucleotidica en Drosophila”.

+ Armando Caballero (Universidad de Vigo).
“Estrategias para la conservacion de recursos genéticos™.

* Rosa de Frutos (Universitat de Valencia).
“Evolucion de retroelementos en genomas de eucariotas”.

+ _ucas Sanchez (CIB, CSIC, Madrid).
“Evolucion de la determinacion sexual y la compensacion de dosis génica en
Diptera: Aspectos comparativos entre Drosophila (Suborden Brachycera) y Sciara
(Suborden Nematocera)”.

2130 h. Visita monumental.

Jueves, 20 de Septiembre

09.00-1230 h.  Simposio Ill: “EXPRESION GENICA”,
Coordinadores: Eduardo Santero y Sebastian Chavez, Universidad de Sevilia.

+ Carmen Pueyo (Universidad de Cordoba).
“Expresion génica y estrés oxidativo. Cuantificacion de fa transcripcion por RT-
PCR multiple”.

* Miguel Vicente (CNB, CSIC, Madrid).
“;Hay redes reguladoras de la expresion de genes esenciales?”.

* Lluis Montoliu (CNB, CSIC, Madrid).
“Dominos de expresion en procesos de transferencia génica”.

* JuanValcarcel (EMBL, Heidelberg).
“Regulacion de la expresion génica a nivel de procesamiento alternativo del ARN
mensajero”.



* Jesus de fa Cruz (Universidad de Sevilla).
“Helicasas de RNA y sintesis de ribosomas”.

13.00-14.00 h.  Conferencia plenaria.
Antonio Prevosti, Universidad de Barcelona.
“Los seres vivos como sistemas informacionales”.

14.00-15.00 h.  Almuerzo.
15.00-17.00 h.  Sesion de paneles.

17.00-20.15 h.  Simposio IV:“PATOLOGIA GENETICA”.
Coordinador: Isidro Sanchez Garcia, CIC, CSIC/Universidad de Salamanca.

+ Thomas Boehm (Max-Planck-Institute, Freiburg-im Briesgau, Alemania).
“Genetic dissection of lymphoid organ development”.
* Barry Heavey (RIMP, University of Vienna, Austria).
“The transcriptional control of lineage commitment in hematopoiesis”.
* Carlos Martinez (CNB, CSIC-Universidad Auténoma de Madrid).
“Analisis genético de enfermedades autoinmunes”.
* Maria Blasco (CNB, CSIC, Madrid)
“Telomeros y telomerasa: cincer, envejecimiento y reparacion de DNA™.
« Miguel Angel Piris (CNIO, Instituto Carlos Ill, Madrid).
“Perfiles de expresion con «microarraysy de cDNA en el diagnéstico molecular
del cancer™.
* Rogelio Gonzalez-Sarmiento (Universidad de Salamanca).
“Edicion del RNA: jun nuevo mecanismo patogénico?”.

Viernes, 2| de Septiembre

09.00-12.30 h.  Simposio V:“EPIGENETICA”.
Coordinador: Josep Casadesus, Universidad de Sevilla.

+ Josep Casadests (Universidad de Sevilla).
“Informacion epigenética y actividad génica”.



13.00-14.00 h.

14.00-15.00 h.

16.00-19.00 h.

19.00 h.

21.00 h.

* David A. Low (University of California, Santa Barbara, USA).
“The Dam regulon: understanding how DNA adenine methylase regulates gene
expression and virulence in Escherichia coli”.

* Francisco Antequera (IMB, CSIC-Universidad de Salamanca).
“Estructura y evolucion de la metilacion del DNA y de las islas CpG en el geno-
ma de mamiferos”.

» Miguel A.Vega-Palas (IBVF, CSIC-Universidad de Sevilla).
“Heterocromatina y silenciamiento telomérico en levaduras”.

» Miguel A. Navarro (University of Manchester).
“Control epigenético de la variacion antigénica en tripanosomas africanos”.

Conferencia plenaria.
Franklin W. Stahl, University of Oregon, Eugene, USA.
“Meiotic recombination: a speculative synthesis”.

Almuerzo.

Mesa Redonda: “ORGANISMOS TRANSGENICOS”.
Coordinador: Tahia Benitez, Universidad de Sevilla.

+ Juan Luis Ramos (EEZ, CSIC, Granada).
“15on posibles las aplicaciones de la Biotecnologia en el Medio Ambiente?”.
* Daniel Raman (IATA, CSIC Valencia).
“Transgénicos en alimentacion”.
* Blanca San Segundo (IBM, CSIC, Barcelona).
“La biotecnologia aplicada a la obtencidn de cultivos protegidos contra plagas y
enfermedades”.
¢ Armand Sanchez (Universidad Autdnoma de Barcelona).
“Hitos y retos de la transgenia animal en especies domésticas”.

Asamblea de la SEG.

Cena de clausura.



RESUMENES
DE PONENCIAS







Replication fork reversal in Escherichia coli.

BénedicteMichel. Maria-Jose Flores. Gianfranco Grompone, Marie Seigneur. Enrique
Viguera and Vladimir Bidnenko, Laberatoire de Génétique Microbienne. Institut National de
la Recherche Agrononmiyue. 78352 Jouy en Josas I'rance.

The propagation of replication forks can be impaired by the encounter of obstacles suct as
DNA tesions or DNA-bound proteins that act as a road-block. Because in wild-type cells the
precise amount of replication arrests and their origin are not known at present. mutants in
which replication is arvested because of a defect in a known replication protein were used 10
study the consequences of replication blockage. Inactivation of a replicative helicase leads to
a set of events that are best explained by a model involving replication fork reversal.
According to this model, replication fork arrest is followed by the re-annealing of the nascent
leading and lagging strands, allowing the template strands to pair. and leading to the
tormation of a Holliday junction. Replication fork reversal was proposed (o occur upon
replication arrest (i) in rep mulants. defective for an uccessory replicative helicase thought to
remove protein roadblocks from the path of replication forks. (ii) in a ho! DY mutant,
impaired for the Psi subunit of the holoenzyme polymerase 111 gamma complex. (111) upon a
shift to restrictive temperature of dnaBfs. dnaEts or dnaNts mutants. which carry a conditional
mutation in genes encoding the replisome helicase. the Pol LI catalytic subunit and the Pol 1]
B clamp respectively. The molecular mechanism of fork reversal and the consequences of the
reaction will be discussed.



Patterns of covariation in RNA secondary structures and molecular analysis
of compensatory mutations.

Wolfgang Stephan. Dept. of Evolutionary Biology, U. of Munich, Luisenstr. 14,
80333 Munich, Germany

By compensatory mutations we usually mean a pair of mutations at
different nucleotide sites in the genome that are individually deleterious but
neutral or positively selected in appropriate combinations. We study the process
of compensatory evolution in RNA secondary structures by comparative
genomics and molecular approaches. To analyze compensatory evolution in
RNA secondary structures, we have recently developed a likelihood method to
predict secondary structures based on an alignment of homologous DNA
sequences. This method was tested against various tRNA, rRNA, and mRNA
molecules with known structures. It identified nearly all evolutionarily
conserved helices in these structures. Furthermore, we analyzed models of
compensatory evolution and estimated the parameters of these models from
DNA sequence data. We found that the strength of selection on individual
Watson-Crick pairs is in the range of 0.5 < N5 < 5 (where s is the selection
coetficient and N the effective population size). Another important component of
this project is the analysis of individual helices of the statistically predicted Adh
mRNA secondary structure by site-directed mutagenesis and P-element
transformation. In a first set of experiments, we found evidence for a
compensatory, long-range interaction between the 5° and 3 ends of Drosophila
Adh mRNA. Further mutagenesis experiments in the lab investigate various
phylogenetically inferred hairpin structures of Adh pre-mRNA. Of particular
interest are the hairpins in the two small Adh introns that we identified by our
likelihood ratio test mentioned above. We examined whether these helices affect
the efficiency of splicing as they encompass or are located close to the
branchpoint, which is an important splicing signal.
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RECOMBINACION. USO DE CODONES Y DIVERGENCIA
NUCLEOTIDICA EN DROSOPHILA

Carmen Segarra
Departament de Genética. Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona.

Numerosos estudios demuestran que ¢l ambiente recombinacional
tiene un efecto importante sobre el nivel de polimorfismo nucleotidico en
Drosophila. Ademds, ciertos modelos tedricos predicen un efecto de la
recombinacién sobre la tasa de fijacion de las mutaciones ligeramente
seleccionadas. Con la finalidad de analizar este posible ciecto se ha
estudiado la divergencia nucleotidica entce Drosuphila melanogaster y D.
subobscura en genes que presentan dristicas diferencias en la frecuencia
de recombinacién entre dichas especies. Se ba comprobado que este
cambio en el ambiente recombinacional tiene un efecto importante sobre ¢l
patrén de divergencia de estos genes. Dicho patrdn se caracteriza por una
elevada diveruencia en las posiciones sindnimas y por acusadas diferencias
en el sesgo en el uso de codones sindnimos en ambas especies. Aunque
este patron fue detectado inicialmente para los genes vellow y scuie,
posteriormente se ha confirmado para otros genes como. por ejemplo,
uchaete. El citado efecto de la recombinacion sobre la divergencia también
se ha confirmado para el gen vellow entre otras especies del grupo obscura
y del grupo melanogaster. Una excepeion gon las comparaciones entre D.
unanassae 'y las especies del grupo obscura. En estas comparaciones la
divereencia sindnima s muy inferior y el sesgo en el uso de codones
sinéminos es muy similar en ambas especies. La localizacién del gen
yellow en D. ananassae ¢n una zona de recombinacion normal es
compatible con este ultimo patrén. Los resultados obtemdos pueden
explicarse por un acvsado incremento en la tasa de fijacion de mutationes
sinénimas de coddn preferente a coddn no prefercnic en el linaje quc
conduce a las especies del subgrupo melanoguster a partir del momento en
el que el gen vellow ocupira una posicion telomérica en este linaje.



ESTRATEGIAS PARA LA CONSERVACION DE RECURSOS
GENETICOS

A. Caballero
Dpto. de Bioquimica, Genética e Inmunologia.
Universidad de Vigo, 36200 Vigo.

Desde el punto de vista genético. los objetivos principales en los
programas de conservacién son evitar la consanguinidad., mantener la
variacién genética y preservar la poblacion de la adaptacién a la
cautividad para una posible reintroduccién al estado salvaje. Puesto que
los recursos genéticos se mantiecnen comunmente con censos de
poblacién reducidos. la deriva genética es la fuente principal de pérdida
de variacion genética. Los estudios tedricos permiten concluir que el
procedimiento practico mas efectivo para mantener la maxima diversidad
genética en programas de conservacion consiste en minimizar el
parentesco promedio entre los individuos reproductores. Esto produce
tasas de consanguinidad y deriva genética que son aproximadamente la
mitad de las que se producirian con contribucién aleatoria de padres,
puesto que la tnica fuente de deriva genética que se mantiene es la
debida a la segregacidn de los heterocigotos. En adicién, la utilizacién de
marcadores genéticos o técnicas reproductivas especiales permite reducir,
e incluso eliminar completamente, la fuente de deriva debida a la
segregacion de los heterocigotos. E] andlisis de poblaciones subdivididas
requiere la particion de la diversidad genética en componentes intra e
inter-subpoblacionales., pero los principios bdsicos son los mismos que en
las poblaciones sin subdividir.

Un efecto colateral de todas las téenicas de manejo es el de
reducir la intensidad de la seleccidén natural, ya que no se producen
diferencias en fecundidad entre padres, excepto en lo que se refiere a
esterilidad completa de los individuos. Asi pues, los métodos de
conservacion hacen mds probable que se acumulen genes deletéreos en el
genoma, particularmente en poblaciones de censo reducido. Sin embargo,
utilizando modelos realistas de variacién genética para caracteres
reproductivos se puede concluir que este efecto no es particularmente
importante. y las ventajas inherentes al mantenimiento de la variabilidad
genética prevalecen.



Evolucién de retroelementos en el genoma de eucariotas
Rosa de Frutos

Departamento de Genética. Facultad de Ciencias Bioldgicas. Universitat
de Valencia. Valencia

Los retroelementos. secuencias de ADN mévil originadas por un proceso
de retrotranscripeion, estan ampliamente distribuidos en los genomas de
eucariotas. Por su abundancia pueden destacarse los retrotransposones en
plantas v los LINEs y SINEs en mamiferos. En los genomas de estos
grupos bioldgicos. los retroelementos han sufrido una fuerte expansion,
llegando a constituir la fraccién mds importante en muchas especies.
Frente a estos modelos de organizacién gendmica. Drosophila se
caracteriza por contenel un bajo numero de retroelementos. Se
desconoce. en general. cuales son los mecanismos que controlan la
expansion de los retroelementos en e} genoma huésped. Puede
hipotetizarse que en Drosophila, a diferencia de los genomas de plantas o
mamiferos, estos elementos estan sometidos a una fuerte presion de
seleccion. Hemos analizado la dindmica evolutiva en dos retroelementos:
gyvpsy (elemento tipo de una superfamilia de retrotransposones ) y bilbo
(elemento similar a los LINE de mamiferos). en las especies del grupo
obscura de Drosophila. Los resultados del andlisis de la secuencias
relativas a los genes emv de gvpsy y pol de bilbo . indican una historia
evolutiva similar en ambas familias de elementos. En ambos casos los
elementos constituyen un grupo monofilético. y las relaciones
filogenéticas entre los elementos de cada grupo son consistentes con las
relaciones existentes entre sus especices huésped. lo que apoya la
transmision vertical (en el caso de gypsy parecen probables sucesos
ocasionales de transferencia horizontal con especies externas al erupo
obscura). También en ambos casos, las tasas de sustituciones sindnimas
(Ks) son mayores que las no sindnimas (Ka). lo que apoya ta incidencia
de seleccion purificadora en sus historias evolutivas: ademds la razon
Ks/Ka tiende a aumentar a medida que aumenta la distancia entre las
secuencias. Como nota diferencial destaca vna mayor tasa evolutiva en
bilbo. Se discuten las distintas tasas de cambio en estos elementos
respecto de un elemento gendnico de las especies huésped: el gen Adh.



REGULACION DE LA EXPRESION GENICA A NIVEL DE
PROCESAMIENTO ALTERNATIVO DEL ARN MENSAJERO

Juan Valearcel

Laboratorio Europeo de Biologfa Molecular (EMBL)Heidelberg( Alemania)

Al menos 60% de los genes humanos generan mds de un ARN mensajero
(ARNm) a partir sus transcritos primarios (pre-ARNms). Algunos pre-
ARNms pueden generar miles de ARNms diferentes, incrementando
sustancialmente la capacidad codificante del genoma. Nuestro grupo estd
interesado en investigar los mecanismos moleculares por los que se regula la
seleccion de patrones de procesamiento alternativo de pre-ARNms durante
la diferenciacion celular y el desarrollo.

Nuestra aproximacién ha consistido en analizar bioquimicamente
ejemplos de regulacién bien caracterizados genéticamente en Drosophila
melanogaster. La proteina Sex-lethal (SXL) se une a ARN y se expresa
exclusivamente en hembras. La expresion de SXL induce patrones de
procesamiento especificos de hembras en genes diana. Hemos investigado
como SXL interfiere con la actividad normal de la maquinaria de
procesamiento para llevar a cabo sus funciones reguladoras. Nuestros
resultados indican que SXL bloquea el acceso de factores generales de
procesamiento a las seflales que flanquean las secuencias codificantes
(exones) de ciertos genes diana. En otros genes SXL influye en el proceso
catalitico que conduce a la eliminacién de las secuencias no codificantes
(intrones).

El andlisis de los mecanismos de regulacion frecuentemente permite
descubrir nuevos aspectos del funcionamiento de la maquinaria basal de
procesamiento.  Asi, nuestro trabajo ha permitido definir la arquitectura
modular de ciertos factores de procesamiento, nuevas funciones para
familias de proteinas implicadas en la definicién de los mérgenes entre
exones e intrones, y la caracterizacién de factores que regulan el
procesamiento alternativo de genes implicados en la muerte celular
programada o apoplosis.

Recientemente hemos complementado estos abordajes con métodos
bioinformdticos y de genémica, con el objetivo de intentar entender la
I6gica molecular del programa de regulacion génica que dirige el
procesamiento alternativo de pre-ARNms y su contribucion a la generacion
de complejidad proteémica de los eucariotas superiores.



HELICASAS DE RNA Y SENTESIS DE RIBOSOMAS

Jesees de la Cruz!, Dicter Kressler2, Manuel Rojo3 y Patrick Linder4
IDplo< Gen tica. Universidad de Sevilla. 1-41012 Sevilla. 2Biozentrum Basel, CH-

4036 Basilea, Suiza. ~nstitut Myologie, E-75651 Par’s. Francia. Med. Biochemistry,
CMU. CH-1211] Ginebra. Suiza.

La s'ntesis de ribosomas es una de las principales actividades celulares. Es un
proceso altamente dinimico que implica numerosas mol culas de RNA,
prote'nas ribos—micas y factores de actvact n en frans (no presentes en las
subunidades ribos—micas mnduras)l- 2 Las helicasus de RNA de la famila
DEAD-box son los factores de actuaci—n en frans mEs numerosos que
participan en la biog nesis de ribosomas. Hemos analizado en la levadura
Saccharomyces cerevisiae diferentes mutantes puntuales y estirpes que expresan
condicionalmente estas enzimas, encontrando fenolipos que son caracter’sticos
de la inhibici—n del procesamiento de los RNA ribos—micos o del ensamblaje
de stos con prote'nas ribos—micas. Dada su posible funci—n helicasa.
concluimos que estas prote’nas pueden funcionar en: (1) establecer o disociar
interacciones RNA:RNA intra o intermoleculares; (ii) optimizar la funci—n de
endo y exonucleasas durante el procesamiento de los RNA ribos—micos: (iii)
finalmente. incorporar, reordenar o disociar factores de actuaci—n en trans y/o
prote‘nas rnbos—micas mediante la modulaci—n espec'fica de interacciones
RNA:RNA, RNA:prote'na o incluso prote’na:prote’na. En este trabajo. se
presentan nuestros resultados mis recientes y perspectivas actuales.

1. Venema, J.. and D. Tollervey. 1999. Ribosome synthesis in Saccharomyces
cerevisiae. Annu. Rev. Genet. 33:261-311.

2. Kressler, D., P. Linder. and J. de la Cruz. 1999. Protein truns-acting factors
involved in ribosome biogenesis in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cel). Biol.
19:7897-7912.



Transcriptional Control of B Cell Lineage Commitment and Development

B. Heavey, I. Mikkola, M. Schebesta and M. Busslinger

Research Institute of Molecular Pathology, Dr. Bohr-Gasse 7. A-1030 Vienna, Austria

The transcription factor PaxS (BSAP) is expressed within the hematopoietic system
exclusively in the B-lymphoid lineage. where it is required for progression beyond an
early progenitor (pro-B) cell stage. Surprisingly, the pro-B cells of Pax3-deficient mice
are still able to differentiate to natural killer cells, T-lymphocytes and various myeloid
cell types and thus correspond to uncommitted hematopoietic progenitor cells (Nutt et al.,
Nature 401, 556-562; Rolink et al., Nature 401, 603-606). Restoration of Pax5 expression
in these pro-B cells rescues B cell development by repressing the transcription of lineage-
inappropriate genes and thereby suppressing alternative lineage choices. The repression
function of Pax5 is mediated through interaction with corepressors of the Groucho
protein family (Eberhard et al., EMBO J. 19, 2292). On the other hand, Pax5 also
activates the transcription of B-lymphoid genes and thus contributes to the stabilization of
the B-lymphoid gene expression program. This is best illustrated by the Pax5 target gene
BLNK, which codes for a central adaptor protein involved in B cell receptor signaling.
Conditional mutagenesis revealed that Pax5 expression is continuously required at
the pro-B cell stage in order to maintain commitment to (he B-lymphoid lineage.
Maorcover. Pax$ is indispensable for controlling the identity of mature B cells in late B-
lymphopoiesis. Together. these data demonstrate that Pax5 is cssential for maintaining

the identity of B-lymphocytes throughout B cell development.

[
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Telomeros e inestabilidad c¢romosémica: cancer, senescencia y
reparacion de DNA

Eurique Samper, Eva Gonzalez-Sudrez, Fermin Goytisolo & Maria A. Blasco

Departamento de Inmunologfa v Oncologia. Centro Nacional de Biotecnologia-
CSIC, Cantoblanco 28049, Madrid, SPAIN.

Los telémeros son el final de los cromosomas y estdn constituidos por DNA repetitivo
(TTAGGG en todos los vertebrados) y por proteinas asociadas.  Los teldmeros protegen
los extremos de los cromosomas de actividades de recombinacion y degradacion. La
pérdida de funcién telomérica resulta en inestabilidad cromosémica y muerte o parada
celular.  Esta pérdida de funcidn puede ocwrrir debido a (i) la pérdida progresiva de
repeticiones TTAGGG que ocurre con la edad y/o el nidmero de divisions crecientes, o
bien. (ii) debido a la mutacion y/o pérdida de proteinas especificas del telémero. La
enzima relomerasa  es la transcriptasa en reverso celular que sintetiza repeticiones
teloméricas de nove. La activacién de la telomerasa evita la disfuncién telomérica
asociada a division celular y asi asegura una capacidad proliferativa indefinida. De
hecho. la reactivacién de telomerasa es una de las alteraciones mds comunes en cincer
humano: mas del 90 % de todos los tipos de tumores sobreexpressan telomerasa.  La
caracterizacién de ratones deficientes en actividad telomerasa, ratones Terc”, ha servido
para establecer el papel de la telomerasa y de los telémeros tanto en ¢l cincer. como en el
envejecimiento o pérdida de la capacidad de regeneracién de tejidos con la edad.  Asi
mismo. la caracterizacion de ratones genéticamente deficientes en proteinas teloméricas
nos ha permitido establecer el papel de estas en estabilidad cromosdémica. cancer y
envejecimiento.  En mi ponencia me centraré en la descripeion de las patologias
asociadas a pérdida de funcién telomérica en ratones.  Asi, mismo describiré el impacto
sobre el cancer de la pérdida o ganancia de actividad telomerasa usando  ratones
modificados genéticamente.



¢-DNA microarrays. El Oncochip del CNIO.

Miguel Angel Piris

En Febrero del afio 2001 ha sido publicada en las Revistas Nature y Science la
secuencia del 92% del genoma humano. descifrada en un esfuerzo internacional
bautizado como Human Genome Project. v realizado por un Consorcio Piiblico (NCBI)
y la empresa Celera Genetics. Esta publicacion abre una nueva via al estudio de genes

implicados en distintos procesos bioldgicos.

Una primera consecuencia de este esfuerzo es el considerable aumento en la
disponibilidad de clonas de ¢DNA del consorcio IMAGE (Integrated Molecular
Analysis of Genomes and their Expression, cubriendo hasta el 92% de la secuencia del
genoma humano. Esto ha permitido desarrollar la tecnologia de microarrays de cDNA

para andlisis de expresidn.

En contraste con las téenicas moleculares convencionales que solo permitian el estudio
de uno o varios genes a un tiempo, los microarrays de cDNA permiten analizar miles de
genes simultdneamente en una muestra. Esto brinda un instrumento muy ttil en ef
diagndstico e investigacion del cdncer humano. caracterizado por la presencia
simultinea de mudltiples alteraciones en genes y rutas controladoras del ciclo. reparacion

de DNA y otras.

:Que es un microarray de expresion de cDNA?

Un microarray de cDNA es una matriz de miles de genes ( hasta 18.000 secuencias de
ADN) sobre superficies inertes ( en el Oncochip del CNIO. de 4em”). El microarray de
expresion génica analiza el transcriptoma (ARN mensajero) en distintas poblaciones de
células pudiendo comparar el nivel de expresién de cada gen en dos poblaciones. Esta
técnica se basa en hibridacidn in sire competitiva. a través de un marcaje con

fluorescencia.



Cuando un gen se expresa. éste produce un lranscrito cuya base moleculur es una
molecula de ARN. Para la realizacién de esta (écnica s¢ marca con un unico
MTuorocromo todo el conjunto de transcritos de Jas células que componen una neoplasia,
y con otro los correspondientes a una poblacion celular no tumoral de consenso. Ambos
transcriptomas compiten para hibridarse con las cadenas complementarias de ¢cDNA
depositadas en el chip. De esta forma, al analizar el diferencial de hibridacion entra
ambos grupos obtendremos informacion sobre el mayor o menor grado de expresion de

cada gen en la poblacion neoplisica respecto de la control.

Esta tecnologia consta de 4 partes

I.- ITmpresion de los clones de interés de ¢DNA de forma ordenada, en posiciones
predefinidas. sobre un portaobjetos de cristal (en el modelo escogido por el CNIO)
mediante un proceso rohatizado .

2.- Marcaje e hibridacion: El ¢cDNA de dos poblaciones celulares  {una tumoral
problema y una normal que se usa de control) es marcado con distintos fluorocromos
(Cy3-dUTP -rojo-, CyS5-dUTP -verde-) y es hibridado simultineamente con un
microarrdy (ue contienen miles de fragmentos de cDNA depositados.

3.- Lectura del microarray: Una vez hibridado el microarray se obtiene una matriz de
puntos que es leida por un esciner, compuesto por un liser confocal. ElI rario de
fluorescencia (rojo/verde) en cada punto (gen) indica el ratio de concentraciones de
moléculas de ARN mensajero entre las dos poblaciones celulares analizadas,

4.- Auwpalisis de la informacion. Los datos de varios experimentos pucden ser
comparados y los genes con patrones de actividad constante pueden ser agrupados.
mediante distintos programas bioinformiticos basados en métodos de agrupamiento
(clustering o agrupacion jerdrquica algoritmica) y SOM (self-organizing-maps).  Asi
genes que  caracterizan un  determinado estado celular (maligno vs. benigno).
caracteristicas con valor prondstico (agresivo vs. quiescente) o predicen la respuesta una
droga especifica. son agrupados dando informacion sobre la complejidad de logs

fendmenox hiologicos que caracterizan a la muestra en estudio.

A pesar de ser un sistema de andlisis génico masivo. los microarrays de cDNA tienen una

alta sensibilidad. Una de las ventajas significativas es que, debido a la miniaturizacion del

[
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ESTRUCTURA Y EVOLUCION DE LA METILACION DEL DNA Y DE
LAS ISLAS CpG EN EL GENOMA DE MAMIFEROS

Francisco Antequera

[nstituto de Microbiologia Bioquimica
CSIC/Universidad de Salamanca
Campus Migue! de Unamuno
37007-Salamanca

Las regiones 57 de los genes de mamiferos pueden clasificarse en dos grupos
en funcién de su composicion de bases y de su grado de metilacidn.
Aproximadamente la mitad de ellas tienen un contenido G+C del 40% que
es idéntico al del promedio del genoma y los genes de este grupo siempre se
expresan en tejidos especificos. Lit otra mitad estd asociada con islas CpG
que son regiones desprovistas de meltilacion y con vn contenido en G+C del
65% aproximadamente. Todos los aenes de expresion constitutiva y muchos
especificos de tejidos pertenceen a esta categorfa.

Hemos descrito recientemente que las islas CpG actnian como origenes de
replicacion de DNA lo cual sugiere que sus propicdades caracteristicas
podrian s¢r una consecuencia de esa actividad. Por otra parte. hemos
definido mediante andlisis de interacciones DNA-protcina in vivo la zona de
lag islas CpG que actiu como promotor en varos genes humanas y de raton.
Este papel doble facilitarfa una posible regulacion coordinada de la
transeripeion y la replicacion.

Estas observaciones permiten postular un modelo segin el cual Jos
promolores de los genes activos antes del establecimiento de la linea
cerminal contribuirian a reclutar las moléeulas iniciadoras de la replicacion.
A lo Jargo de sucesivas generaciones, el proceso de iniciacion de la
replicacién geperaria una zona con las propiedades de las islas CpG a la que
los factores de transcripeidn habrian tenido que adaptarse. Este modelo

explica que la secuencia de cada isla CpG sea dnica y que Jos promotores



asociados a ellas en genes homdlogos humanos y de raldn tengan una

organizacion completamente diferente.
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HETEROCROMATINA TELOMERICA Y SILENCIAMIENTO
Miguel Angel Vega Palas

Institwto de Bioguimica Vegetal y Fotosintesis, Centro de Investigaciones
Islu de la Cartuja. ¢/ Américo Vespucio s/n. 41092 Sevilla, Espana.

Los telémeros eucariotas juegan un papel esencial en la biologia
celular ya que garantizan la replicacion de) {inal de los cromosomas e
impiden su {usion y su degradacion por nucleasas inespecificas (1-4).
Ademiis. lov teldmeros pueden silenciar la cxpresion de los genes
subtelomdricos y estan ymplicados en la reparacion de dafios al ADN. en el
reconocimicento de los cromosomis homologos, en la recombinacién y en la
correcta segregacion  cromosémiva (5). Todos esios  procesos  ostin
probablemenic influenciados por la cspecial estructura cromatinica. de
naturaleza heterocromatinica. en que se organizan las regiones teloméricas
(6).

Recientemente he podido comprobar que la formacion de la
heterocromatina telomérica implica dos fases distintas, una fase de incio y
otra de extensiéon. Al extenderse hacia el interior del cromosoma. li
heterocromatina telomérica puede silenciar la expresion de ciertas unidades
transcripcionales subteloméricas (7-10). Resulta interesante resaltar gue una
de estas unidades transcripcionales es el retrotransposén  Ty3-1. El
silenciamiento de dicho retrotransposdn podria controlar su proliferacion e.
incluso. condicionar su evolucién.

Un ndmero significativo de estudios hun contribuido a definir la
naturaleza repetitiva de las repeticiones (eloméricas y de sus secuencias
asociadas (denominadas TAS) en Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo.
pocos de estos estudios han prestado atencion a Jas regiones que se
localizan en ¢l lado centromérico de las TAS. Puesto que considero que
estas regiones subteloméricas son importantes. de hecho contienen genex
silenciados, he decidido analizar su estructura primaria. Tras realizar
multiples andlisis de comparacion de secuencias he podido comprobar que
muchas de estas regiones estdn altamente conservadas. He denominado a
estos grupos de secuencias Grupos Subteloméricos de Homologra.
Referencias: 1) Blackburn, E. (1991) Narure 350, 569-573. 2) Greider. C. (1990) Scientific
American Febrero, 80-85. 3) Lingner, J. y Cech. T. (1998) Curr. Opin. Gener. Dev. 8. 226-
232, 4) Zakian, V. (1989) Annit. Rev. Gener. 23, 579-604. 5) Gartenberg, M. (2000)
Curr.Opin. Microbiol. 3. 132-137. 6) Grunstein, M. (1997) Curr. Opin. Celi Biol. 9, 383-
387. 7) Vega-Palas et al.. (2000) Mol. Gen. Gener. 263, 287-291. 8) Vega-Palas et al..
(1998) J. Biol. Chem. 273, 9388-9392, 9) Vega-Palas et al., (1997) Nature Genetics 15,
232.233. 10) Venditti et al.. (1999) 1. Biol. Chem. 274, 1928-1933.



CONTROL EPIGENETICO DE LA VARIACION ANTIGENICA
EN TRIPANOSOMAS AFRICANOS

Miguel Navarro

School of Biological Sciences
Manchester University
Manchester, Reino Unido

El ciclo de vida de Trypanosoma brucei alterna entre un insecto vector y un
hospedador mamifero. La forma sanguinea sufre variacion antigénica de una
cubierta protéica de membrana que permite al pardsito eludir [a respuesta
inmune del hospedador. De entre una familia multialélica de sitios de expresion
(SE) teloméricos del gen VSG (glicoproteina variable de superficie). sélo uno
es transcripcionalmente activo en cada momento. Unintercambio trancriptional
entre dos SEs provoca un cambio del tipo de VSG en la membrana. En la forma
del insecto, no se expresan VSGs. Inicialmente, analizamos la cromatina en los
SE mediante el estudio de su accesibilidad a la transcripciéon por una
polimerasa heteréloga. El nivel de transcripcion de la RNA polimerasa T7,
desde un promotor insertado en un SE inactivo en la forma sanguinea, no fue
diferente al de otros loci control. Sin embargo, durante la diferenciacion a la
forma del insecto, la transcripcion mediada por T7 desde el SE se redujo
dramaticamente. Por otro lado. la delecién del promotor de un SE activo en la
forma sanguinea, mediante reemplazamiento con el promotor T7, provocd la
sorprendente activacidon de otro SE previamente inactivo. La transeripcion
enddgena del SE esta mediada por una RNA polimerasa I (pol I), localizada en
el nucleolo de células eucaridticas. Con el fin de estudiar un posible fenémeno
de compartimentalizacién nuclear en la regulacién de los SE, desarrollamos
anticuerpos contra pol I. Estos anticuerpos identificaron una macroestructura
nuclear que contiene pol I. El marcado de RNA nuclear naciente demostré que
dicha estructura extranucleolar es transcripcionalmente activa. Esta factoria
transcripcional esta asociada al SE activo. visualizado en el nicleo mediante
marcado con GFP-Lacl. Todos estos resultados sugicren Ja existencia de dos
mecanismos para la regulacion de los SE. Un mecanismo de represion
(silencing) de los SE, mediado por remodelacién de la cromatina, que operaria
en la forma del insecto. Sin embargo, en la variacidn antigénica que sufre la
forma sanguinea,  operaria un mecanismo acoplado de activacion e
inactivacion de SEs accesibles, mediado por el reclutamiento del SE a la
singular macroestructura de pol 1.



LA BIOTECNOLOGIA APLICADA A LA OBTENCION DE CULTIVOS
PROTEGIDOS CONTRA PLAGAS Y ENFERMEDADES.

Blanca San Segundo

Departamento de Genética Molecular, Instituto de Biologia Molecular de Barcelona
(CID). CSIC. Jordi Girona 18. 08034 Barcelona

Las enfermedades causadas por patdgenos y plagas son la causa mds ymportante de
pérdidas en las cosechas. pudiendo representar hasta el 30-40% de las pérdidas de
todo el mundo. Si a esto se afiaden las pérdidas que se producen cn periodos
postcosecha, el porcentaje asciende al 60-70%. Por otra parte. mientras gue la
poblacién mundial sigue en continuo crecimiento. existe una limitacion en la
superficie cultivable de la tierra. por no decir una reduccion progresiva de la misma a
causa de la deforestacion y erosion del suelo. acumulacion de productos téxicos. etc.
Ello hace imprescindible la utilizacién de variedades de especies destinadas a la
alimentacion que resulten mds productivas, mejor adaptadas al entorno. o mis
resistentes al - ataque de patogenos y plagas. En esta direccidén. la moderna
bioteenologia vegetal representa una herramienta de gran utilidad para la obtencion
de varicdades resistentes a enfermedades. con la ventaja adicional de que permite
disefiar multiples estrategiag que pueden ser aplicadas a las diferentes especies
cultivables. Las ventajas que se derivan de la utilizacién de variedades modificadas
genéticamente resistentes a enfermedades incluyen el incremento en la produccion y
la reduccion en el uso de productos guimicos en el campo. con el consiguiente
bencficio que cllo supone para la conservacién del medio ambiente y la reduccion de
los costes de produccidn.

Algunas do las csurategias que se estin utilizando para la obtencion de plantas
transgénicas resistentes a enfermedades reproducen los mecanismos naturales de
defensa de las plantas (utilizacién de genes de defensa vegetales, genes que codifican
para proteinas con actividad antimicrobiana o insecticida, como transgenes). La
utilizacion de genes de defensa de ofros organismos para aumentar las propiedades
de resistencia de las plantas amplia las posibilidades. y representa una estrategia
alternativa a la utilizacion de genes de defensa vegetales. Sin embargo. y pese a que
no hay ninguna evidencia con (undamento cientifico de que los cultivos modificados
geneticamente representen un riesgo para la salud o el medio ambiente superior al
que puedan representar los cultivos tradicionales, en la opinion piblica ha surgido un
intenso debate acerca de las aplicaciones de la biotecnologia vegetal en la
agricultura. Muchas de las criticas y preocupaciones surgidas frente a esta nueva
tecnologia tienen sin embargo soluciones cientificamente demostradas. Se hace puces
necesario que haya una mayor comunicacién entre la comunidad cientifica y la
sociedad. asi como la creacion de programas internacionales pura que esta
metodologia pueda introducirse en paises en vias de desarrollo.
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VALLES CALCHAQUEE:S (SALTA, ARGENTINA): GENETICA
DE LA POBLLACION HUMANA MEDIANTE STRs

*Albeza, M.V.; *Acreche, N.E.; Tomas, C.; Picornell, A.; Castro,
J.A.; Ramon, M.M.

Laboratori de Genetica. Universitat de les Illes Balears (Espana).
FUniversidad Nacional de Salta-CIUNSa (Argentina).

Se presenta un estudio genético de la poblacion humana de los
Valles Calchaquies (Cordillera Oriental de los Andes. aprox. 3.000 m de
altitud). En esta region se desarrollaron sociedades prehispdnicas de alto
nivel socioecondmico vy diversidad cultural. La poblacion actual mantiene
pautas diferenciales que la distinguen de la del resto del pais (Argentina)
y la acercan a la de los patses limitrofes. Es un drea con caracteristicas
ecologicas y  culturales  especificas. combinacion de andinas y
amazénicas.

La poblacién actual, en su mayoria, ocupa las tierras durante
varias generaciones y estd desigualmente distribuida. con un total de
25.000 habitantes. Tiene una baja densidad y estd mayoritariamente
compuesta por pequeios productores que practican la agricultura y
canaderia de subsistencia. Las localidades mds pobladas son Cafayate.
con 9.264 habitantes v Cachi, con 6.157 habitantes (Censo Nacional,
1991).

Se obtuvieron 55 muestras de sangre de individuos no
directamente emparentados y con al menos cuatro abuelos nacidos en los
Valles Calchaquies. Se determinaron los nueve STRs incluidos en el
AmpFASTR Profiler Plus PCR (PE Applied Biosystems): D3S1338,
vWA, FGA, D8S1179, D21S11, DI8S51. D5S8IS. 2138317 y D7S820.
La co-amplificacion de estos loci se realizdé en un GeneAmp PCR System
2400 y el andlisis de los fragmentos en un ABI Prism 310 DNA
Sequencer.

La poblaciéon se encuentra en equilibrio de H-W. Las
comparaciones con otras poblaciones europeas (espaniolas, portuguesas e
italianas) y americanas (USA. Brasil. Amazonas y Puna (noroeste de
Argentina)) han revelado una similitud de la poblacion calchaqui con la
amazonica y la andina, y una clara diferenciacion genética del resto.
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EL GEN DE LA FOTOLIASA DEL HONGO PATOGENO FUSARIUM
OXYSPORUM F. SP. LYCOPERSIC! SE INDUCE POR LUZ VISIBLE Y
POR «-TOMATINA., GLICOALCALOIDE DE LA PLANTA DE
TOMATE.

E.Alejandre-Durén, T.Rolddn-Arjona, R.R.Ariza y M. Ruiz-Rubio.
Departamento de Genética. Facultad de Ciencias. Universidad de Cordoba.
14071. Cérdoba.

Para determinar si el hongo fitopatogeno vascular F. oxysporum posee un
mecanismo de fotorreactivacion capaz de reparar dimeros de pirimidina tipo
ciclobutano. que es la principal lesién producida en el ADN por la luz
ultravioleta (254 nm), se analizé la superviviencia de las esporas irradiadas
con luz UV, observindose que se incrementaba significativamente tras la
irradiacién con luz visible.

Utilizando como sonda un fragmento de 600 pb del gen que codifica dicha
enzima en Newrospora crassa, se ha aislado un fragmento gendémico que
contenia el gen que codifica la fotoliasa de F. oxvsporum. El escrutinio se
realizé en una genoteca de ADN gendmico de F. oxvsporum f. sp.
Iveopersici. El ADNc de la fotoliasa se obtuvo utilizando como sonda un
fragmento genémico de dicho gen. a partir de una genoteca de ADNc. De la
comparacion de la secuencia genémica y de la del ADNe se deduce la
presencia de dos intrones. La secuencia de aminodcidos muestra una gran
semejanza con dominios conservados con las fotoliasas de Trichoderma
harzanium, N. crassa y E. coli entre otras. Su con otras fotoliasas sugiere
que el cromoforo variable de la enzima consiste en pterina, ya que contiene
el par IP en Ia regién amino-terminal.

La funcionalidad del gen se confirmé complementando una estirpe de £.
coli deficiente en actividad fotoliasa. Actualmente se estd llevando a cabo la
sobre-expresién y la purificacién de la 2nzima, asf comno la puesta a punto
de un ensayo de actividad in vitro utilizando un oligonucledtido de 18
residuos de timina irradiado con UV,

El gen de la fotoliasa de F. oxvsporum se induce en presencia de luz visible.
Ademis, el andlisis de la secuencia del promotor del gen revela la presencia
de una secuencia consensus STRE (CCCCT) que se ha relacionado con la
activacion de la transcripcion en respuesta a diferentes condiciones de
estrés. De hecho, el gen de la fotoliasa también se induce en presencia de a-
tomatina. Este glicolacaloide de la planta de tomate interacciona con los
esteroles de la membrana, incrementando la permeabilidad del hongo con la
formacidn de poros y pérdidas del contenido celular. Este dano causado por
el glicoalcaloide a nivel de membrana es probablemente una sefial de estrés
que conduce a una respuesta celular que activa la transcripcion del gen de la
fotoliasa entre otros.




REPETIBILIDAD vs. POTENCIA DE LOS ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE
MARCADORES DE ADN Y VARIABILIDAD FENOTIPICA
L. Alfonso
Dep. Produccién Agraria, Universidad Piblica de Navwrra

l-a probubilidad de detectar la asociacién existente entre un marcador de ADN y
la variacién fenotipica producida por un gen ligado a dicho marcador puede medirse a
través de la potencia estadistica del estudio de asociacion. Este valor nos permite
establecer cual es el disefio experimental y la metodologia de andlisis mas adecuados
para realizarlo, y depende del espacio de inferencia que nos impongamos. En el caso de
estudiar la asociacion entre un marcador y por cjemplo una enfermedad animal, nos
interesard inferir la asociacién para toda una especie. ruza o conjunto amplio de
poblaciones y no limitarnos a una Gnica poblacion. De este modo disefiaremos distintos
estudios a realizar en cada una de las poblaciones implicadas. En algunos casos. se
suelen realizar repeticiones del estudio en aquellas poblaciones en las que se detecta
asociacén - estadfsticamente  significativa, con el objetivo de confirmarla.  La
probabilidad de volver a detectar una asociacion. repetibilidad, es conceptualmente
distinta a la potencia del estudio. La repetibilidad se refiere a muestras extraidas de una
misma poblacién y la potencia a muestras extraidas de distintas poblacioncs.

La no repetibilidad de un andlisis de asociacién no forzosamente indica que el
resultado del primer analisis realizado sea espurio y tengamos por tanto que argumentar
causas. como por ejemplo que la poblacion es una poblacion mezclada. Partiendo de
esta idea. conocer el valor esperado de repetibilidad en un andlisis de asociacion permite
evaluar el interés de repetir un estudio en una misma poblacion.

Para comparar ambos valores se simulé un estudio de asociacion gen-marcador
mediante regresion, partiendo de diversas poblaciones y repitiéndolo en cada una de
ellas. El proceso se realizo considerando distintas frecuencias y valores aditivos del gen
y distinto ntimero de animales muestreados.

Tal como tedricamente cabia esperar, los resultados obtenidos indican que Jos
valores de repetibilidad tienden a ser mayores que los de la potencia. pero sélo cuando
esta dltima es muy baja son relevantemente distintos. No parece por tanto aconsejable
dedicar recursos a repetir un estudio de asociacion frente a poder realizar estudios de
mayor potencia.
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POLIMORFISMO ESTRUCTURAL Y DISTRIBUCION GENOMICA DE
LOS RETROTRANSPOSONES DE Drosophila melanogaster.,

L. Alonso-Gonzalez, A. Dominguez y J. Albornoz.

Dpto. de Biologia Funcional. Area de Genética. Universidad de Oviedo.

Se investigd la estructura interna y la distribucion gendmica de cinco
familias de rewrotransposones (297, 412, 1731, copia y mdgl) en una
poblacién natural y en tres lineas de laboratorio de Drosophila
melanogaster.

La distribucién en la cromatina de las cinco familias se estudid en
una linea isogénica de laboratorio (sepia-/). Las familias 297 y 4/2 estin
representadas principalmente por copias situadas en la eucromatina. copia y
mdgl tienen las copias situadas en la o y B heterocromatina asi como en la
eucromating, mientras que la familia /737 es principalmente
B heterocromdtica,

Hemos encontrado polimorfismo estructural en las cinco familias,
pero hay diferencias cuantitativas y cualitativas entre familias. El niimero de
copias defectivas y su distribucién parece ser una caracteristica particular de
cada familia. La mayor parte de las copias de 7737 (mas del 90%) son
defectivas, las familias 297 y indg! tienen un 60%, aproximadamente, de
copias defectivas, mientras que las familias 4/2 y copia estdn representadas
sobre todo por copias completas (75 y 89% respectivamente).



SELECCION SUPERGENICA DIFERENTE EN SEXOS Y EL
MANTENIMIENTO DEL POLIMORFISMO DE INVERSIONES.

José M* Alvarez y Gonzalo Alvarez.
Dpto. de Biologia Fundamental (Area de Genética), Universidad de
Santiago de Compostela. 15782 Santiago de Compostela.

Después de mis de 30 ufios de investigacion sobre el mantenimiento
del polimorfismo de inversiones por seleccién natural. sigue siendo un
enigma la medida en que la heterosis, la seleccién dependiente de las
frecuencias, la seleccion supergénica u  otras  fuerzas selectivas
contribuyen al establecimiento de equijlibrios  gendticos en  las
poblaciones. La potencia que. como mecanismos equilibradores, poseen
los fendmenos selectivos que afectan de forma diferente a los dos sexos
nos ha motivado & concebir un modelo de seleccién supergénica en
viabilidad diferente en sexos. En dicho modelo se asumen la existencia
de dos ordenamientos cromosémicos, la presencia de recombinacion solo
en hembras (como ocurre en las especies de Drosophila). y panmixia.

El cilculo de condiciones de polimorfismo protegido del sistema
eendtico genera cualro inccuaciones que garantizan la existencia de. al
menos, un punto de cquilibrio estable, siempre que los pardmetros
selectivos verifiquen dichas inecuaciones.  Cuando la matriz jacobiana
del sistema evaluada en uno de los puntos de fijucion estd asociada a
autovalores complejos con parte imaginaria no nula, una de las
condiciones de polimorfismo protegido puede ser obviada. Existen. por
lo tanto. casos en los que los parametros selectivos solo deben verificar
dos inecuaciones.

La restriccion del modelo al caso en que los pardmetros de seleccion
supergénica  sean iguales en ambos sexos permite  expresar  las
condiciones de pohmorfismo protegido ¢n funcién de medias arménicas
de los pardmetros selectivos que actjan sobre machos y hceinbras, de
forma andloga a como ocurre en los modelos de seleccién de fertilidad
multiplicativa y de seleccion en viabilidad diferente en sexos.  De esta
manera, se puede apreciar cémo la seleccién supergénica igual en sexos
actda como un parametro selectivo sobre las hembras.  Considerando
todos los pardmetros selectivos del sistema iguales en sexos se obtienen.
como caso particular, las ccuaciones de recurrencia y las condiciones de
polimorfismo protegido de los modelos de seleccion supergénica tratados
en la literatura.
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ANAL]S}S DE EXPRESION DE GENES EN CORMOS DE
AZAFRAN, Crocus sativus L.

Manuel Alvarez-Orti, Angela Rubio, Lourdes Géomez-Gomez, Julia
Pardo, Felicitas Jiménez, Julio Eseribano y José Antonio Fernandez

Instituto de Desarrollo Regional, Seccion de Biotecnologia. Campus
Universitario s/n. 0207 1-Albacete

El azafran., Crocus sativus L., es una planta estéril que se reproduce
vegetativamente a partir de cormos. El cormo es un tallo subterrineo
especializado, cuya mision es acumular sustancias de reserva, para que
pueda tener lugar la brotacion y floracion después de periodos de
dormancia. Para tratar de elucidar los complejos mecanismos fisioldgicos
que envuelven el desarrollo de este érgano. se han generado y secuenciado
800 ESTs a partir de una libreria de ADN complementario de cormo de
azafrin en diferentes estadios de desarrollo. Los resultados obtenidos
muestran claras diferencias en cuanto a la expresion de genes en los
distintos estadios. Destaca la elevada expresion de genes implicados en
defensa contra patégenos. metabolismo de carbohidratos, proteinas
transportadoras y retrotransposones.
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TRAZABILIDAD DE ORIGEN GENETICO EN PRODUCTOS CURADOS DEL
CERDO IBERICO.

Alves E., Fabuel E., Fernindez A., Barragan C., Rodriguez C., Silio L.
Departamento de Mejora Genética y Biotecnologia.

INTA. Crtra de la Coruna, Km7. 28040 Madrid.

Los productos curados del cerdo ibérico tienen alto valor anadido ¢ importante
cotizacion en el mercado nacional, en el que concurren productos elaborados a partir de
animales ibéricos puros y cruzados con Duroc. Por ello es importante el desarrollo de
técnicas moleculares que permitan identificar el origen genético de la materia prima
(trazabilidad) verificando la relacidn entre producto y tipo genético de procedencia
descrito en el etiquetado.

Los alelos del gen MCIR. uno de los reguladores de la pigmentacidn de Ja capa, son
idéneos como marcadores diagnéstico de este origen racial: alelo MCIR*4 fijado en
Duroc y alelos MCIR* 1 y MCIR*3 presentes en [hérico (Ferndndez er al.. 2001},

En este trabajo se presenta el andlisis de ADN gendmico extraido de muestras de
sangre, lomo fresco y curado durante 3.5 meses. de 8 individuos problema.

Mediante la téenica PCR-RFLP. se identificaron los alelos del gen MCIR y ademais
se genotiparon un panel de 7 microsatélites altamente polimoérficos en la poblacidn
ibérica (8 alelos de media) para confirmar la vinculacién de los tres tipos distintos de
muestras @ un mismo individuo.

En ninguna de las muestras se detectd el alelo MCIR*4 fijado en la raza Duwroc y
todos los genotipos obtenidos reflejan una inequivoca relacién entre individuo, came y
producto curado.

Los resultados muestran la posibilidad de extraer ADN a partir de productos curados
y analizarlo mediante técnicas moleculares. Ademds confirman la utilidad de ambos
tipos de marcadores como método complementario de control del origen genético en
productas ibéricos, uno de los aspectos mas importaptes de la normativa de calidad de
los mismos.
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Gip2, UNA NUEVA PROTEINA DE Schizosaccharomyces pombe
RELACIONADA FUNCIONALMENTE CON Gipl. UNA PROTEINA
ESENCIAL PARA LA DIVISION CELULAR.

Cristina Antinez, Araceli G. Castillo, Amando Flores y Eduardo R.
Bejarano

Departamento de Biologia Celular y Genética. Universidad de Mdlaga.
Campus de Teatinos. 29071 Malaga

Gipl es una proteina esencial de S.pombe conservada en todos los
organismos eucariéticos. (Donoso et al, en preparacion). La represién de la
expresion de Gipl en un mutante condicional produce la acumulacion de
células con un septo andmalo y dos micleos con un contenido total de DNA
de 2Cc por célula. Si se prolongan estas condiciones las células se terminan
blogueando en el la trancision G2/M., con un septo y dos niicleos con un
contenido total de DNA 4C por célula.

Recientemente, se ha aislado en nuestro laboratorio un nuevo gen, al
que hemos denominado gip2, por interaccién de la proteina que codifica con
Gipl en un andlisis de dos hibridos. El andlisis de secuencias de DNA
muestra que ambas proteinas presentan una homologia del 30% y que no
existe homologo de gip2 en Saccharomyces cerevisiae. Gip2 no es esencial,
y la disrupcion del gen que la codifica no produce ningiin efecto en el
crecimiento ni en la division celular, aunque parece afectar a la localizacién
de Gipl. Por otra parte. al construir un doble mutante con la disrupcidn del
gen gip2 y una mutacion condicional de gip/, los efectos fenotipico
producidos por la ausencia de Gipl se ven incrementados. Estos datos
parecen indicar una relacion funcional entre ambas proteinas



Miscanthus sinensis ANDERSS COMO PLANTA BIOENERGETICA
Atienza SG', Ballesteros J', Prieto P' Hernandez P', Ramirez MC',
Martin LM?, Martin A’
'[nstituto de Agricultura Sostenible (IAS-CSIC) Cordoba
“Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos y de Montes. UCO.
El género Miscanthus Anderss (Andropogoneae:Saccharinae) tiene un
creciente interés en la UL para la produccion de energia. Concretamente se
utiliza ly especie M.xgigunieus Greet el Deu.. introducida por A.Olsen en
Europa en 1935 (1), estando los clones actuales estrechamente relacionados
con el que introdujo Olsen (2). No obstante. ¢} contenido en minerales causa
problemas en los intercambiadores de calor durante Ja combustion.
disminuyendo la eficiencia energética e incrementando el coste de
mantenimiento. por lo que se busca reducir el contenido de minerales de
este tipo de plantas. M.xgiganteus proviene del cruzamiento de M.sinensis
(2n=2x=38MM) y M.sacchariflorus  (Maxim.)Benth.  (2n=4x=76,
MMM'M"(3,4), siendo un triploide con 2 genomas de M.sachariflorus
(MM (si bien el genoma M proviene ancestralmente de M.sinensis) y | de
M.sinensis (M)(4,5). Entre los objetivos de la mejora genética de estas
plantas estd la produccién de hibridos poliploides estériles para evitar el
escape, con una aportacién gendmica mayor de M.sinensis en ¢l norte de
Europa y de M.sacchariflorus en el sur, dado el origen y caracteristicas de
estas especies (6). El proyecto BIOMIS estudia M.sinensis por su diploidia y
su contribucién con 2 genomas a M. X gigunteus. para mejorar la calidad de
combustion. Los objetivos son estudiar la genética de los caracteres
relacionados con la calidad de combustion. realizando el mapa genético de
una poblacion segregante y localizando loci para caracteres cuantitativos
(QTLs) que permitan la identificacién de marcadores para la seleccion de
genotipos adecuados.

I. Nielsen. PN. 1990. Elefantengrassanban  in - Diinemark-
Pratikerbericht. Pflug und Spaten 3. 1-4. Citado en Greef & Deuter (1993).

2. Greef IM. Deuter M. Jung C, Schondelmuicer J. (1996). Genetic
diversity of European Miscanthus species revealed by AFLP finuerprinting.
Genetic Resources and Crop Evolution 44, 185-195.

3. Greef M. Deuter M, (1993). Syntaxonomy of
Miscanthusxgiganteus GREEF et DEU. Angew. Bot. 67. 87-90.

4. Linde-Laursen, IB. (1993). Cytogenetic analyses of Miscanthus
‘Giganteus’, an interspecific hybrid. Hereditas 119: 207-300.

5. Adati S, Shiotani [. 1961. The cytotaxonomy of the genus
Miscanthus and its phylogenic status. Bull. Fac. Agr. Mie Univ. 25:1-24,

6. Deuter M. Abraham J.. 1998. Genetic resources of Miscanthus and
their use in breeding. Biomass for Energy and Industry. Proceedings of the
International Conference Wiirzburg. 8-11 June. 775-777.
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ANALISIS GENETICO DE UNA TRANSLOCACION ESPONTANEA
ENTRE CROMOSOMAS A Y B DEL SALTAMONTES
EYPREPOCNEMIS PLORANS

M. Bakkali, J. Cabrero y J. P. M. Camacho

Departamento de Genética, Facultad de Ciencias, Universidad de Granada,
18071, Granada, Espafia
E-mail: mbakkali@ugr.es

Un macho de E. plorans capturado en una poblacidn marroqui era portador
de una translocaciéon reciproca espontdnea entre el autosoma Ay y el
cromosoma supernumerario Byig. Mediante las técnicas de bandeo C y doble
FISH localizamos los puntos de rotura en el tercio distal de Ay y en la
frontera entre el ADN repetitivo y el ADN ribosomico distal de Bys. La
técnica de impregnacién argéntica no reveld cambio alguno en el estado
inactivo del ADNr propio del B localizado tanto en éste como en el
autosoma.

Hemos realizado un andlisis del comportamiento meidtico de los
cromosomas implicados en la translocacion. asi como un andlisis de las
progenies de un macho portador apareado con varias hembras. Durante
cigotene y paquitene, los cromosomas Ay, Ay-Bug v Bus-As formaban un
trivalente, y la inmensa mayoria de las metafases [ estudiadas (115/118)
mostraban quiasmas tanto en el segmento intersticial como en el de
aparcamiento. Las tres metafases 1 restantes mostraban un bivalente
(A4/Bng-Ay) y un univalente (As- Bag). debido a la ausencia de quiasmas en
el segmento intersticial. El andlisis de las 6 progenies obtenidas revelé que
la translocacion conlleva una alta mortalidad en las etapas embrionarias
anteriores a los 11 dias de incubacion. pero no en etapas posteriores.
Ademas, los embriones homocigdticos normales y los heterocigdticos para
la translocacion muestran viabilidad similar hasta los 11 dfas de incubacion.
Por otra parte. la monosomia para la regién distal del cromosoma A, es
letal, mientras que la trisomia de esta regién no parece afectar a la viabilidad
embrionaria en el periodo analizado. Por su parte. la trisomia de la region
proximal de Ay tampoco parece afectar a la viabilidad embrionaria, y la
existencia de 4 embriones con esta trisomia sugiere que los cromosomas Ay
v A4-Bs segregan hacia el mismo polo a una frecuencia muy baja (1.7%). a
pesar de que esta orientacién meidtica no fue observada.



CARACTERIZACION MOLECULAR DEL ADN SATELITE EN
ESPECIES DEL GENERO Preropus

Maria José 1. Barragan, Sergio Martinez, Juan Alberto Marchal,
Moénica Bullejos, Rafaet Diaz de Ia Guardia', Antonio Sinchez

Departamento  de  Biologia Experimental. Facultad de Ciencias
= ; : . 2 |
Experimentales y de la Salud. Universidad de Jaén. Departamento de
Genctica. Facultad de Ciencias, Universidad de Granada.

Mediante digestiones del ADN gendmico de tres especies de murciélagos
del género Preropus (P. scapulatus. P. poliocephalus y P. alecto) con Psil
hemos aislado. clonado y secuenciado una familia de ADN satélite
especifica de este género. Este satélite esta organizado en tindem vy
presenta una unidad de repeticion de 744pb. La secuencia consenso tiene
un porcentaje de G-C del 54.97%. hecho especialmente llamativo por
cuanto los ADN satélites suelen ser ricos en A-T y porque precisamente el
genoma de las especies del género Preropus es especialmente rico en A-T.
Los clones secuenciados presentaban un alto grado de identidad variando
dentro desde 96 al 98%. Encontrindose que lag sustituciones de bases se
distribuyen de forma aleatoria en todas las secuencias en relacién con la
secuencia consenso.

Este repetitivo presenta como media 4 secuencias diana para los
isoesquizomeros Mspl y  Hpall. Este hecho nos ha permitido determinar
mediante Southen blot que existe una fuerte metilacion de este repetitivo.
si bien, dicha metilacion no afecta por igual a todas secuencias CCGG
presentes en ¢l mismo.

El andlisis filogénetico mediante el método de Neighbor-Joining usando
como distancia el pardmetro Kimura-2, permitio obtener un drbol en el que
las mondmeros pertenecientes a las distintas especies estdn perfectamente
separados en ramas diferentes con valores de bootstrap del 99% y 100%.
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(CUALES LA REG}ON DEL PROMOTOR DE BETL-] NECESARIA PARA SU
TRANSACTIVACION POR EL GEN DE TIPO MYB ZmMRP-1?

Cristina Barrero, Joaguin Royo y Gregorio Hueros
Departamento de Biologia Celular y Genética, Universidad de Alcald, Madrid. E-28871.
gregorio.hueros @uah.es

Las células de transferencia situadas en la base del endospermo controlan la entrada de
nutrientes en la semilla en desarrolio de los cereales. Por consiquiente, su actividad
puede determinar en gran medida el rendimiento de las cosechas. Como aproximacion
al estudio del desarrollo y funcién de estas células, hemos realizado varios “screening”
diferenciales.

El gen ZmMRP-1 fue identificade en una de estas bisquedas. Se expresa
exclusivamente en las células de transferencia y codifica para una proteina que contiene
un dominio de unién a DNA tipo myb. Experimentos de cotransformacion en
protoplastos de tabaco demuestran que ZmMRP-1 es capaz de transactivar (hasta 80 x la
actividad basal) al gen delator GUS situado bajo el control del promotor de BETL-1,
otro gen especifico de este tejido no relacionado con ZmMRP-1. El promotor de BETL-
I es completamente inactivo en este sistema en ausencia de ZmMRP-1. Hemos
delimitado dentro del promotor de BETL-1 la regiéon minima necesaria para que se
produzca la trans-activacion por ZmMRP-1. Para ello. utilizamos una serie de
deleciones de este promotor fusionadas al gen delator GUS y medimos la actividad del
gen delator en ensayos de cotransformacién en protoplastos de tabaco.
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CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE GENES DE
Arabidopsis thaliana TMPLICADOS EN LA TOLERANCIA A LA
SALINIDAD

José Maria Barrero, Pedro Piqueras, Victor Quesada,

Maria Rosa Ponce v José Luis Micol

Division de Genética ¢ Instituto de Bioingenieria, Universidad Miguel
Herndndez. Campus de Elche. 03202 Elche, Alicante.

Con la intencion de contribuir a la resolucién del problema
agrondmico que supone la salinizacién progresiva de las tierras de regadio,
hemos aislado 17 estirpes mutantes del sistema modelo Arabidopsis
ihaliana, capaces de germinar en presencia de altas concentraciones salinas.
Su andlisis de complementacion nos ha permitido establecer que
corresponden a 5 genes, a los que hemos denominado SALOBRENO/! a 5
(SANT a 35). Hemos establecido que la mutacién sais es un alelo nulo del
gen ABJ4, cuyo producto es un factor de transcripeion que participa en la
ruta de transduccidn de la senal del dcido abscisico (ABA), una fitohormona
implicada en las respuesta de las plantas a diferentes tipos de estrés
ambiental.

La cartografia de baja resolucion de los alelos mutantes sai/
permitié asignarles una posicién en el cromosoma 5, a 73 cM del
microsatélite MBKS. Se considerd candidata una region de 2 Mb, dentro de
la cual se identificaron cinco nuevos marcadores moleculares, mediante la
eleccion de regiones ricas en repeticiones cortas, cuyo polimorfismo se
comprobé tras el disefio y sintesis de oligonucledtidos a partir de las
secuencias que flanqueaban a cada presunto microsatélite. Tras analizar 878
plantas fenotipicamente mutantes de la F. de varios cruzamientos entre
individuos saiil/sail y un ecotipo distinto de su ancestro silvestre, se acotd
una regién representada en los insertos parcialmente solapantes de cuatro
clones BAC. La secuenciacion de genes candidatos permitié establecer que
fas mutaciones safif afectan al gen ABA/. cuyo producto proteico. la
zeaxantina epoxidasa, participa en la ruta biosintética del ABA.

Con el fin de determinar la naturaleza estructural de los genes SAN3
v SAN4, estamos siguiendo una estrategia posicional similar a la que nos ha
permitido identificar a SAN/.
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E\[OLUC[ON MOLECULAR DE LAS LEVADURAS DE LOS
GENEROS Kluvveromyces, Saccharomyces, Torulaspora v
Zygosaccharomyces.

Eladio Barriu', Carmela Belloch:, M Teresa Fernéndez—Espinar“ i
Amparo Querol®

" Instituto “Cabanilles” de Biodiversidad y Biologia Evolutiva, y
Departamento de Genética, Universidad de Valencia.

* Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo, Universidad de Valencia.

? Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos, CSIC. Valencia.

Recientes métodos moleculares aplicados a la sistemdtica de
levaduras han mestrado que los géneros Kluyveromyces, Saccharomyees,
Torulaspora y Zygosaccharomyees de la familia Saccharomycetaceae son
polifiléticos, es decir, Ia clasificacion de las especies en géneros no refleja
sus relaciones filogenéticas.

En el presente estudio se analiza la filogenia de las especies
pertenecientes a esos géneros en base a secuencias de distintos genes y
regiones tanto nucleares (genes ribosémicos 18S, 5.8S y 288, regiones
espaciadoras transcritas ITS1 e ITS2) como mitocondriales (cox2,
subunidad 2 del complejo de la citocromo ¢ oxidasa), asi como en base a
los datos disponibles de otros marcadores moleculares (cariotipos
electroforéticos, presencia de genes pardlogos. andlisis de sintenia, etc.).

A partir de esta informacién se discute distintos aspectos de la
evolucion de estas especies de levaduras, desde la sistemdtica molecular
basada en las reconstrucciones filogenéticas. a los procesos de evolucidn
molecular de los genomas de estas especies, 0 los mecanismos de
especiacion involucrados en la generacion de la diversidad levaduriforme.



CLONACION DE UN FRAGMENTO Y PATRON DE EXPRESION DEL
GEN DAX-] DE Talpa vccidentalis

Francisco Barrionuevo Jiménez, Federico Zurita Martinez y Ratael
Jiménez Medina y Migue) Burgos Poyatos

Departamento de Genélica. Fucultad de Ciencias, Universidad de Granada.
18071 Granada

DAX] es un gen ligado al sexo que estd implicado en la diferenciacion y
determinacién del sexo en mamiferos. Su patrén de expresion en ratén vy la
reversion sexual que sufren los humanos XY con duplivacion de DAY/ han
sugerido que este gen puede tener un papel inhibidor de la diferenciacion
resticular. En la secuencia de DAXT existe un  dominio que codifica una
regidn de umidn al DNA (DBD) y un dominio similar al de los receptores
nucleares de hormonas (LBD). La regién DBD de humanos y ratén consta
de cuairo repeticiones incompleras.

En los topos del género Tulpa. todas las hembras de las especies
analizadas hasta el momento poseen ovotestes en lugar de ovarios. Estas
hembras son fértiles, y sus eonadas presentan una gran porcién de tejido
testicular disgenésico adyacente a una region de tejido ovirico normal.

Hemos clonado y secuenciado un fragmento de 355 pares de bases del
gen DAXT de T. occidentalis. El andlisis de este fragmento reveld una alta
homologia con las dos ultimas repeticiones del dominio DBD de otras
especies de mamiferos. Comprobamos ademds que la homologia observada
entre Jas dos repeticiones de Ju misma especie era menor que la de
cualquicera de ellas con sus homedlogas de otras especies. Esto demuestra
que el origen de estas duplicaciones es anterior a la separacion de los grupos
taxonomicos compirados.

Los estudios de expresian realizados por RT-PCR demuestran que en
las génadas de los machos dicha expresion comienza en e) estadio E-4.
cuando aparecen los primordios gonadales indiferenciudos. y  termina
alrededor del nacimiente, cuando los testiculos estdn  completamente
formados. En las hembras. la expresion comienza asimismo en E4, pero se
prolonga mas alld del nacimiento. durante todo el periodo de lactancia.
cuando se forma ¢l tejido testicular de los ovotestes. Estos hechos
demuestran que. al menos en el topo, el gen DAX/ no tiene un efecto
“antitesticular™.
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VARIABILIDAD GENETICA DE AVENA MURPHY! EN ESPANA Y
MARRUECOS

Benchacho, M. "2; Garcia Garcia P.? ; Pérez de la Vega M. ?

Département de Biologie, Faculté des Sciences, Université Ibn Tofall, Kénitra.
Marruecos
= Area de Genética, Facultad de Biologia. Universidad de Ledn, 24071 Ledn, Espafia

Avena murphyi Ladiz. (2n=4x=28) es una especie anual que muestra una
distribucién muy restringida en la provincia de Cddiz, cuenca del rio Barbate y Sierra de
Grazalema en Espafa, y cercanfas de Tanger en Marruecos. Crece en pastizales sobre
suelo arcilloso profundo, pere este tipo de hdbitats esta desapareciendo rdpidamente
debido a su utilizacién para cultivos, por lo que existe un peligro de extincidn real para
la misma.

Actualmente se dispone de muestras de 4. murphyi procedentes de 11 lugares (3
en Marruecos y 6 en Espana). aunque se pueden encontrar mds poblaciones en
Marruecos.

El andlisis de 9 sistemas isoenzimadticos ha mostrado la presencia de un nivel
alto de variabilidad dentro y entre poblaciones de Marruecos, mientras que la
variabilidad es muy reducida dentro de las poblaciones espafiolas, siendo la mayoria de
ellas practicamente uniformes. Ademds de los patrones isoenzimaticos encontrados en
las poblaciones espafolas de Avena muirphyi, se han descrito nuevos alelos para los loci
Mdhl y Mdh2 en las poblaciones marroquies.

Esta informacién es bdsica a la hora de establecer programas de mejora y

conservacion de esta especie, clasificada como vulnerable en el Catilogo Andaluz de
especies de flora silvestre amenazada.
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CONSTRUCCION DE UNA COLECCION DE CEPAS DELETANTES DE
LEVADURA PARA ANALISIS FENOTIPICO CUANTITATIVO

R. Benito, C. Vilariiio, JL Revuelta.

Departamento de Microbiologia y Genética. CSIC/Universidad de Salamanca, 37007
Salamanca. E-mail: revuelta@gugu.usal.es

La determinacidn de la secuencia completa del genoma de la levadura
Suaccharomyces cerevisice ha permitido identificar mds de 6000 fases de lectura abierta
(ORFs), la mitad de las cuales no poseen funcidn celular conocida. La disrupcion génica
es una aproximacién muy eficaz a la hora de determinar la funcidn bioldgica de una
ORF no caracterizada.

En Saccharomyces cerevisiae es posible construir una disrupcion génica precisa
(del codon de inicio al codon de paro) e inferir la funcidn génica a través de la respuesta
de la cepa disruptante a una variedad de condiciones de crecimiento selectivas
(segundas mutaciones, drogas o condiciones de estrés). La disrupcion precisa de los
genes de la levadura se realiza mediante reemplazamiento génico con moléculas
lineales de ADN exdgeno generadas por PCR. En una dnica etapa. mediada por
recombinacion homéloga se reemplaza la secuencia diana gendmica y se permite la
seleccion directa de los transformantes.

La aplicacidn de esta estrategia a nivel del genoma completo requiere en primer
lugar la construccidn sistemidtica de una serie de mutantes nulos en un tnico ORF y su
marcaje especifico con una etiqueta molecular que permita su posterior identificacidn y
cuantificacién en una mezcla compleja.

[n la construccion de esta coleccion se utilizan cassetes construidos por PCR
que contienen ¢l mdédulo de resistencia a gencticina flanqueado por dos sccuencias
idénticas a las de la secuencia gcnémica que va a ser sustituida y dos sccuencias de 20
nucledtidos especificas para cada reemplazamiento. que constituyen la etiqueta
molecular..

Cada disrupcion queda marcada por dos secuencia tinicas, como un cédigo de
barras. que permite mediante la hibridacion a un "chip” de DNA su identificacion en
una poblacién compleja de disruptantes. Los deletantes construidos son entonces
analizados en paralelo en determinadas condiciones selectivas de crecimiento. de forma
que ¢l nivel en que cada cepa sobrevive puede ser determinado gracias a la tecnologia
de los "chips” de DNA.



APLICACION DE LA TECNICA RAPD-PCR AL ESTUDIO DE SEIS
POBLACIONES DE CANGREIO DE RIO AUSTROPOTAMOBIUS
PALLIPES (LEREBOULLET, 1858) ESPANOLAS.

Beroiz, B.", Alonso, F.%”, Ochando, M.D.?"

‘"Departamento Genética. Fac. CC. Bioldgicas. Universidad Complutense.
28040-Madrid.

“Centro de Investigacion Agraria Albaladejito. Servicio de Investigacién
Agraria. Junta de Comunidades de Castilla-La Mancha. Crta. Toledo-
Cuenca km.174. 19164-Cuenca.

El cangrejo de patas blancas Austropotamobius pallipes es la Unica
especie de cangrejo de rio autéctona que existe en nuestro pais. Esta especie
juega un papel primordial en nuestros ecosistemas fluviales, pero a pesar de
su importancia, desde finales de los 70 hasta la actualidad sus poblaciones
se han visto reducidas drasticamente por diversas causas (afanomicosis,
introduccion de cangrejos exdticos, alteracidn del hdbitat) por lo que
actualmente se encuentra amenazada.

Hasta el momento son muy escasos los estudios genéticos en esta
especie, la mayoria de ellos basados en la electroforesis isoenzimdtica y en
el andlisis de fragmentos de restriccién del ADN mitocondrial.

En el presente trabajo hemos realizado un anlisis de la estructura
genética de seis poblaciones, de diferentes zonas geograficas, mediante el
uso de la técnica RAPD-PCR (ADN polimérfico amplificado al azar)
utilizando ocho oligodecdmeros de las series A y C de Operon (Operon
Technologies Inc.). El tejido empleado ha sido el miisculo de pinza, que los
individuos regeneran tras su amputacién, a fin de evitar el sacrificio de los
animales.

Los resultados que hemos obtenido indican que, contrariamente a lo
esperado y a pesar de la regresion de estas poblaciones, todavia conservan
un cierto grado de variabilidad genética. La informacién proporcionada por
este tipo de trabajos. sobre variabilidad genética del cangrejo de rio. resulta
de utilidad bdsica para disefiar programas de recuperacion de esta especie,
tan importante en nuestros ecosistemas fluviales.



BIR EN  Escherichia coli: (UNA REPLICACION DE ESTRES
EXCLUSIVAMENTE CROMOSOMICA O COMUN A OTROS
REPLICONES?

Emilia Botello y Alfonso Jiménez Sianchez

Area de Genélica. Departamento de Bioquinica y Biologia Molecular y
Genética. Facultad de Ciencias, Universidad de Extremadura. 06080-
Badajoz.

Estudios llevados a cabo en nuvestro laboratorio han establecido vy
caracterizado la existencia en Escherichia coli de una replicacion fuera del
control del ciclo celular que es inducida por ¢strés térmico (HIR. heat
induced replication. Botello. E. y A. Jiménez-Sinchez. Mol. Microbiol.
26:133-144, 1997). Esta replicacion ha sido detectada y estudiada en el
cromosoma de Escherichia coli.

En el presente trabajo se determina s HIR tiene lugar también en
minicromosomas (pldsmidos con el origen de replicacidn del cromosoma,
oriCy y varios pldsmidos con origenes de replicacion diferentes tanto
estructural como tuncionalimente (R1. RSFI1010. ColEl). Para el desarrollo
del trabajo se utilizan como metodologias especificas: aislamiento y
purificacion de DNA. marcaje radiactivo del DNA in vivo y su
cuantificacién, electroforesis de DNA y andlisis de imagenes. Los resultados
obtenidos permitirdn establecer a HIR como una respuesta de estrés
especifica del cromosoma o de su origen (0riC) 0 COMO un Mecanismo mads
general de replicones bacterianos.
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INGENIERIA METABOLICA PARA LA PRODUCCION DE ACIDO FOLICO EN
LA LEVADURA DEBARYOMYCES HANSENII.
J.Botet, ML.A. Santos, J.L. Revuelta.

Departamento de Microbiologia y Genética, CSIC/Universidad de Salamanca. 37007
Salamanca. e-mail: revuelta@ gugu.usal.es

El dcido félico es una vitamina esencial del grupo B. de gran importancia
economica al ser utilizada como aditivo en nutricion humana y animal. Estd implicado
en procesos bioldgicos criticos como la formacion de células sanguineas, la division
celular y el metabolismo proteico.

Entre otros efectos sobre la salud, el dcido félico reduce el nesgo de malformaciones
del tubo neural, tales como la espina bifida. Igualmente se ha demostrado que esta
vitamina reduce los niveles de hocisteina y. por tanto, disminuye los riesgos de infarto y
de padecer enfermedades coronarias. Tambien, se ha podido asociar la deficiencia en
dcido folico con un mayor riesgo de desarrollar tumores de colon. pancreas y mama. asi
como lesiones precancerosas de cervix.

Actualmente la produccidn de dcido félico se realiza exclusivamente mediante sintesis
quimica. Este método convencional utiliza reactivos caros y el rendimiento del producto
es muy bajo; motivos por los que métodos alternativos de producciéon mediante
fermentacion con microorganismos tienen una gran ventaja ambiental y econdmica.

Algunas especies de levaduras, como Debarvomyces hansenii . poseen un
metabolismo purinogénico muy activo, propiedad que ha sido explotada por la industria
para la produccién por fermentaciéon de derivados purinicos con propiedades
savorizantes.

El dcido folico tiene como precursor biosintético el GTP, por lo que cepas de
Debaryomyees hansenii  con un incremento en la sintesis de purinas y por tanto de
GTP, podrian ser modificadas geneticamente para redirigir el exceso de GTP hacia la
produccion de dcido félico. En esta linea, nuestros trabajos estdn encaminados hacia la
caracterizacion de los genes implicados en la biosintesis de acido télico en la levadura
Debarvomyces hansenii con el fin de realizar las modificaciones genéticas apropiadas
para el desarrollo de cepas que presenten mayores niveles de produccién de esta
vitamina.
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PATRON DE EXPRESION DEL GEN SRY EN MACHOS DE Talpa

occidentalis

Migucl Burgos Poyatos, Federico Zurita Martinez, Francisco
Barrionuevo Jiménez v Rafael Jiménez Medina

Departamento de Genética. Facultad de Ciencias. Universidad de Granada.
18071 Granada.

En los embriones XY de mamiferos. la expresion del gen SRY.
localizado en el cromosoma Y. induce la diferenciacién testicular en sus
primordios gonadales indiferenciados. En ausencia de SRY (individuos XX).
tales primordios gonadales se diferencian como ovarios. En consecuencia.
determinacién del sexo y determinacidn testicular son érminos equivalentes
en mamiferos. La secuencia y el patrén de expresion del gen SRY han sido
investicados en un buen nimero de especies de mamiferos. Estos estudios
han demostrado que este gen solo estd altamente conservado en su dominio
HMG vy que se expresa de forma muy dispar en distintas especics. Asf, en el
raton lo hace durante un corto lapso de tiempo. que coincide con el proceso
de diferenciacion testicular. mientras que en ofros euterios. incluidos los
humanos. y en algunos marsupiales lo hace durante un tiempo mas largo.
que sicmpre incluye el momento de la diferenciacion sexual, pero que es
muy variable entre expecies.

En esta comunicucion presentamos Jos resultados de un estudio sobre el
perfil de expresion (RT-PCR) del gen SRY en el topo ibérico Tulpa
occidentalis. cspecie en la que previamente hemos clonado y caracterizado
un fragmento de este mismo gen. La expresion sc imcia en los primordios
csonadiles indiferenciados de los embriones XY durante el estadio E4. 3-4
dias antes de que se produzea la diferenciacion testicular de tales 6reanos.
Tal expresion contimia desde entonees durante todo el periodo de desarrollo
prenatal y postiatal de machos de wpo. y <e alarga incluso a Ju vida juvenil
de estos unimales. hasta 4-6 meses tras ¢l nacimiento. Teniendo en cuenta
las diferencias de longevidad entre espucies, se trata por tanto del periodo de
expresion del een SRY mas prolongado que se ha descrito. Este hecho apoya
claramente la idea de que la expresion de este gen fuera de su periodo
sensitivo (la determinacién testicular). probablemente no tenga ninguna
funcién especifica. Por tanlo. es necesario que este gen esté activo durante
su periodo sensitivo, pero no es impostante cuando se activia 0 cuando se
silencia, siempre que lo haga antes y después de tal periodo.
respectivamente.
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LA METILACION DAM Y LA PROTEi_NA DE RESPUESTA A LA LEUCINA
(LRP) REGULAN LA CONJUGACION BACTERIANA

E. M. Camacho y J. Casadests
Departamento de Genética, Universidad de Sevilla

La metilacion Dam y la proteina Lrp regulan la transferencia del episoma F y
de otros pldsmidos conjugativos, como pSLT y R100. La proteina Lrp es un regulador
positivo de la conjugacién. Lrp activa la transcripcién del gen traJ, uniéndose a una
regién situada corriente arriba del promotor. El producto del gen traJ/ es un activador
transcripcional del operén de transferencia (operén tra). En los mutantes Lrp, la
transcripeion de traJ disminuye y ello ocasiona una disminucién de la frecuencia de
conjugacion. La metilacion Dam actia como un represor de la conjugacién, pero a
nivel molecular es un regulador positivo. La metilacion Dam activa la sintesis de un
inhibidor de la conjugacién, el ARN antisentido FinP, que inhibe la traduccion del
ARNm de rraJ. En mutantes Dam’ hay menor cantidad de ARN FinP, y por tanto
mayor sintesis de Tral. Ello aumenta la transcripcion del operén rra y, como
consecuencia, la frecuencia de conjugacion. Pese a que el promotor de finP tiene un
sitio GATC solapado con el médulo -10, la metilacién Dam no regula directamente la
transcripeidn de dicho promotor. Es concebible que la metilacién Dam regule la
sintesis de un regulador transcripcional de finP. La delecidon de la region 5' del
promotor finP no elimina la dependencia de la metilaciéon Dam para la sintesis de
ARN FinP. lo que sugiere que el hipotéltico regulador actia en el propio promotor finP
o corriente abajo del mismo. Tanto la proteina Lrp como la metilacion Dam son
reguladores “globales™ de Ja célula bacteriana; por tanto, podrian regular la
transferencia conjugativa de plismidos comio respuesta a sefales fisiolégicas o
ambientales.
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ANALISIS DE LAS INTERACCIONES ENTRE GENES IMPLICADOS EN LA
FORMACION DEL PATRON VASCULAR EN LAS HOJAS DE Arabidopsis thaliana

Héctor Candela'?, Antonio Martinez-Laborda' y José Luis Micol "
'Divisién de Genética e ‘Instituto de Bioingenieria. Universidad Miguel Herndndez,
Campus de Elche, 03202 Elche, Alicante.

Con el proposito de contribuir a desentrafiar las operaciones genélicas
responsables de la formacion de los patrones de venacidn foliares en las plantas, hemos
analizado su variabilidad natural en las hojas vegetativas de Arabidopsis thaliana.
También hemos realizado una bisqueda de mutantes que presentasen patrones de
venacién anormales en hojas por lo demds normales, inducidos mediante mutagénesis
quimica o insercional. La mfrecuencia de estos mutantes sugiere que la morfogénesis
fohar y la formacjén del patrén vascular son procesos mutuamente dependientes. Para
contrastar esta hipdtesis, hemos estudiado 97 mutantes con morfologia foliar anormal.
pertenecientes a otros tantos grupos de complementacidn, identificando 2 cuyo patrén
de venacidn es claramente distinto del silvestre. Hemos concentrado nuestra atencion en
uno de ellos, rorundal (ronl), y en un rasgo monogénico y recesivo, hemivenata (hve).
que manifiesta el ecotipo Ei-5. El fenotipo Hve es pleiotrépico. caracterizandose por
una venacidn foliar muy simple. una inflorescencia muy ramificada y poca fertilidad.
Hemos obtenido los dobles mutantes de sve con mutaciones en loci implicados en el
desarrollo vascular y en la percepcidn o el transporte de las auxinas, como fop/. pinl,
axrl, mp, cvp2. y ronl. El andlisis del ligamiento a marcadores moleculares nos ha
permitido circunscribir a unas 200 kb del brazo corto del cromosoma 2 la regién en la
que presuntamente radica HVE. Estamos Uevando a cubo una cartografia fina de esta
regidn y la caracterizacion estructural de varios genes candidatos, a fin de determinar Ja
naturaleza molecular de HVE.
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ANALISIS GENETICO DE LA FUNCION IgaA DE Salmonella enterica

David A. Cano', M. Graciela Pucciarelli’, Francisco Garcia del Portillo® y Josep
Casadesis'

'Departamento de Genética, Universidad de Sevilla. “Departamento de Biotecnologia
Microbiana (Centro Nacional de Biotecnologia)

Salmonella enterica no prelifera en el interior de ciertos tipos celulares “no
permisivos”, como los fibroblastos NRK. El aislamiento de mutantes de Salmonella que
proliferan en el interior de fibroblastos ha revelado que el autocontrol del crecimiento es
una respuesta mediada por el propio patégeno. En dicha respuesta intervienen
reguladores de la virulencia como PhoP, RpoS, SlyA y SpvR. El escrutinio también
proporciond un mutante que Ilevaba una mutacion en un gen de S. enferica sin funcién
conocida. A este gen le hemos llamado igaA (de "intracellular growth attenuation”). La
mutacién igad! es pleiotropica, lo que indica que el gen igad participa en diversas
funciones celulares. Ademds de proliferar activamente en fibroblastos NRK, el mutante
lgaA” es avirulento en el modelo animal del ratén, superproduce polisacdrido capsular
debido a un aumento en la expresion de los genes que sintetizan dcido coldnico, y
disminuye la expresion de FIhDC, un regulador de la sintesis de flagelos. Ademis, la
proteina IgaA debe participar en algiin proceso esencial para la célula bacteriana, ya que
una mutacién iga4 nula es inviable. La busqueda de mutaciones supresoras de los
fenotipos del mutante IgaA™ ha revelado que la regulacién génica mediada por igad
debe producirse a través del sistema de dos componentes ResB/ResC: Todos los
fenotipos del mutante 1gaA™ necesitan un sistema ResB/ResC activo. La prediceién in
silico de Ta estructura secundaria de la proteina IgaA sugiere que podria ser una proteina
de membrana con al menos cinco dominios transmembrana; por tanto, podria intervenir
en la deteccion de alguna sefial extracelular.



CARACTERIZACION MOLECULAR DE UN FACTOR DE
TRANSCRIPCION REGULADO POR pH AMBIENTAL EN
FUSARIUM OXYSPORUM Y DETERMINACION DE SU PAPEL EN LA
PATOGENESIS

Zaira Caracuel Rios, Clara Gonzalez Verdejo, , M. Isabel G. Roncero,
Antonio Di Pietro

Departamenta de Genética, Facultad  de  Ciencias, U niversidad  de
Cordoba. 14071-Cordoba. Espana

Muchos microorganismos, que viven en ambientes con pHs variables,
disponen de sistemus de regulacion para sintetizar determinadas moléculas
Gnicamente cuando el rango de pH externo cs adecuado. Fn los hongos
Aspergillus nidulans, Penicillium chrisogenum y  Aspergillus niver. dicha
regulacién se lleva a cabo mediante PacC. un factor de transcripeién con
dedo de zinc que se activa muediante protedlisis a pH alcalino. Para estudiar
cl papel de la regulacién génica por pH ambiental en la patogénesis
fungica, se ha aislado el ortdlogo de pacC del fitopatdgeno Fusurium
oxysporam. El nivel de expresion de paceC es minimo o pH dcido y midximo
a pH alcalino. independicntemente de 1 fuente de curbono utilizada. Para
elucidar Ja funcién de PacC se han construido dos plismidos. uno de ellos
portador de un alelo de pacC interrumpido por ¢l murcador de resistencia a
higromicina, y el otro portador de un alelo truncado del gen (supuestamente
constitutivo). Entre los transformantes de F. oxvaporum portadores del
alelo interrumpido se identificaron dos integrativos por recombinacion
homologa. donde el alelo silvestre quedo recmplazado por el mutado.
Dichos mutantes son incapaces de crecer a pH alcalino e hipersensibles a
neomicina. El andlisis de hibridacién Northern reveld la awsencia del
trunserito pacC en los mismos. La inactivacidon de pacC no altera la
capacidad de infeetar plantas de tomate. Los transformantcs de F
oxvsporum  portadores  del alelo pucC truncado  (supuestamente
constitutivo) muestran mayor nivel de resistencia a neomicina que el
silvestre. Actoalmente se esta estudiando, mediante andlisis Northern. el
patron de expresion de los genes responsables de pacC y de diferentes
enzimas liticas en estos mutantes v en la estirpe silvestre.
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CARACTERIZACION Y ANALISIS DE LA TRANSCRIPCION DEL ADN
SATELITE EN Aphaenogaster subterranea (HYMENOPTERA, FORMICIDAE).

P. Lorite', S. Renault’, F. Rouleux-Bonnin®, S. Bigotz, J.A. Carrillo', G. Periquet’ y

T. Palomeque'.

I.  Area de Genética, Dept. Biologia Experimental. Universidad de Jaén. 23071 Jaén.
E-mail: plorite @ujaen.es

2. IRBI. UFR Sciences et Techniques. Parch Grandmont. 37200 Tours. Francia.

Se ha aislado y caracterizado una familia de ADN satélite (APSU) en la hormiga
Aphaenogaster subterranea. Este ADN satélite, formado por la repeticion de unidades
de 162 pb, es relativamente rico en AT y presenta repeticiones internas directas e
invertidas con la consiguiente existencia de palindromos. Presenta también “clusters” de
dA o dT cuyo ndmero es superior o igual a 3, datos que sugieren la existencia de
curvatura. Sin embargo, el estudio de la movilidad electroforética en geles no
desnaturalizantes de poliacrilamida. parece indicar su ausencia. Este ADN no estd
metilado tal como se deduce de las digestiones con los isoesquizomeros MspUHpall y
Sau3A/Ndell.

La cuantificacién en diferentes estadios de desarrollo, demostrd la existencia de
procesos de reduccion en la cantidad de ADN satélite asociados a la diferenciacion en
castas, ya que las pupas de reinas presentan sdlo un 25% de la cantidad presente en
pupas de obreras.

Para determinar si este ADN se transcribe. se ha realizado reverso transcripcién del
ARN total extraido en obreras y reinas en estadio de desarrollo, asi como en obreras
adultas. Para ello se utilizaron cebadores disefiados a partir de las dos cadenas del ADN
satélite. Los productos obtenidos fueron amplificados por PCR usando los mismos
cebadores y posteriormente, hibridados con sondas de ADN satélite. Los resultados
obtenidos indican que la transcripeién se produce en ambas hebras de ADN, y que el
ADN satélite se transcribe en la misma proporcién en individuos en desarrollo y en
obreras adultas
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Castillo, R., Alvarez, M., Rubio, A., Gémez, L., Fernandez, J.A.
instituto Desarrollo Regional, Seccion Biotecnologia,
Campus Universitario s/n, 02071, Albacete.

Enue los mecanismos de defensa utilizados por las plancas ante el ataque de
patdgenos. se encucntra la sintesis y expresion de Jas NHamadas proleinas PR
(pathogenesis-related proteing). dentro de este erupo se incluyen las
quitinasas. Se trata de un grupo de enzimas hidroliticas ampliamente
distribuido. no s6lo en plantas sino también en bacterias. hongos v varios
grupos animales incluido el hombre. Actualmente. en plantas. las quitinasas
se han clasificado en seis tipos seglin su estructura primaria.

En la planta de) azafrdn [a pane mds susceptible al ataque de patdgenos es
el cormo por ser este un organo subterrdneo. Nuestro grupo ha construido una
librerja de expresion a partir de cormos de azafran recolectados en los
meses de febrero y marzo. a partir de la cual se a3slé un gen (cac 15) cuya
secuencia presenta un alto grado de homologia con las quitinasas de tipo J.
El patrén de expresidn de esta proteina en cormos correspondientes a
distintas estaciones del afio. su expre<ion en otros 6rganos de la planta
(raiz. tallo. hojus y flor) asi como su actividad antifingica “in vitro™

estan siendo investigados en este momento.



Identificacién de proteinas celulares de plantas que interaccionan con el

virus TYLCV

Araceli G.Castillo', D. Colinet. J. Reina, I. Donoso'. MC Muiioz'. A. Kashoggi” y
E.R. I?ae_iaranol

Departameto de Genética. Universidad de Milaga. Malaga (edu_rodri@uma.es)
Gentech. Sophia Antipolis. Biot. Francia
EMBL. Heidelberg. Alemania
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Los Geminivirus son una familia de virus vegetales que infectan una gran variedad de
plantas causando grandes pérdidas en cosechas de todo el mundo. Estos virus se
caracterizan por tener una cdpside formada por dos subunidades icosaédricas y un
genoma circular de DNA de cadena sencilla. Para completar su ciclo de vida los
geminivirus requieren, ademds de las proteinas codificadas por sus genes, proteinas

celulares de la planta.

Tomato Yellow Leaf Curl Virus (TYLCV) es un geminivirus transmitido por la mosca
blanca Bemisia tabaci y que infecta principalmente a tomate, judia y pimiento. Su
genoma de 2.7kb. codifica para seis proteinas: Rep, C2. C3. C4, VI y V2. Hemos
realizado una biisqueda de proteinas celulares que intearccionen con las distintas
proteinas virales de TYLCV. Para ello hemos utilizado el sistema del doble hibrido
(Two-hybrid system) en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Se han clonando las seis
proteinas del virus en vectores del sistema. y se ha realizado bisquedas en genotecas de
cDNA de Arabidopsis thaliana, Lycopersicum esculentum y Nicotiana benthamiana. Se
expondrdn los resultados de estas blisquedas, y la caracterizacién de dos de los clones
(UbcY y PCNA) hallados por su interaccién con las proteinas virales implicadas en la

replicacién del DNA del virus.



APAREAMIENTO Y FERTILIDAD EN LOS HAPLOTIPOS
MITOCONDRIALES J Y Il DE DROSOPHUA SUBOBSCURA

Castro, J.A.; Oliver, P: Christie, J.S.: Picornell, A.: Ramon, M.M.;
Moya, A.¥

Laboratori de Genetica. Departament de Biologia, Umversitat de les [lles
Balears. *Institut Cavanilles de Biodiversitat  Biologia Evolutiva i
Departament de Genetica. Universitat de Valencia.

Estudios previos de poblaciones curopcas y americanas  de
Drosophila subobscura han constatado la existencia de dos haplotipos
mayoritarios y casi equifrecuentes (I v U que sc diferencian por un
cambio sinénimo en la subunidad NADHS del gen NADH mitocondrial.
asi como una serie de haplotipos menos frecuentes. derivados de los dos
anteriores, que no sobrepasan el 3%. Con la excepcién de las lIslas
Canarias. donde un haplotipo endémico es el mds frecuente en algunas
islas. En el presente trabajo hemos analizado las posibles diferencias de
apareamiento y de fertilidad para los haplotipos [ v [I de una muestra de
la Isla de Mallorca, como una aportacion mds oz le comprension de la
dindmica poblacional de estos haplotipos. Los apareamicntos formados se
analizaron aplicando los fndices de seleccion y aislamicnto sexuales
cldsicos, asf como los estadisiicos descritos por Roldn-Alvares y
Caballero (Evolution. 54: 30-36 (2000)). Los indices de seleccidn sexual
no fueron significativos. pero todos los indices de aislamiento sexual
mostraron la existencia de un apareamiento diferencial entre los dos
haplotipos, con preferencia a formar parejas entre individuos del mismo
haplotipo. El indice rtotal de aparcamiento (PTI) fue aliamente
significativo entre Jos individuos del baplotpo 1. Sin embargo. estos
estadisticos no proporcionun nformacion de las  posibles  capsas
bioldgicas que estdn actuando. Por otra parte. analizando la descendencia
de cada pareja, considerando que los componentes de la fertilidad son,
principalmente, la fecundidad de las hembras y el éxito de apureamiento
de los machos. no se detectaron diferencias de fertihdad entre Jas
diterentes parejus  formadas. Estos  resultados. junto  con  otros
experimentos que estamos actualmente lHevando a cabo, hacen pensar en
un fendmeno complejo de seleccion que equilibraria las frecuencias de los
dos haplotipos, sin descartar fenémenos mds complejos de interaccion
citonuclear, también selectiva y de arrastre genético: es decir. se podria
tratar de un caso complejo de evolucidn de caracteres.



OBTENCION Y CARACTERIZACION DE UNA COLECCION DE
TRANSLOCACIONES QUE IMPLICAN AL CROMOSOMA IR DE CENTENO
Secale cereale L.

Susana Catarino’, Francisco Lacalle', Agustin Roca', Rita Clemente?, Ramoén
Girdldez'

(1) Area de Genética, Dpto. Biologia Funcional, Universidad de Oviedo,

(2) Departamento de Botdnica. Universidade de Coimbra.

En la Universidad de Oviedo se estd obteniendo una coleccién de
translocaciones en centeno, mediante la irradiacion con rayos X de una linea marcada
especificamente con bandas de heterocromatina-C telomérica que permite distinguir y
seleccionar todas las translocaciones obtenidas en las que uno de los cromosomas
implicados es el IR.

En el presente trabajo se analizan los complejos sinaptinémicos de células en
paquitena de heterocigotos para translocaciones pertenecientes a la citada coleccidn, asi
como los indices centroméricos y el patron de bandas-C (mitosis) de los cromosomas
implicados en tales translocaciones, con objeto de determinar la situacion relativa de los
correspondientes puntos de translocacion dentro del cromosoma IR. Los resultados
obtenidos con 24 translocaciones diferentes indican la existencia de una distribucién no
homogénea de los puntos de translocacion a lo largo del cromosoma: la gran mayoria de
los puntos de translocacién estdn situados en el brazo corto.

Por otra parte, la comparacién entre las longitudes relativas de los brazos del
cuadrivalente en distintas células de la misma translocacion indica que el punto de
cambio de pareja de los cromosomas implicados en la translocacién no tiene una
posicién fija en el cuadrivalente, lo que implica la existencia de un cierto grade de
apareamiento no-homdlogo alrededor del punto de translocacion.

Se discute la posibilidad de que la distribucién no homogénea de los puntos de
translocacioén sea solo aparente (debida a la falta de coincidencia entre el punto de
cambio de pareja y el punto de translocacion), o bien se deba a una mayor letalidad de
las translocaciones que afectan al brazo Jargo del cromosoma 1R
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PAPEL DE LA VITAMINA B> EN LA REGULACION DE UN OPERON
FOTOINDUCIBLE

Cervantes M. Lopez-Rubio JJ, Elias-Arnanz M y Murillo FJ
Departamento de Genética y Microbiologia. Universidad de Murcia.

La bacteria Myvoccocus xanthus responde a la iluminacién con luz azul
sintetizando carotenoides. La mayoria de los genes carotenogénicos se encuentran
agrupados en un operon denominado carB. cuya expresion fotoinducible estd
regulada por las proteinas CarA y CarS. En la oscuridad. la proteina CarA reprime la
expresion del operén carBB y. en la luz. CarS contrarresta de algdn modo ese efecto
represor.

La proteina CarA presenta una combinacién lamativa de dominios. Ademads
de un dominio de union a DNA, CarA muestra un dominio de unidn a la vitamina
B2 similar al encontrado en la sintetasa de metionina de varios organismos. Esta
asociacion de dominios sugiere que la vitwmina B> podria actuar modulando la
actividad de la proteina represora CarA. Hemos obtenido datos concluyentes de que
Ja activacion de Py, el promotor regulado por CarA, es absolutamente dependiente de
la presencia de vitamina B Ademds. ensayos realizados con protefna CarA
expresada en £. coli sugieren que. efectivamente. la proteima CuarA es capaz de unirse
a By». Hasta ahora. B> habfa sido reconocida por su pare! de grupo prostético de
muchas enzimas, siendo esta la primera vez que se implica a dicha vitamina como
factor auxiliar de una proteina reguladora de la transcripcion.

La proteina CarS no presenta similitud con otras proteinas conocidas. y no
parece contener un dominio de unién a DNA. Para analizar si el efecto activador de
CarS sobre el promotor Py depende de la interaccion con CarA, se han enfrentado
ambas proteinas utilizando el sistema del doble-hibrido de levaduras. Los resultados
indican que la relacion funcional entre CarA y CarS estd mediada por la interaccion
fisica entre ambas proteinas.,
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OBTENCION DE DELECIONES Y TRANSLOCACIONES EN LOS
CROMOSOMAS DE H. chilense PRESENTE EN TRITORDEOQO.

Cifuentes, Z.", Martin, A." y Cabrera, A.'
' Departamento de Genética, UCO, Apto. 3048, 14080-Cérdoba.
* Instituto de Agricultura Sostenible, CSIC Apdo.4048-Cordoba.

Ciertos cromosomas pertenecientes a especies del género Aegilops
causan roturas cromosdmicas cuando se introducen mediante
cruzamientos en el trigo. El cromosoma 2C de Ade. cylindrica Host
(2n=4x=28, CCDD) tiene una accién gametocida cuando se encuentra en
monosomia en el fondo genético del trigo hexaploide (2n=6x=42,
AABBDD) cv “Chinese Spring” (CS), causando roturas cromosémicas
principalmente en aquellos gametos que no son portadores de dicho
cromosoma. Este fendmeno se ha utilizado con éxito en la obtencién de
lineas de delecién en CS. Estas lineas son ttiles para la integracion de los
mapas genéticos y fisicos y proporcionan informacién acerca de la
distribucion de genes y de la recombinacion a lo largo del cromosoma.
En el presente trabajo se pretende utilizar este sistema de induccién de
roturas cromosémicas con un doble objetivo: la obtencion de deleciones
en los cromosomas de Hordeum chilense (2n=14, H"H") presentes en
tritérdeo (2n=6x=42, AABBHH®") y la obtencién de translocaciones
intergendmicas trigo-H.chilense. Para ello se ha cruzado la linea de
adicién disémica de Ae cylindrica en trigo harinero CS con tritérdeo. La
F; monosémica para el cromosoma 2C se retrocruzd por tritdrdeo vy la
descendencia se autofecundd durante dos generaciones. Las plantas se
analizaron mediante FISH usando las secuencias repetidas pAsl, pAtTs,
GAA y mediante GISH utilizando ADN gendmico de H. chilense y Ae.
caudata. Se han obtenido e identificado plantas con varias deleciones
terminales en los cromosomas 2H™. 3H", 4H®, SH" y 6H™" de H.
chilense. Paralelamente, la obtencién de translocaciones entre los
genomas Dy H™ permite utilizar este sistema como método para
introducir material genético procedente del genoma D del trigo harinero
en tritérdeo.



UTILIZACION DE POOLS DE ADN Y RAPD PARA IDENTIFICAR
DIFERENCIAS GENOMICAS ENTRE LA PERDIZ ROJA (Alectoris rufa) Y
PERDIZ GRIEGA (Alectoris graeca)

Cortés, O.. Candn, J. v Dunner. S.
Laboratorio de Genética - Dpto. Produccién Animal - Facultad de Veterinaria
Universidad Complutense de Madrid - 28040 Madrid
ocortesiu cucmax.sim.ucm.es

El aumento de la presion cinegética sobre las perdices rojas en la Peninsula
Ibérica ha provocado que las parejas reproductoras en su hdbitat natural sean incapaces
de cubrir la demanda por parte de los cazadores, por lo que se realizan repoblaciones
con individuos criados en cautividad. El descenso de los valores reproductivos en las
granjas de cria cuestiona la rentabilidad econdmica del proceso. Sin embargo. el cruce
con otras especies, principalmente con perdiz griega, aumenta dichos valores y como
consecuencia la rentabilidad econdmica.

Las diferencias mortolégicas entre la perdiz roja y griega son facilmente
identificables, mientras que el retrocruzamiento de la F| con perdiz roja es muy dificil
de diferenciar, lo que puede ser aprovechado para la repoblacion.

El objetivo de este estudio consistié en identificar diferencias gendmicas entre
ambas especies con el fin de desarrollar un protocolo que permita identificar la
presencia de hibridos en poblaciones de perdiz roja.

Debido al escaso conocimiento del genoma de ambas especies se empled la
técnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Sobre un tota) de 235 individuos
de cada especie se analizaron 300 cebadores aleatorios en pools de ADN constituidos
por cinco individuos. Del conjunto de cebadores utilizados. 33 fueron seleccionados
para el andhsis individual y, 6 de ellos mostraron un patrén de bandas interpretable.
repetible y polimérfico, es decir presentaban una banda en todas las perdices gricgas
que no aparecia en las rojas, fo que se confirmé con la téenica SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism). Posteriormente. con el fin de amplificar cxclusivamente
la banda diagnéstica bajo condiciones méds restrictivas se aplicd la téenica SCAR
(Sequence Characterized Amplified Region).

Con los seis marcadores tipo RAPD. suponiendo una situacién de homocigosis
y segrcgageion independiente de los marcadores logramos una potencia de exclusidn de
(0.98. Ex decir. de cada cien perdices analizadas procedentes de un retrocruzamiento con
perdiz roja. 98 serian detectadas. En el caso de que se tratara de hibridos de primera
generacion el 100% serian detectados.

89



CARACTERIZACION DE LA MUTACION rad352F89L

F. Cortés-Ledesma, F. Malagon y A. Aguilera.

Departamento de Genética, Universidad de Sevilla. 41012 SEVILLA

La recombinacién homdloga en Saccharomyces cerevisiae requiere genes del
grupo de epistasia de RADS52. incluidos RADS0-59. MREII. y XRS2. Entre éstos
destaca RADS52, cuyo mutante nulo presenta el fenotipo mas severo, eliminando
completamente la recombinacién homologa. En cambio, mutaciones nulas en RADS/,
un homdlogo de RecA de bacterias, dan lugar a un fenotipe mucho mds suave, en el que
no se ven afectados todos los tipos de sucesos de recombinacidn. RADS9Y parece definir
una ruta independiente de RADS5/, ya que el mutante simple presenta un fenotipo muy
suave, mientras que el doble mutante rad5/ rad39 presenta un fenotipo sinergistico.
similar a rad52. En los mutantes simples. los sucesos de recombinacién serian
canalizados hacia la otra ruta.

En este estudio hemos caracterizado la mutacion rad52F89L. Dicha mutacion
presenta bajadas leves en los niveles de recombinacién en fondo silvestre. En cambio,
en fondo rad51. la caida es mucho mds acusada. Asi, el fenotipo causado por esta
mutacidn es muy similar al causado por la delecion de RADS9.

Discutiremos la implicacion que tienen estos resultados en el desciframiento de
las funciones de RADS9, RAD32 y RADS ! en recombinacion homdloga.
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MUTANTES DE  NEUROSPORA  CRASSA  ALTERADOS EN LA
FOTOACTIVACION DE LA EXPRESION GENICA

Rocio P. Cotarelo y Luis M. Corrochano

Departamento de Genética. Universidad de Sevilla

La esporvlacion del hongo Newrospora crassa se mduce por la aireacion y Ja falta de
nutrientes dando lugar a una abundante produccion de células resistentes (conidios).
Los genes con se activan durante la conidiacion y algunos de ellos. como con-10, se
activan (ambién al iluminar el micelio con luz azul. La foroactivacion de con-710 es
(ransitoria y desaparece trus dos horas de iluminacion continua (adaptacion a la luz).
La adaplacion a la luz es un fendmeno general asociado a la vision en microbios.
plantas y animales, incluyendo a la especie humana.

Para investigar los detalles moleculares de la adaptacion a la luz en Neurospora
hemos comenzado la bilsqueda de mutantes allerados en la adaptacién de la
fotoactivacion de con-/0. Para ello liemos usado una estirpe de Newrospora con una
fusién del promuotor de con-10 al gen responsable de la resistencia a higromicina. Esra
estirpe es sensible o higromicina cuando el promolor cstd inactivo: duranie el
crecimiento vegetativo en oscuridad o en luz continua. Hemos aislado tres mutantes
obtenidos con lusr UV que crecen en higromicina en lus continua pero no crecen en
oscuridad. En estos mutantes el gen de resistencii a higromicina se activa por la luz
azul y esla activacién permanece €] tiempo suficiente para permitir el crecimicnto
micelial y formar colomas visibles. Estos mutantes deben tener alterado el mecanismo

responsable de la adaplacion a la luz azu).

91



TENDENCIAS EVOLUTIVAS DE DIFERENTES SECUENCIAS REPETITIVAS DE
ADN DURANTE LA ESPECIACION DEL GENERO SECALE

Angeles Cuadrado vy Nicolas Jouve
Departmento de Biologia Celular y Genetica, Universidad de Alcala,
28871 Alcald de Henares (Madrid).

Email: andgeles.cuadrado@uah.es y ni

las.jouveBuah.es

Se analiza en el género Secale la presencia y distribucién de dos secuencias SSR:
(AAC)s y (AAG)s, tres tipos de secuencias altamente repetitivas de centeno: pSc119.2,
pSc74 y pSc34 de 120, 350-480, y 610 pb de motivo de repeticién, respectivamente) y
los loci SSrDNA. El material vegetal incluye, varias lineas de Secale cereale L
cultivado, y 10 especies afines relacionadas del género Secale. El andlisis citogenético
se realiza mediante la técnica de FISH. Se establecen los mapas fisicos de distribucion
de las diferentes secuencias analizadas. En base al conocimiento detallado comparativo
de los mismos se deducen las siguientes conclusiones: a) cada especie es tnica. o bien
en el complemento o en la distribucién de las secuencias repetitivas analizadas, o en
ambas cardcteristicas: b) las secuencias repetitivas revelan muiltiples loci en los
diferentes brazos de los cromosomas de centeno: c¢) se observa un elevado
polimorfismo, asi como heterocigosidad entre los hemdlogos en la distribucién de las
secuencias microsatélite (AAG)s y (AAC)s_ en las especies alogamas del complejo S.
strictum; d) se observan tendencias evolutivas en la complejidad de las secuencias de
ADN repetitivo durante la secuenciacion del género. A partir de los datos observados
se construye un drbol filogenético. que incluye todas las especies silvestres primitivas y
las diferentes formas geogrificas afines al centeno cultivado.



EFECTO DEL  PROCESAMIENTO POR RNASaE SOBRE LA
ESTABILIDAD DE LOS MENSAJEROS fisA Y fisZ..

Alicia de la Fuente, Lara Ferrero y Miguel Vicente.

-Centro Nacional de Biotecnologia. CSIC Campus de Cantoblanco. 28049. Madrid

La organizacidén transcripeional del agrupamiento génico dew (por division and cell
wall) de Esclierichia coli es compleja. no observindose terminadores de la
transcripeion desde Ja cabecera hasta el final del mismo, ademas hay un gran ndmero
de promotores que dirigen la transcripcion de los genes mas lejanos  del
agrupamiento. Recientemente hemos descrito que las regiones que estin en la
cabecera del gen ddlB contribuyen con el 66% de la expresion de ftsZ (de la Fuente
et al.. Biochimie 83:109-115 2001), el gen distal de la agrupacién dew. FtsZ y otras
proteinas del agrupamiento dew son esenciales para la division. En la agrupacion dew
se han encontrado varias sefiales reguladoras en c¢is (promotores) y en frans que
dirigen la sintesis de fisZ.. Ademds existe una regulacion postranscripcional a nivel de
procesamiento de mensajero en al menos dos dianas para

RNASa E que se localizan en posicion 57 justo antes del gen fisZ. Esta regulacién
postranscripcional puede generar una mayor complicacion a la hora de interpretar los
datos obtenidos sobre la potencia de los distintos promotores ¢ intentar elucidar cual
es el aporte de los transcritos de frsZ que proporciona cada uno de ellos. Para estudiar
este proceso de regulacion se han obtenido estirpes en los que las dos dianas para
RNASIE de procesamiento silvestre que se encuentran entre fisd y fisZ han sido
anuladas mediante mutagénesis dirigida. de esta manera las estirpes resultantes
tendran en ¢l cromosoma los sitios de procesamiento de RNAsaE mutados y ademds
estdn fusionadas a un gen reportero (/acZ) que nos permite medir la transeripeion que
viene desde la cabecera del agrupamiento y observar cualquier modificacidn con
respecto a Ja estirpe parental.
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UNA RUTA DE TRANSDLICCION DE SENALES MAP KINASA ES
ESENCIAL EN LA PATOGENESIS DEL HONGO FUSARIUM OXYSPORUM

Antonio Di Pietro, Fe Isabel Garcia Maceira, Emese Méglecz y M. Isabel G.
Roncero
Departamento de Genética, Facultad de Ciencias, Universidad de Cordoba, 14071
Cordoba

El patégeno del suelo Fusarium oxysporum ataca a una amplia variedad de especies
vegetales. Tras adherirse y penetrar la raiz, el hongo invade el cortex y coloniza la
planta entera a través del sistema vascular. Partiendo de la hipdtesis de que la
transduccidén de senales y el reconocimiento juegan un papel clave en la patogénesis
de Fusariwm, hemos identificado un gen, Fmik/, responsable de una proteina kinasa
activada por mitdgenos (MAPK), ortéloga a la MAPK que controla la respuesta a
feromonas en levaduras. Mutantes de F. oxvsporum cuyo gen Fmkl! ha sido
inactivado mediante interrupcién génica. pierden la capacidad de infectar plantas de
tomate. aunque crecen vy esporulan normalmente en medio sintético. Tras la
germinacion, las hifas de los mutantes fimk/ no se adhieren a la raiz y, por tanto, no
pueden penetrarla. Dichos mutantes son también incapaces de invadir el tejido del
fruto de tomate. Concluimos, por tanto, que la ruta controlada por FMKI es
esencial en Fusarium para el reconocimiento y la transduccion de las sefiales de la
planta. Actualmente estamos buscando otros componentes clave de dicha ruta
situados, bien aguas arriba a la MAPK como son las proteinas G y los receptores, o
bien aguas abajo como los factores de transcripcion y sus dianas, los genes
efectores. Hemos identificado un gen efector. p//, cuyo nivel de transcripcion esta
dristicamente reducido en los mutantes fink/. Pl] es responsable de una pectato
liasa, una enzima implicada en la degradacion de la pared celular de la planta.



CARACTERIZACION GENETICA DE UN STOCK DE REPRODUCTORES DE
LENGUADO Solea senegulensis.

E. Diaz-Ferguson, L. Vega, I. Cross v L. Rebordinos

Laboratorio de Genética. Facullad de Ciencias del Mar. Umiversidad de Cadiz. 11510
Puerto Real. Cadiz. E-mail: laureana.rebordinos @uca.es.

El lenguado Solea sencgalensis es una especie importante en Acuicullura por su alto
valor comercial. Sin embargo. su cultivo a gran escala presenta limitaciones
importantes, por una parte, no se ha podido completar ¢l ciclo de vida en cautividad y.
por otra, existen muy pocos estudios genélicos en la especie. La aplicacion con éxito
de programas de mejora genética viene determinada, en gran medida. por las
caracteristicas de la poblacion a la que se aplica la seleccidn y. principalmente, por la
cxistencia de variabilidad genética. Las isoenzimus. que han sido los marcadores
genéticos mds utilizados en este tipo de andlisis, presentan poco polimorfismo en
peces. Por ofra parte, para la caracterizacion de stocks de reproductores hay que
utihizar 6rganos no invasivos (sangre. mucus, aleta) cuya eliminacién no suponga una
disminucion de la eticacia biologica del animal.

En este frabajo hemos ensayado mis de 20 sistemas enzimaticos de los utilizados
habirualmente en genética de poblaciones. Sin embargo. solamente solamente dos
(MDH y PG]) y utilizando extracto obtenido de aleta presentaron actividad suficiente
para ser interpretada con seguridad y  variabilidad. También hemos analizado
proteinas de la sangre (transferrinas y hemoglobinas). porque se ha descrito mayor
nivel de variabilidad en estas proteinas que en isoenzimas €n peces. y porque existen
correlaciones entre tipos diferentes de hemoglobinas y tasas de crecimiento. Nuestros
resultados indican la existencia de 6 a & alelos para transferrinas y variabilidad para
las hemoglobinas catddicas.

Por otra parte la caracterizacion citogendtica es necesaria para la obtencién de
itiploides. El cariotipo del lenguado presenta 2n= 42 cromosomas. con un alto
nimero de cromosomas acrocéntricas y los NOR localizados en el brazo corto del
par nimero 3.
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METALOTIONEINAS CONSTITUTIVAS E INDUCIDAS POR EL CADMIO EN EL
MOLUSCO MARINO Lintorina littorea.

E. Diez, F. J. Pérez’, A. Buxens, A. Fullaondo, A. Aguirre, L. Mazén.

Departamento de Biologia Animal y Genética. Facultad de Ciencias. Universidad del
Pais Vasco. Apdo. 644. 48080 Bilbao. “Dpto. Inmunologia, Microbiologia y
Parasitologia. Facultad de Farmacia. Universidad del Pais Vasco. Paseo de la
Universidad N° 7. 01006 Vitoria.

L. littorea es un molusco marino capaz de soportar y bioacumular altas concentraciones
de cadmio. Uno de los mecanismos implicados en la tolerancia a este metal pesado estd
relacionado con la presencia y actuacion de las metalotioneinas. Estas proteinas tienen
un peso molecular bajo, son pobres en aminodcidos aromdticos y muy ricas en cisteinas,
y tienen una alta afinidad por los metales pesados. Sus funciones no son todavia bien
conocidas aungue se postula que intervienen e¢n la homeostasis de los metales
esenciales. en la proteccion frente al estrés oxidativo v en la tolerancia a la toxicidad de
los metales pesados. entre otros.

Nuestro objetivo en este trabajo consiste en analizar la induccién de las metalotioneinas
cuando L. litrorea es expuesta a la presencia de concentraciones subletales de cadmio.
Para ello necesitamos un método que permita identificar y cuantificar estas proteinas,
las cudles no tienen actividad enzimitica conocida. Actualmente se utilizan varios
métodos basados en estimaciones indirectas y que. por lo tanto, presentan problemas de
especificidad y de sensibilidad. Ante esta problematica, hemos puesto a punto varios
métodos: hemo-cadmio, chelex-cadmio, saturacion de cadmio, DPP en medio dcido.
determinacion del cadmio en las fracciones cromatogrdficas, y el de Brdicka, basado en
el andlisis de los grupos S-H. Hemos observado que el tinico método que no parece
adecuado para la identificacion y cuantificacion las metalotioneinas en L. liftorea es el
de Brdicka. Mediante cromatografia de tamizado molecular (Superdex G75) hemos
detectado dos tipos de metalotioneinas con pesos moleculares de aproximadamente 20
KD (MT-1) y 6,5 KD (MT-2). Los individuos control sélo presentan la metalotioneina
MT-1, la cual estd unida a los metales pesados cadmio, zinc y cobre. Los individuos
expuestos a concentraciones subletales de cadmio, muestran los dos tipes de
metalotioneina, aunque las cinéticas de induccién de ambas son muy diferentes. El
analisis detallado de la induccion de ambas metalotioneinas nos lleva a considerar que
ambas estdn codificadas por dos genes diferentes v que la MT-1 es constitutiva y muy
poco inducible. mientras que la MT-2 se induce fuertemente en presencia de cadmio.
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gipl: UN NUEVO GEN ESENCIAL DE Schizaosaccharomyees poinbe SUGIERE LA
EXISTENCIA DE UN NUEVO CHECKPOINT EN EL CONTROL DEL CICLO
CELULAR.

Inmaculada Donoso. M* Cruz Muioz-Centeno y Eduardo R. Bejarano.

Departamento de Biologia Celular y Gendtica. Universidad de Mdlaga. Campus de
Teatinos. 29071 Mdlaga.

El gen gip/ de S. pombe fue aislado en nuestro laboratorio por su interaccion
con una replicasa esencial del virus de plantas TYLCV (Donoso et al.. en
preparacién). Fl andlisis de su secuencia muestra que dicho gen se encuenua
conservado en todos los organismos cucaridticos. La delecion de gip/ es letal y el
estudio de un mutante condicional ha permitido establecer que la ausencia de Gipl
provoca un primer bloqueo en Gl. acumuldndose células binucleadas. septadas y con
un contemdo total de DNA de 2C y un posterior y final bloqueo G2/M. Las células
binucleadas paradas en G realizan una segunda ronda de replicacion del DNA y se
acumulan como células binucleadas. sceptadas y un contenido total de DNA 4C.
Ademas de las células binucleadas se acumula otra poblacion de células no septadas.
uninuclcares y 2C que tampoco se dividen, lo que confirma la existencia del bloqueo
G2/M. Lste fenotipo terminal con nidcleos 2C demuestra que Gipl no es necesario para
la replicacion del DNA.

Las céluas que no expresan Gipl presentan un septo anormal, en su grosor y
estructura. desde el jnicio de la septacion. El fenotipo descrito podria explicarse por la
existencia de un mecanisimo de “checkpoint” que detecta posibles crrores en el septo (o
precursores) y bloquea el ciclo para evitar la progresion de una mitosis que seria
aberrante. Este modelo se propone en base a: i) durante el tiempo en que €] mutante
estd bloqueado, las células permanecen viables; 1) la ausencia de Gipl. que por su
secuencia se puede proponer implicada en la sintesis de pared celular. provoca
simultdneamente una parada en G2 sin segregacidn nuclear. una parada en el
crecimiento y una ausencia de separacion entre las dos células hijas.

El andlisis genético de los dobles mutantes Agip/ druml y Agiplweel-50 parece

demostrar este modelo as{ como la participacién de las proteinas Ruml .
especialmente, Weel en dicho checkpoint.
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GENES DE LA HISTONA HI EN EL GENERO Myrifus: ANALISIS
PRELIMINAR SOBRE SU HISTORIA EVOLUTIVA

Eirin-Lopez, J.M.; Gonzalez-Tizon, A.M.; Martinez-Lage, A. y J. Méndez
Departamento de Biologia Celular y Molecular, Universidade da Coruna. E-
15071, A Coruna. SPAIN.

Las proteinas pertenecientes a la familia de la histona H] se asocian al ADN
espaciador entre nucleosomas adyacentes de la  cromatina eucariota,
interviniendo en procesos de empaquetamiento y regulacion de la expresion
génica. Este tipo de protefnas muestra un grado de variabilidad
significativamente mayor respecto a las histonas del core nucleosomal (H2A,
H2B. H3 y H4). En el presente trabajo se ha amplificado mediante PCR y
posteriormente secuenciado la region codificante del gen de la histona HI.
ademds de segmentos no codificantes adyacentes, en 5 especies de moluscos
bivalvos pertenecientes al género Myvrilus (Mvtilus californianus, M. chilensis.
M. edulis, M. galloprovincialis y M. trossufus). En todas las especies analizadas
se ha identificado una regién homdéloga al promotor de la histona H4 (H4 box:
GGTCCG)., previamente descrita en la especie M. edulis y cuya presencia
vincula estrechamente esta clase de genes de histonas en moluscos bivalvos con
los codificantes para histonas /inker de vertebrados tipo HI?, H5 y HIM. La
relacién entre los genes mencionados anterformente se pone de manifiesto
mediante la reconstruccion de una filogenia para el gen de la histona HI en
diferentes especies. Adicionalmente ha sido analizado el patrén de sustituciones
nucleotidicas existente, a partir de secuencias ancestrales determinadas
mediante mdxima verosimilitud. En el presente estudio preliminar se discute el
posible origen “huérfano”™ de los genes codificantes para la histona Hl en el
género Muytilus, asi como la direccion de la presidn selectiva existente sobre
ellos.

Este trabajo ha sido financiado por el proyecto de investigacion: IFD97-
1295/CICYT-FEDER (J. Méndez).

98



UN NUEVO METODO PARA EL ANALISIS DE LAS RESTRICCIONES
SELECTIVAS EN GENES CODIFICANTI'S DE PROTEINAS BASADO EN
VENTANAS DESLIZANTTS

Mario A. Fares', Santiago F. Elena'. Andrés Moya' v Eladio Barrio'

Instituto Cavanilles de Biodiversidad y Biologia Evolutiva. y Deptartamento de
Genética, Universidad de Valencia.

En este trabajo se presenta un nuevo procedimiento basado en la utilizacidon de ventanas
deslizantes para el andlisis de las restricciones selectivas de las diferentes regiones de
genes codificantes de protefnas. A diferencia de procedimientos anteriores basados en
ventanas (Hughes y Nei 1988). nuestro método utiliza una aproximacién estadistica no
arbitrariz © la hora de seleccionar un tamano de ventana adecuado para probar la posible
accidn de la seleccion en una determinada regién o dominio del gen codificante. Para
cada una de las ventanas deslizadas por el gen se estima las probabilidades de
sustitucion observadas no sindnima P(dy) y sindnima Plds) asi como la razén entre
ambos tipos de sustituciones (® = dy/ds). La aplicacion del nuevo método a las
proteinas env y gag del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y a las protefnas de
la cubierta del virus de la fiebre aftosa (VFA) ha confirmado }u existencia de
determinadas regiones previamente asignadas como seleclivamente importantes y.
ademais. ha puesto de manifiesto la accion de la seleccion en regiones ignoradas hasta
ahora.
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MUTACION (Arg59Gly) EN UNA DE LAS DOS COPIAS DEL GEN SRY
DE UN CROMOSOMA Y PSEUDODICENTRICO EN UNA MUIJER
45.X/46,X psu dic(Y) (pter—ql1.2: :ql 1.2—pter)

R. Fernindez', J.A. Marchal’, A. Sanchez’, S. Garcia' v E. Pasaro'

' Dpto. de Psicobiologia. Universidade de A Coruiia

*Dpto. de Biologia Experimental, Universidad de Jaen

Mediante la técnica de FISH con la sonda DYZ1/DYZ4 se pudo demostrar la
presencia de un fragmento cromosomico dicéntrico derivado del Y en una
mujer con rasgos caracteristicos del sindrome de Turner. La reestructuracion
se definié como psu dic(Y)(pter—ql1.2: :ql1.2—pter) no fluorescente que
presenta dos copias del brazo corto (Yp). dos centrémeros y dos copias de la
region proximal del brazo largo (Yq). Mediante el estudio por PCR con los
primers XES7 y XES2 (Berta y col., 1990) se demostrd la presencia en sangre
del gen SRY. El andlisis de la secuencia demosird la existencia de dos copias
del gen. En una de ellas se encontré una mutacién puntual A—G en el coddén
59 originando un cambio de aminodcido Arg—Gly en el extremo 5 de la caja
HMG. La otra copia no presentd ningin cambio respecto al gen SRY. La
ArgS9 se encuentra en interaccidn electroestitica con un fosfato del ADN.
Este tipo de interacciones son determinantes a la hora de orientar la proteina
para la realizacién de contactos de cardcter especifico (Werner y col.. 1995).
Por ello creemos que una mutacion Arg59Gly inhabilitaria total, o al menos
parcialmente, la capacidad del SRY de interaccionar con el ADN.

Por otro lado, 1a formacién de un cromosoma Y pseudodicéntrico podria ser el
resultado de un fallo en la segregacion de cromitidas hermanas durante la
melosis paterna. La mutacion Are59Gly que se ha producide en una de las
copias del gen SRY, ha sido posterior a la formacién del cromosoma
pseudodicéntrico. Debido a la inestabilidad de los fragmentos dicéntricos
durante la mitosis, es muy probable que la linea 45X se originase durante las
primeras divisiones mitdticas embrionarias. Es su distribucion en los diferentes
tejidos, la causa del fenotipo Turner.

En la actualidad se han descrito 35 mutaciones del gen SRY en mujeres XY. La
mayorfa de cllas se localizan dentro de la caja HMG y suclen originar
disgenesia gonadal, sexo invertido XY o hermafroditismo. Sin embargo, esta
es la primera vez que se describe una mutacién en el extremo 5° de la caja
HMG del gen SRY Arg59Gly en una mujer con dos copias del gen SRY y
carnotipo 45.X/46,X psu dic(Y) (pter—q! 1.2::q1 1. 2—pter).

Panel: Patologia genética
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MARCADORES ISSR Y RAPD PARA LA DETECCION DE POLIMORFISMOS
DE ADN. IDENTIFICACION DE GENOTIPOS Y ESTUDIO DE LA
DIVERSIDAD GENETICA ENTRE CULTIVARES DE CEBADA CON ORIGEN
CONOCIDO.

M. E. Fernandez, A. M. Figueiras y C. Benito
Departamento de Genética, Facultad de Biologia. Universidad Complutense, Madrid

Hemos evaluado la capacidad de identificacion de 353 marcadores
moleculares obtenidos mediante PCR y undlisis de bloques con 10 cebadores de
RAPDs (125 bandas) y 10 de [SSRs (228 bandus). Para ello, se han analizado las
relaciones filogendticas entre 16 cultivares de ccbada de diferentes paises. con
genealogia conocida. Los patrones de amplificacién producidos tueron reproducibles
para difcrentes extracciones de ADN. reacciones de PCR y diferentes electroforesis.
El cebador de RAPD S10 y cuatro cebadores de 1ISSR (811, 820. 835 y 881) fueron
capaces de distinguir. cada uno de ellos por separado. los 16 cultivares de cebada. El
nimero medio de bandas amplificadas. el ndmero medio de bandas polimdrficas, el
poder de resolucién. el nimero de genotipos identificados y el nimero de bandas
exclusivas detectas por cebador. fue siempre muy superior con ISSRs que con
RAPDs. Se observd una fuerte correlacion entre el poder de resolucién (Rp) de un
cebador y su capacidad para distinguir genotipos. Los dendrogramas obtenidos con
ambos tipos de marcadores agruparon los cultivares en clusters que coinciden
bastante bien con su clasificacion seguin sean de primavera o invierno y nimero de
carreras (dos o seis). El dendrograma producido por los ISSRs se ajusta mejor a Ja
genealogia conocida de los cultivares. Por tanto. el andlisis de blogues de
marcadores RAPD e ISSR proporciona un sistema rdpido. fiable y altamente
informativo para la 1dentificacién de cultivares y permite establecer relaciones
filogenéticas que coinciden con el origen conocido de los cultivares.
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IDENTIFICACION DE ALELOS DEL GEN MCIR EN POBLACIONES DE CERDO
IBERICO Y DUROC

Fernandez A., Ovilo C., Barragin C., Rodriguez C., Silié L.

Departamento de Mejora Genética y Biotecnologia.

INIA. Crta de la Coruna, Km7. 28040 Madrid.

El gen MCIR codifica para el receptor 1 de melanocortina. relacionado con la
pigmentacién de la capa debido a su papel en la regulacién del equilibrio entre la
sintesis de los dos principales tipos de pigmentos: eumelanina y phacomelanina. Este
locus presenta cuatro alelos conocidos en la especie porcina. que se corresponden con
distintos patrones de color: El alelo MC/R*1 presente en jabali, el MC/R*2
respensable de la capa negra en Large-Black y Meishan, el MC/R*3 relacionado con
los patrones de color de Hampshire, Pietrain, Landrace y Large White; v el MC/R*4
responsable de la capa colorada en Duroc. El objetivo de este trabajo ha sido la
identificacion de los alelos del gen MC/R existentes en poblaciones espaiiolas de cerdo
[bérico y Duroc.

Se analizaron muestras de ADN procedentes de cerdos Ibéricos de distintas
procedencias (H) negros lampifos y 33 colorados), 35 de raza Duroc, 9 cruzados
Ibérico x Duroc ¥ 10 jabalies como controles. Para la identificacion de los alelos del
gen MCIR se aplicaron dos protocolos de PCR-RFLP (Kijas et al.,1998).

Los resultados mostraron la existencia de los alelos MC/R*1 y MCIR*3 en la raza
Ibérica. El alelo MCIR*3 es compartido por las poblaciones ibéricas negra y colorada
(fijado en la primera), per lo que los polimorfismos analizados no pueden ser
considerados responsables de esta variacion de color. El alelo MC/R*1 no ha sido
detectado previamente en cerdos domésticos y su notable frecuencia en diversas
poblaciones ibéricas coloradas no es atribuible a una introgresion reciente. Todos los
animales Duroc fueron homocigotos para el alelo MC/R*4 v los animales cruzados
fueron heterocigotos MCIR*3/MCIR*4 6 MCIR*1/IMCIR*4. El alelo MC/R*4 es un
posible marcador diagnéstico de la raza Duroc en problemas de determinacion del
origen genético de animales ibéricos.
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TRANSMISION DE MARCADORES ASOCIADOS A GENLS DE
RECEPTORES OPIACEOS JiN RATA.
Ferndandez S. Henriques Gil N. Seccion de Genética, Dpto de Bilogia.
USP-CEU. Madrid.

La cepa Lewis de rata muestra una mayor iwdiceion a la morfina que
la Fisher. Se hu sugerido que las diferencias en este comportamiento podrian
deberse a alguno de los genes de receplores de opidceos: Mu. Dolta y
Kappia. En este tahgjo hemos desarrollado marcadores para cada uno de
esfos genes que consisten en ampliacion por PCR de segmentos cortos de
cada locus y estudio de SSCP. Se seleccionaron segmentos que muestran
diferenciax entre las dos cepas. La Fl entre las dos cepas exhibe un
comportamiento semejante a la cepa Lewis por lo que. pura el estudio de
segregacion: se llevd a cabo un refrocruzamiento de la 1 por Lewis. Se
trata de relacionar la scurceaciéon para cada marcador con el lipo de
respuesta adictva.
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RELACIONES FILOGENETICAS EN LA FAMILIA TEPHRITIDAE INFERIDAS
A PARTIR DE UN FRAGMENTO DEL GEN MITOCONDRIAL DE LA
CITOCROMO OXIDASA II

M. P. Fernandez, D. Segura, C. Callejas, M. D. Ochando
Departamento  de Genética. Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad
Complutense, 28040 Madrid.

La familia Tephritidae constituye un grupo de especial importancia agronomica. La
taxonomia y relaciones filogenéticas en esta familia de insectos todavia son objeto de
debate. Recientemente la aplicacién de diversas técnicas moleculares estd ayudando
en la resolucidn de algunos problemas biologicos dentre del grupo.

Con ¢l objetivo de obtener informacion sobre las relaciones filogenéticas dentro de la
familia Tephritidae, se ha secuenciado un fragmento de 259 pares de bases de la
regién central del gen mitocondrial de la citocromo oxidasa 1I, en un total de 9
especies pertenecientes a 3 géneros distintos incluidos en esta familia.

En la filogenia obtenida de esta manera se aprecian dos ramas principales.
conteniendo una de ellas todas las especies de uno de los géneros, mientras que en la
segunda se sitian las especies pertenecientes a los otros dos géneros. Los resultados
se discuten en relacion con datos publicados basados en informacién morfoldgica y
molecular.
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ESTIMACION DEL GRADO DE DOMINANCIA EN POBLACIONES
NATURALES: ESTUDIOS TEORICOS.

Fernindez, B. y Caballero, A.

Dpto. de Bioquimica. Genética e Inmunologia.
Universidad de Vigo, 36200 Vigo.

E) grado de dominancia de las mutaciones es un pardmetro fundamental
para entender la naturalcca de la variabilidad genética de las poblaciones
naturales o la tasa a la que dicha eficacia se reduce con la consanguinidad. Este
parimetro puede estimarse por varios métodos, ya sea directamente mediante
experimentos de acumulacién de mutaciones o mediante el andlisis de
cromosomas extraidos de poblaciones naturales. El resultado de las
estimaciones. sin embargo. es dificil de interpretar en la mayoria de las
ocasiones. dado gue Jos distintos métodos producen estimas ponderadas por
otros pardmetros mutacionales y, ademas. son susceptibles de diversos sesgos.
Por otra parte. la exactitud de las estimas obtenidas de poblaciones naturales
depende de la suposicién de equilibrio mutacién—seleccion.

El objetivo de este trabajo es el de analizar el comportamiento de los
distintos tipos de estimadores del coeficiente de dominancia bajo el supuesto de
distintos modelos mutacionales. El estudio se centra en situaciones de cquilibrio
mutacion—seleccién. asi como en ¢l efecto de la scleccion balanceadora causada
por polimorfismos para imversiones cromosémicus. Para ello se llevaron a cabo
simuiaciones por ordenador de poblaciones nuturales con distintos modelos de
mutacion deletérea  sobre cficacia bioldgica y. en su caso, mutacién
cromosdmica. Tras un elevado nimero de generaciones se simularon muestreos
aleatorios de dichas poblaciones y se estimaron los coeficientes de dominancia
utilizando los distintos métodos.

Los resultados con equilibrio mutacion—scleccidn ilustran la  gran
complicacion de interpretacion de las distintas estimas. El factor mds importante
es la distribucidn de los coeficientes de dominancia de las mutaciones y su
correlacién con los efectos mutacionales. La existencia de seleccidn
balanceadora por inversiones cromosémicas puede producir sesgos importantes
en las estimas del coeficiente de dominancia.
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REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL DEL mRNA DE E2F1
Oskar Ferndndez-Capetillo, Ainhoa Iglesias y Ana M. Zubiaga

Dept. de Biologia Animal y Genética. Facultad de Ciencias.
Universidad del Pais Vasco. 48080. Bilbao.

El punto de restriccion entre Go/G) y S es clave en la regulacion del ciclo
celular. Es ahi donde el factor de transcripcion E2F1 ejerce principalmente su
funcidén, activando la transcripcion de genes esenciales para la sintesis del DNA,
y promoviendo la entrada en fase S. Es por ello que la regulacién de la
expresién de E2F1 resulta clave para la homeostasis celular.

Si bien ya han sido descritos mecanismos reguladores de los niveles de
expresion de E2F | tanto a nivel transcripcional como a nivel de estabilidad de la
proteina. es desconocido si existen otros mecanismos de regulacién de E2FI,
tales como la estabilidad del mRNA.

Con el tin de determinar si la expresién de E2F1 se halla regulada a nivel
de mRNA. examinamos mediante andlisis Northern su tasa de degradacion,
observando que era un mensajero de vida media muy corta. El andlisis de la
secuencia nucleotidica de E2FI mostré la presencia de elementos ricos en
adenosinas y uridinas (AREs) en la regién 3”7 no traducida (3'UTR) de dicho
mRNA, elementos previamente descritos como promotores de inestabilidad.
Estos elementos se encuentran conservados evolutivamente en E2F1 humano y
murino, lo que apunta hacia una funcién importante de los AREs en la
regulacion de la estabilidad del mRNA de E2FI.

Para el estudio de la degradacion mediada por la 3'UTR del mRNA de
E2F1 generamos construcciones plasmidicas heterdlogas compuestas por la
regién codificadora del gen de la B-globina, seguido de secuencias contenidas
en la 3'UTR del gen E2F1, y determinamos la capacidad de dichas secuencias de
promover la degradacién ripida del mRNA intrinsecamente estable de la B-
globina. Nuestro andlisis mostro la implicacion de los AREs en la inestabilidad
del mRNA de E2FI, lo que nos indica la existencia de un nuevo mecanismo de
regulacion génica para E2F 1, basado en elementos de inestabilidad presentes en
su mRNA.
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LOCALIZACION DE GENES DE ARN RIBOSOMICO EN
CROMOSOMAS DE VARIAS ESPECIES DEL GENERO Rosa

M.D. Fernandez-Romero. J.1. Cubero v A. Cabrera

Dpto. Genética. ETSIAM. Univ. de Cordoba. Apdo. 3048, 14080-Cérduba,

El eénero Rosa incluye unas 200 especies y miles de cultivares originados a
partir de una compleja seric de cruzamientos. El conocimiento preciso de su
genealogia y de Ja estructura genomica de las rosas tiene un grun valor
predictivo acerca de la cruszubilidad intexespecifica y la ferdlidad de Jos
hibridos. siendo de gran ayudua en los programas de mejora de las cspecies
cultivadas. Este género exhibe una serie poliploide con nimero bisico igual a
7 y los individuos euploides varian de 2n=2x=14 hasta 2n=8x=56. En ¢!
presente trabajo se ha estudiado mediante hibridacion in sine el ndmero v la
localizacion de regiones del organizador nucleolar (NORs) cn cromosomas
metafdsicos de siete especies de rosas diploides (R. sempervirens L., R.
moschata Herrm.. R. muliiflora Thunb.. R. gigantea Coll.. R. sericea Lindl.. R.
rugosa Thunb. y R, majalis Henrm.) y de una tetraploide (R, gallica
“versicolor” L). Estas especies son ancestros de los cultivares modernos y su
consfitucién gendmica abarca a cuatro (A. B, C y D) de los cinco genomas de
los que sc compone el género Rosa. Se ha utilizado como sonda la secuencia
de ADN, que codifica las subunidades 18/25S aislada de soja marcada con
digoxigenina-11-dUTP  mediante  nick-wranslation y  detectada  con
antidigoxigenina-FITC. En las especies diploides con genomas A, B y C se
observaron dos sedales de hibridacion terminal sobre una pareja de
cromosomas. que corresponderia a un solo NOR por genoma en todas ellas. En
R. majatis (genoma D) se¢ observaron cuatro sitios de hibridacion localizados
en posicidén terminal de dos parejas de cromosomas submetacéntricos y
metacéntricos, respectivamente. indicando que el genoma D posee dos NORs,
En la especie tetraploide R. gallica “versicolor™ se observaron seis sefales de
hibridacion localizadas en tres pares de cromosomas e diferente tamano.
Estas observaciones, junto con los datos de apareamiento meidtico. sugieren
un origen aloplowde para esta especie. que estarfa constituida por dos genomas.
uno con un NOR y otro con dos NOR«s por genoma. En base a estos datos y a
los obtemdos de ndmero y posicién de NORs en las especies diploides. ~e
discute la composicion gendmica de R. gallica “versicolor™,
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SUSCEPTIBILIDAD A LINFOMAS TIMICOS EN RATONES E2F1”

1. Garcia', L. Bernales', M. Herranzl, J. Fdez—Piquerasz, A.M. Zubiaga'

' Dpto. Biologia Animal y Genética. Universidad del Pais Vasco, Bilbao:
* Dpte. Biologia. Universidad Auténoma de Madrid. Madrid

Los factores de transcripcion E2F estin implicados en la regulacién de
procesos de proliferacién, diferenciacion y apoptosis. Estudios previos en nuestro
laboratorio han demostrade que E2F! juega un papel importante en la seleccién
negativa en el timo, actuando como inductor de la apoptosis en los timocitos
inmaduros. Por lo tanto, cabe esperar que la ausencia de un gen regulador de la
cascada apoptotica como es E2F1. podria resultar en una mayor susceptibilidad al
desarrollo de linfomas timicos.

Con el fin de estudiar la funcion de E2F] como supresor de tumores.
indujimos la aparicién de linfomas timicos en ratones adultos E2F1™ (B6X129) y en
sus respectivos controles salvajes (B6X129)., mediante la exposicion a radiacion
gamma (175 rads). El protocolo de irradiacién consistié en un tratamiento semanal
durante cuatro semanas consecutivas, Transcurrido un periodo de latencia de 6
meses a partir del (dltimo tratamiento, se sacrificaron los animales que no habfan
fallecido como consecuencia de la aparicion del linfoma.

Al comparar los ratones carentes de E2F] y los ratones salvajes, hemos
encontrado diferencias significativas en la frecuencia de aparicién de tumores. Asi,
el 54% de las hembras E2F1™ tratadas desarrollé linfomas timicos. frente al 27% de
las hembras E2F1™ (ratadas. Estos resultados sugieren que la actividad E2F1 es
esencial para la supresién de linfomas timicos, y que una pérdida en la funcidén de
este gen convierte a las células en susceptibles a este tipo de tumores. En los ratones
machos se observd una resistencia mucho mayor que en las hembras al desarrollo de
linfomas, y no se encontraron diferencias significativas al comparar ambos
genotipos.

El andlisis molecular de los tumores que estamos llevando a cabo actualmente,
mediante RT-PCR y andlisis Western, nos estd permitiendo examinar la expresion
diferencial de genes implicados tanto en la induccién de apoptosis (Fas, p73, pl9)
como en la proliferacién (c-myc), y poder definir asi el mecanismo por el que E2F|
inhibe la formacion de tumores.
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TRIGOS TRANSGENICOS QUL EXPRESAN INZIMAS LITICAS DEL HONGO
PATOGENO FUSARIUM OXYSPORUM

e 1. Garcia-Maceira', M. José Paez’, Antonio Di Pietro'. Antonio Martin’,
Francisco Barro®, M. Isabel G. Roncero'

'Departamento de Genética, Facultad de Ciencias, Universidad de Cordoba, 1407 1-Cordoba. ~Instituto
de Agricultvra Sostenible (C.S.L.C.), Alameda del Obispo. s/, 14004-Cardoba.

La resistencia frente a un patdgeno depende principalmente de la capacidad de
la planta para detectar su presencia y, consecuentemente, desencadenar con suficiente
rapidez la reaccién de defensa. Muchos microorganismos patdgenos comienzan el
proceso de infeccion con la hidrélisis de la pared vegetal. Los productos de esta
degradacion actian como inductores de la reaccion de defensa en la planta.  El
objetivo de nuestro trabajo es la obtencion de plantas transgénicas de trigo y tritordeo
resistentes a hongos patogenos mediante la preactivacion de su defensa tras la
expresion de enzimas liticas fingicas. Los genes pll y xvi3, de Fusarium oxvsporum,
responsables de una endopectato-lasa y una xilanasia, respectivamente. han sido
previamente aislados y caracterizados en nuestro grupo. La secuencia gendmica de
estos genes se ha clonado en fase con los promotores constitutivos CaMV 358 y uhil
(ubiquitina de maiz). Estos plasmidos. en combinacién con el pAHC235 que contiene el
gen bar. se han introducido mediante el bombardeo con microparticulas en dos
variedades de trigo y dos de tritdrdeo. Después del proceso de seleccion con 1-2 mg/ |1
de fosfinotricina, las plantas transgénicas sc identificaron mediante PCR. Se han
obtenido en total 8 lineas transgénicas, cuatro portadoras del gen vv/3. dos de pll y,
otras dos. de pll y xvI3 conjuntamente. La expresion de estos genes, analizada
mediante RT-PCR. ba puesto de manifiesto que algunas lineas no expresan el
transgen. Otras Iineas contienen un sélo transerito correspondiente al ARNm sin
procesar, o bien dos transcritos. uno procesado y el otro sin procesar. Estos resultados
indican que algunas lineas son incapaces de eliminar los intrones del gen de origen
fingico. En el caso de las lncas con el ARNm procesado se estd determinando lu
presencia de la proteina transgénica y la resistencia a estrés abidticos v bidiicos.
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CLONACION, CARACTERIZACION Y ANALISIS DEL PROMOTOR DE LA
UIMIOCINA SDF1 INHIBIDORA DE LA ENTRADA DEL VIRUS DE LA
{IMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO 1.

G Garcia-_\flarujal, J.ML Alonsol, M.C. Torres'. F. Arenzana ASeisdedos‘;, F.
Luque', J. Alcami’, A. Caruz'.'Dpto.Biol. Exp. Universi-dad de Jaén.’C.N.B.F.
Instituto de Salud Carlos I11. Madrid,.*Unidad de Inmunologia Viral, Instituto Pasteur,
Paris, Francia.

Introduccién: Stromal-cell derived factor (SDF1) es una quimiocina tipo CXC que se
une especifica y exclusivamente al receptor CXCR4, que actia también como
coreceptor del VIH-1. SDF1 tiene una actividad pleiotrépica estando implicada en la
mielopoyesis, linfopoyesis y desa-rrollo cardiovascular y neural. SDF1 inhibe la
entrada algunas cepas del VIH-1 induciendo la endocitosis de CXCR4. La expresién
de SDF1 es ubicua, pero no se conocen los detalles de su regulacion, ni los tipos celu-
lares que la producen. Materiales v Métodos: Screening genoteca ADN gendomico
humano en BAC. Clonacién de la region 5 'proximal del gen. Identificacion del sitio
de inicio de la transcripcion mediante primer extension y construccion de 9 deleciones
del promotor de SDFI de tama-fios comprendidos entre 1128pb y 135pb. Clonacién en
un plismido de expresion de Iuciferasa de las diferentes deleciones del promotor de
SDFI1. Transfeccion por electroporacién de células estromales MSS, astrocitos U373 y
fibroblastos embrionarios LCS. Tratamiento 24 horas post-transfeccion con diferentes
estimulos. Medicion actividad luciferasa. 24 h post-tratamiento. Resultados: La
regién promotora aislada tiene un tama-no de [129 pb localizandose el inicio de la
transcripeidn a 30 pb de una caja TATA no consenso. Esta region tiene sitios de unién
a varios factores de transcripeion destacando: Spl. MAZ, Octl. AP-1, Kerl, etc... La
re-gién S’proximal es extremadamente nca en G+C (70%). La regulacidn del
promotor difiere segiin el tipo celular considerado: IFN-y y FGF inhiben al promotor
completo en LC5 y U373, mientras que PMA+iono, SDFL, TNF y 5 FU lo activan.
Por el contrario, PMA+iono, SDFI e IL1 inhiben al promotor en MS5. La deleci6n de
la region situada entre -720/-540 desregula la actividad del promotor, aumentando la
transcripeion hasta 100 veces con respecto al promotor completo. Esta delecion
coincide con la pérdida de varios sitios consenso de union a factores de transcripcion
como Myo D. Discusién: Estos resultados preliminares contribuirdn a la identificacién
y caracterizacion de los factores de transcripcién que regulan la actividad basal e
inducida de este promotor, mediante la cons-truccion de nuevas deleciones, EMSA y
precipitacién de cromatina.
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FOSFORILACION DE LA HISTONA H3 EN CHROMOSOMAS DE MAMIFERQS

Africa Garcia-Orad!, Patricia Gomez Vargas! and Baldev K. Vig*
'Dpto Biologia Animal y Geneticu Universidad del Pais Vasco.Spain
* Department ot Biology. University of Nevada. Reno. Nevada USA

La fosforilacion de H3 es necesaria para el inicio de la condensacion de  los
cromosomas pero no para el mantenimiento de ésta (Wei y cols 1999) . los
mecanismos  que  determinan  la  condensacidn  cromosomica  mediada por la
fosforilacién no han sido descifrados.. Sin embago. parece ser que la unién de H3 al
ADN depende del estado de tosforilacion de la proteina histénica ( Matsumoto y cols
2000). Entre las histonas la fosforilacion se limita a la H3 y la HI. es interesante ¢l
hecho de la la fosforiacion de las mstonas desencadena la fragimentacion del ADN en
la apoptosis (Nakatsuma y cols. 1999), parece ser que existe un acoplamiento entre
fostorilacidn vy la acctilacién en H3 (Cheung y cols 2000).

Algunas observaciones dircetas a nivel cromosomico han demosirado que la
tosforitacion comienza en la heterocromatina y luego se expande por el cromosoma.
Sin embargo. un estudio comparativo de la fosforilacion de los cromosomas en ratén
(L929), hanster (CHO) v Indian muntjac (IM} mucestran algunas diferencias entre las
especies. Las células L929 presentan sefnal en la heterocromutina de los centromeros
activos e inactivos con la misma intensidad. Los cromosomas metacentricos,
originados por translocaciones robertsonianas muestran sefal centromérica. Lo mismo
ocurte con las células CHO. un intercsante detalle de estas cflulas es la aparicién de
sefales a nivel de los telémeros, hecho que no se observa en 1.929 o IM. La region
centromérica de el cromosoma X (multicentrico) en Indian muntjac mwuestra tres
senales y dos en los cromosomas 1y Y2, coincidiendo con los lugares de reaccion del
anticuerpo anticinetocoro. Los cromomosomas |y Y2 también presentan sefal en las
constricciones secundarias.



ANALISIS GENETICO DE LA RECOMBINACION MITOTICA ASOCIADA A
TRANSCIPCION.

Maria L. Garcia-Rubio ¥ Andrés Aguilera

Departamento de Genética, Facultad de Biologfa, Universidad de Sevilla, SEVILLA

Desde hace mds de dos décadas existen diferentes evidencias experimentales que
abarcan desde las bacterias a las células de mamiferos, que indican que la actividad
transcripcional induce recombinacién mitdtica. Esto es un proceso particularmente
importante cuando se trata de recombinacion entre secuencias repetidas. por las
reordenaciones genéticas a las que puede dar lugar. Nosotros hemos definido
recientemente una serie de nuevos genes eucaridticos en la levadura Saecharomyces
cerevisine que estdn implicados en una posible conexién entre transcripcién v
recembinacion. Ello nos ha permitido proponer que los errores en la elongacion de la
transcripeion pueden ser la base de esta conexion.

Con objeto de definir qué tipo de fendmenos pueden ocasionar errores de elongacion de
la transcripcion que sean recombinogénicos hemos estudiado el efecto del
superenrrollamiento en recombinacién asociada a transcripcion. Hemos determinado el
efecto que las mutaciones en los genes estructurales de las topoisomerasas TOP! y
TOP2 tiene en diferentes sistemas de recombinacién de secuencias repetidas en funcién
de que se transcriban ¢ no se transcriban. Igualmente y con objeto de probar si un
posible bloqueo de la elongacion de la transcripeién facilita una mayor accesibilidad al
DNA de metabolitos internos que dafien el mismo hemos analizado el efecto que
mutagenos como el 4-NQO tienen en recombinacidn en funcién de que haya o no
transcripeion.

Discutiremos las diferentes posibilidades que nuestros resultados sugieren respecto a los
mecanismos de iniciacidn de la recombinacién asociados a transcripeion.
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FILOGENJA DEL GENERO CYRTONUS (COLEOPTERA CHRYSOMELIDAE):
ESTUDIO COMBINADO DE MARCADORES MITOCONDRIALES Y
NUCLEARES

Irene Garneria, Carlos Juan, Eduard Petitpierre
Universitat de les Illes Balears

El género Cyvrtonus comprende unas 40 especies estrechamente emparentadas que viven
principalmente en dreas montaiosas (Petitpierre. 1984). Son insectos nocturnos vy
durante ¢l dia se encuentran escondidos bajo piedras y al pie de las plantas
hospedadoras. Se trata de un género oligéfago que se alimenta Unicaniente sobre
Asterdceas  (Jolivet, 1931, 1966: Petitpierre 1984). El género se  distribuye
principalmente en la peninsula Ibérica, aunque tres especies pueden encontrarse en
Francia. una en el norte de Africa y otra en Mallorca. Todas las especies son dpteras.
Cobos. en 1954, diferencié dos grupos morfolgicos. uno mds redondeado. y otro mis
alargado. que considerd el mds antiguo. No existe una hipétesis filogenética para este
género.

Para el presente estudio se han secuenciado genes mitocondriales (16S. COII) v
nucleares (ITS2) en un total de 17 especies. realizadose andlisis combinados de todos
ellos. Recientes estudios demuestran que el andlisis combinado de dos o mids regiones
eénicus funcionalmente independientes puede ayudar a la construccion de una hipdtesis
filogenética congistente. El estudio de al menos dos genes de regiones celulares
separadas (mitocondria y nicleo) se considera ideal para la reconstruccién de la historia
evolutiva de un orgamsmo en Jugar de la historia de un gen o un orgdanulo (Lanyon.
1988).
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ESTUDIOS ESTRUCTURA FUNCION EN UN SISTEMA DE TRANSDUCCION
DE SENALES DE DOS COMPONENTES

Garzon, A. (1,2); So-ichiro Nishivama (1) v Parkinson J.S (1).
(1)Biology Department. University of Utah. USA
(2)Departamento de Ciencias Ambientales. Universidad Pablo de Olavide. Sevilla.

Los sistemas de transduccién de sefales de dos componentes constituyen
mecanismos de flujo de informacién muy abundantes en bacterias y aunque hasta hace
poco se crefan exclusivos de ellas hoy se conocen ya muchos ejemplos en Eucariotas.
Entre ellos destacan los que gobiernan procesos como patogenicidad. simbiosis v
fijacion de nitrdgeno en bacterias. resistencia a estrés salino en bacterias y levaduras,
deteccion de etileno en Arabidopsis. elc.

Las protefnas que forman parte de estos sistemas suelen funcionar por pares:
tipicamente un sensor (con actividad quinasa de proteinas) se autofosforila
dependiendo de su grado de ocupacion en un residuo de histidina. Posteriormente. la
misma molécula de fosfato es transferida a un residue de aspdrtico en una segunda
proteina (normalmente un activador de la transcripcion) cuya actividad depende de su
grado de fosforilacion. Esta transferencia es muy especifica no detectindose
comunicacion cruzada entre distintos sistemas en condiciones fisioldgicas. La
ubicuidad de estos sistemas. la especificidad de las interacciones y la importancia de
los procesos que gobiernan justifican ampliamente su estudio.

En la presente comunicacion usamos la quinasa CheA de Escherichia coli.
implicada en quimiotaxis. como modelo de quinasa que participa en uno de estos
sistemas. Aprovechando su estructura modular demostramos que dominios gue
normalmente pertenecen a la misma proteina pueden funcionar en rrans in vivo e in
vitro, permitiendo adscribir funciones distintas a estructuras distintas. También
describimos un ensayo genético capaz de identificar elementos importantes para los
procesos de reconocimiento e interaccion entre proteinas que gobiernan las reacciones
de fosforilacion. Con dicho ensayo hemos aislado mutaciones en el dominio de CheA
donde reside el residuo fosforilable (H48) que alteran su funcion. Hemos purificado
los dominios que portan esas mutaciones y demostrado con ensayos de fosforilacion in
vitro que dichos mutantes estdn afectados en la interaccion con el dominio catalitico de
CheA. necesaria para que se produzea la reaccion de autofosforilacion. Esos mutantes
definen la superficie de interaccién entre el dominio catalitico de CheA y su lugar de
fosforilacién.



IDENTIFICACION GENETICA DEL ARBOL DE ORIGEN DE SEMILL.AS
DISPERSADAS POR ANIMALES FRUGIVOROS

José A. Godoy' y Pedro Jordano'

'Estacién Biolégica Dofiana. CSIC. Pabellon del Perd. Avda. Maria Luisa s/n. 41013
Sevilla.

zDepartamemo de Genéniea. Facullad de Biologia. Avda. Reina Mercedes. 6. 41012
Sevilla

Un reto histérico en los estudios de dispersion de semillas por animales frugivoros ha
sido la caracterizacién espacial de las relaciones entre las semillas dispersadas y sus
plantas madres. es decir. la sombra de semillas. La dificultad en asignar de forma no
ambigua el origen de semillas dispersadas por frugivoroes en comunidades naturales ha
supuesto una limitacién inevitable que ha impedido un andlisis robusto de las
consecuencias directas de la zoocorfa. Queremos comunicar aqui cémo el genotipo del
endocarpio lefioso de la semilla. un tejido de origen materno. proporciona una
identificacion genética no ambigua de su drbol de origen. Comparando el genotipo del
endocarpio de una muestra de semillas recolectadas en trampas repartidas por el paisaje
con los genotipos del conjunto de drboles reproductivos en la poblacién pudimos
identificar el drbol de origen del 82.1% de las semillas analizadas e interpretamos que el
17.9% restante de las semillas proceden de otras poblaciones. La identificacion del drbol
de origen de las semillas reveld una marcada heterogeneidad en la composicion genética
de la lluvia de semillas en distintos microhdbitats, oscilando entre 1 y 5 el nimero de
drboles madre que contribuyen senillas a un parche particular de) paisaje. Las distancias
de dispersién intrapoblacional variaron entre 0y 316 m. siendo ¢l 62% de las semillas
dispersadas a menos de 15 m del drbol materno. Nuestros resultados sugieren la
existencia de una fuerte limitacién por distancia en la dispersion de semillas combinada
con sucesos infrecuentes de dispersidn a larga distancia. una acusada heterogeneidad en
Jla composicion genética en el paisaje y una variacion en la diversidad de madres que
contribuyen semillas a un parche particular.
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RELACCIONES GENETICAS EN ESPECIES ESPANOLAS DEL GENERO
FESTUCA BASADAS EN AFLPS

Pedro Gomez de Nova, Juan Vicente Monte Herraiz, Marceline de la Cruz,
Carlos Casanova Pena, Consuelo Soler Llinares

Departamento de Mejora Genética y Biotecndlogia. C.LT., LN.LA.
Finca La Canaleja, N [T Km 36, Alcala de Henares, Madrid

Con el fin de introducir variabilidad genética en un programa de mejora y obtencion
de variedades comerciales de festucas, tanto para su utilizacién en céspedes conio para
revegetacion de suelos sometidos a erosidn, se ha recolectado por teda Espana una
amplia coleccién de poblaciones naturales del género Festuca. Esta coleccidn incluye
numerosas especies ., entre ellas formas endémicas de nuestro pafs.

En el presente trabajo se presentan datos de variabilidad genética y de relaciones
interespecificas de 34 poblaciones naturales correspondientes a 16 especies del género.
Para el andlisiis del material vegetal se utilizaron 5 combinaciones de oligonucledtidos
selectivos marcados con flucrescencia sobre ADN gendmico digerido con las enzimas
de restriccion Eco RT y Mse I; y preamplificado en una primera fase de seleccidn.
Como resultado se detectaron numerosos  polimorfismos en un rango de fragmentos
entre 60 y 500 bases que sirvieron para generar un dendrograma usando el indice de
Jaccard con el programa NTSYS.

Aungue todas las especies tendieron a quedar encuadradas dentro de las secciones del
genero previamente propuestas por las clasificaciones botdnicas, Festuca ampla
apareci¢ agrupada dentro de la seccidn Aulaxiper en coincidencia con resultados
obtenidos previamente por este grupo en estudios basados en RAPDs e JTSs . lo que
sugiere que dicha especie debe de ser adscrita a la seccion Awlaviper. De la misma
manera, coincidiendo con resultados moleculares previos, Festuca capillifolia se
segregd de la seccién Festuca y las secciones Scariosa y Shenodorus aparecieron
intensamente agrupadas por lo que se propone una revision taxonémica del género.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DEL CLUSTER LEUCINA EN Buchnera.
ENDOSIMBIONTE PRIMARIO DEL PULGON Pemphigus spyrothecae
(HOMOPTERA:APHIDOIDEA:PEMPHIGIDAE)

Goméz-Valero L.'. Sabater-Mufioz B. . vanHam R.C.H.J.%, Silva F.J.' and Latorre
A

" Institur Cavanilles de Biodiversidad i Biologia Evolutiva y Departament de Genélica
de la Universitat de Valencia

J . . . . . . . .

“Instituto Nacional de Téenica Aervespacial. Centro de Astrobiologia Madrid.

Buchnera sp es el endosimbionte primario de los pulgones (Homoptera:
Aphidoiden;. perteneciente al grupo de las y-proteobacterias. Se localiza en el interior
de unos drganos llamados bacteriomas que estdn formados por cClulas poliploides del
pulgones o bacteriocitos. Estudios filogenéticos demuestran gtie desde que se establecid
la simbiosis hace 250 millones de afos. Buchnera y su hospediclor han evolucionado en
paralelo. El papel principal de Buchnera en la simbiosis es la sobreproduccidn de
aminodcidos esenciales, ciertas vitaminas y lipidos que necesiti el pulgan.

Uno de los aminodcidos que la bacteria proporciona al pulgdn es lu leucina. En
la ruta de biosintesis de este aminodcido intervienen tres enzimas codificados por
cuatro genes. letABCD. Lstos cuatro genes se encuentran {ormando un operon.
{et ABCD. en enterobacterias como E.coli.

En 1995 Bracho y colaboradores (I.Mol Evol.41:67-73) descubrieron que los
cenes leucinas se encuentran amplificados en un plasmido con el orden /eirABCD.
Posteriormente se han caracterizado otros plismidos leucina en otras familias de
puigones (vanHam y col. 1997. J. Bacteriol. 179:4768-4777. 2000, PNAS. 97:10855-
10860) pero con el orden de los genes diferente segdn familia, lo que sugiere miltiples
rransferencias. Sin embargo en la especie 1. spyrothecae el cluster leucina estd en el
cromosoma, pero presenta un pldsmido criptico con un origen comun al de los
plasmidos Jeucina pero sin los genes e ABCD.

En este trabajo se ha secuenciado la region cromosomica que contienc el cluster
leucina y sus regiones flanqueantes en P. spwrothecae. El orden de los genes
encontrados es lev ABCD, sugiriendo que la bacteria ancestral que dio lugar al linaje de
Buchnera presentaba el cluster leucina en el cromosoma y con el orden génico similar a
las bacterias de vida libre mas préximas filogenéticamenie. Sin embargo. se encuentran
modificaciones que afectan tanto a la estructura como a la expresion y regulacion del
operon.



ALTA VARIABILIDAD GENETICA PARA LA RESISTENCIA A LAS TOXINAS
DE Baciltus thuringiensis EN UNA POBLACION DE LA POLILLA DE LAS
CRUCIFERAS.

Joel Gonzdlez-Cabrera, Salvador Herrero y Juan Ferré.

Departament de Genetica, Universitat de Valéncia. 46100-Burjassot (Valéncia),
Espana.

La alta eficacia que muestran actualmente los preductos basados en las proteinas Cry de
Bacillus thuringiensis, tanto formulados como plantas transgénicas. estd siendo
amenazada por el desarrollo de resistencia en las poblaciones de insectos plaga. Los
modelos matematicos utilizados para predecir la evolucién de la resistencia a las
proteinas Cry asumen que estd provocada por un gen con dos alelos. Ademds, se asume
normalmente que el gen de la resistencia es recesivo. Nosotros hemos demostrado,
utilizando experimentos de seleccidén, que una colonia de laboratorio de la polilla de las
cruciferas presenta dos alelos diferentes (del mismo locus o no) que le confieren
resistencia a la proteina CrylAb. La resistencia fue dominante en una de las lineas
seleccionadas y parcialmente recesiva en la otra, a la concentracidén de proteina
utilizada en los bioensayos. La colonia de polilla de las cruciferas utilizada es derivada
de una poblacion natural de Filipinas que habfa mostrado resistencia en campo al
producto comercial Dipel® (Abbot Laboratories). Esta es la primera vez que se
demuestra directamente que una poblacion de insectos contiene mas de un gen
involucrado en la resistencia a una proteina Cry determinada.
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UN UNICO GEN CONTROLA LA TASA DE TRANSMISION MASCULINA DE
[.OS CROMOSOMAS B DE MAIZ

E. Gonzilez-Gonzilez, M. Chiavarino, M. Rosato, M. Gonzalez-Sanchez, F.
Molina y M.J. Puertas

Departamento de Genéuica, Facultad de Biologia, Universidad Complutense. 28040
Madrid

El B de maiz se caracteriza por llevar a cabo no-disyuncién en la segunda mitosis de
polen. produciendo nicleos espermdticos con 0 o con 2 Bs dentra del mismo grano de
polen.

La tasa de transmision de los cromosomas B (Bs) en cruces donde los Bs se transmiten
por el lado masculino (0BxIB 6 OBx2B) extd controlada genéiicamente. lo que ha
permitido obtener Iineas de ulta (H) o baja (L) ransmision de Bs. La variacion genética
para la transmision del B en estus lineas se debe a que en la linea H fecunda
preferentemente el gameto que eva los Bs. mientras que en Ja linca L la fecundacién es
al azar.

Se han obtenido los hibridos FI HxL. asi como la F2. La FI es uniforme con tasa de
transmisiép intermedia. La F2 se ajusta a la segregacién de un dnico locus con dos
alelos. Todos los datos son compatibles con €] modelo de que un tinico gen actda en la
ovocélula haploide de modo que cuando ésta tiene ¢l alelo H elige el gameto masculino
con Bs y cuando tiene L la fecundacién sucede al azar.

También se han medido algunos caracteres cuantitativos (tamano de la espiga. nimeyo y
peso de granos. etc.) en los individuos segregantes de lu F2, para estudiar una posible
relacidn entre caracteres de eficacta bioldgica y la transmision de los Bs. No se ha
hallado ninguna relacién significativa.

En el vecino panel de F. Molina y col.. se demuestra gque en cruces donde los Bs se
iransmiten por ¢l lado femenino. se detectan alelos en los As que tienden a ehminar los
Bs. Nucstros datos en conjunto muestran que el polimorfismo para Bs esti controlado a
dos niveles: por el lado masculino los Bs s¢ comportan como pardsitos y tienden a
acumularse gracias a los mecanismos de polinizacion del maiz. Por el lado femenino
existen alelos supresores de la acumulacion. seleccionados en el genoma A para
contrarrestar los efectos parasiticos.



UN SCAR ESPECIFICO DEL CROMOSOMA B DE MAIZ

M. Gonzilez- Sanchez, M.J. Puertas, M. Rosato, M. Chiavarinoe y C. Benito
Departamento de Genética, Facultad de Biologia, Universidad Complutense, 28049
Madrid

Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) hemos tratado de encontrar
intermicrosatélites (ISSRs) especificos del cromosoma B de maiz (Zeg mays L.). Para
ello, hemos extraido el DNA gendmico de hojas de plantas hermanas con Bs y sin Bs.,
Inicialmente, el estudio se llevd a cabo con blogues representativos formados cada uno
de ellos por el DNA de 10 individuos con Bs y sin Bs, respectivamente. Las
amplificaciones por PCR se realizaron utilizando como primers aligonucledtidos de 15-
18 bases que se unen a determinados microsatélites v amplifican la regién comprendida
entre ellos. De los 100 primers UBC #9 utilizados. 94 dieron patrones de amplificacién
en ambos bloques pero sélo uno de ellos generd una banda diagndstico de 557 pb en el
bloque de plantas con Bs (UBC-824s57). En un posterior andlisis individual, esta banda
aparecid en cada uno de los 10 individuos que formaban el blogue con Bs y en ninguna
de las plantas que se eligieron para el bloque sin Bs. La banda diagnoéstico se aisld del
gel y tras purificarla y clonarla en un pldsmido, obtuvimos su secuencia. A
continuacion, disefiamos parejas de primers especificos que amplifican exclusivamente
el DNA de plantas portadoras de Bs. obteniendo al menos un SCAR de 177 pb
especifico del cromosoma B de maiz (SCAR- UBC-824 7).

Utilizamos el programa BLAST para comparar la secuencia del ISSR UBC-82455; con
las que existen en el GenBank. La tnica similitud encontrada consiste en un
microsatélite de arroz (Orvza sativa L.) que se encuentra entre las posiciones 267-287
del fragmento que hemos aislado. UBC-824ss7 no presenta ninglin parecido con la
secuencia especifica del centrémero del B de maiz aislada por Alfenito y Birchler
(1993).
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CLONAJE Y CARACTERIZACON DEL GEN DmFoxF DE Drosophilu

melanogaster

Begofia Granadino. Cristina Pérez Sanchez, Sergio Casas, Lucas Sanchez y
Javier Rey Campos.

Departamento de Biologia celular v del Desarrollo.

Centro hvestigaciones Biologicas. CSIC

Velazguez 144. Madrid 28006

DmFoxF1/2 es un factor de wanscripeion de la familia fork head que miuestra una alta
identidad de secuencia con las protefnas FOXF1 y FOXF2 de vertebrados. El gen
mapea en el cromosoma 3 en la region 65D4-65E1, se extiende 4 Kb y comprende 4
exones. Hemos encontrado que DmEFoxF1/2 se expresa como dos isoformas originadas
por un splicing alternativo de un vinico gen: la isoforma L., de 664 aa y la isoforma S.
de 505. Ambas isoformas son idénticas en los primeros 361 amino dcidos y difieren cn
la regién C-terminal. Sin embargo, ambas isoformas comparten en la regién C-
terminal un dominio rico en histidinas de funcién desconocida hasta el momento. El
dominio fork head o dominio de union al DNA. de la isoforma L tiene un 73% de
identidad con el dominio fork head de los factores FOXF! vy 2 de vertebrados.
Ademds, esta isoforma también muestra homologia en el dominio de transactivacion
ADI localizado en la region C-terminal de los factores Fox de verlebrados. La
isoforma S. sin embargo carece de los 4] amino dcidos del extremo C-terminal del
dominio fork head que corresponden a las regiones W1, §2 y W2 caracteristicas de
extos dominios. Ademas. carece del dominio ADI. La proteina DmFoxF /2 reconoce
las mismas secuencias de DNA que la proteina FOXFE2 humana y no se une a otras
secuencias reconocidas por otros factores fork head. Ademds de estas similitudes
estructwales y bioquimicas entre la prowina de Mrosophila y sus ortélogas en
vertebrados. DmFoxFI  conserva el puatron de expresion durante el desarrollo
embrionario. Tanto FOXFI como FOXF2 de veriebrados se expresan en el
mesénquima advacente al epitelio de drzanos de origen endodérmico. En el caso del
gen DmFoxF1/2. ambas isoformas se expresan en todos los estadios de desarrollo:
embridn. larva. pupa y adulto. Sin embargo presenta un patén de distribucion espacial
limitado a! mesodermo visceral del embrion lo que sugiere un posible papel de este
gen en la formacién de las constricciones del tubo digestivo medio en la
embriogénesis.



CARACTERIZACION GENETICA DE CEPAS AUTOCTONAS DE
MICROSPORIDIOS

M Haro, N Henriques-Gil, C del Aguila. Seccidn de Genética, Dpto.
Biologia, Universidad San Pablo C.E.U. Madrid (Espafia).

Los microsporidios. son parasitos intracelulares obligados, que han
perdido las mitocondrias durante su evolucién. Se transmiten como formas
de resistencia denominadas esporas y aungue son eucariotas tienen algunas
caracterfsticas de procariotas. Infectan tanto a invertebrados como a
vertebrados, entre ellos al hombre. Su distribucion es cosmopolita,
adquiriendo mayor importancia a medida que han ido aumentando el
nimero de inmunosuprimidos. Hasta el momento se conocen ocho géneros
patdgenos para el hombre siendo mayoritarios Entherocitozoon bieneusi
seguido de Ewncephalitozoon hellem. Producen una patologia intestinal
diseminada, aunque también se les ha asociado a las “diarreas del viajero™.

En este estudio se procedid a la extraccion de ADN procedente de
esporas de cinco cepas de E. cuniculi (3 de hombre. 1 de conejo y 1 de
raton) y siete de E. fellem (5 italianas, 1 americana y 1 espafiola, todas de
pacientes de sida) y se amplificé la region ITS situada entre las subunidades
grande y pequena del gen del RNA ribosomal. El resultado obtenido indica
que se puede averiguar el animal de procedencia de las cepas de E. cuniculi
en base al nimero de repeticiones de cuatro nucledtidos (GTTT) que tengan
en dicha region ITS. Este hecho tiene un significado epidemiolégico
importante. ya que aportaria informacién sobre las vias de contagio y los
modos de prevencion. La cepa espanola (USP-A1 y USP-A2) caracterizada
en este estudio pertenece al denominado genotipo 3. En el caso de las cepas
de E. hellem. 1odas ellas pertenecen al mismo genotipo, al genotipo 1. que
efectivamente corresponde a hombre; sin embargo una de las cepas
italianas, la PV7, pertenece claramente al genotipo 2. Todos los resultados
se confirmaron mediante secuenciacion.

El andlisis de otras regiones intergénicas del genoma de E.cuniculi,
mediante PCR-SSCP, ofrecen diferentes patrones de bandas entre las cepas
aisladas de hombre y las de procedencia no humana.
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IDENTIFICACION DE DOS NUEVOS GENES GCD IMPLICADOS EN LA
REGULACION TRADUCCIONAL DE GCN4 .

Estela Hernandez'. Pilar Martin' v Mercedes Tamame'. |: Institulo de
Microbiologia Bioquimica del CSJC/Universidad de Salamanca. Campus Miguel de
Unamuno 37007 Salamanca, Espaiia.

Gendp es un activador transeripcional comin de multiples genes de biosintesis
de aminodcidos en Saccharomyces cerevisiue. La expresion de GCNA estd regulada
traduccionalmente en funcién de la disponibilidad de aminodcidos. a través de cuatro
fuses cortas de lectura abierta en el lider del mRNA-GCN4 y de efectores positivos
Genp y nepativos Gedp. Mutaciones recesivas ged que desreprimen constitutivamente
la traduccidn de GCN4 (fenotipo Ged-) y afectan a la  iniciacion general de la
truduccion han permitido identificar funciones esenciales para este proceso conservadas
en eucariotus.

Curacterizando genéticamente 9 mutantes ged hemos identificado alelos de
genes GCD conocidos y dos nuevos genes, GCD16 y GCDJ7. Su clonacién revela que
codifican Ja subunidad Rpc3dp especifica de la RNA polimerasa 111 (GCDI6) y la
proteina riboxomal Rpl33a (GCD/7). Mutantes ged /6 y gedl7 exhiben un fenotipo de
crecimiento lento incondicional a 28°C y termosensibilidad a 37°C: ademds. son
resistentes @ andlogos de aminodcidos como el 3AT (3ATY). La mutacion ged/6-1 es
recesiva para los tres caracteres fenotipicos mientras que el cardcter de 3AT del
mutante god/7-/ es dominante en diploides heterozigdticos GCD17/gcd17-1. Perfiles
de polisomay del mutante ged/6-/ sugieren un defecto en el inicio general de la sintesis
de protefnus. lo que explicarfa su fenotipo de crecimiento lento y termosensibilidad.
Los niveles steudy-state del IRNAM maduro se reducen en un 50% en el mutante
ged16-1y sc observa una acumulacion de sus precursores de 4 veces: sin embargo. la
mutacién no afecta tan drdsticamente a la sintesis/procesamiento de tRNAs de
elongacion. El mutante gcd /7-1 no exhibe tal defecto, sino una disminucidn apreciable
en los nivels de 258rRNA. La funcion de GCD/6 y la de otros genex GCD clonados
anteriormente indica que Ja sintesis de t(RNAM tiene unos requerimicntos especialex
lanto ¢n transeripcion como en procesamiento. El estudio del mutante ged/7 puede
contribuiy a desvelar la funcidén de Rpl33a y del ribosoma en la regulacién traduccional
de GCNA.
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(ES SUFICIENTE EL RESERVORIO DE TOXINAS DE BACILLUS
THURINGIENSIS PARA EL CONTROL DE PLAGAS?

P = .2 ,
Salvador Herrero', Baltasar Escriche', Marisé Borja®, v Juan Ferré'

'Departament de Genetica. Universitat de Valencia, Valencia
“Departamento de [4+D, Fundacion PROMIV A, Madrid

Bacillus thuringiensis es una bacteria que se caracleriza porque en el momento

de su esporulacion sintetiza un cristal de naturaleza proteica con capacidad insecticida.
Estos cristales estdn compuestos mayeritariamente por proteinas Cry. En la actualidad
se han clonado mds de 200 genes ¢ con diferentes actividades insecticidas frente a un
amplio rango de insectos diana. Los distintos genes ¢ se clasifican en diferentes
familias en funcién de su homologia de secuencia aminoacidica. El uso combinado en
un mismo producto de diferentes genes c¢ry. se esta planteando como uno de los
métodos mds eficaces para retrasar el desarrollo de resistencia a B. thuringiensis. Este
uso conjunto de varios genes crv precisa que las proteinas que producen, ademds de ser
toxicas ndividualmente. no compartan un mismo sitio de unién en la membrana
epitelial de intestino medio del insecto diana. Esto dltimo implicaria el desarrollo al
unisono de resistencia a las dos proteinas Cry.
Empleando como modelo el lepiddptero Cacvreus marshalli, reciente plaga de los
geranios europeos, se ha analizado el potencial de las 1] proteinas Cry mds toxicas para
lepidopteros. De los resultados se desprende: (i) solo 7 proteinas Cry tienen elevada o
media toxicidad frente a esta plaga, (ii) de las proteinas toxicas todas menos una
comparten un mismo sitio de unién. Este hecho pone en evidencia que a pesar del gran
niimero de proteinas Cry actualmente descritas es indispensable potenciar la bisqueda
de nuevos genes ¢rv. Esto es necesario para garantizar la eficacia a largo plazo de B.
thuringiensis en el control de plagas, tanto en su empleo como insecticida convencional
como en su empleo en plantas transgénicas.
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ANALISIS GENETICO DE MUTACIONES DE LOS GENES HPRI Y THO2 QUE
AFECTAN DE FORMA DIFERENTE A LA TRANSCRIPCION Y LA
RECOMBINACION

P. Huertas v A. Aguilera

Departamento de Genética. Universidad de Sevilla, 41012 SEVILLA. Espana

Los genomios eucariotas estan llenos de repeticiones de ADN que por recombinacién
pueden dar lugar a reordenaciones gendmicas como deleciones, inversiones vy
translocaciones. La frecuencia a la que ocurren dichos eventos estd influenciada por
otros aspectos del metabolismo del ADN. Especialmente interesante es la conexién que
existe entre la transcripeion y la recombinacion.  Nuestro grupo ha encontrado que
mutaciones en los genes HPRI, THO2, MFTI, THPI y THP2 presentan un efecto en la
elongacidn de la transcripeion asociado a un fenotipo de hiperrecombinacion. Esto
sugiere que la transcripeién puede ser una importante fuente de inestabilidad genética.

Para comprender el proceso de la recombinacion asociada a transcripcion y su
control por los genes mencionados anteriormente, hemos aislado nuevos alelos mutantes
tanto de HPR! como de THO2 usando la téenica de PCR mutagénica. Hemos
encontrado mutantes que afectan especificamente a la transcripeion o la recombinacion.
Especialmente interesantes son varios mutantes fipr/ y tho2? que causan una fuerte caida
de la eficiencia de la transcripeion. pero no llevan asociados un efecto en
recombinacion. Ademds hemos aislado dos mutantes de ipr/ con un fuerte fenotipo
hiperrecombinador que siguen mostrando niveles elevados de transcripeion. En paralelo
hemos construido una serie de deleciones del gen THOZ2.

El andlisis molecular de mutantes seleccionados a nivel de la transcripcion de
diferentes construcciones basadas en el gen lacZ. asi como la recombinacién con
diferentes sustratos de repeticiones de ADN, nos va a proporcionar nuevas pistas para
comprender como la recombinacidn y la transcripeion estan conectadas in vivo.



EXTENSION SUPERFICIAL DE CROMOSOMAS MEIOTICOS EN BIVALVOS
VENEROIDEOS.

N.S. Hurtado & J.J. Pasantes

Departamento de Bioquimica, Xenética e Inmunoloxfa. Universidade de Vigo. E-
36200 Vigo, Espafia.

La mayorfa de los estudios citogenéticos en bivalvos se han centrado en la
caracterizacion de los cromosomas mitdticos mediante técnicas  de  tincidn
convencional con el colorante de Giemsa y/o la deteccion de los NORs con nitrato de
plata. Aunque el estudio de los cromoesomas meigticos ha aportado una gran cantidad
de informacion en diversos organismos, la informacién sobre estos cromosomas es
pricticamente inexistente en bivalvos.

Con el fin de analizar cromosomas profdsicos meidticos en bivalvos, se han
puesto a punto técnicas de extension superficial de complejos sinaptinémicos
obtenidos a partir de tejido gonadal de machos maduros de 4 especies pertenecientes al
orden Veneroida. En concreto, Cerastoderma edule (Cardiidae), Dosinia exoleta
(Dosiinidae). Venerupis rhomboides y Venerupis pullastra (Veneridae). La deteccion
del complejo sinaptinémjco se realizé mediante tincion con nitrato de plata mientras
que el ADN correspondiente a los homélogos apareados fue tefiido con DAPL

Las cuatro especies analizadas presentan 19 bivalentes en los que las diferencias
de tamafio son relativamente escasas. Estos resultados confirman los mimeros
cromosdémicos descritos en estas especies (2n = 38) mediante andlisis de cromosomas
mitéticos.

Estas extensiones superficiales de cromosomas profdsicos meidticos de bivalvos
se mostraron adecuadas para la aplicacién de técnicas de hibridacion in situ
fluorescente (FISH). Se presentan resultados de FISH utilizando como sondas
secuencias ADNr 18428S. procedentes de Xenopus laevis v Salmo trutta. 'y
teloméricas humanas.



FOSFOMANANOS DE LA PARED CELULAR ACTUAN COMO RECEPTORES
DE OSMOTINA. UNA PROTEINA ANTIFUNGICA DE PLANTAS

Ibeas J.1. (1.2), Pardo J.M. (3). Hasegawa P.M. (2). and Bressan R.A. (2)

(Center for Plant Enviro. Stress Physiology, Purdue Univeroity IN USA
(2)Dpto de Ciencias Ambientales. Universidad Pablo de Olavide. Sevilla.
(3 Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologica (TRNA). CSIC. Sevilla

Osmotina es una proteina antifiingica de plantas del upo PR-3. Esta proteina
tiene un amplio especiro de accion entre hongos y levaduras pero presenta cierta
especificidad selectiva por alguno de ellos. Utilizando S. cerevisiae como modelo
hemos determinado gue la accién antifingica de la osmotina es dependiente de lox
genes MNN2, MNN4 y MNN6. implicados en la glicosilacion de la pared celular.
MNN2p es la responsable de la adicién de la primera manosa a las ramas de polil .6
manosas de la cadena externa en las proteinas N-glicosiladas. MNN6p es la
responsible de la transferencia de una manosa-fosfato a csas ramas externas. vy
MNN4p su regulador. La delecion de MNN2. MNN4 y MNNO6 provocan la
desaparicion de los grupos fosfatos de la pared celular y evitan la unién de osimotina
a ésta. MNNIp es una manosiltransferasa que afiade las dltimas manosas en las
ramas y enmascara parcialmente el grupo fosfato. La delecion de MNNI hace al
erupo fosfato mas accesible e incrementa Ja unién de osmotina y por tanto la
sensibilidad a este antifdngico.

En el laboratorio hemos aislado varias manoproteinas de pared celular capaces
de unirse a osmotina inmovilizada en columna. Una de ellas ha sido identificada
como CWPI.

Todos estos dalos sugieren un modelo en el que ¢l grupo tostato de las
manoproteinas de pared celular actuan como receptor de fa osmotina.

Fxoste una coreelacion entre Ja existencia de grupo fosfato en la pured celular y
sensibilidad a osmotina entre varios hongos y levaduras que llevan a “pensar que el
modelo propuesto pueda ser zeneral entre hongos v no especifico de S. cerevisiue. El
echo de que las manoproleinas de pared celular estén implicadas en los procesos de
adhesion de patdgenos humanos y fitopatdgenos a los tejidos que invaden. hacen de
este residuo una posible diana para el diseno de nuevos antiflingicos.



AISLAMIENTO Y LOCALIZACION GENETICA DE SECUENCIAS DE AVENA
ANALOGAS A GENES DE RESISTENCIA A PATOGENOS

M. L. Irigoyen, Y. Loarce, A. Fominaya, E. Ferrer

Departamento de Biologia Celular y Genética, Universidad de Alcald, Campus
Universitario. 28871 Alcald de Henares, Madrid

La identificacion de motivos conservados en las secuencias de diferentes genes de
plantas que determinan resistencia a patégenos (genes R) ha sido utilizada para disenar
cebadores especificos y. mediante reacciones de PCR. amplificar secuencias genomicas
de avena. Los motivos conservados seleccionados fueron cuatro correspondientes a las
regiones P-loop, Kinase-2. GLPLAC, y MDH. Se sintetizaron 15 cebadores que fueron
utilizados en pares en un total de 478 combinaciones. Se seleccionaron 10 productos de
amplificacion de los tamafios esperados comprendidos entre 500 y 1000 pb. Estos
productos fueron clonados y caracterizados por sus patrones de restriccion. Se
secuenciaron 37 clones que presentaron distintos patrones de restriccion y de ellos 12
mostraron secuencias con un alto grado de similaridad a genes de resistencia conocidos.
Fueron. por tanto, identificados como secuencias andlogas a genes de resistencia
(RGA). Las localizaciones gendmicas de los RGAs fueron determinadas mediante
RFLPs v por ligamiento genético a otros marcadores moleculares utilizando una
poblacién de 70 lineas recombinantes procedentes del cruzamiento Avena byzantina
‘Kanota” x A. sariva *Ogle’. Las secuencias RGA identificaron genes de copia tnica y
de bajo nimero de copias. La comparacién entre localizaciones gendmicas de las
secuencias RGA y genes R de avena permite extraer conclusiones acerca de la
clasificacion de las secuencias RGA como posibles genes candidatos R y su utilizacién
como marcadores de los mismos.



CARACTERIZACION DE LA SERIE MONQSOMICA SUNU DE AVENA SATIVA
MEDIANTE HIBRIDACION IN SITU CON SECUENCIAS DE ADN REPETIDO

M. L. Irigoven. C. Linares. E. Ferrer, A. Fominava

Departamento de Biologin Celular 'y Genética, Umversidad de  Alcald. Campus
Universitario. 28871 Alcald de Henares, Madrid.

La disponibilidad de dos secuencias satélites. Asl20a y Aml especificas de los
genomios Ay C respectivamente. y su aplicacion en hibridacion in situ a células
meidticas en metafase |y ¢élulas somaticas, ha permitido la asignacién gendmica de los
dieciocho términos monosdmicos constituyentes de la serie Sunll de A. sativa (2n=42,
AACCDD). Las secuencias se utilizaron en combinacion con secuencias ribosomales
(NOR y 38) para una mejor caracterizacion de los términos.

El carionpo de hibridacidn in situ del cultivar Sunll se compard con los descritos
previamente en el cultivar Extra Klock de A, sarive y Kanota de A. bvzantina. y se
wtilizd parie identificar cada término de la serie. Los resultados demuestran @ (1)
presencia de algunos términos duplicados: (2) existencia de los 7 términos del genomio
A1 (3) ausencia de 3 términos del genomio D y S términos del genomio C; (4) existencia
de translocaciones intergendmicas ¢ identificacion de los cromosomas implicados. La
discusion se centrien el origen de las translocaciones identificadas en comparacién con
fas detectadas en los cultivares previamente caracterizados.



NUEVAS HERRAMIENTAS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DEL HONGO
ZIGOMICETO MUCOR CIRCINELLOIDES
E.A. Iturriaga, T. Papp, A. Velayos, y A.P. Eslava®
Area de Genética, Departamento de Microbiologia y Genética.
* Centro Hispano-Luso de Investigaciones Agrarias (CIALE)
Universidad de Salamanca. Edificio Departamental, Avda. Campo Charro s/n. 37007
Salamanca.

Distintas especies del género Mucor, hongo perteneciente a la clase de los
zigomicetos. son el objeto de estudio en numerosas dreas de investigacién biolégica.
tanto basjca como aplicada. El dimorfismo. la produccién de enzimas extracelulares de
interés comercial, o mds recientemente la biosintesis de carotenoides, son algunas de las
areas de interés. El desarrollo de téenicas moleculares en Mucor circinelloides fue
posible en un primer momento gracias a la puesta a punto de un sistema de
transformacion basado en la formacién de protoplastos. Con posterioridad se han
desarrollado también métodos biolisticos de transformacién. El sistema estd basado en la
complementacién de mutantes auxdtrofos. ya que no se conocen marcadores
dominantes. En general, los plasmidos se replican auténomamente en el genoma. pero es
también posible la integracion.

Nuestro grupo estd interesado en el desarrollo de vectores de expresion que
permitan el estudio de la funcion de algunos genes clonados. Una aproximacion para el
desarrollo de este tipo de vectores es la utihizacién de promotores regulados por fuente
de carbono. Para ello, hemos aislade el gen gall. codificador de la enzima
galactokinasa, la primera enzima de la degradacién de galactosa. La expresion de este
gen es nula cuando M. circinelloides crece en glucosa, y se incrementa mas de 1000
veces en presencia de galactosa. El promotor de este gen podrd ser utilizado para
estudios de expresion en este organismo. Por ofra parte estamos desarrollando un
sistema de mutagénesis dirigida por transposones, utilizando el promotor del gen gal/!
asociado al transposén Tel de Caenorhabditis elegans. una de cuyas caracteristicas es la
de transponerse independientemente de factores del huésped. en organismos que se
encuentran alejados filogenéticamente. La utilizacion del promotor de gall nos
permitird controlar el movimiento del transposon, mediante el crecimiento en medios
con glucosa o galactosa, para el aislamiento de mutantes, vy la posterior identificacién
del gen alterado.

136



DESARROLLO DE LOS OVOTESTES EN LAS HEMBRAS FERTILES DEL TOPO
Tlpa vccidenialis. IMPLICACIONES GENETICAS

Rafael Jiménez Medina, Francisco Barrionuevo Jiménez, Federico Zurita
Martinez y Miguel Burgos Poyatos

Departamento de Genética. Fucultad de Ciencias. Universidad de Granada. 1807)
Granada.

La diterenciacién sexual de los mamiferos depende de la presencia o no del gen
determinante testicular SRY. localizado en el cromosoma Y. Consecuentemente.  se
considera que existe reversién sexual cuando un individuo XX presentu te)ido lesticular,
o cuando uno XY desarrolla tejido ovirico. Las hembras del topo ibérico Talpa
occidentalis representan un cuso amco de reversion sexual XX. yu que todas clias
poseen ovotestes con una porcion de tejido testicular disgenésico.

En esta comunicacidn presentamos los resultados de nuestro estudio xobre el
desarrollo de estos organos. Lntre ellos podemos destacar los siguientes. en relacién con
el origen onlogenético del tejido testicular de tales ovotestes: 1) El primordio gonadal
indiferenciado de las hembras de topo inicia un desarrollo con  caracteristicas
testiculares, que coincide en el tiempo con el de Jos testiculos de los machos. Esto se
traduce en la {ormacidon de cordones medulares que son separados por mesénguima
mesonéfrico: 2) Las células germinales desaparecen rapidamente y casi por completo de
esta reeion medular: 3) Esta situacion se prolonga durante rodo cl desarrollo prenatal. en
el que s6lo tiene lugar un considerable crecimiento de las regiones cortical y medular de
la gonada femenina: 4) Coincidiendo con el nacimiento, los cordones medulares
comienzan a fragmentarse y se nicia el desarrollo testicular de Ta regidn medular: 5)
Cuatro dias tras el nacimiento. comienza el desarrollo ovdrico con la entrada en meiosis
de lus células perminales de la region cortical: 6) La foliculogénesis se inicia unas dos
semanas después v termina coincidiendo con el destete. alrededor de Jos 30 dias tras el
nacimiento; 7) lin este tiempo, el tejido testicular ya produce allos niveles de
testosterona.

El desarrollo gonadal de Tas hembras de topo presenta, por lanto. unas caracteristicas
yue lo hacen dnico entre los mamiferos. El extraordinario retraso en el inicio del
desarrollo ovdrico y la pérdida de Jas c¢élulas perminales primordiales de la regién
medular. junto con el patron de expresién de genes tales como DAX 1y SOX9 (ver el
resto de nuestras comunicaciones). probablemente centren el origen de esta reversion
sexual.
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CARACTERIZACION GENETICA Y MOLECULAR DE THOLI.
S.Jimeno y A. Aguilera
Departamento de Genética. Universidad de Sevilla, 41012 SEVILLA

El fendmeno de recombinacion asociada a transcripeion ha sido descrito
en todos los organismos, desde bacterias hasta mamiferos. Nosotros
hemos demostrado que la delecién de los genes HPR1, THO2, MFTI1. THP! v
THP2 dan lugar a un fenotipo de hiperrecombinacién asociada a
transcripeion en Saccharomyces cereviviae.

THO! fue identificado como supresor por sobreexpresion de la
incapacidad de transcibir a través del lacZ del mutante hprl. pero al
contrario de otros supresores, la delecion de este gen no muestra
fenotipos ni de transcipcién ni de hiperrecombinacién.

Aqui mostramos, por medio de una fusién GFP-THOI. que THOI esuna
proteina de localizacion nuclear. Ademds hemos purificado una versién
recombinante de la proteina y con ella hemos realizado ensayos in vitro
que relacionan a THOI con ciertos aspectos del metabolismo del RNA.
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ADITIVIDAD Y SINERGIA ENTRE LOS GENES INCURVATA DE Arabidopsis

thalianu

Sara Jover Gil, Pedro Robles. Héctor Candela y José Luis Micol
Division de Genética e Instituto de Bioingenieria. Universidad Mjeuel Hernidndez.
Campus de Elche. 03202 Elche. Alicante.

La hoja de drabidopsis thaliana es una estructura fundamentalmente plana, cuyo
tamano y forma finales son el resultado de la division y la expansion de sus ¢élulas. E)
crecimiento de los dominios dorsal y ventral de la hoja. cuyas superficies son similares.
debe estar coordinado por medio de algtin mecanismo que se desconoce. cuya
perturbacion podria causar la curvatura del organo hacia el haz o el envés. Hemos
obtenido y estamos analizando genéticamente mutantes que se caracterizan por la
curvatura del limbo de sus hojas hacia el haz. fenotipo al que hemos denominado
Incurvata (lcu).

El andlisis de complementacion de las estirpes icne nos ha permitido establecer la
existencia de 14 genes /CU. dos de los cuales, CURLY LEAF (CLF) y HASTY (HST),
han sido descritos por otros autores. Hemos obtenido todas las posibles combinaciones
genéticas dobles entre alelos mutantes de 10 genes /CU. Manifestaron aditividad
fenolipica todos los dobles mutantes en los que participan las mutaciones icud. icib ¢
icu7, lo que indica que las funciones de ICUS. ICU6 e ICU7 son independientes. entre
sLy con respecto a los otros siete genes. Se observé sinergia en muchos de los restantes
dobles murantes. lo que sugiere la existencia de interacciones. que estamos analizando.
entre los aenes CLF. ICU2. HST. ICU4. ICUS. ICU9 ¢ ICU]S.
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PAPEL DE LA RECOMBINACION INTRAGENICA EN LA GENERACION DE
VARIACION EN LOCI DRB DEL COMPLEJO PRINCIPAL DE
HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC) EN RUMIANTES.

B.M. Jugo y A. Ortuondo

Animali Biologia eta Genetika Saila. Euskal Herriko Unibertsitatea/Universidad del
Pais Vasco

El complejo principal de histocompatibilidad (MHC) es una regién gendmica que juega
un importante papel en la regulacién de la respuesta inmune.Una caracteristica
remarcable de los genes localizados en el MHC es su extremado grado de polimorfismo
genético. La frecuente aparicion de motivos pelimdrficos compartidos por diferentes
alelos de un mismo locus del MHC, causante de un patrén en mosaico. ha estimulado a
muchos autores a proponer que el intercambio de cortos motivos de secuencia ha
contribuido a la generacion de diversidad en el MHC. Es posible que el mecanismo
molecular de este proceso esté basado en eventos de recombinacion no reciproca o
conversién génica. Asi, el patrén del polimortismo en los genes altamente polimérficos
del MHC resulta muy complicado. siendo reflejo de la interaccidn entre seleccién,
deriva y conversion génica.

Con el fin de determinar el papel relativo de la conversion génica en la generacion de
variacion del MHC ovino. hemos analizado el patrén del polimortismo del segundo
exdn de loci MHC-DRB de varias especies de rumiantes mediante andlisis de
secuencias de ADN, bien secuenciadas por nosotros bien recopiladas de las bases de
datos moleculares.

Nos proponemos aplicar varios algoritmos que permitan detectar segmentos en los que
se hayan producido fendmenos de conversion génica. En una primera aproximacidn, se
ha utilizado el programa PLATO (Grassly vy Rambaud, 1998), que utiliza un método
estadistico que identifica aquellas regiones de secuencias moleculares que no parecen
evolucionar de igual forma a los modelos de probabilidad maxima global. En las 65
secuencias de ovino analizadas, se han detectado 5 segmentos con evolucién andmala.
Estos segmentos han sido también detectados en otras especies de artioddctilos (77
secuencias analizadas) y varios de ellos se mantienen atn cuando se eliminan los
codones de los lugares de unién al péptido.

Teniendo en cuenta que los valores mds significativos corresponden a los dos
segmentos de la hélice oy que esta regidn es particularmente propensa a procesos de
recombinacién. los resultados de este estudio parecen indicar que la recombinacion
intragénica es un factor importante en la creacion de variabilidad en el gen DRB del
MHC ovino.
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CARTOGRAFIADO DE CARACTERES CUANTITATIVOS EN EL BASIDIO-
MICETO COMESTIBLE Pleurotus osirealus

L. Larraya, E. Idareta, D. Arana, A.G. Pisabarro y L. Ramirez

Depto. de Produccién Agraria. Umv. Piblica de Navarra, 31006 Pamplona

Plewronis ostreatus es un basidiomiceto comestible de wamplia distribucion
mundial. La produccion incrementa cada afio y en paises como Espafa e ltalia ha
alcanzado el segundo lugar en volumen de produccién en el mercado de hongos
comestibles.

P, osireatus presenta un sistema de apareamiento heterotdlico que facilita la
realizacion de cruzamientos entre diferentes cepas. Sin embargo, existen en ¢l mercado
un numero muy reducido de cepas comerciales, Las cepas dicariticas producen los
cuerpos fructiferos (setas comercializables) y  gencran progenics monocaridlicas
(haploides) incapaces de fructificar. Mediante cruzamientos entre monocariontes
compatibles se restaura la condicion dicariotica.

En nuestro laboratorio estamos interesados en el cartografiado de caracteres
cuantitativos de interés comercial para poder realizar una seleccién asistida por
marcadores a nivel monocariético. pudiendo de este modo realizar los cruzamientos
entre cepas de una forma dirigida. En este sentido, hemos estudiado el cardcter
velocidad de crecimiento del micelio vegetativo, que estd directamente relacionado con
la capacidad de colonizacion del substrato. E] andlisis se ha realizado tanto a nivel
monocaridtico como dicaridtico. y en dos substratos diferentes, un medio artificial
basado en extracto de malta y un substrato de paja similar al del cultivo comercial. E)
andlisis de dicho experimento permitid la localizacidn de varios QTLs en ¢l mapa de
ligamiento obtenido previamente en nuestro laboratorio. Se ha encontrado una alta
correlacion entre los QTLs de micelios mono y dicaridticos. y una correlacién media y
negativa entre los correspondientes a la velocidad de crecimiento en los dos substratos
ensayados.
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ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL  DE  Myfilus  galloprovincialis.
DIFERENCIAS EN LA EXPRESION PROTEICA ENTRE MEJILLONES
INTERMAREALES Y MEJILLONES DE CULTIVO.

J.L.Lépez', E. Mosquera', J. Fuentes’, A. Marina’, J. Vizquez' and G. Alvarez'

1 Departamento de Biologia Fundamental, Facultad de Biologia. Universidad de
Santiago de Compostela. 15782 Santiago de Compostela, Espana.
2 Centro de Investigaciones Marifias, Conselleria de Pesca, Xunta de Galicia,

Pontevedra, Espana.
Centro de Biologfa Molecular Severo Ochoa, CSIC Universidad Auténoma de
Madrid, 28049, Espaiia.

[#5]

La electroforesis bidimensional de alta resolucion (2-DE) es un método nico para la
caracterizacion proteica a gran escala y es una poderosa herramienta en el estudio de la
expresién génica a nivel proteico. En este trabajo, se establecieron las condiciones
experimentales para resolver las proteinas de pie de Myrilus galloprovincialis. El
andlisis se realizo utilizando mejillones de cultivo e intermareales y usando el programa
Melanie-3 de andlisis de datos. Esta poderosa herramienta nos permitié visualizar de un
modo reproducible un total de 750 especies proteicas expresadas en el pie de Myrilus.
La intensidad de 92 especies proteicas previamente seleccionadas se comparé entre
ambas poblaciones de mejillones, y se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en el 48.9% de las proteinas analizadas. En 31 de estas proteinas, la
intensidad fue mds alta en la poblacién de cultivo que en la poblacién intermareal,
mientras que en 14 proteinas se¢ detectd lo contrario. Se analizaron las proteinas con los
seis cambios mas acusados mediante espectrometria de masas (MS) y programas de
bisqueda de secuencias en las bases de datos. Uno de los cambios se identificd como la
heat shock protein 70, y otros dos como proteinas citoesqueléticas, la miosina y la
actina. La heat shock protein 70, involucrada en el transporte celular, que actia como
una chaperonina y asociada a situaciones de estrés, se expresé mas en mejillones de
roca que viven en la zona intermareal que en mejillones cultivados. Estos resultados se
relacionan con los cambios moleculares relacionados con la adaptacidn de los moluscos
a diferentes condiciones ecoldgicas.



CLONACION Y CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GEN DE LA A6-
DLSATURASA DE Echium
Lopez Alonso, D.. Garrido. J.A.. Vilches. M., Rodriguez Ruiz, J. y Garcia Maroto,
F.
Grupo de Bioteenologia de Productos Naturales (CVI-722), Universidad de Almerfa,
Esparnia

El dcido y-linolénico (GLA) es un dcido gruso poliinsaturado (18:3A6.9.12) de creciente
interés por su implicacién en salud humana. EI GLA se encuentra de forma natural en
las semillas de ciertas familias de plantas. entre las que destacan las boragindceas. Este
compuesto es sintctizado a purtir del dcido linoleico (18:2A9.12) mediante la
introduccion de un doble enlace adicional en posicidn A6, reaccion catalizada por una
Ab-desaturasa especifica. Aqui presentamos Ja clonacion del gen que codifica la AG-
desaturasa a partir de dos especies de Echium (Boraginaceae). El gen se encuentra en
una sola copia en el genoma y carece de intrones. El andlisis filogenético separa
claramente de un lado. las A6-desaturasas de Echitm y Borago officinalis. v de otro las
A8-desaturasas. con las que estdn filogenéticamente muy relacionadas. lo que indica que
los genes de Echiwm codifican efectivamente AG-desaturasas. El andlisis de la expresion
del gen en plantas de Echinm muestra que los niveles de expresion en los distintos
tejidos se correlacionan con los correspondientes a la sintesis de GLA. su producto
metabdlico. Asimismo. se ha conseguido aislar. mediante PCR inversa, un fragmento de
1.2 Kb correspondiente a la regidn 5 reguladora del gen. Actualmente llevamos a cabo
la caracterizacion funcional del gen mediante expresion heteréloga en diversos sistemas,
asi como el andlisis del promotor mediante fusién transcripcional con GUS. El objetivo
iltimo es sentar las bases para la obtencién. mediante modificacion genética. de
especies oleaginosas capaces de producir GLA.



UN SISTEMA DE DOS COMPONTES REGULA EL OPERON DE
RESISTENCIA A Ni** EN LA CIANOBACTERIA Synechocystis sp.
PCC 6803.

Luis Lopez-Maury, Mario Garcia-Dominguez, Francisco J. Florencio
, Jose C. Reyes.

Instituto de Bioguimica Vegetal v Fotosintesis. Universidad de Sevilla-
C.S.I.C. Av. Americo Vespucio s/n. 41092 Sevilla.

El Ni¥", Co™ y Zn™ son necesarios para la actividad catalitica de muchas
enzimas redox. debido a su elevada densidad de carga que permite la
polarizacion de los sustratos. Sin embargo por encima de ciertos
umbrales se convierten en compuestos altamente téxicos puesto que
inhiben procesos esenciales para la vida como son la respiracion o la
fotosintesis. En la cianobacteria Synechoeystis sp. PCC 6803 existe una
agrupacién génica implicada en la resistencia a Ni*, Co™ y Zn™ que esta
formada por 11 pautas abiertas de lectura organizadas en seis unidades
trancripcionales.

El sistema de resistencia a Ni~™ esta compuesto por 4 pautas abiertas de
lectura (nrsBACD) que codifican para proteinas capaces de transportar
hacia el exterior el Ni'" cuando se alcanzan niveles téxicos en el citosol,
Estos genes estin formando una sola unidad transcripcional cuya
expresion es inducida por la presencia de Ni'™ en el medio.

A 138 p.b. y en orientacion opuesta se encuentra un sistema de dos
componentes formado por los genes arsR y nrsS  que regulan la
expresién del operén de resistencia a Ni”". El gen nrsS codifica para una
proteina que presenta homologia con las quinasas de histidina tipicas de
estos sistemas. NrsS contiene en su extremo aminoterminal un dominio
con homologia a las CoM reductasas, enzimas capaces de unir Ni'~ en su
centro activo, lo que sugiere gue este podria ser el dominio sensor del
sistema. EI gen nssR codifica para una proteina que presenta homologfa
con los factores transcripcionales de la familia PhoB/OmpR que
requieren ser fosforilados por las quinasas de histidinas para unirse al
DNA. Mutantes en estos genes son mds sensibles a la presencia de Ni~°
en el medio debido a que no expresan el operdn nrs.

1-M. Garcia-Dominguer et al.(2000) f. Bacteriol. 182:1507-1514.
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ANALISIS FUNCIONAL/ DE ¢rg4. UN REGULADOR NEGATIVO DE
LA FOTOCAROTENOGENESIS EN Mucor circinelloides

Lorca-Pascual, J.M., Torres-Martinez, S. y Ruiz-Vazquez, R.

Departamento  de Genética y Microbiologia. Facultad de Biologia.
Universidad de Murcia

Mucor circinelloides vesponde a la iluminacién con luz azul activando la
biosintesis de carotenos. El gen crgA (carotenogenesis regulatory gene) estd
implicado en la regulacion de la carotenogénesis por la luz. Estirpes
mutantes en las que se ha climinado e) gen crgd mediante reemplazamiento
génico. acumulan grandes cantidades de carotenos. tanto en oscuridad como
en la luz. La introduccion del alelo ¢rgd silvestre en los mutantes nulos
restaura el fenotipo silvestre para la carotenogénesis. confirmando que ¢l
comportamiento de los mutantes es debido exclusivamente a la ausencia de
crgA4. Estos datos sugieren que ¢rg.{ actda como regulador negativo en la
fotoinduccién de la carotenogénesis. El alto nivel de acumulacién de
carotenos mostrado por Jos mutantes nulos para crgd estd directamente
correlacionado con un aumento de la expresion de los  genes
carotenogénicos  estructurales.  indicando  que ¢rgd  regula  la
carotenogénesis. al menos. a nivel transcripcional.

La secuencia de aminodcidos deducida del gen ¢rgA presenta varios motivos
estructurales comunes a otras proteinas reguladoras, entre ellos. un dominio
RING-finger. un posible sitio de localizacién nuclear y un dominio de
isoprenilacion. Mediante mutagénesis dirigida con oligonucleétidos. se han
obtenido alelos mutantes de crgA afectados en residuos conservados dentro
de cuda uno de estos dominios. Plasmidos portadores de estas versiones
mutanles de ¢rgAd se han utilizado para transformar mutantes nulos para
crg-l. El andlisis de los transformantes obtenidos permite concluir que el
dominio RING-finger ox esencial para la funcién de la proteina CrgA en la
regulacion de la carotenogénesis. Recientemente se ha descrito que las
proteinax RING-finger estdn implicadas en el proceso de ubiquitinacién que
marca las proleinas para su degradacion por el proteosoma. actvando como
ligasas de ubiquitina que reconocen sustratus especificos. La identificacidn
de proteinas de M. circinelloides que interaccionan con CrgA permitird
dilucidar los mecanismos moleculares implicadus en la regujacién por fa luz
de la expresidn génica.
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CLONACI’(')N DE UNA SECUENCIA REPETITIVA INTERDISPERSA EN EL
ADN SATELITE DE Messor bouvieri ( HY MENOPTERA, FORMICIDAE).

T. Palomeque, J.A. Carrillo ¥y P. Lorite.
Area de Genética, Dept. Biologfa Experimental. Universidad de Jaén. 2307] Jaén. E-
mail: tpalome @ujaen.es

El ADN satélite de  Messor bouvieri esta formado por mondémeros de 79 ph. v
de acuerdo con estudios anteriores, la misma familia de ADN repetitivo estd presente en
otras especies del genero. Nuevos estudios. encaminados a dilucidar las posibles causas
de la baja variabilidad intra e inter especifica observada. han puesto de manifiesto la
existencia de 6 clones con secuencias de 23-25 pb en su comienzo (2) o en su final (4)
que no guardaban ninguna similitud con el ADN satélite. Sin embargo, existe similitud
entre las mismas ya que. las que situadas al principio son inversas y complementarias
respecto a las que se encuentran situadas al final de Jos clones. A partir de estas
secuencias se disenaron cebadores con la finalidad de amplificar la secuencia completa
de ADN que interrumpia el ADN satélite.

La PCR, origind la formacién de numerosas bandas. siendo las mds prominentes
las de 0.5. 1.3, 2 y 3 kb. Se han secuenciado las de 0.5 y 1.3 kb. La secuenciacion de las
primieros, determind que estdn formados por dos secuencias laterales de 128 pb, con una
alta similitud (90%). y palindronomicos (73%). La zona interna esta formada por ADN
satélite (3 mondmeros completos). Este resultado sugiere que las secuencias de 128 pb
estdn dispersas por el ADN satélite de esta especie. interrumpiéndolo en zonas con la
misma secuencia.

La secuenciacion de los clones de 1.3 kb demostré que no contienen ADN
satélite. Sin embargo. su comparacién con la secuencia de 128 pb, parece indicar que el
fragmento de [.3 kb, es el resultado de la integracion de una secuencia
aproximadamente de una kb en el interior de las secuencias de 128 pb. La zona donde se
produce esta integracidén presenta una secuencia palindronémica de ocho nucledtidos
(AACATGTT). Aungue los resultados son preliminares, parecen sugerir que se trata de
un elemento transponible ya que no esta insertado en todas las secuencias de 128 ph.
Futuros estudios nos permitirdn determinar su naturaleza y su posible papel en la
evolucion del genoma de hormigas.



AISLAMIENTO DE GENES IMPLICADOS EN LA PATOGENESIS DE FUSARIUM
OXYSPORUM MEDIANTE MUTAGENISIS POR INSERCION Y TAIL-PCR

Marta P. Madrid, Antonio Di Pietro y M. Isabel G. Roncero

Departamento de Genética. Facultad de Ciencias. Universidad de Cirdoba. 14071-
Cardoba. Espaia

Fusarium oxvsporum ¢s la especie de mayor importancia agronomica dentro del género
Fusarium. uno de los grupos de hongos mis relevantes economicamente. capaz de
parasitar mds de cien especies botdnicas. La identificacion de genes implicados en el
mecanismo de patogénesis se puede abordar mediante el aislamiento de mutantes del
hongo que manifiesten un comportamicnto patotipico alterado y la posterior
caracterizacion del gen responsable de ese cambio. Este enfoque puede realizarse
mediante la integracién aleatoria de un vector de transformacién que provoque la
inactivacion de genes responsables del cambio patotipico. El vector de transformacion
utilizado y las secuencias gendmicas flanqueantes pueden rescatarse del transformante y
caracterizar de esa manera el gen interrumpido responsable de cambio en ¢! parén de
vitulencia del hongo. En nuestro grupo se ha obtenido un amplio ntimero de
transformantes de F. oxvsporum portadores del marcador de resistencia a higromicina
B. cuya expresion delataba la entrada y mantenimiento del DNA exdgeno. Se determind
el patotipo de ciento cincuenta transformantes utilizando un ensayo en camaras de
cultivo y se identificé un transtormante no patogeno. Mediante TAIL (Thermal
Asymmetric InterLaced) - PCR se aislaron las secuencias flunqueantes al vector
integrado, resultando ser un gen responsable de una quitinsintasa de clase V. Se estd
llevando a cabo la caracterizacion de dicho gen. Este ¢s el primer gen pertencciente a
esta clase de quiinsintusa que se descubre en F.ooxysporm.
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DETERMINACION ~ DE  LAS  SECUENCIAS  SUBTELOMERICAS
PRESENTES EN NEOCENTROMEROS DE CENTENO

S. Manzanero y M.J. Puertas
Departamento de Genética. Facultad de Biologia. Universidad Complutense,
28040 Madrid

La actividad neocéntrica en plantas consiste en que ciertas regiones cromosdmicas
fuera del centrémero actian de modo semejante a éstos, dirigiéndose hacia los
polos en anafase [ y II de la meiosis.

Hemos encontrado neocentromeros en una variedad de polinizacion libre de
centeno. que son heredables aunque muestran una intensidad variable entre células
y entre individuos. En este trabajo se muestran los resultados de distintas técnicas
con objeto de caracterizar las regiones con actividad neocéntrica.

Las bandas C han mostrado que todos los cromosomas del complemento son
potencialmente capaces de formar neocentrémeros. Ademds. las regiones de
heterocromatina telomérica estan relacionadas con la actividad neocéntrica, pues
casi siempre los neocentrémeros estan en los brazos cromosomicos con banda C.
Solo el 1% de los brazos cromosémicos sin banda forman neocentrémeros en
anafase I y el 153% en metafase I1.

Asimismo. los neocentrémeros resultaron ser positivos a la tincién de proteinas
argent6filas. Nunca se observé actividad neocéntrica en los extremos de brazos
cromosémicos negativos a la tincién con plata.

Se ha encontrado evidencia directa de la unién de microtibulos a los
neocentrémeros mediante inmunolocalizacién con el anticuerpo anti-o-tubulina.
aunque la frecuencia con la que ésto sucede es dificil de determinar. También se
ha realizado inmunolocalizacién con el anticuerpo MPM2, que localiza
fosfoprotefnas. y por tanto marca los cinetocoros. pero en éste caso no se encontro
sefial en los neocentrémeros.

Por tdltimo. se llevé a cabo FISH para determinar las secuencias de DNA que
estan implicadas en la actividad neocéntrica, encontrandose que las secuencias
repetidas subteloméricas pSc34. pSc74 y pSc200 se observan muy estiradas hacia
los polos en los cromosomas con actividad necéntrica, mientras que la secuencia
telomeérica de Arabidopsis, secuencias centroméricas de plantas y otras secuencias
subteloméricas de centeno como la pScli9.2 no produce sefial en el
neocentromero.
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CODON USAGE OF GROUP 11 INTRON ORFS

A. Marin, G. Gutiérrez & S. ZimmerlyI
Departamento de Genética, Universidad de Sevilla.
" Department of Biological Sciences. University of Calgary. Canada

Group 11 introns are self-splicing RNAs that are believed to have been ancestors of
nuclear pre-mRNA inuons. They are present in some genomes of mitochondria.
chloroplast and bacteria. and some of them are also active retroelements due 10 a reverse
transcriptase which is encoded within the intron.

The evolutionary relationships among G-Il introns are complicated because they can be
mherited horizontally as well as verncally. Horizontal transfer 1s suggested by an
ydiosyncratic distribution of introns among species and strains. and also by the
observation that related introns are sometimes found in scemingly less related host
genes or host organisms. In our poster we compare the compositional characteristics
(G+C content and synonymous codon choices) of the intron encoded protein ORFs
(IEP-ORFs) to that of the hosting gene or genome.

The DNA base composition is under the effects of mutation and functional selective
constraints. It could be assumed that both. the intron and the hosting gene, are subjected
to the same mutation pressure since they are replicated. repaired and transcribed by the
same machinery with the same fiming and the same rate. Likewise. the RNA of both
hosting gene and IEP is translated in the same environment under the same constraints.
Thus. this system provides an interesting opportunity to follow the evolution of putative
horizontally transferred DNA: After the transfer event. the evolution of the G-Il iniron
DNA should occur in parallel with the hosting native DNA and. in the long run. it is
expected that the donor compositional vestiges will disappear. as the foreign DNA i
ameliorated by the local processes.

Our results show that there is a broad varjation in the base composition among 1EP-
ORFs which parailels, at both synonymous and replacement sites. that of their hosting
genes or genomes, this suggesting that the composition of IEP-ORFs have been
ameliorated in their present locution. However. the synonymous codon choices do differ
between 1EP-ORFs and hosting genes. and this micht be interpreled as vestiges of
original genome signatures not yet erased by the local constraints.



PRIMEROS RESULTADOS SOBRE LA DISTRIBUCION DE GENOTIPOS DEL
GEN PrP EN LAS RAZAS OVINAS RASA ARAGONESA Y RASA NAVARRA.

Martin-Burriel, 1.%; Acin, C.# Rodellar, C.*; Monleén, E.#: Badiola, J.J.#;
Zaragoza, P.*

* Laboratorio de Genética Bioquimica y Grupos Sanguineos. Facultad de Veterinaria.
Universidad de Zaragoza.

# Centro Nacional de Referencia de Encefalopatias Espongiformes Transmisibles.

En la Encefalopatia Espongiforme Transmisible (EET) que afecta al ganado ovino y
caprino (scrapie) el genotipo del gen PrP parece ser el factor principal asociado a la
incidencia y al periodo de incubacién de la enfermedad. El genotipo del amimal,
principalmente el de los codones 136. 154 v 171. nos indica el riesgo a padecer esta
enfermedad. Por ello la propia UE recomienda su introduccién como un valor mas en
los indices de seleccién del ganado, de forma que los programas de mejora pueden
servir para luchar contra [a enfermedad.

En el trabajo que presentamos se han analizado 93 individuos pertenecientes a las razas
Rasa Aragonesa y Rasa Navarra. Las muestras correspondientes a esta tltima poblacion
pertenecian a un rebafio en el que. previamente a este estudio, se habian detectado
animales positivos para scrapie. De los animales que presentaban la sintomatologia de la
enfermedad se tomé, ademds de sangre para el genotipado de PrP, médula oblonga
(obex) para realizar el diagndstice de scrapie mediante inmunohistoquimica.

El genotipado de los codones 136 y 154 se realizé mediante amplificacién por PCR de
un fragmento de 362 pb que contiene ambos codones y posterior digestion con la
enzima de restriccion BspHI. De esta manera podemos diferenciar los alelos V y H de
los codones 136 y 154, respectivamente. Para el testaje del codon 171 se llevé a cabo
con una amplificacion alelo-especifica y posterior digestién con las enzimas Bsll y Acel
para identificar los alelos R y Q respectivamente.

Tras los andlisis inmunohistoquimicos, ningtin animal resulté positivo para scrapie. Una
vez realizado el genotipado, se calcularon las frecuencias alélicas para cada codén y las
frecuencias haplotipicas en cada una de las poblaciones analizadas.
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SISTER CHROMATID EXCHANGL:S: A ROLE FOR TOPOISOMI:RASES?
Santiago Matcos™, Inmaculada Dominguez, Nuria Pastor, Felipe Cortés

Department of Cell Biology. Fuculty of Biology. University of Sevilla. Avda.
Reina Mercedes 6. 41012 Sevilla, Spain

The role of 1opoisomerases in fundamental processes involving DNA
metabolism has been shown (o outpace by far the initial expectations. [ is well
known that DNA topoisomerases are involved in relaxation of chromalin to
relicve tension durimg DNA replication and transcription. as well as for
recombinationul processes and chromosomal segregation and condensation.
Howuever, the possible role of these enzymes in other hological processes is still
a matter of discussion. Sister chromaud exchange (SCLY) is the cytological
manifestation of double-strand breakage of sister chromatids. al supposedly the
same locus, and exchange and rejoining of the subunits . This recombinational
process. that can take place spontancously to some extent but is highly sensitve
to base damage in DNA. occurs through an as yet unknown molecular
mechanism.  though some favoured models have proposed the possible
participation of DNA rtopoisomerase Il in the molecular mechanism of SCEs.

In order to clarily the role of this enzyme. if any. in such recombinational
event, CHO parental AAS8 and mutant EM9 cells. which shows and exuemely
high basebne frequency of SCE. have been treated with different doses of the
non-poisoning topoisomerase inhibitors ICRF-193. a bisdioxopiperazine and
bufalin. The frequencies of SCEs after the treatments have been determined and
the inhibitory effect of these compounds has been assessed by DNA gel
electrophoresis using a {opoisomerase 1l activity assay. The results indicate that
ICRE-193 und bufalin effectively inhibit topo 11 activity in AA8 and EM9Y cell
lines. ICRF-193 mduced a moderate increase in the frequency of SCEs in both
(typues ol cells. while bufalin did not modity the fevel of SCEs in any of them.
The results are discussed taking into account the apparently unlike mechanisms
of inhibition of topoisomerase 1l by ICRF-193 and bufalin.

Keywords: SCEs: Topoisomerase IT; ICRF-193: Bufalin
#ematcos@cica.es



OBTENCION DE MUTANTES EN ASHBYA GOSSYPH POR TRANSPOSICION

L. Mateos, J. L. Revuelta y M. A. Santos

Departamento de Microbiologia y Genética, CSIC/Universidad de Salamanca.
37007 Salamanca. E-mail: gemail @ gugu.usal.es

El hongo hemiascomiceto A. gossypii es un organismo haploide con un
crecimiento micelial. Sus hifas cenociticas y tabicadas albergan un gran ndmero
de vacuolas en las que se acumula vitamina B, La concentracién que esta
vitamina alcanza en el interior de la vacuola es tan elevada que ademds de
conferir al micelio un color amarillo-anaranjado propio del hongo. también es
responsable de la aparicién de cristales. Esta propiedad natural ha convertido a
A. gossypii en uno de los principales organismos flavinogénicos empleado,
actualmente, por la industria para la produccion de vitamina B..

El desconocimiento o la ausencia de un ciclo sexual en Asfibva ha limitado el
desarrollo de técnicas genéticas cldsicas quedando relegado cualquier enfoque
genético a la aplicacion exclusiva de técnicas moleculares. Estas técnicas en
Ashbya consisten basicamente en la manipulacion del DNA, transferencia de
moléculas lineales e integracion de las mismas en el genoma por un proceso de
recombinacién homéloga. Haciendo uso de estas técnicas. hemos desarrollado
un método de mutagénesis que consiste en el empleo de un sistema de
transposicién in vitro. El tratamiento exhaustivo de DNA gendmico con una
transposasa y el transposén artificial kanMX4-ColE! genera una coleccion de
moléculas mutantes. Cada  molécula deriva de uno o varios sucesos de
transposicién en la que el transposon se inserta al azar en secuencias TA de un
fragmento circular de tamaro variable de DNA gendmico. La seleccion de
moléculas mutantes por transformacion en bacteria ha permitido obtener una
poblacién de clones mutantes que contine todo el genoma de Ashbva con al
menos una mutacién cada 1000 pb. La transformacién del hongo con esa
genoteca de DNA mutagenizado previamente linearizado permitird obtener
mutantes en Ashbya, seleccionar fenotipos de interés e identificar el gen o los
genes responsables de los nuevos fenotipos.



DETECCION DE MARCADORES MOLECULARES (ISSR) LIGADOS A LOS
GENES DE TOLERANCIA AL ALUMNIO EN CENTENO.

M. Matos’, M. V. Camacho’, O. Pinto-Carnide’ y C. Benito'

'Departamento de Gendtica, Facultad de Biologia. Universidad Complutense. Madrid

3 P . , . . -

“Departamento de Genética y Biotecnologia. Universidad de Tras-os-Montes ¢ Alto
Douro, Vila Real (Portugal)

El centeno es uno de los cereales mds tolerantes al aluminio. Existen al menos
tres gencs diferentes situados en los cromosomas 3R. 4R y 6R que confieren tolerancia
al aluminio. Los genes A/r] y A3 muestran una herencia mendeliana dominante y han
sido localizados en los brazos cromosdmicos 6RS y 4RL. respectivamente.

Existen varios marcadores bioquimicos (Lapl. Acol) y moleculares
(OpROJgina. OpB 15740, OpBO03¢ss y Opal8,s)) ligados al gen Al11 en el cromosoma 6R
y un marcador molecular (OpS145s) ligado al gen A//3 en el brazo 4RL. Todos estos
marcadores son RAPDs obtenidos mediante andbsis de bloques que posteriormente se
han convertido en SCARs.

En el presente trabajo hemos analizado la tolerancia al aluminio en dos F»
obtenidas entre el cultivar de centeno Ailés y la linea consanguinea de centeno
Riodeva. En una de las F la segregacion de la tolerancia al aluminio fue 3:1 (AR1-25)
y en la otra fue 15:1 (ARI-6). En esta Gltima, existen dos genes independientes de
tolerancia segregando. Mediante andlisis de bloques de plantas tolerantes v sensibles
de ambas F> hemos detectado un total de cuatro nuevos marcadores ISSR obtenidos
con los cebadores 811. 812 y 881 que se comportan como ligados a los genes de
tolerancia al aluminio. Uno de los I1SSR analizados se comporta como ligado en
ambus descendencias, indicando este resultado que uno de los genes de (olerancia que
segrega es comin en ambos cruzamientos.

En este momento. se han aislado los ISSR que se comportan como ligados, se
esldn secuenciado y se estin disenando parejas de cebadores especificos para cada uno
de ellos.



ANALISIS DE SECUENCIAS ADN SATELITE EN CINCO ESPECIES DEL
GENERO Muytilus
Méndez, J.; Rodriguez-Fariia, F.; Gonzalez-Tizon, A. & Martinez-Lage, A.
Departamento de Biologia Celular y Molecular. Universidade da Coruna, A Zuapateira
s/n. 15071 A Coruiia

Los ADN satélites son secuencias repetidas en tandem, localizadas generalmente en
regiones cromosémicas de heterocromatina constitutiva vy que muestran  gran
variabilidad en su composicién nucleotidica, frecuencia de reiteracién y distribucion.
Aungue su funcién no estd clara. se han utilizado en estudios filogenéticos. ya que
suelen mostrar una homogeneidad intraespecifica muy alta. mientras que la
variabilidad interespecifica aumenta en funcién directa con la distancia filética.

En este trabajo hemos analizado un ADN satélite en cinco especies de mejillones
pertenecientes al género Mytilus. La longitud de la unidad monomérica es de 167pb y
el contenido de A+T de alrededor del 55%. Estas secuencias constituyen
aproximadamente el 0.018% del genoma en M edulis. M. chilensis 'y M.
galloprovineialis, siendo algo mds elevada (0.11%) en M. frossulus y M
californianus. Mediante la técnica de hibridacion in sity fluorescente. hemos
observado su localizacion en regiones préximas al telémero en al menos tres pares
cromosomicos. Asi mismo, el andlisis de estas secuencias revela que las mutaciones
mds frecuentes son las sustituciones nucleotidicas, no encontrdndose agrupadas en
regiones especificas.

El cdlculo de las distancias genéticas mediante el modelo de dos pardmetros de
Kimura revela que los clones de M. californianus son los mis divergentes con respecto
al resto de especies. La aplicacion de diferentes métodos de inferencia filogenética
muestra las relaciones entre los distintos clones analizados.

Financiacion: Comision Interministerial de Ciencia y Tecnologia (FEDER, 11F97-

1293).

156



LOCALIZACION DE LOS GI'NES DE RESISTENCIA A ANTRACNOSIS EN EL
MAPA GENETICO DE Phascolny vulgaris L.

B Méndez de Vigo', C Rodriguez', A Pafieda’, P Garre. R Girdldez', JJ Ferreira’
(1) Arca de Genética. Dpto. Biologia Funcional. Universidad de Oviedo.

(2) SERIDA. 33300. Villaviciosa. Asturias

La antracnosis es una enfermedad de la judia comin (Phaseolus vulgaris L.).
producida por el hongo Colletorrichun findemuthiconm (Sace.& Magn) Scrib.. para Ja
que se han descrito hasta ahora nueve genes de resistencia (Co-/ a Co-9). la gran
mayoria dominantes.

El objetivo del presente trabajo es la localizacion de estos genes en un mapa
genético de Phaseolus vulgaris L en desarrollo. a partiv de la F2 del cruzamiento entre
las Jineas A25 (linea derivada de la variedad Andecha, perteneciente al uipo faba granja
asturiana) y A252.

La localizacion de los genes de resistencia Co-/. Co-2. Co-4 y Co-6 en los
grupos de ligamiento [H, 11J, 8F v 7A. respectivamente, se levé a cabo mediante la
utilizacion de marcadores moleculares descritos por otros autores como ligados a tales
genes.

Por otra parte, la comparacién entre isolineas y/o la aplicacion del método BSA
en generaciones avanzadas derivadas de un programa de retrocruzamientos para la
introduccién de resistencia a antracnosis en la var. Andecha (tipo faba asturiana),
permitid la identificacion de un nuevo gen de resistencia presente en una de las lineas
mejoradas (A1239) en el grupo de ligamiento IlJ, préximo al gen Co-2, y la
localizacién en el grupo de ligamiento 4B de un gen de resistencia presente en las lineas
mejoradas A1231 vy A1220). La realizacion de las correspondientes pruebas de
complementacion permitio establecer la existencia de ligamiento absoluto y/o identidad,
entre este tltimo gen y los genes de resistencia Co-3y Co-9.

Por dltimo. se ha desarrollado un SCAR (SB12). obtenido a partir del RAPD
ROpBI12™, ligado a estos genes situados en el cromosoma 4B.



CONSERVACION DE DOS POBLACIONES DE APIS MELLIFERA DE LA ISLA
DE LA PALMA Y DEL PIRINEO OCCIDENTAL: CARACTERIZACION
GENETICO-MOLECULAR  MEDIANTE ADN  MITOCONDRIAL Y ADN
MICROSATELITE.

I. Miguel', L. Garnery’, A. Estonba'
'Animali Biologia eta Genetika Dpta, UPV/EHU. Bilbao. *Lab. populations, génétique
et évolution, CNRS, Gif-sur-Yvette

El presente trabajo se enmarca en dos proyectos destinados a la conservacion de
la abeja local en la Isla de la Palma de Gran Canaria y en el Pirineo Occidental.

Se ha realizado el andlisis del ADN mitocondrial mediante PCR-RFLP de 421
colonias procedentes de dos poblaciones aisladas de Gipuzkoa (Oifiati) y Navarra
(Goizueta) y de 498 colonias de poblaciones africanas de la Isla de La Palma. Ademds.
se han analizado 10 loci de ADN microsatélite para un total de 204 muestras de Ofiati
v Goizueta.

Los valores obtenidos de diversidad en las poblaciones estudiadas se encuentran
dentro del rango de variacién observado hasta hoy en poblaciones de Apis mellifera.
Destaca la presencia en La Palma de los dos haplotipos mitocondriales endémicos de
las islas canarias (Al4 y Al5), siendo muy alta la incidencia de AlS (pais = 0.5).
Respecto a Onati y Goizueta, se ha detectado la presencia de dos haplotipos M nuevos
(M30 y M31), descritos por vez primera en poblaciones del Oeste Europeo. Dada su
baja frecuencia podriamos considerarlos alelos raros.

Los analisis de distancias sitian la abeja del Pirineo Occidental dentro de la
subespecie A.m.mellifera (tronco evolutivo M). y, respecto a las poblaciones de La
Palma, aunque se agrupan con el ftronco evolutivo africano, se aprecia su
diferenciacion de las subespecies del continente africano geogrificamente mds
proximas a la Isla.

Tanto en la isla de La Palma como en ¢l Pirineo Occidental existen reductos de
abejas autdctonas: si bien, en la isla de La Palma el nivel de hibridacion medio es de
[ 175%. en la zona noreste no se detecta la presencia de abejas aldctonas. Respecto al
Pirineo Occidental, el valor de tasa de hibridacion obtenido en Onati y Goizueta es
muy bajo (1-2%). Ante estos resultados podriamos considerar que estas tres dreas son
apropiadas para la conservacion de la abeja local. Este estudio serd completado
mediante el andlisis genético con nuevos marcadores moleculares. morfométricos y
eco-etoldgicos.
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EN LOS CROMOSOMAS A DE MAIZ HAY ALELOS QUE
PROMUEVEN LA ELIMINACION DE LOS BS

F. Molina, M. Chiavarino, M. Rosato, M. Gonzilez-Sanchez, K.
Gonzilez-Gonzilez y M.J. Puertas

Departamento de Genética, Facultad de Biologia. Universidad Complutense,
28040 Madnd

Se realizaron cruzamientos 1BxOB en maiz de modo que el B siempre se
transmitio por el parental femenino. De estos cruzamientos se seleccionaron
genotipos de alta (H) y baja (L) transmision de cromosomas B (Bs). En los
cruces 1B(HYXOB(H) la transmisién de) B se mantiene a tasa mendehana.
mientras que en los cruces |B(L)xOB(L) los Bs tienden a perderse.

También se realizaron cruzamientos IB(H)XOB(L). para obtener hibridos
HL en los que ¢l B pertencce a la linea H. y cruces 1B(L) x OB(H) para
obtener hibridos LH en los que el B es de la linea L. En las descendencias se
puede comprobar si la transmision de los Bs depende de la procedencia del
B o. por el contrario depende de los cromosomas A (As). Los resultados
mostraron que en ambos tipos de hibridos la transmisidn de los Bs fue baja.
igual 4 la transmisién del parental L.

Se pucde deducir que 1a tasa de transmision baja se comporta como
dominante. y por tanto debe actuar a nivel diploide. También se deduce que
el control de la tasa de transmision de los Bs depende de los As. ya que s)
dependiera de los Bs el hibrido HL con Bs de H habra mostrado
transmision alta.

Gracias a una sonda especifica del cromosoma B de maiz se ha estudiado,
mediante hibridacion o7 <iru. la meiosis de las lineas y los hibridos y se ha
encontrado que en los fenotipos de baja transmision el cromosoma B se
retrasa en la meiosis y se pierde en las microsporas.

En ¢} vecino panel de E. Gonzidlez-Gonzilez y col.. se demuestra que en
cruces donde los Bs se lransmiten por el lado masculino. se detectan alelos
en los As que promueven la tecundacion preferente del ndcleo espermdtico
que Jleva Bs. Nuestros datos en conjunto muestran que el polimortismo para
Bs del maiz estd controlado por alelos que tienden a promover su
rransmision por el lado masculino y alelos que tienden a eliminarlos por ¢!
lado femenino.



INDEPENDENCIA DE LA TRANSCRIPCION DE gid Y EL CICLO CELULAR DE
Escherichia coli

Molina Rodriguez, Felipe; Jiménez-Sanchez, Alfonso; Elena C Guzmin

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular v Genética. Facultad de Ciencias.
Universidad de Extremadura. Badajoz 06080

Se ha especulado sobre la posible relacién entre el ciclo celular de Escherichia coli y la
transcripeion de los genes mioC y gid que flanquean el origen de replicacion de su
Cromosoma.

En trabajos previos (1) mostramos que inserciones cromosémicas en las proximidades
de oriC producen un aumento del tiempo requerido para replicar el cromosoma (periodo
C) y una disminucion de la velocidad de crecimiento (p): existiendo una relacion entre
la posicion y el efecto de las inserciones sobre la replicacién, pudiendo definirse un
entorno de unas 2 Kpb alrededor de oriC donde las inserciones perturban el ciclo
celular. Fuera de este limite las inserciones carecen de efecto sobre el mismo.

El objetivo de este trabajo era analizar la posible influencia del aumento de los niveles
de transcripeion de gid en el ciclo celular de E. coli.

Para ello se integro. el promotor del operén lac en gid. de modo que puede modularse el
nivel de transcripeion de gid por la adicion de IPTG al medio.

El analisis del los pardmetros del ciclo celular muestra que la insercion de plac en gid
produce una disminucién de la velocidad de crecimiento de hasta un 449% y de la
velocidad de replicacion cromosomica de hasta un 51%. Sin embargo este efecto es
independiente de los niveles de IPTG en el medio.

Considerando el patrén de expresion en el ciclo y la orientacién con respecto a oriC de
mioC v gid puede concebirse un mecanismo que equilibre el exceso de transcripcion de
gid debido a la adicién de IPTG. Para evaluar la existencia de este tipo de homeostasis
se construyd el doble mutante mioC::» gid::plac en el que se impide la transcripcion de
mioC y puede modularse la de gid.

El doble mutante muestra la independencia entre la transcripcion de gid y los
pardmetros del ciclo celular C y 1. Sin embargo, sorprendentemente, las velocidades de
crecimiento y replicacion cromosémica son idénticas a la de la estirpe silvestre.

Estos resultados corroboran la relacién entre posicién y efecto de las inserciones y
apuntan el posible requerimiento de una cierta relacion de simetria en torno a oriC para
la consecucion de un ciclo celular éptimo.

1. Molina F., Jiménez-Sanchez A.. Zyskind J.W., Guzman E.C. 1999. “Chromosomal

insertions localized around oriC affect the cell cycle in Escherichia coli”. Biochimie
81:811-818
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ANALISIS DE LA EXPRESION DEL OPERON nrdHIEF DE Escherichia coli
Monje-Casas, F., Jurado, J., Prieto-Alamo, M.J.. Pueyo, C.
Dpto. Bioguimica y Biologia Molecular. Universidad de Cérdoba.

Los operones mrdAB vy nrdHIEF codifican en Escherichia coli la sintesis de las
ribonucledtido reductasas NrdAB y NrdEF. respectivamente. Se ha postulado que la
sintesis de desorribonucledtidos en aerobiosis la cataliza mayoritaniamente la enzima
NrdAB: NrdEF serfa una proteina criptica sin funcion  aparente.  Mediante
retrotranscripeion y PCR mudltiple hemos cuantificado in vive los niveles del transcrito
ardHIEF y determinado las condiciones de crecimiento y circunstancias de esirés bajo
las que la expresion de estos genes podria ser requerida en E. coli.

Los niveles basales del transcrito nrdHIEF variaron espectacularmente en funcién
de la fase de crecimiento y la composicion del medio de cultivo: los niveles mas bajos se
observaron en bacterias crecidas en medio putritivo  hasta  fase estacionaria:
comparativamente las bacterias al comienzo de la fase exponencial o crecidas en medio
minimo presentaron niveles entre 25 y 75 veces superiores, Estas variaciones se explican
en base a la necesidad de la sintesis de nove de los sillares de construccidn del DNA. De
acuerdo con esta hipdtesis, bacterias mutantes sin tiorredoxina | y glutarredoxina 1 (Jos
dos principales reductores de la enzima NrdAB) presentaron niveles basales de nrd HIEF
>100 veces superiores a los del tipo silvestre.

Los niveles del transcrito nrd HIEF se dispararon también en situaciones de estrés
oxidativo, particularmente en bacterias sin hidroperoxidasa [ y alquilhidroperdxido
reductasa (70 veces). y en células tratadas con oxidantes (hasta 23 veces en bacterias
crecidas en medio minimo). El mecanismo que regula la expresion de nrd HIEF estd atin
por descubrir, aungque nuestros datos excluyen la participacion de conocidos reguladores
como RpoS. Fis. AMPc, OxyR. SoxR/S o RecA. Dado que no apreciamos diferencias
entre los niveles basales de los 4 genes que configuran la unidad transcripcional
nrd HIEF, postulamos una estrecha co-regulacion de los genes que codifican la reductisa
y los que codifican su reductor especifico (la redoxina NrdH) y la proteina Nrdl capaz de
estimular in vitro la reduccion de ribonucledtidos.

Financiacién: PB98-1627



IDENTIFICACION DE POBLACIONES DE ANCHOA (Engraulis encrasicolus)
UTILIZANDO SSCPS.

Moran P y Fidalgo M

Dpto. de Biogquimica, Genética e Inmunologia.
Universidad de Vigo. 36200 Vigo.

El objetivo del trabajo es la busqueda de un marcador genético que permita la
identificacion de la anchoa (Engraulis encrasicolus) de origen Mediterraneo y anchoas de
origen Atldntico y Cantdbrico. La anchoa es un pez peldgico pequeno comin en la zona
del noroeste del Mediterraneo asi como del mar negro y de las costas atlanticas de Africa
y Europa llegando incluso a la zona sur del Atlintico norte. Como material de partida en
este estudio se utilizan cuatro muestras de 30 individuos cada una pescadas en las dos
zonas indicadas.

Dado que los marcadores genéticos son estimadores de la variacion en la secuencia de
nucledtidos es mas rdpido y econémico la utilizacién de técnicas que estimen esta
variacién. las SSCPs (single-stranded conformation polymorphism) son un método de
estimacion de la diversidad nucleotidica basado en las diferencias de migracion de las
cadenas de DNA con diferente composicion de pares de bases en geles de poliacrilamida
en condiciones no desnaturalizantes y posterior visualizacién mediante tincidn con plata
(revision del método en Sunnucks y col 2000).

Para el andlisis de las muestras de referencia se han disefiado a partir de secuencias
consenso dos oligonucledtidos que permiten la amplificacion de un fragmento de
aproximadamente 200 pb de la region 5’del citocromo b del DNA mitocondrial mediante
PCR. El anilisis de estos fragmentos indican 4 tipos de patrones que han sido
secuenciados para revelar la diferencia exacta en pares de bases. No se ha detectado hasta
la fecha ningtin patrén exclusivo de uno de los tipos de anchoas sino que son diferencias
en frecuencias. Los préximos andlisis pasan por la obtencion de mds muestras
representativas de los dos grupos v el andlisis de un mayor niimero de secuencias del
genoma mitocondrial.
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VARIABILIDAD GENETICA EN EL GENERO Asparagus
Moreno, R." | Espejo, J.A.*, Cubero, J.1.', Millan, T.". v Gil, J.

(1) Dpto. Genética. Univ. de Cordoba
(2) Consejo Regulador Denominacidn Fspecifica Esparrago de Huédtor Tdjar (Granada)

La variabilidad genética de cuatro cspecies del genero Asparagis (4. acunfolivs, A.
alhus. A. horridus v A. officinalis) ha sido analizada mediante marcadores RAPD. A.
acnfifolivs. 1. alhus y A. horridus son especies silvestres. [ primera tetraploide v las
otras dus diploides y A. oficinalis es la especie cultivada. Las especies silvestres
estuvieron tepresentadas cada una por una  poblacion de aproximadamente 25
individuos y las cultivadas por una variedad poblacién espaiiola tetraploide (n=33) y
cinco variedades comerciales diploides (n=11). Diez cebadores de 10 oligonucledtidos
fueron utilizados para Ta obtencién de marcadores RAPD. obteniéndose un total de 19)
marcadores polimérficos en el total de muestras analizadas. Se construyd una matriz
binaria de | y O (presencia y ausencia) para el total de marcadores e individuos
analizados, a esta sc le aplicé el indice de Jacard obteniéndose una matriz de
similaridad y mediante e} método de agrupamiento UPGMA se obtuvo un dendograma.
Se distinguen claramente 4 grupos principales correspondiendo cada uno a cada una de
las especies estudiadas. La mayor diversidad genética fue encontrada en la especie
retraploide A. acutifolins 'y dentro de la poblacidn locul espanola de A. officinulis.
rambién tetraploide. Dentro de las cultivadas (A.officinalis) la variedad espanola  se
encontrd bastante alejada de las variedades hibridas comurciales. Se ha encontrado un
marcador monomoriico especifico de la variedad local espuiiola que no se encuentra en
ninguna de las variedades comerctiales estudiadas.



UTILIZACION DE LINEAS HAPLOIDES DUPLICADAS PARA LA
CONSTRUCCION DE UN MAPA GENETICO DE TRITICALE

Muiiiz, Luis M.; Jouve, Nicolds y Gonzalez, Juan M.

Departamento de Biologia Celular y Genética. Facultad de Biologia. Universidad de
Alcald. Campus  Universitario. 28871  Alcald de Henares (Madrid). e-mail.
Juanm.gonzalez @uah.es

Las plantas haploides duplicadas obtenidas por androgénesis in virro tienen un gran
nimero de aplicaciones. Desde un punto de vista prdctico. permiten acortar
sustancialmente los ciclos de mejora con respecto a las técnicas tradicionales de
retrocruzamiento o autofecundacién, al reducir el nimero de generaciones necesarias
para obtener una linea homocigota. Estas lineas haploides duplicadas tienen otros usos
desde un enfoque mds bisico. Asi. son un buen material para llevar a cabo la
construccion de mapas genéticos. En este trabajo se presenta un mapa genético de
triticale. empleando marcadores moleculares (RAPD. AFLP y RAMP) obtenido a partir
del andlisis de una coleccion de Iineas haploides duplicadas. derivadas del hibrido entre
las variedades ‘Torote' y ‘Presto’. mediante androgénesis in virro. Se han detectado
distorsiones en la segregacién de ciertos marcadores con respecto a la segregacion
mendeliana. Se discute sobre la utilidad de estas lineas para la elaboracién de mapas
genéticos y del ligamiento de algunos de estos marcadores con regiones del genoma que
contengan genes implicados en la respuesta androgenética.
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ESTUDIO DE LA VARIACION SOMACLONAL EN PLANTAS REGENERADAS
DE ARABIDOPSIS THALIANA MEDIANTE ANALISIS CITOLOGICO

Gloria Muioz, Ana Marta Vizquez, Francisco Javier Espino
Departumento de Genética. Facultad de Biologia. Universidad Complutense. 28040
Madrid.

En este trabajo se han utilizado dos ccotipos de drabidopsis thaliana, Columbia (Col) y
Landsbere erecta (Ler).

Mediante el culuvo de tejidos se han obtemido plintas regencradas en ambos ecotipos.
Para el andlisis citolégico de las plantas regeneradas se seleccionaron 50 plantas de cada
ecotipo. El métado utilizado ha sido el de tincion con DAPI y posterior extensidn de Jos
nicleos de dos o mds hojas de las plantas regeneradas. También se llevo a cabo un
estudio similar en plantas diploides de ambos ccotipos. que no habjan pasado por
cultivo, asi como en plantas tetraploides de Ja linea CS31351 del ecotipo Col. En todos
los casos se analizaron 3500 nicleos por hoja. contandose en cada uno el ndmero de
cromocentros. el cual se debe de corresponder con el mimero de cromosomas, @sto es
0. aunque en ocasiones se puoeden contabilizar algunos extras, que podrian
corresponderse con las zonas NOR. con lo que ¢l nimero mdximo esperado seria de 14.
Los ndcleos de Jas plantas controles diploides presentaron un niinero de cromocentros
que oscilaba entre 6 y 14 mientras que en la linea tetraploide el ndmero de cromocentros
oscilaba entre 16y 24,

En Col el 40% de Jas plantas regeneradas presentd en sus hojas algin nicleo del tipo 4n,
oscilando su frecuenciu entre un 0.2% y un 9%, micntras que en Ler las plantas con
ndcleos 4n eran el 64% de las regencradis. siendo la frecuencia de dichos nucleos de
entre 0.2% y 4.8%. Las pruebas estadisticas cmpleadas indican que globalmente el
ecotipo Ler es algo mds inestable en cultivo que ¢l ecotipo Col. Por otra parte. dado que
no se ha encontrado ninguna planta tetraploide sdlida, es probable que dichas
alteraciones sean inducidas por el cultivo durante el desarrollo de I hoja. de manera que
éste quede afectado generdndose en algunos casos una pequeria poblacion de céluias que
han duphcado el nimero de sus cromosomas.
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MUTACIONES QUE INCREMENTAN LA LONGEVIDA Y LA
TERMOTOLERANCIA EN CAENORHABDITIS ELEGANS.

Manuel J. Muiioz (1) y Donlad L. Riddle(2)

(NUniversidad Pablo de Olavide, Sevilla. mmunrui @dex.upo.es
(2)University of Missouri, Columbia. E.E.U.U.

El gusano Caenorhabditis elegans es el primer organismo donde se han
aislado mutantes que incrementan la longevidad. Mutaciones en daf-2. un
gen homologo al receptor de insulina humano y age-1. la subunidad
catalitica de una fosfoinositol 3-quinasa, producen una duplicacién de la
longevidad con respeto a un silvestre. asi mismo. estos mutantes producen
un incremento de la resistencia a estrés térmico.

Para aislar nuevos elementos que regulan este proceso hemos buscado
mutantes termotolerantes, con la idea de aislar mutantes longevos similares a
daf-2 y age-1. De un total de 64 mutantes termotolerantes, 49 mostraron un
incremento de longevidad significativo. Siete de ellos fueron alelos de daf-2
y cinco alelos de age-1. Los otros 37 estan afectados en genes distintos, A
estos genes los denominamos liv (Long lived and viable after heat shock).
En este trabajo mostraremos los fenotipos de varios de estos mutantes.
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CARACTERIZACION DE MTL, UNA NUEVA GTPASA IMPLICADA EN EL
ESTABLECIMIENTO DE LA POLARIDAD PLANA EN DROSOPHILA

Silvia Mufioz Descalzo', Azucena Gomez-Cabrero', Marek Mlodzik® v Nuria
Paricio’.

I': Departamento de Genética/Fac.CC Biologicas, Universidad de Valencia: Avd. Dr.
Moliner 50, E-46100 Burjassot, Espuili.

2: Department of Cell Biology and Anatomy. Mount Sinai School of Medicine. New
York. USA.

Los tejidos polarizan sus epitelios no 56Jo en el eje apical-basolateral, sino
que también presentan polaridad dentro del plano del epitelio. En Drosophila, todos los
tejidos adultos derivados de los discos imaginales presentan polaridad epitelial plana
(PEP). En el ojo de Drosophila, 1a PEP estd reflejada en la ordenacidn de los omatidios
con simetria especular con respecto a la linea media dorso-ventral (el ecuador). Este
patrén se genera posteriormente al paso del surco morfogenético, cuando las agrupaciones
de omatidios rotan 90° adoptando quiralidad opuesta dependiendo de su posicién ventral o
dorsal. En el ala, cada célula se orienta a lo largo del eje préximo-distal. generando un
pelo en el extremo distal. La generacion de la PEP en Drosophila es un buen modelo para
estudiar rutas de sefializacion mediadas por el receptor transmenbrana Frizzled. Estudios
genéticos y bioquimicos han indicado que la ruta de PEP por debajo de Fz incluye Dsh y
pequefias GTPasas de la subfamilia Rho que actian como interruptores celulares y lleva a
la activacion de un médulo MAPK tipo INK.

En este trabajo presentamos la caracterizacidén de una nueva GTPasa de [a
famiha Rho de Drosophila denominada mtl. muy similar a la GTPasa Mig-2 de C
¢legans. Presentaremos la estructura del gen y su patrén de expresion en embriones y
discos imaginales. La expresion ectopica de mtl, asi como de formas mutantes de esta
GTPasa producen defectos tipicos de polaridad en o0jo y ala. Por ello, hemos estudiado las
relaciones entre ¢l nuevo gen y otros componentes de la ruta de transduccion de senal
Fz/Dsh. Todos los resuliados obtenidos sugieren que esta nueva GTPasa parece estar
imphicada en el establecimiento de la PEP en ¢] ojo y ala de Drosophila.



CARACTERIZACION DEL DESEQUILIBRIO GAMETICO ENTRE LOCI
PROTEICOS DEL CROMOSOMA 3 DE Drosophila melanogaster
Niiez, C., Velasco, V. y Zapata, C.
Departamento de Biologia Fundamental, Universidad de Santiago de Compostela

Desde [a década de los 60, ha tenido lugar un importante desarrollo experimental
encaminade a conocer los niveles de desequilibrio gamético (DG) entre loci alozimicos en
poblaciones de muchas especies. Sin embargo, a pesar de los numerosos trabajos
realizados. especialmente en especies del género Drosophila. todavia no se conoce con
exactitud la frecuencia, intensidad y distribucién de las asociaciones no al azar a lo largo
de los cromosomas. Ello se debe, fundamentalmente, al escaso nimero de loci analizados
y a las limitaciones metodologicas y estadisticas de dichos trabajos. En el presente
estudio, hemos caracterizado el DG entre pares de 15 loci proteicos situados a lo largo del
cromosoma 3 de Drosophila melanogaster a partir de una elevada muestra de haplotipos
extraida de una unica poblacidn natural (Santa Cruz de Rivadulla). Nuestros resultados
sugieren una mayor importancia de las asociaciones no al azar de lo que reflejaban los
estudios previos. Asi. se detectdé DG de moderada intensidad ( D7(+) = 0301 0,057 ) en el
30% de los pares de loci analizados. Ademads, el DG entre pares de loci proteicos presenta
una amplia. aunque no uniforme, distribucién a lo largo de todo el cromosoma 3 de D.
melanogaster. Asi. aungue la frecuencia de las asociaciones no al azar tiende a ser mayor
entre loci estrechamente ligados (<2 ¢M). también se detecté desequilibrio entre pares de
loci separados por elevadas frecuencias efectivas de recombinacion (20,1 ¢M). Destaca el
hecho de que una fraccion importante de los desequilibrios interalélicos significativos
incluye pares de loci relacionados funcionalmente (67%). Esto sugiere que la seleccion
natural, probablemente seleccion epistitica actuando  sobre loci  relacionados
funcionalmente, juega un papel fundamental en el mantenimiento del DG entre loci
proteicos. Los resultados obtenidos abren nuevas perspectivas respecto a la distribucién de
las asociaciones no al azar a lo largo de los cromosomas.
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Searching for protein interactions between gene products of the Geminivirus

TYLCYV and its vector Bemisia tabact using the " Yeast Two Hybrid System”

Stephanie Ohnesorge, Gabriel Morilla & Eduardo R. Bejarano

Depi. Genetica. Fac. Crencias, Universidud de Maloga, Spain

In the circulative. non-propagative transmission pathwiy of TYLCV through its vector
the whitefly Bemisia tabaci the motecular mechanisms are barely not studied. The
specific adhesion of the coat protein al structures of the insect. the involved mechamsm
in the essential membranc passage in the insect and a proposed replication ot the virus
in the vector are not well determined.

To isolate insect proteins. which are involved in transmission through an interaction
with viral proteins we propose (o use the genctic method of "Yeast Two Hybrid Screen”
(Y2HS). The first step to set up the screens was the construction of a ¢cDNA library.
cloned in the appropriate vector for this system. For the isolation of the total RNA of
the whitefly a new method was sct up. From the obtained mRNA, cDNA was
synthesised. ligated in the plasmid pGADT7 (Clontech) and wransformed into bacterias
to amplify the plasmid DNA. The number of independent clones und average size of the
inserts were determinated. The obtained ¢DNA library was used 1o set up screens with

the gene products of Ct and V2 of different TYLCV isolates



ARQUITECTURA DE UN FACTOR TRANSCRIPCIONAL BACTERIANO DE
TIPO HMGA

Padmanabhan S*, Elias-Arnanz M¥, Carpio E', Aparicio P* y Murillo FJ*
#Dpto. Genética y Microbiologia, "Area de Inmunologfa, Univ. Murcia

El factor transcripcional CarD de la bacteria Myxococcus xanthus participa en al
menos dos procesos independientes: la sintesis de carotenos inducida por luz azul y el
ciclo multicelular de desarrollo. Es el dnico ejemplo conocide de una protefna
procariética con el motivo de unién al DNA denominado “gancho-AT”. adyacente a un
motivo muy dcido. ambos caracteristicos de los factores arquitecténicos eucariéticos
HMGA. Ademds, la proteina CarD presenta una regién N-terminal de funcién
desconocida que no aparece en las proteinas HMGA.

Hemos determinado la presencia de dos dominios estables en la proteina CarD
purificada: (i) el dominio N-terminal, que presenta estructura secundaria y terciaria: (ii)
el dominio constituido por la regidn deida y los ganchos AT (la region HMGA) que, al
igual que en sus contrapartidas eucaridticas, no muestra una estructura definida.

Nuestros ensayos de union al DNA demuestran que CarD presenta la misma
especificidad que las proteinas HMGA eucarioticas. Ademds, la region HMGA de
CarD sola se une al DNA con la misma especificidad y afinidad que la proteina
completa, lo que sugiere que el dominio N-terminal no estd implicado en esta funcion
de la proteina. Aunque el papel de este ultimo dominio, estable y estructurado, es
todavia desconocido, cabe plantearse la hipotesis de que promueva la interaccion con la
polimerasa de RNA. dada su homologia con una regién de las proteinas TRCFs que
interacciona con dicha polimerasa. Experimentos en progreso permitiran investigar la
validez de esta hipotesis,

La regién dcida de CarD ejerce un papel estabilizador de la proteina, mediante
su interaccion con la region basica. Ademais de este efecto estabilizador, la regién dcida
modula la unién de CarD al DNA mediante su fosforilacién por la quinasa Il de
caseina, como ocurre en las HMGA eucaridticas,
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INFLUENCIA DEL TAMANO Y DENSIDAD DE LAS MICROPARTICULAS
Y DEL CULTIVO IN VITRO SOBRE LA TRANSFORMACION DE TRIGO

M. José Piaez, Antonio Martin, Francisco Barro
Insrituto de Agriculra Sostenible (C.S.1.C))
Alameda del Obispo. s/n. 14080-Cordoba.

La transformacién  génica es una potente herramienla para introducir nuevas
caracteristicas agrondmicas en Jay plantas cultivadas a partir de especies no
relacionadas genéticamente. En cereales. y especialmente en trigo su aplicacion
practica estd fuertemente limitada por la baja eficiencia de transformacién. El objetivo
del presente trabajo es determinar la influencia de varios pardmetros sobre la
transformacién de wigo. Para ello se ha empleado el bombardeo con microparticulas
para (ransformar escutelos de embriones inmaduros de trigo. Se ha utilizado el
plasmido pAHC2S que contiene los genes har. que proporciona resistencia a la
{osfinotricima (PPT). y widA. que codifica para la enzima B- glucuronidasa. Entre los
parametros que se han estudiado se encuentran: el tamaino y densidad de las
microparticulas, la presion de disparo. y el efecto sobre la regeneracién y seleccién de
plantas transgénicas de tres tipos de azdcares (fructosa. maltosa y sacarosa). La
identificacion de las plantas transgénicas se ha realizado mediante PCR vy ensayos
histoldgicos para detectar la enzima B- glucuronidasa. Los mejores resultados de
expresion transitoria se obtuvieron con una combinacion de microparticulas de 0.6 um
de didmetro a una densidad de 58.8 pg/disparo. Ademads. esta combinacion es la que
menor daio provoca en el tejido. lo que se traduce en que una mayor capacidud
embriogénica del explante. No se han observado diferencias en la expresion transitoria
entre las dos presiones de disparo cstudiadas. 650 y 1100 PSL. Con respecto a las
condiciones de regeneracidn y seleccion, la mds fuvorable ex cuando se utilizé fructosa
como fuente de carbono. En este caso el nidmero de plantas transgénicas recuperadas
[ue mayor que con maltosa o sacarosa.

Proyecto financiado con fondos FEDER (1FD97-0003-C0O2-02)
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DETERMINANTES DE SECUENCIA DEL COMPORTAMIENTO GEARBOX
DEL PROMOTOR boldlp DE Escherichia coli

Pilar Palacios', Miguel Vicente'y Marti Aldea’

[-Centro Nacional de Biotecnologia. CSIC campus de Cantoblanco, Madrid.
2-Department de Cigéncies Mediques Basiques. Universitat de Lleida.

El promotor holAlp es el arquetipo de un reducido grupo de promotores bacterianos
(gearbox) cuya principal cualidad es la de responder de modo inverso a la velocidad de
crecimiento. Este promotor es reconocido por ¢', un factor ¢ distinto del utilizado por
la RNA polimerasa para unirse a otros promotores. No se conoce si su comportamiento
como gearbox se debe a la implicacién de ¢, o si se debe a otras propiedades del
promotor que modulen la cinética y/o equilibrios de los intermediarios en las distintas
subfases de la iniciacion de la transcripcion.

Hemos obtenide por mutagénesis dirigida una coleccién de mutaciones puntuales de la
region —10 (zona de reconocimiento por el factor ¢°) y de la zona rica en AJT previa a
+] (zona de formacion del complejo abierto) en el promotor holAlp. Se han utilizado
oligonucledtidos con cambios en posiciones Unicas para obtener mutaciones puntuales
por PCR reversa para estudiar la region —10 de forma exhaustiva (30mutantes). Para la
zona rica en A/T previa a +1 se han sustituido pares A-T o T-A, en grupos de tres, por
pares G-C o C-G respetando el cardcter purina o pirimidina de dichas bases para
obtener tres mutaciones adicionales. Las mutaciones se han obtenido en un pldsmido y
posteriormente se han pasado al cromosoma bacteriano (monocopia) mediante un fago
L. En las estirpes obtenidas se ha analizado su comportamiento gearbox, as{ como la
dependencia de su comportamiento respecto a la presencia o ausencia de o'
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE DOS FAMILIAS DE ADN
SATELITE EN Monomorium subopacum (HYMENOPTERA. FORMICIDAE).

J.A. Carrillo, P. Lorite y T. Palomeque.
Area de Genética. Dept. Biologia Experimental. Universidad de Jaén. 23071 Jaéun. E-
mail: jacavila@ujaen.es

El ADN genomico de la hormiga Monomorivm subopacun fue digerido con una baterfa
de enzimas de restriccion. La digestion con EcoRI generd una banda cn geles de agarosa
de aproximadamente 2.5 kb (secuencias MOSU, familia EcoRl). Este ADN repelitivo
estid organizado en tdndem de acuerdo con los resultados obtenidos en las hibridaciones
Sourhern realizadas. donde se abtienen las escaleras tipicas de este tipo de ADN. Se
obtiene un resultado similar en ADN digerido  con otras enzimas como Xbal. La
secuenciacion de varios clones determind la existencia de dos variantes de este
repetitivo que diferian en 100 pb. La diferencia entre ambos se debe a la existencia de
pequerias inserciones y/o deleciones repartidas a lo Jargo de toda la secuencia. No se
observé hibridacidon de este ADN repetitivo con otras once especies de hormigas,
resultado que sugiere su especificidad al nivel de especie.

La digestion de ADN genémico con Haelll generd otra banda que también fue clonada
y secuenciada. Este ADN satélite cstd organizado en tindem de acuerdo con los
resultados obtenidos en los andlisis Southern realizados. La longitud de los monémeros
es de 136 pb (secuencias MOSU. familia Huelll) y al igual que la familia EcoRI. parece
ser especifico de espucic.

La comparacidn de las secuencias de la familia EcoRT y de Ja familia Haelll no permite

encontrar similitudes significativas entre ambas, lo que indicaria que ambos ADNs
satélites no estdn relacionados y podrian tener origenes evolutivos diferentes.
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MARCADORES MOLECULARES DEL GEN Fin, fin, IMPLICADO EN LA
ARQUITECTURA DE LA PLANTA EN Phaseolus vilgaris L.

A Paiieda’, C Rodriguez', B Méndez de Vigo', R Giraldez', JJ Ferreira®

(1) Area de Genética. Dpto. Biologia Funcional, Universidad de Oviedo,

(2) SERIDA. 33300, Villaviciosa, Asturias

El tipo de desarrollo en la parte terminal del tallo, el nimero y longitud de los
entrenudos, la aptitud para trepar y el grado y tipo de ramificacion son los principales
caracteres que definen el gran mimero de alternativas que presenta la arquitectura de la
planta de judia. De todos estos caracteres. el tipo de desarrollo de la parte terminal del
tallo es relativamente simple, y quizd por eso sea el mas conocido desde el punto de
vista genético: ¢l alelo recesivo del gen Fin.fin da lugar al hibito determinado (tallo
terminado en botén floral, que origina una parada en el crecimiento de la planta y limita
su aptitud para trepar), mientras que el alelo dominante da lugar al hdbito
indeterminado.

Las variedades de judia tipo faba asturiana presentan una arquitectura
caracterizada por tener crecimiento indeterminado trepador con un alto ndmero de
entrenudos y ramificacion escasa (hdbito de crecimiento tipo IV, segiin la clasificacion
del CIAT). lo que incide negativamente en el rendimiento del cultivo, debido a la
necesidad de tutores la baja densidad de siembra y la imposibilidad de mecanizacion en
la recoleccién.

El objetivo del presente trabajo es la obtencién de marcadores moleculares del
gen Fin.fin que faciliten la introduccién del cardcter "hibito determinado™ en programas
de mejora genética de variedades de faba asturiana. Para ello. se estd llevando a cabo
una bisqueda de RAPDs ligados al citado gen mediante el andlisis de descendencias
agrupadas (método BSA) pertenecientes a la F2 del cruzamiento entre las lineas A235
(procedente de la var. de faba asturiana Andecha) y Brb130 (alubia de grano blanco y
grande. de hibito de crecimiento determinado, procedente del CIAT). Hasta ahora se
han analizado los productos de amplificacion de 318 oligonucledtidos y se ha detectado
ligamiento entre el gen Fin.fin y los RAPDs ROpI19*” (FR= 0.15) y ROpZ10™" (FR=
0.14).
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INCREMENTO DE LA RESOLUCION DEL MAPA GENETICO CANINO
DOGMAP
Parra, D., Calonge. E., Caidn. J. y Dunner. S.
Laboratorio de Gepética. Dpto. Produccion Animal. Facultad de Veterinaria
Universidad Complutense de Madrid. 28040 Madrid. dparra@ecucmax.sin.ucm.es

El conxorcio del DosMap agrupa a investigadores de diterentes paises con el
objetivo  de llevar a cabo la  descripcidn  de  un mapa  genélico  canino
thtp://medtech.cls.msu.edu/ISL/status.him).  de  gran utilidad para el control  de
enfermedades hereditarias. muy frecuentes en perros. Para ello en Jos dltimos afos estos
grupos han genotipado individuos pertenecientes a familias de referencia, para un
numero de marcadores que actualmente es de 532 loch.

Con el objetivo de incrementar la resolucién del mapa genético canino.
realizamos la bisqueda de nuevos marcadores de tipo microsatélite creando una
genoteca parcial del genoma canino con un total de 1220 clones. Tras hibridar con las
sondas (GT)y y (AAAT)y se aislaron 4 clones positivos con los siguientes motivos de
repeticion: UCMCF12: (AAAT);: UCMCF40: (GT)yy, UCMCE71: (GT)ps vy
UCMCF96: (GT) o (GA)p>.

Las familias de referencia, formadas por 129 inviduos de razas Beagle y Pastor
Alemin, con un (otal de 212 meiosis fueron genotipadas para estos marcadores
mostrando un ndmero de alelos que variaba de 3 a 7. y un porcentaje de mciosis
informativas que varié del 32 al 64% (69-116). No se observaron en estos loci la
presencia de alelos nulos ni eventos de mutacién.

Se lleva a cabo el andlisis con el programa CRI-MAP 2.4 mediante el cual estos
microsatélites se asignavon a grupos de ligamiento y se ordenaron dentro de estos. Asf
los microsatéhites quedaron asignados a los grupos de ligamiento L28/33. L19 (ubicado
en el cromosoma 5). L26 (cromosoma 1) y L18/33 (cromosoma 10) respectivamente.
segiin la nomenclatura adoptada por el DogMap .

E) microsatélite UCMCF40 se localiza a 4 ¢M del gen TP53 y a 8 ¢M del gen
responsable del cistoadenocarcinoma multifocal renal y de la dermatotibrosis nodular
hereditaria (RCND) y el marcador UCMCF96 se localiza a 8§ ¢M del gen responsable de
Ja toxicosis por cobre. ambos resultando utiles para el estudio molecular de estas
enfermedades.

Referencias:
I. Linguas F et al. (2001). A camne linkage map: 39 linkage groups. J. Anim. Breed.
Gener. 118, 3-19.



PAPEL DE LA TOPOISOMERASA 1l DE ADN EN LA SUPERVIVENCIA
CELULAR Y ESTABILIDAD GENETICA

Nuria Pastor, Inmaculada Dominguez, Santiago Mateos y Felipe Cortés

Department of Cell Biology, Faculty of Biology, University of Sevilla, Avda.
Reina Mercedes 6. 41012 Sevilla, Spain

Las topoisomerasas de ADN (topos) son enzimas que se encargan de llevar a cabo
los cambios topoldgicos que sufre el ADN en procesos celulares tan importantes como
replicacion, transcripeion, recombinacién y segregacion cromosdmica.

El interés general por el estudio de las topos ha aumentado tras el
descubrimiento de que dichas enzimas son el blanco de una serie de drogas
antitumorales de reconocida eficacia, conocidas como “venenos” de topoisomerasas, la
mayorfa de los cuales tienen como blanco la topo II.

Estos “venenos” ejercen su efecto citotéxico mediante la estabilizacion del
complejo de rotura que forma la enzima unida al ADN, generando roturas de doble
cadena que pueden dar lugar a muerte celular, probablemente por apoptosis.

Recientemente se han descubierto un segundo grupo de compuestos que actian
sobre la topo I inhibiendo su actividad catalitica en el sentido cldsico, sin estabilizar el
complejo de rotura; a este grupo se les conoce como “inhibidores cataliticos™. Este
grupo presenta un gran interés clinico ya que parece burlar el fenotipo de resistencia a
multidrogas (MDR). Tratamientos combinados de estos inhibidores cataliticos con los
venenos antitopo son muy eficaces en la terapia antitumoral.

En este trabajo se llevo a cabo un estudio comparativo de los efectos citotéxicos
y genotdxicos de un inhibidor catalitico de la topo II, la bisdioxipiperazine ICRF-193
asf como de un agente topodepresor, concretamente el bufalin.

Se utilizaron células de hamster Chino parentales (AASR) y defectuosas en la
reparacién del dafio en el ADN (EM9). con el fin de observar ademds. la posible
influencia del tratamiento con estos inhibidores en la reparacién del ADN.

Nuestros resultados indican importantes diferencias en los efectos provocados
por ¢l ICRF-193 y el bufalin, que podrian explicarse en base a que poseen diferentes
mecanismos de accién.
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ANALISIS MOLECULAR DE LA EXTENSIBILIDAD EN TRIGOS BLANDOS

Peiia, Elpidio; Jouve, Nicolas y Bernardo, Angeles.

Departamento de Biologia Celular y Genética. Facultad de Biologia.
Universidad de Alcald. Campus Universitario.2887) Alcald de Henares
(Madrid). e-mail. Angeles.bernardo@uah.es

La calidad en los trigos blandos viene dada por una serie de pardametros tecnologicos
como son ¢l peso especifico. la humedad. el indice de caida, el “ de proteina y los
parimetros alveograficos. Dentro del grano de trigo se encuentra el almidon relienando
una marafia de fibras de proteinas que constituyen el gluten. Fstas proteinas que forman
¢l gluten son bdsicamente de dos tipos las glateninas y las gliadinas. Su cantidad,
mteracciones entre ellas. y sobretodo la calidad determinan la calidad final de upa
harina. Un pardmetro importante en la calidad de las harinas es la relacién entre
tenacidad (P) y elasticidad (L) es decir. la relacién P/L alta indica harinas tenaces de
masa poco esponjosa. Una relacién P/L baja indica harinas de masas muy deformables.
Un upo de trigo ideal serfa aquel en el que se combinaran una gran fuerza (> 300) con
una gran extensibilidad (P/L <0.5). Estudios previos sobre variedades y lineas de
mejora indican la existencia de un antagonismo entre los valores de fuerza vy
extensibilidad. En la actualidad se han identificado, localizado ¢ incluso se dispone de
marcadores de los genes que determinan la fuerza panadera. No ocurre asi con los genes
relacionados con la extensibilidad. Con el fin de identificar los alelos responsables de la
extensibilidad en trigos blandos, se han estudiado las gluteninas HMW y LMW asf{
como las gliadinas en 28 varnedades de trigo blando previamente analizados mediante
un alvedgrato. Nuestros resultados parecen indicar que son las proteinas LMW las
implicadas en la extensibilidad.
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PAPEL DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA EN EL VELO DE FLOR

Penate, X; Codon, AC; Castrejon, F y Benitez, T
Dpto. de Genética, Universidad de Sevilla, Avda. Reina Mercedes, 6. 41012, Espana.

En la elaboracion de los vinos de lJerez se distinguen dos etapas claramente
diferenciadas: una primera etapa de fermentacién alcohélica del mosto y una segunda
denominada crianza bioldgica. precedida por una fortificacion (adicién de etanol
destilado de vino hasta alcanzar una concentracién del 15%). Las levaduras
responsables de la crianza bioldgica crecen de forma caracteristica dandoe lugar a una
pelicula en la superficie del vino denominada velo de flor. Las levaduras de flor,
soportan condiciones de estrés muy acosado (altas temperaturas, alta concentracién de
etanol y acetaldéhido, ausencia de fuentes de carbono fermentables, estrés hidrico.
estrés oxidativo, etc).

Utilizando protocolos para la purificacion de proteinas hidrofébicas hemos aislado una
proteina que parece estar relacionada con la capacidad de la cepa de formar el velo de
flor.

Las secuencias de varios péptidos de esta proteina muestran una homologia del 100%
con la superdxido dismutasa 1 (SODI), una enzima que se ha relacionado con la
resistencia a estrés oxidativo.

Para deteminar la influencia de SODI en la formacién del velo de flor estamos
estudiando la expresion del gen sod/ y la actividad superéxido dismutasa en la cepa de
Saccharomyces cerevisiae formadora de velo B16 en las distintas fases de crecimiento
(exponencial, estacionaria y velo) comparando su comportamiento con el de una cepa
de laboratorio. Por otro lado se ha clonado ¢l gen SODI bajo el control de un promotor
constitutive estamos transformando la cepa B16 con objeto de caracterizar la influencia
que la sobreexpresion de SOD1 pueda tener sobre la formacion del velo de flor.
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EFECTOS DE LA BIOACUMULACION DEL CADMIO EN EL MOLUSCO
MARINO /Littorina littorea.

F. J. Pérez’, A. Buxens', B. .lugo', A. Estonba', A. Aguirre', L. Mazén'.
'Departamento de Biologfa Animal y Genética. Facultad de Ciencias. Universidad del
Puis Vasco. Apdo. 644. 48080 Bilbao.

"Dplo. Inmunologia, Microbiologia y Parasitologiu. Faculiad de Farmacia. Umiversidad
del Pais Vasco. Paseo de la Universidad N° 7. 01006 Vitoria.

Algunos inveriebrados marinos, entre los que estdn incluidos los moluscos
gasteropodos, acumulan metales pesados en concentraciones relativamente altas sin
ningdn efecto perjudicial aparcnte. Un ejemplo es el caso de L. finorea, el cual puede
acumular y tolerar altos niveles de metales pesados, entre ellos el cadmio. Aunque se
desconoce el mecanismo molecular por el que esto sucede. existe un tipo de proteinas
denominadas metalotioneinas que se unen a metales pesados. por lo que el "secuestro”
de metales 16xicos, tales como cadmio. podria eslar velacionado con la tolerancia a
estos contaminantes. Sin embargo. e efecto tdxico del cadmio, no se debe sélo a su
presencia directa sino también al desplazamiento de otros metales pesados. como el
zinc. de los centros activos de proteinas esenciales.

Los objetivos de este trabajo son: realizar un seguimiento a lo largo del tiempo de la
incorporacién de cadmio en diferentes tejidos de L. lirtorea. la interaccidn de esta
bioacumulacién con metales esenciales y la induccién de las metalotioneinas en
relacion a la bioacumulacion de cadmio. Para ello. se han utilizado diversos tejidos
(partes duras y blandas) de individuos de L. lirorea, expuesios a concentraciones
subletales de cadmio durante 20 dias.

Las mucstras obtenidas <¢ han sometido a varios tipos de andlisis, como
espectrofotometria. absorcién atdmica y polarografia de pulso diferencial, que han
permitido estimar la tasa de incorporacion de cadmio, la concentracién de zinc y de
metalotioneinas en diterentes tejidos, a lo largo del tiempo.

Los resultados obtemdos nos permiten concluir: a) que ¢l cadmio se acumula en lox
tejidos con diferentes cinélicas: b) que la presencia de cadmio produce una
redistribucion del zine en diferentes tejidos: ¢) que el cadmio induce un incremento en
la concentracion de metalotioneinas; y d) que la relacion cadmio/metalotioneina
permanece constante a lo lfargo del tiempo de exposicién. Se propone un modelo
intracelular de actuacion del cadmio en L. littorea.
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UTILIZACION DE MARCADORES MOLECULARES PARA LA OBTENCION DE
VARIEDADES ESPANOLAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIV4A) CON
RESISTENCIA A BREMIA LACTUCAE.

G. Perez'; E. Palacios'; J.A. Pascual’; v L. Ramirez'.

" Depto. de Produccion Agraria, Univ. Piblica de Navarra. 31006 Navarra.

2 Depto de Mejora Vegetal. Semillas Arnedo. Calahorra. La Rioja.

La lechuga es un cultivo de gran importancia econémica, poco exigente en
energia y escalonable durante todo el ano. Se trata de una de las hortalizas mas
consumidas en Espafia cuya produccidn se ve drdsticamente mermada por ataques de
mildiu en la hoja que redundan en disminucion de calidad y rendimiento del producto.

En este trabajo se pretende determinar la presencia de genes de resistencia a
Bremia lactucae en la descendencia procedente del cruzamiento entre la variedad
sensible Cherry y la variedad LRB 98/1 portadora de 16 genes de resistencia. Para ello
se han utilizado marcadores moleculares tipo SCAR ( previamente descritos por el
grupo de Michelmore, Davies, California) asi come el primer que amplifica el marcador
de RAPD ligado al gen Dm 13 para identificar los 3 clusters de resistencia a Bremia en
la F1 y F2 procedente del cruzamiento citado anteriormente. Los resultados obtenidos
muestran que : a) la variedad Cherry no es una variedad sensible sino que por el
contrario presenta resistencias parciales y b) la mitad de las plantas F2 procedentes del
cruce entre Cherry y LRB 98/1 son resistentes. Habida cuenta que la presencia de
clusters de resistencia a Bremia en plantas F2 no significa que dichas plantas sean
homocigéticas para todos los genes de resistencia se procedid a la autofecundacion de
las mismas y posterior infeccion de su descendencia con diferentes aislados de Bremia.
Los resultados obtenidos nos han permitido identificar plantas portadoras de 16 genes de
resistencia a Bremia.



VARIABILIDAD NUCLEOTIDICA EN POBLACIONES NATURALES DE
DROSOPHILA GUANCHE: CONTRASTE DE LA TEORIA CASI-NEUTRALISTA
DE LA EVOLUCION MOLECULAR

José A. Pérez, Julio Rozas, Carmcen Scgarra y Montserrat Aguadé
Departament de Genetica. Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona

La teorfu casi-neutralista hace predicciones especificas sobre el patrdn de
variacién nucleotidica en especies con distinto tamaio efectivo poblacional. En
Drosophila la variacién sinénima se halla sometida a seleccién débil (ligeramente
adaptativa o deletérea) y en consecuencia se vera afectada por el tamaio efectivo
poblacional. Asi. en especies con tamano efectivo suficientemente pequeno las
constricciones selectivas a variar se relajardan hasta tal punto que las mutaciones
sinénimas se comportardan como efectivamente neutras. En cambio. en especies con
mayor tamafo efectivo la fraccion de mutaciones afectadas por la seleccion serd
superior.

Con la finalidad de estudiar el efecto de las diferencias en el tamafio efectivo sobre
la variacién sindnima hemos elegido dos especies del grupo obscura de Drosophila, D.
guanche y D. subobscura. D. guanche tiene un tamafio poblacional pequeio y es
endémica de Tenerife, mientras que D, subobscura tiene un tamano poblacional grande
y su drea de distribucién original en la zona paledrtica es amplia. En el presente eswdio
se analiza la variacion nucleotidica en un gen que codifica la subunidad grande de la
RNA polimerasa II (Rpf/27135). Este gen parece especialmente idéneo por el tamano de
su zona codificadora (1889 codones) y por encontrarse en un ambiente recombinacional
similar en Jas dos especies estudiadas.

Al secuenciar la regidn Rp/l1215 en 24 lineas de 3. guanche se ha detectado que. a
diferencia de lo observado en D. subobscura. el nimero de mutaciones segregantes que
implican un cambio de codon preferente a coddn no preferente (p — u) es muy superior
al de mutaciones segregantes que implican un cambio en sentido inverso (u — p).
Asimismo, el andlisis de los cambios fijados en ambos linajes confirma el exceso ya
detectado previamente de cambios no preferentes en el linaje de D. guanche. Ambas
observaciones son consistentes con el menor tamano poblacional de la especie insular.

193



SELECCION ARTIFICIAL Y CONSANGUINIDAD PARA VIABILIDAD EN
DROSOPHILA MELANOGASTER.

Pérez-Figueroa, A., Rodriguez-Ramilo, 8.T., Fernandez, J. v
Caballero, A.

Dpto. de Bioguimica, Genética e Inmunologia.
Universidad de Vigo, 36200 Vigo.

En una poblacidn en la que los genes que determinan la viabilidad se encuentran a
frecuencias correspondientes al equilibrio mutacion-seleccion, se espera que la respuesta a
la seleccidn artificial para aumento de viabilidad sea pequena o inapreciable. Sin embargo,
experimentos anteriores han mostrado una respuesta considerable y repetible durante las
primeras generaciones de seleccidn, sugiriendo que la poblacion no se encontraba en
equilibrio. Por otra parte. los disenos de subdivision. consanguinidad lTocal y seleccion y
cruzamiento de lineas no han producido resultados superiores a los de la seleccion en
poblaciones sin subdividir.

En el presente trabajo se llevd a cabo un experimento de seleccion artificial sobre
una poblacion de Drosophila melanogaster recién capturada. con objeto de contrastar los
resultados previos y de investigar la posible eficiencia de la combinacion de seleccion y
consanguinidad forzada. Para ello se selecciond el cardcter huevo-adulto (porcentaje de
adultos emergentes de un total de 30 huevos) escogiendo 10 parejas de 40 en dos tipos de
lineas. En un tratamiento se evitd el aparcamiento entre hermanos en los cruces de los
individuos seleccionados, en tanto que en el otro se realizaron un 75% de tales cruces.
Asimismo, se llevaron a cabo controles no seleccionados de ambos tipos. Cada
tratamiento se replicé tres veces y el experimento se continud durante 5 generaciones de
seleccidn.

Los resultados parecen indicar que la poblacién natural debe estar préxima al
equilibrio mutacién-seleccion, dado que no se observé una respuesta apreciable en
ninguna de las réplicas seleccionadas, Por su parte. las lineas consanguineas sufrieron
depresidén con una tasa similar a la obtenida en experimentos previos para el mismo
cardcter y especie, sugiriendo una variabilidad normal para esta poblacién.
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EL ORIGEN INTESPECT1'1CO DE LOS CROMOSOMAS B. EVIDENCIA
EXPERIMENTAL EN Nusomu
Francisco Perfectti' y John H. Werren®
I. Depto. de Genética. Facultad de Ciencias, Universidad de Granada. 18071 Granada
2. Dept.of Biology. University ol Rochester. Rochester, NY 14627, USA

Un fragmento céntrico fue generado durante la introgresion de una region cromosomica
de la avispa parasitica Nasonia giraulti en el genoma de Nasonia vitripennis. Esta
region cromosdmica porta el gen 01123 que produce color oscuro de los ojos (tipo
salvaje). Gracias a este marcador fenotipico hemos seguido la transmision de este neo-
cromosoma B en una linea de ojos naranja (or/23) de N virripennis. Este cromosoma
supernumerario mostré inestabilidad milética. manifestada en la aparicién de
individuos mosaico para el color de los 0)os. y una segregacion irregular durante la
meiosis. manifestada por una recuperacion de individuos con el cardcter. menor que la
proporcion mendeliana esperada. Sin embargo. la estabilidad y el indice de transmision
aumentd en sucesivas generaciones, La transmision a través de la gametogénesis
masculina fue cercana al 100%.

Estos resultados apoyun el modelo de origen interespecifico de los cromosomas B y
muestran que la inestabilidad de los cromosomas introducidos en una especie diferente
puede persistir durante varias generaciones. Si este modelo es generalizable a un mayor
nimero de cromosomas B podria investigarse en zonas hibridas, donde cabria esperur
una alta tasa de formacién de neo-Bs.
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DETECCION DE MUTACIONES EN GENES p33 Y Bcl-2. MEDIANTE PCR-SSCP,
EN PROSTATA DE RATAS TRATADAS CON CADMIO.

Perucho, T.'; Henriques-Gil, N.'; Pozuelo, J.M.*; Codesal, J.; Martin, R.";
Santamaria, L.

'Secc. Genética. Dpto. Biologia. Univ. San Pablo C.E.U., Madrid; *Sece. Citologia.
Dpto. Biomédicas 1. Univ. San Pablo C.E.U., Madrid: “Dpto. Morfologia. Fac.
Medicina, Univ. Auténoma de Madrid; “Dpto. Patologia. Hospital N. S. Sonsoles,
Avila.

El Cadmio es un agente mutagénico sospechoso de inducir tumores prostiticos y
lesiones proliferativas en ratas. Dicho efecto carcindgeno puede verse incrementado en
presencia de Zine ya que, aunque con efecto protector en la formacion de tumores
testiculares o en el pulmén, incrementa la incidencia de tumores de préstata inducidos
por este metal.

Se ha estudiado el efecto que la administracion crénica de Cadmio y Zinc provoca en
dos genes relacionados con el desarrollo de lesiones tumorales en la prostata ventral de
ratas Spragel: el oncogen Bel-2 y e] exon 7 del gen supresor de tumores p53.

Partiendo de muestras de ADN extraidas de la prostata ventral de animales de 6 meses
de edad, a los que se les ha administrado en el agua de bebida Cadmio (90 ppm) v
Cadmio con suplementos de Zinc en la dieta (90 y 60 ppm, respectivamente), asi como
de animales no tratados, se ha estudiado la presencia de mutaciones mediante el método
PCR-SSCP (Polimerase Chain Reaction-Single Strand Conformation Polvmorphism) en
un segmento de 254 pb del gen Bel-2 y uno de 237 pb del gen pS3. Los resultados se
han analizado primero mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
especiales de desnaturalizacién y posterior tincion con nitrato de plata, y se han
comprobado mediante secuenciacién directa.

El fragmento amplificado del gen Bel-2 no presenta ninguna variacién en el patrén de
bandas entre los distintos tratamientos ni en las porciones de préstata estudiadas en cada
rata; sin embargo, en el fragmento analizado del exén 7 del p53 se ha observado una
diferencia en el patrén de migracién en una de las ratas tratadas con Cadmio y Zine
conjuntamente, lo que permite discutir la respuesta de dicho gen al tratamiento crénico
con Cadmio.
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UN ELEMENTO REGULADOR TIPO "ENHANCER™ EN UN GEN
FOTOINDUCIBLE DE LA BACTERIA Mixococcus xanthies

Polanco MC, Martinez-Argudo Iy Murillo IJ

Departamento de Genética v Microbiologfa, Facultad de Biologia. Universidad de
Murcia

En la bacteria Mvxococcus xanthus la expresion de gen c¢r1/ (implicado en la
sintesis de carotenos) requiere simultdneamente la iluminacion con Juz azul v la entrada
de las células en fase estacionana. La actividad de su promotor (Py) requiere de un factor
siema de la familia ECF. llumado CarQ. cuyo sitio de umén incluye dos pequenos
tramos de DNA centrados en las posiciones =31 y —10.

En esle trabajo se demucstra que la actividad normal de Py depende estrictamente de
un tramo de DNA situado aguas abajo del punto de inicio de la transcripeion y que llega
a incluir parnte de la region traducida (¢Jemento DRE).

lgualmente se demuestra que la accion de ese tramo se corresponde con la de un
elemento regulador tipo “enhancer”. Se han disefado varias construcciones. que ntilizan
el gen lacZ como gen chivato. en las que se ha podido abservar que el elemento DRE
resulta ser activo tanto en una orientacion como en la opuesta. También es activo
incluso si se coloca aguas arriba de la region de unién de CarQQ al promotor. Es mas,
sitwado junto a un promotor heterdlogo (constitutivo). ¢l elemento DRE estimula la
actividad de dicho promotor cuando las ¢élulas alcanzan la fase estacionaria.

En este trabajo se presentan también los resultados de distintos experimentos
disefiados para delimitar el tramo de DNA que forma ¢) elemento DRE.
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OBTENCION DE INSULINA HUMANA EN Arabidopsis thaliana

Maria Rosa Ponce, Pedro Piqueras y José Luis Micol
Divisién de Genética e Instituto de Bioingenieria, Universidad Miguel Hernindez,
Campus de Elche, 03202 Elche, Alicante.

La insulina es una hormona secretada por el pancreas cuya funcion primordial es
la regulacion del metabolismo de la glucosa. La diabetes. consecuencia de las
alteraciones en la sintesis o la percepcion de la insulina. es una enfermedad de gran
incidencia en la poblacién y elevado coste econdmico. El nimere de afectados por la
diabetes en el mundo era de 135 millones en 1995. una cifra que se habrd duplicado con
creces en 2023, segtin estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud.

Para la produccion de proteinas humanas, son varias las ventajas de la utilizacién
de plantas transgénicas como alternativa a la fermentacién bacteriana, ya que los
transcritos  y  las  proteinas  sufren  modificaciones  postranscripcionales v
postraduccionales similares en las células vegetales y en las humanas, Su cultivo y
recoleccidon son procesos de bajo coste, en los que se eluden ademas los problemas
asociados al uso de animales como factorias de productos proteicos. Con el objetivo de
conseguir la expresién del gen de la insulina humana en un genoma vegetal, el del
organismo modelo Arabidopsis thaliana, hemos construido una molécula recombinante
en la que el segmento codificante del gen de la insulina humana (hlns) se encuentra
flanqueado per un promotor constitutive y muy activo, el del virus del mosaico de la
coliflor (35S). y una secuencia de terminacién de la transcripcion. de la regidén 3”7 del
gen de la nopalina sintetasa de la bacteria Agrobacterium tumefaciens (3'nos), en el
plasmido pBI121, un vector que incluye las secuencias del ADN-T que hacen posible su
integracion en el genoma de una planta. Hemos llevado a cabo varios intentos de
transformacion in plania de Arabidopsis thaliana, mediante infeccién con una estirpe
virulenta de Agrobacterium tumefaciens portadora de la construccion pBI121-hlns,
obteniendo lineas transformantes cuyo genoma incluye al menos una copia del gen de Ia
insulina humana. Hemos comprobado la integridad estructural del transgén en las lineas
transformantes, asi como los niveles de su transcripeion.
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DESARROLLO DE MARCADORES MOLECULARES (MICROSATELITES) EN
LA ESPECIE PISCICOLA CULTIVADA. Solea senegalensis

Porta, J., Alvarez. M.C.
Dpto. de Genética, Facultad de Ciencias. Universidad de Malaga

Uno de los retos planteados por la acuiculiura actual es la domesticacién de nuevas
especies de peces, a fin de diversificar su oferta para consumo humano. Tal es el caso de
los peces planos y mids coneretamente los lenguados (Sofea). Los resultados obtenidos
de su cultivo son enormemente esperanzadores, si bien esto contrasta con la escasa
informacion que se tiene de su genctica. la cual se limita casi exclusivamente a S, solea.
De otras especies de lenguado como S. senegalensis. cuyo cultivo se estd iniciando en
nuestro pafs. no existe informacién alguna. Sin embargo. para el aprovechamiento
optimo de los recursos genéticos de una especie, es necesario conocer la cantidad y
distribucion de su variabilidad genética como referente de su capacidad de adaptacion a
condiciones de cultivo, debiendo por tanto considerarse como un prerequisito antes de
establecer un stock de reproductores.

Dada la importancia econdmica de S. senegalensis. hemos iniciado ¢l desarrollo de
marcadores genélicos tipo microsatélites en esta especie, a fin de resolver distintas
cuestiones relacionadas con su cultivo. Por un lado se pretende hacer una valoracion de
un stock de reproductores en la empresa en que s¢ estd poniendo a punto el cultivo de
esta especie. Este stock estd constituido por 250 individuos provenientes del medio
natural. Con ello e pretende conocer la sitvacion de partida de esta poblacion y hacer un
seguimiento de la evolucidn do su variabilidad y estructura pendtica en sucesivas
generaciones de cultivo. Ademis, en el cultivo de esta especie sc ha detectado una gran
variabilidad en su tasa de crecimiento. asi como un ¢levado indice de albinismo. Para
abordar convenientemente estos problemas. desde una perspectiva genética. €s necesario
poder realizar andlisis de parentesco de los individuos afectados.

En este trabajo se presentan los resultados del aislaniento de 14 locimicrosatélites
especificos de Ta Solea senegulensis a partir de una genoteca parcial de DNA genomico.
Su nivel de variabilidad y su udlidad para resolver las cuestiones anteriormente
planteadas, estdn siendo evaluadas en ¢l momento actual.
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DESARROLLO DE INHIBIDORES PEPTIDICOS DE LA PROTEASA NS3a del
VIRUS DE LA HEPATITIS C.

S. Portal-Niiiez* ¥, F. J. Novo*, M. Garcia-Delgado® y F. Borras-Cuesta™,
Universidad de Navarra. *Departamento de Genética. ?Medicina Interna.

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus RNA de polaridad positiva, cuyo
genoma tiene un tamano de 9.200 pares de bases. Este virus produce una hepatitis crénica
que puede llegar a dar cirrosis hepdtica y hepatocarcinoma. Se estima que actualmente hay
unos 250 millones de infectados por VHC en todo el mundo. Los tratamientos con
interferén alfa y rivabirina no son eficaces en muchos casos, por lo que es de gran
importancia intentar desarrollar nuevos antivirales capaces de controlar al VHC. El
presente trabajo es una aproximacidn a este nuevo tipo de antivirales. Se ha desarrollado
un ensayo i vitro con el cual poder probar la capacidad inhibitoria de ciertos péptidos a la
hora de bloquear la accién de una proteasa viral (la NS3a) cuya funcién es vital para la
correcta replicacion del virus. El sistema se basa en la produccién y purificacion de la
region N-terminal de la NS3a (aminoacidos 1-181). Esto se ha conseguido trag el clonado
de dicha regién en E. cofli en un vector de expresién para procariotas (pET14 b+,
Novagen®). Tras la clonacién en este vector se puede purificar la proteina recombinante
gracias a una cola de histidinas que se expresa en el extremo N-terminal de la proteasa.
Una vez expresada se realiza la prueba de actividad de esta proteasa frente a un péptido
sustrato que mimetiza una de las regiones de corte propias de la poliproteina virica. Este
péptido sustrato emite fluorescencia al ser cortado y esta sefial es cuantificable. Se estdn
desarrollando péptidos inhibidores a partir de péptidos modificados correspondientes a
regiones de corte de la poliproteina virica. Esto permitird seleccionar péptidos inhibidores
de una alta actividad.
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GENES DE LA CAROTENOGENESIS DE FUSARIUM

Maria del Mar Prado', Pia Linnemannstons®, Alfonso Pradol, Bettina Tudzynskiz
¥ Javier Avalos'

'Departamento de Genética, Universidad de Sevilla

“Institut fur Botanik, Westfalische Wilhelms-Universilit. Miinster, Alemania

La sintesis de neurosporaxantina en Fusarium fujikuroi requiere cuatro actividades
enzimitcas: la sintetasa de fitoeno. una deshidrogenasa, una ciclasa y una oxidasa. Tres
de las cuatro actividades estan determinadas por dos genes, llamados carRA y carB.
(ue se encuentran contiguos y en la misma orientacion en el genoma de este hongo. El
primero es responsable de uvna proteina bifuncional con las actividades sintetasa y
ciclasa. El segundo determina la deshidrogenasa.

Se ha determinado la secuencia de carRA y carB. que dan lugar a polipéptidos de
612 y 541 aminodcidos, respectivamente. La funcién del gen carB se determing
anteriormente por mutagénesis dirigida (Ferndndez-Martin et al. 2000 Mol. Gen. Genet.
263: 838-845). La disrupcidn génica de carRA produce un fenotipo albino. concordante
con la pérdida de Ja actividad de sintesis de fitoeno. La expresion de ambos genes es
mayor en la luz y en mutantes superproductores que en la oscuridad en la estirpe
silvestre.

Préximo al gen carB se encuentra un gen que determina un proteina de la familia de
las opsinas. La expresion de este gen aumenta también en la luz y en mutantes
superproductores. Este resultado, y su ubicacién junto a carRA y carB. sugieren una
funcién en la sintesis de carotenoides. Estamos investigando su funcion mediante
mutagénesis dirigida.

A fin de identificar los genes reguladores de la carotenogénesis en F. fujikuroi,
hemos hecho andlisis de complementacidn en heterocariontes de mutantes produclores
de carotenoides en la oscuridad. La mayoria de los mulantes pertenecen a un dnico
arupo de complementacidn. que define el gen carS. Un segundo mutante complementa
con (odos las anteriores y se ha denominado carD. Se investiga actualmente la posible
ubicacién de estos genes en el entorno de los genes carRA y carB.
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DISTRIBUCION DE SECUENCIAS TELOMERICAS Y SUBTELOMERICAS EN
Hordeum chilense MEDIANTE HIBRIDACION in situ.

Prieto, P."; Martin, A.' y Cabrera, A’

" Instituto de Agricultura Sostenible. CSIC. Cérdoba.
" Departamento de Genética. UCO. Cérdoba.

La caracterizacion de los teldmeros y regiones subteloméricas se ha llevado a cabo en
dos lineas de Hordeum chilense (H1 y H7) mediante hibridacién in situ en metafases
somdticas con la secuencia telomérica pAtT4 de Arabidopsis thaliana v 1a subtelomérica
HvTO1 de Hordewm yulgare, respectivamente. La secuencia telomérica pAtT4 hibrida en
los extremos finales de los 7 pares cromosomicos en ambas lineas indicando que los
lelémeros de H.chilense contienen repeticiones homdélogas a la secuencia consenso
(TTTAGGG)n. Por el contrario, las secuencias asociadas al telémero (TAS) | localizadas
inmediatamente adyacentes a las regiones teloméricas en H.chilense. muestran
variabilidad para el tamafio, intensidad y posicion de los lugares de hibridacion dentro de
cada linea y entre ambas lineas. Estos resultados contrastan con los obtenidos en
H.vulgare en los gue las secuencia subtelomérica HvTO! estd presente en 13 de los 14
extremos cromosomicos.

La caracterizacion de las regiones subteloméricas de cada par cromosdmico en las lineas
H1 y H7 de H.chilense se ha realizado mediante hibridacién in situ con la secuencia
repetida GAA. El patron de hibridacién de esta secuencia en cada par cromosémico es
diferente en ambas lineas permitiendo la identificacion y caracterizacion citogenética de
los 7 pares cromosémicos en H1 y H7.



CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD NEQCENTRICA DEL
CROMOSOMA 5SRL EN TRIGO

M.J. Puertas', . Manzanero', J. chaz

1.Dep. Genética. Facultad de Biologia. Univ. Complutense, 28040 Madrid.
2.Div. Biological Sciences. Umv. OF Missouri, Tucker Hall, Columbia,
Missouri 65211

Se describen algunas propiedades estructurales y funcionales de una
constriceion con actividad neocéntrica localizada en el brazo largo del
cromosoma SR de centeno (SRL). Esta constriccion no se observa en
centeno normal, pero en limeas de adicién mono o ditelosémicas la
constriccion se alarga mucho y en algunas células en metafase | de la
meiosis. actia como neocentrémero puesto que adquiere actividad cinética y
coorienta con los verdaderos centromeros.

El FISH nos ha permitido determinar que la secuencia repetida
subtelomérica pScl19.2 de centeno esta presente en la constriccion,
mientras que otras secuencias centroméricas, teloméricas o subteloméricas
no producen sefales que se puedan detectar con esta téenica.

Se ha encontrado evidencia directa de la union de microtibulos al
neocentromero mediante inmunolocalizacion con el anticuerpo anti-o-
tubulina. Mediante tincién con nitrato de plata también se ha detectado la
acumulacion de proteinas argentéfilas en la constriccion, semejante a la que
se observa en los cinetocoros de centeno.

El anticuerpo anti-Smetil-citosina no permitié detectar un patron defiido de
bandas de hipermetilacién, ya que algunos bivalentes de trigo mostraban
diferente senal en ambos homdlogos. Sin embargo, se puede observar gque m
los neocentromeros ni los cinetocoros muestran bandas de hipermetilacion.
La frecuencia de células en metafase [ con neocentrémero varfa mucho entre
generaciones, o entre plantas de la misma generacién cultivadas en diterente
ano. Esto sugiere que la activacion neocéntrica es epigenética y depende de
caracterfsticas ambientales internas y externas, independientemente de la
secuencia de DNA.
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ANALISIS FUNCIONAL DE GENES DE Mucor c'irgine!/uidc*.x’ REGULADOS POR
crgd, UN GEN REGULADOR DE LA CAROTENOGENESIS

Quiles-Rosillo, M. D., Gomez-Mateo, J., Torres-Martinez, S., Garre, V.

Departamento de Genética y Microbiologia. Facultad de Biologia. Universidad de
Murcia

Mucor circinelloides, como otros hongos, muestra varias respuestas a la luz azul. Una
de estas respuestas es la acumulacién de f-caroteno. El estudio de los genes implicados
en la regulacion por la luz de la biosintesis de carotenoides llevo a la identificacion del
gen crgd (carotenogenesis regulatory gene). que actia como un represor de la
transcripeion de los genes carotenogénicos en la oscuridad. El empleo de la técnica de
differential display permitié la clonacion de dos genes. cigd y cigh. cuya transcripcion
es reprimida por el gen crgd. La expresion de uno de estos genes, cigA. es ademads
inducida por la luz. Con el objetivo de determinar el papel de los genes cig se han
generado mutantes nulos, mediante reemplazamiento génico, tanto para el gen cigd
come cig8. Los mutantes nulos del gen cigB no presentan ningtn tenotipo reconocible,
mientras que los mutantes en el gen cig4 muestran una ligera reduccién del crecimiento.
La introduccién del alelo cigd silvestre en estos mutantes nulos restaura el crecimiento
silvestre. confirmando que el fenotipo de los mutantes es exclusivamente debido a la
ausencia de cigd. El gen cigd muestra una homologia de 73,7 % con otro gen.
denominado cigC, estrechamente ligado al gen crgd. La existencia de genes homdlogos
a cigA podria explicar la reduccidn parcial en el crecimiento que muestran los mutantes
nulos para cigA. El andlisis de la expresion del gen cigC indica que es activada por la
luz, aunque la cinética es diferente al gen c¢igd. Cuando se analiza la expresion en
mutantes nulos para el gen crgd se observa que la transcripcion es constitutiva,
indicando que el gen ¢rgd actiia como un represor sobre este gen. Estos resultados
sugieren que el gen crgd estd implicado en la regulacién de otros procesos celulares
aparte de la respuesta a la luz.
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FENOTIPO DE RESISTENCIA A CICLOHEXIMIDA CODIFICADO EN cyh2:
LRECESIVO, CODOMINANTE O DOMINANTE?

Manuel Ramirez'*, Jesis Ambrona', Antonia Vinagre', Felipe Molina® y José E.
)
Rebollo”.

'Departamento de Microbiologia. Facultad de Ciencias. Universidad de Extremadura,
2 2ot -~ . . — . h
“Departamento de Genética. Facultad de Ciencias. Universidad de Extremadura.

La resistencia a cicloheximida codificada en el gen cvh2 de Saccharonnees
cerevisive se ha deserito como un fenotipo recesiva, dominante parcial y dominante. Se
presenta un estudio en el que se demuestra que este lu»onpo es recesivo. No obstante,
en poblaciones de hibridos heterocigoticos (cvh2®/cvh2®). la mutacién puede presentar
un comportamicnto semidominante o dominante como consecuencia de la aparicion de
subpoblaciones  de  levaduras homocigdticas para la  mutacion de  resistencia
(evh2™/evh2"). Mutantes espontdneos resistentes a cicloheximida aislados a partir de
levaduras diploides homotdlicas son homocigéticos para la mutacién. scgregando 4
resistentes : O sensibles cuando se analiza el fenotipo de las tétradas correspondientes.
La cartografia de las mutaciones revela que estdn localizadas en el gen cvh2. Por otra
parte. en presencia de cicloheximida. los hibridos heterocigdticos obtenidos por
micromanipulacion forman papilas o crecen formando un césped (en general. mads
lentamente que el parental resistente). El andlisis de tétradas de estos hibridos revela la
existencia de una subpoblacion de células que segrega 4 resistentes @ 0 sensibles. La
frecuencia de estos homocigdticos es menor de 107 para los hibridos que forman
papilas y de 1-20 x 107 para los que crecen formando un césped en presencia del
antibidtico. Estos resultados explican el extraiio comportamiento de este fenotipo y las
dilerencias en el crecimiento de los distintos hibridos heterocigéticos. Las células
homocigéticas cvi 2 evh2" que surgen en las poblaciones de hibridos podrian originarse
por recombinacion mitética, conversién génica mildtica o hipermutacion.

*Direccion postal: Dr. Manuel Ramirez. Departamento de Microbiologia (Antiguo

Rectorado). Facultad de Ciencias. Universidad de Extremadura. 06071 Badujoz. Spain.
Tcl: 34-24-289426. Fax: 34-24-271304. e-mail: mramirez@unex.cs.
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CARACTERIZACION GENETICA DE CUATRO RAZAS BOVINAS DEL PIRINEO
OCCIDENTAL MEDIANTE DNA MICROSATELITE.

F. Rendo', B. Jugﬁ', J.M. Plazaola®, M. Gémez“, A. Estonba’.

]‘Animali Biologia eta Genetika Dpta., UPV/EHU, Bilbao. *Diputacién de Gipuzkoa;
“Diputacion de Bizkaia.

Dentro de un proyecto global constituido para el andlisis de la diversidad de las razas
locales Cantibrico-Pirenaicas, se han analizado 384 individuos, con el menor grado de
parentesco posible. de 4 razas bovinas autéctonas: Pirenaica, Betizu, Monchina, y
Terrena, estando Betizu y Monchina en estado critico de conservacién y Terrena en
peligro de extincion. Estas dos dltimas han sido analizadas por vez primera.

Se han analizado la variabilidad genética intra e interracial y las relaciones
filogenéticas interraciales. Para ello se utilizaron secuencias alJtamente polimérficas, como
son los foci de DNA microsatélite. Se han analizado 11 microsatélites, coamplificados por
PCR. mediante el kit comercial “Bovine If ver. 27, y detectados con el "ABIPRISM 310
Genetic Analvzer” (Applied Biosystems).

En cuanto a los resultados obtenidos, respecto a la variabilidad genética intrarracial, la
raza Pirenaica (la dnica sometida a mejora) ha mostrado los menores valores de Nimero
Medio de Alelos por locus (6.27) y de Heterozigosidad Observada (H,=0.689); en el
resto, la diversidad genética intrarracial observada ha sido mayor y relativamente
semejante en todas ellas (CERVUS)

Con el programa GENEPOP 1.2, y aplicando la correccion de Bonferroni, se ha
observado que todas las poblaciones se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg para
todo el panel de microsatélites, exceptuando la raza Betizu para el locus TGLA126.

Los valores de Fsr obtenidos (FSTAT). indican que el 2.4% de la diversidad total
observada puede ser atribuida a las diferencias entre las cuatro razas (Fgr = 0.024,
p<0.001), siendo tres veces menor a la observada entre 18 razas bovinas locales de
Espaifia, Portugal y Francia.

En los drboles filogenéticos basados en las distancias de Nei y elaborados utilizando
el método Neighbour-Joining (PHYLIP), los dos extremos estin marcados por las razas
Pirenaica y Monchina. La posiciéon adoptada por Betizu y Terrefia es intercalar entre
ambas.
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ESTRUCTURA GENETICA DE CUATRO RAZAS OVINAS DEL PIRINEO
OCCIDENTAL MEDIANTE DNA MICROSATELITE

F. Rendo, B. Jugo, L.I. Mazon, A. Estonba
Animali Biologia eta Genetika Dpta: UPV/EHU. Bilbao.

La vanabilidad genética dentro y entre poblaciones ovinas del Pirineo Occidental
de raza Latxa. Carranzana. Sasi Ardi y Cdrnica Navarra ha sido cuantificada mediante el
célculo del nimero medio de alelos. heterocigosidades observadas y esperadas,
estimaciones de Fis. Fsy y Distancias Dy,

Se han analizado un total de 513 individuos. siendo 264 de raza Latxa en la que se
han diferenciado dos variedades. Cara Negra y Cara Rubia. Ademas. dentro de la
variedad Cara Negra se consideran tres subpoblaciones: tipo Aizkorri, tipo Gorbea y
tipo Navarro. En la variedad Cara Rubia se diferencian dos pobluciones de Aralar -unu
dentro y Ja otra fucra del programa de mejora-. y una muestra alcatoria de Cara Rubia.
En Jos andlisis se ha incluido también una muesira de raza Castellana.

En cuanto a la diversidad. las heterocigosidades medias observadas difieren poco
en las poblaciones estudiadas. y quedan dentro del rango descrito en otras riazas ovinas
(Ho=0.7).

En cuanto a la distribucién de Ja diversidad genética observada dentro y entre las
5 razas se refiere. el 2.7% puede ser atribuida a Jus diferencias entre ruzas (Fsr=0.027.
p<0.001).

En los dendrogramas obtenidos, las dos razas del tronco entrefino, Cdrnica
Navarra y Castellana, se diferencian claramente de) resto. las cuales. atendiendo a su
velldn Jargo, son clasificadas en el tronco Churro. Este resullado apoyaria la hipétesis de
un origen genético independiente para los dos grupos. Las razas Carranzana y Sasj ardi
se sittian entre las razas de vellon largo, s1 bien se diferencian genéticamente de elfas.

En cuanto a la raza Lutxa se refiere. destaca la agrupacién de todas las
subpoblaciones. -Caras Negras por un tade y Caras Rubias por otro- s1 bien el tipo
Navarro de Cara Negra aparece claramente separado de los anteriores, lo que indicaria
un alto grado de aislamiento genético del mismo.



ANALISIS GENETICO DE LA MORFOGENESIS DEL FRUTO EN Arabidopsis
thaliana

Juan José Ripoll, Isabel Ochando, Hugo Alonso, Cristina Ferrandiz, Antonio
Martinez-Laborda v Antonio Vera

Divisién de Genética. Departamento de Biologia Aplicada,

Universidad Miguel Herndndez, Campus de San Juan, 03550 Alicante

jiripoll @umh.es, ios @umh.es, hugoacbh @umh.es, cferrandiz@ umh.es,
laborda@umbh.es, avera@umh.es

El fruto de Arabidopsis, al igual que ocurre con las mds de 3.000 especies de
Brasicdceas. es una silicua. Cabe esperar que el andlisis de su desarrollo, dadas las
propiedades que hacen de Arabidopsis un organismo ideal para la diseccién genética y
molecular de fenémenos bioldgicos. permitird la elaboracion de modelos aplicables a
otros vegetales que expliquen, a nivel de la expresion de genes y la funcién de sus
productos. de qué manera se regulan los procesos morfogenéticos que dan lugar a la
formacién del fruto. Estamos llevando a cabo una busqueda de mutantes afectados en el
tamano o la forma de la silicua en una poblacién de Arabidopsis thaliana mutagenizada
con T-DNA. Se ha realizado el escrutinio en diversos grupos parentales de dicha
coleccion, habiéndose obtenido 20 mutantes con distintas morfologias y tamarios en el
fruto, que muestran heredabilidad del fenotipo. Centramos nuestra atencion en dos de
ellos, afectados por mutaciones recesivas ligadas a inserciones tnicas. Actualmente, se
estin desarrollando experimentos que permitan establecer la naturaleza de los genes
implicados en los fenotipos mutantes.

Por otra parte. la decisién para iniciar el desarrollo del fruto de Arabidopsis
thaliana a partir del ovario depende de que se produzca la polinizacién y la posterior
fertilizacién de los évulos. Esta coordinacién se puede perturbar. como pone de
manifiesto la existencia del fendmeno de partenocarpia (formacién del fruto en ausencia
de fertilizacion). La entrada en esta via de desarrollo implica la activacién o represién
de genes especificos. Nosolros proponemos una estrategia de andlisis genético para
desentrafiar el fenémeno de la partenocarpia. Hemos llevado a cabo una mutagénesis
con EMS de semillas de Arabidopsis thaliana en un fondo mutante androestéril
condicional, cer6é (ecceriferum6). En la actualidad estamos realizando el escrutinio de
plantas que muestran un desarrollo aparente del fruto en condiciones no permisivas de
fertilizacion.



ANALISIS GENETICO DE MUTACIONES QUE PERTURBAN EL DESARROLLO
DE LA HOJA EN .lrahidopsic thaliana

Pedro Robles v José Luis Micol
Division de Genética ¢ Instituto de Biojugenieria, Universidad Miguel Herndndez,
Campus de Elche. 03202 Elche, Alicante,

Con el objetivo de diseccionar penéticamente el desarrollo de la hoja en
Arabidopsis thaliana, hemos llevado a cabo un estudio de la variabilidad natural de la
morfologia foliar en 188 cstirpes silvestres. un anilisis genético de |15 mutantes
aislados por autores anteriores. vy dos bdsquedas de nuevos mutantes. inducidos
mediante tratamiento con metanosultonato de etilo o bombardeo con neurones ripidos.
Hemos cartografiado 91 de los genes cuyas mutaciones perturbun el desarrollo de la
hoja. sentando ast las bases para su clonacién posicional.

En nuestra busqueda de mutantes inducidos por neutrones rapidos, se sometieron
aoscrutinio 23445 individuos Ma. descendientes de 2.931 Iineas parentales expuestas al
mutdgeno. aislando 904 presuntos mutantes con morfologia foliar aberrante. de los que
523 resultaron fértiles. Hemos andlizado genéticamente 25 de estos mutantes, cuyo
fenotipo se manifestd con penetrancia completa y expresividad poco  variable,
comprobando que corresponden a 9 grupos de complementacidn. Los fenotipos foliares
de eslas nuevas mutaciones sc caracterizan por la aparicion de indentaciones en el
margen y la disminucion en el nimero de células del mesdtilo (denticulata?9 y 30), la
alteracion de la simetrfa bilateral del érgano (asymmetric leaves3). su curvatura hucta el
haz (incurvaras y 15). o la disminucidn de su tamano (exigua9). También hemos
obtenido nuevos alelos de genes previamente descritos. como CURLY LEAF 'y
ASYMMETRIC LEAVES/.

Hermos analizado las interacciones genéticas entre las motaciones inducidas por
nettrones rdpidos, comprobando que la mayoria de los dobles mutantes mostraban
aditividad fenotipica. Cosntituyeron excepciones las plantas as? den29 'y asl den3().
cuyo fenotipo es sinérgico y sugiere que los genes A8/, DEN29 y DEN3O estin
implicados en ¢l establecimiento y/o el mantenimiento de la dorsoventrahidad de la hoja.

217



IDENTIFICACION DE GENES DE RESISTENCIA A ANTRACNOSIS EN
Phaseolus vulgaris L. MEDIANTE PRUEBAS DE ALELISMO.

C Rodriguez', B Méndez de Vigo', A Paneda', R Girdldez', JJ Ferreira

(1) Area de Genética, Dpto. Biologia Funcional, Universidad de Oviedo.

(2) SERIDA, 33300, Villaviciosa, Asturias

En la judia comun (Phaseolus vulgaris) se han descrito hasta ahora 9 genes (Co-
! a Co-9), la gran mayorfa dominantes, que proporcionan resistencia a un espectro mas
o menos amplio de razas del patégeno Colletotrichum lindemuthianum. responsable de
la antracnosis.

El objetivo del presente trabajo es la identificacion, mediante prucbas de
alelismo, de genes de resistencia presentes en diferentes materiales de Phaseolus
vilgaris, entre los que se incluyen varias lineas utilizadas como donantes de resistencia
en programas de mejora (PI-207262, BAT93. SEL 1308, SEL 1360, A321; A252,
A493), asi como en cuatro lineas mejoradas para resistencia a antracnosis del tipo faba
asturiana (A1183. A1239. A1231 y A1220), obtenidas en el SERIDA (Villaviciosa.
Asturias). Las pruebas de alelismo se llevaron a cabo mediante el andlisis de la
respuesta a la inoculacién de descendencias F2 de diferentes cruzamientos entre estos
materiales entre si. asi como entre estos materiales y las variedades diferenciales
portadores de genes de resistencia conocidos Cornell 49-242 (Co-2), Sanilac (Co-2),
México 222 (Co-3). To (Co-4). Tu (Co-5). ABI36 (Co-6). Las inoculaciones se
realizaron con la raza 38 del patdgeno, la mds frecuente en Asturias.

Dos grupos de descendencias F2 no mostraron segregacion para la resistencia.
Uno de ellos. constituido por cruzamientos entre los materiales A1231 y A1220,
Mexico 222, SEL 1360, BAT 93 y PI-207262. El otro, constituido por cruzamientos
entre AT183, A1239, Cornell 49-242 y Sanilac. Estos resultados indican que los
matertales dentro del mismo grupo comparten sistemas de resistencia comunes o
estrechamente ligados. Se discute la identidad de los genes implicados en la resistencia
presente en los distintos materiales, asi como la importancia de la raza patogénica en la
identificacion de tales genes.
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ANALISIS GLOBAL DE LA RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL A ESTRES POR
FRIO EN Saccharomyces cerevisiae

. i 2 < .
Sonia Rodriguez-Vargas"’; Francisca Randez-Gil';
Francisco Estruch'?

I.- Departamento de Biotecnologia. Instituto de Agroquimica y tecnologia de los
Alimentos  (TATA). CSIC. Ap. Correcos 73. 46100 Burjassot, Valencia e-mail:
soniarv@jata.csic.es.

2.- Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular. Universidad de Valencia. C/.
Doctor Moliner 50. 46100 Burjassot, Valencia.

La levadura Saccharomyces cerevisiae ha sido histéricamente un organismo
eucariota modelo para el andhsis de la expresion génica. La secuenciacion completa del
genoma de S. cerevisiae en 1997 (Goffeau, ef af 1997) abrié las puertas al andlisis
funcional a gran escala. permitiendo analizar miles de secuencias de DNA
simultdineamente mediante experimentos de hibridacion. Estos experimentos realizados
con microarrays permicen identificar genes cuya expresion depende de determinadas
condiciones genéticas y/o fisioldgicas y han contribuido a entender mejor los procesos
celulares de la levadura.

El andlisis de la expresion génica. a nivel de (odo el genoma. en
microorganismos implicados en procesos industriales resulta también de particular
interés ya que proporciona informacion que puede ser aplicada en ingenieria metabdlica,
mejora de los microorganismos como factorias celulares y en la caracterizacién de su
respuesta a estrés (Kuipers. 1999).

Concretamente en este trabajo hemos utilizado microarivs de DNA para analizar
Ja expresion génica de la levadura S. cerevisiae cuando es sometida a estrés por frio y
por congelacién. Bste andlisis nos ha permitido identificar un patrén global de expresion
génica, caracteristico de la respuesia de la levadura a estas condiciones de estrés. En
esta respuesta hemos encontrado implicadas rutas del metabolisimo de amino dcidos.
biosintesis de dcidos grasos y esteroles. Ademds se han identificado grupos de proteinas
relacionadas con el mantenimienta de integridad de la pared celular. proteinas
ribosomales y de procesamiento de RNA.

Goffeav. A. eral. (1997) Nuture 387 (suppl.) 1-10S.
Kuipers. Q.P. (1999) Crrr. Opin. Biotechnol. 10 511-316.
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EVALUACION GENOTOXICA DE ACEITES DE CONSUMQ HUMANO
MEDIANTE EL TEST SMART EN ALAS DE DROSOPHILA

Rojas-Molina, M.M."; Campos-Sanchez, J."; Idaomar, M.%; Analla, M."; El-Hamss,
R.’; Muiioz-Serrano, A." y Alonso-Moraga, A."

“Departamento de Genética, Universidad de Cérdoba, Campus Rabanales, Cérdoba,
Espana.

"Departamento de Biologia, Universidad Abdelmalek Essaadi, PO Box 2121. 93002
Tetudn, Marruecos.

Se ha probado el potencial genotoxico de aceites vegetales usados en alimentacion y
cosmética (sésamo. girasol, germen de trigo, soja, lino, almendras, olivaj utilizando el
test de mutacién y recombinacién somaticas en alas de Drosophila melanogaster. Se
han seleccionado dos formas de presentacién distintas para el aceite de oliva: de primera
clase (virgen extra) y de clase inferior (orujo). Se han utilizado dos tipos de cruces: el
estdndar (STD) y el de alta bioactivacion (NORR). Llas larvas transheterocigdticas para
los genes mwh y fIr’ han sido tratadas con concentraciones de aceite que oscilan entre el
3 % y el 25%.. Los resultados muestran que a las dosis mds bajas ensayadas sélo han
resultado genotoxicos los aceites de sésamo y almendra. A altas concentraciones, sélo
los aceites de oliva resultaron ser no genotdxicos. La razon de tal efecto podria estar
relacionada con la composicidn diferencial en dcidos grasos de los aceites ensayados.
Los bajos niveles de dcidos grases poliinsaturados presentes en los aceites de oliva
contrastan con los altos niveles del resto de los aceites estudiados. El aceite de oliva
virgen extra muestra un posible efecto antigenotdxico, mientras que los resultados del
aceite de orujo son inconcluyentes. El alto contenido en polifenoles del aceite de oliva
virgen extra comparado con el bajo contenido en el aceite de orujo podria confirmar su
papel medulador en la posible capacidad destoxificadora de los aceites de oliva de alta
calidad. Tanto el cruce STD como el NORR han proporcionado similares resultados.
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COMPORTAMIENTO SINAPTICO DE HAPLOIDES DE TRIGO
HEXAPLOIDE CON DIFERENTE EFICACIA EN EL
MECANISMO DE DIPLOIDIZACION

C. Romero', C. Cuadrado', D.A. Laurie’ , M. Martinez'.

'Departamento de Genélica. Facultad de Biologfa. Universidad Complutense
de Madnd. 28040 Espafia. ° Cambridge Laboratory. John Innes Centre.
Norwich, NR4 7UlJ. Reino Unido.

Se obtuvieron haploides de tres cultivares de 7. aextivum ( Thatcher, Chris y
Chinese Spring ) mediante cruzamientos por maiz. Los haplojdes de
Thatcher y Chris tenfan una media de brazos unidos en metafuse [
significativamente superior a los de Chinese Spring. indicando que habia
diferencias en la eficacia del mecanismo de diploidizacion.

En los mismos tipos de plantas, se analizaron los complejos sinaptonémicos
en nucleos profdsicos. Se pudo ver, en todos los casos. que la sinapsis
empczaba por las regiones subteloméricas en el darea del bouquet y que eata
estructura desaparecia a medida que progresaba la sinapsis. Los pocos
ndcleos que se pudieron reconstruir, mostraban  asociaciones,
presumiblemenie homedlogax, y elementos laterales solos sin conexion
ninguna.

Los valores mdximo y medio del porcentaje de sinapsis eran diferentes en
los haploides de los tres cultivares, siendo los de Thatcher los mas allos y
los de Chinese Spring los mas bajos. La correlucién posjtiva observada entre
sinapsis y comportamiento en metafase [, indica yue las diferencias
encontradas en csla dltima fase meidtica entre los distintos tipos de
haploides se deben principalmente al nivel variable de sinapsis observado en
la profase 1. Se discute el comportamiento del locus Ph/ en dosis simple.
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EXPRESION TRANSITORIA DEL GEN wid4 EN EMBRIONES HAPLOIDES DE
TRITICALE UTILIZANDO EL METODO BIOLISTICO.

Rubio, Silvia; Gonzalez, Juan M.; Muiiiz, Luis M. y Jouve, Nicolas.

Departamento de Biologia Celular y Genética. Facultad de Biologia, Universidad de
Alcald. Campus Universitario. 28871 Alcald de Henares, Madrid. e-mail:
Juanm.gonzalez @uah.es

Las técnicas actuales de transformacidn, permiten la introduccién de genes especificos
en el genoma de una gran parte de las plantas cultivadas. En el caso concreto de los
cereales, el método biolistico es el que ha dado mejores resultados. Actualmente,
cuando se introduce un gen en una planta receptora, no es posible controlar ni el lugar
de insercién ni el ndmero de copias que se insertan. De ahi que en la progenie de la
planta transgénica, haya descendientes que no porten y ofros que porten en un nimero
variable de copias el gen introducido. Una alternativa que evita esta segregacion, es la
utilizacion de células haploides come diana para la introduccién del gen de interés. La
posterior duplicacion de los cromosomas de las plantas regeneradas en el medio
selectivo, dard lugar a una planta haploide duplicada y homocigotica para todos sus
genes, incluyendo el transgen. En este trabajo se presenta la puesta a punto del método
biolistico empleando como material de experimentacién embriones haploides obtenidos
por androgénesis i# vifro de lineas de triticale y utilizando un caidn de particulas. Para
ello se ha determinado la expresién transitoria del gen uidA {B-glucuronidasa) bajo e
promotor 35S del CMV. Se han analizado distintos pardmetros de disparo como son la
presién del disco de ruptura, la distancia del blanco v se ha determinado la influencia
del precultivo del material a bombardear.
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MARCADORES MOLECULARES ASOCIADOS A GENES DE RESISTENCIA A
RABIA EN GARBANZO (Cicer arietinum)

J. Rubio’, M. lruela', A. Peralbo’, M.T. Moreno'. J. Gil*, T. Millan

' Departamento de Mejora y Agronomia, CIFA Alameda del Obispo. Apdo. 4240, 14080 Cérdoba.
= Departamento de Genética. ETSTAM Universidad de Cordoba, Apdo. 3048, 14080, Cordoba.

El garbanzo en nuestro pais se ha sembrado tradicionalimente en primavera y al ser un
cultivo de ciclo corto. en general, tiene bajos rendimientos. El principul inconveniente
para introducir la siembra otonal en las variedades espanolas de calidad es su
susceptibilidad al hongo aéreo Ascochvta rabiei. Por lo tanto. la obtencién de lineas
resistentes facilitarfa Ja siembra otofial y con ello un fuerte incremento de la produccion.
E! uso de marcadores moleculares ligados a genes de resistencia puede servir de gran
ayuda para clarificar la genética de éste cardcter y a la seleccion del material resistente en
un programa de Mejora. Nuestro grupo ha injciado la bisqueda de marcadores
moleculares asociados a la resistencia a rabia cribando. en primer lugar. lineas parentales
previamente evaluadas para ésta enfermedad. De un total de 109 marcadores RAPD y 99
ISSR hemos obtenido 13 marcadores inicialmente asociados a éste cardcter. Para
comprobar esta relacién. hemos evaluado una poblacién de lineas recombinantes ¢n Fg
derivadas de un cruzamiento enfre una linea resisiente (ILC3279) y otra susceptibie
(CA2156). Esta poblacién ha sido evaluada en campo y en invernadero. Las lincas que
presentaron valores extremos para la resistencia/susceptibilidad las hemos analizado
molecularmente con Jos marcadores anteriormente citudos. Los marcadores que mantienen
las diferencias entre lineas resistentes y susceptibles serdn incluidos en un andlisis de
ligamiento utilizando todos los individuos de la poblacion segregante. En ¢l caso de
consegwy marcadores RAPD o ISSR estrechamente ligados u la resistencia se obtendran
marcadores SCAR para hacerlos universales.
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EFECTO DE LOS GENES ESTRUCTURA DE PLANTA Y NUMERO DE
VAINAS/NUDO SOBRE EL RENDIMIENTO EN GARBANZO.

J. Rubio’, A. Peralbo®, B. Del Rio®, C. Martinez', R. Laguna’, A. Ramos® M. T.
Moreno' v J. Gil’.

' Dpto. de Mejora y Agronomia, CIFA Alameda del Obispo. Apdo. 4240. 14080
Cérdoba.

* Dpto. de Genética, ETSIAM Universidad de Cérdoba.

* SIA. Valladolid, Junta de Castilla y Ledn

El efecto del gen Hg/hg (erecto/postrado) y del gen S/s (vaina simple/vaina
doble) sobre el rendimiento y su estabilidad en garbanzo ha sido estudiado empleando 12
lineas F7 procedentes de un cruzamiento entre una linea homocigdtica de doble vaina y
porte postrado con otra de vaina simple y porte erecto. Las lineas F7, seleccionadas
teniendo en cuenta ambas caracteristicas (N° vainas y porte) y su combinacion, fueron
sembradas en invierno a lo largo de tres afios en diferentes localidades siguiendo un
diseno de campo de blogues al azar con tres repeticiones, la parcela unidad fue de cuatro
surcos de 9 m. y 0.5m. entre surcos. En total se evaluaron las 12 lineas en 16 ambientes
diferentes, el rendimiento (kg/ha) fue evaluado cosechando sélo los dos surcos centrales.
A los datos obtenidos se le aplicé el andlisis de la varianza combinada para todos los
ambientes, y el efecto de los citados genes sobre el rendimiento se estudié mediante
descomposicién ortogonal del efecto linea y de la interaccion linea-ambiente. Diferencias
altamente significativas fueron obtenidas para el factor linea y para la interaccion linea-
ambiente, indicando una fuerte dependencia de los genotipos respecto al ambiente.
Respecto al gen Hg/hg las lineas de porte postrado (hghg) tuvieron mayor produccidn
que las de porte erecto (HgHg) explicando sus diferencias un 74% de la variacién total
detectada entre todas las lineas. En cuanto al gen S/s no se apreciaron grandes diferencias
entre las lineas de doble vaina (ss) y vaina simple (SS) explicando éstos solo un 10% de
la variacion total entre lineas. Respecto a la interaccion linea-ambiente se observa una
mayor tendencia a la estabilidad de los genotipos ss (doble vaina) y HgHg (erecto) ya
que éstos explican un menor porcentaje de la variacion total de la interaccion.
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EXPRESION DE UN PROMOTOR INDUCIBLE POR CHOQUE TERMICO EN
PLANTAS TRANSGENICAS DE Arabidopsis thaliana DEFICIENTES EN METIL
TRANSFERASA

Julja Rueda', Donna Crone? y Joseph Mascarenhas®

'Departamento de Genética. Facultad de Biologia, UCM.,

2Biology Department. Rensselaer Polytechnic Institute. Troy. New York.
“Biology Depariment. SUNY Albany. Albany. New York.

En plantas ctransgénicas de Arabidopsis thaliona se ha estudiado. mediante tincion
histoquimica con X-gluc, Ja expresion en las flores de una construccion realizada con el
promotor de un gen inducible por choque térmico procedente de soja (GmHSP
17.5E/GUS/NOS). Tras mantener las inflorescencias durante | hora a 42°C se ha
observado que este promotor es activo en los sépalos, en los filimentos de los estambres
y en los estilos. en funcidn del estado de desarrollo de )a flor. No se ha obscrvado
expresion en pétalos. en ovarios. sacos embrionarios y papilas estigmiiticas. ni en
anteras (Crone et al.. 200!, Plant Cell & Environment. en prensa). Esta falta de
actividad podria ser debida a represién inducida por metilacién en pétalos y tejidos
reproductivos. Para contrastar esta hipdtesis se han cruzado estas plantas con una linea
de plantas transgénicas de Arabidopsis thuliana deficientes en metilacién portadoras de
una construccién antisentido del gen MET1 (Finnegan el al. 1996. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 93, 8449-8454). Se ha estudiado la expresion en inflotescencias de plantas
pertenecientes a la F3 seleccionadas en kanamicina. El patrén de expresion tras el
choque térmico. fue dificil de establecer debido a la existencia de transformaciones
homedticas parciales de unos verticilos en otros, pero parecia ser bdsicamente el mismo
que en las plantas que portaban dnicamente la construccidn inicial. excepto porque se
observo también expresion en ovarios y sacos embrionarios. Los resultados, aunque no
son concluyentes. parecen indicar que los niveles de metilacidn pueden estar
involucrados en la expresién diferencial de este promotor en los distintos drganos
florales.
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ANALISIS DE QTLs DE LA RESISTENCIA AL VIRUS DE LA TRISTEZA DE LOS
CITRICOS.
Ruiz, C., Carbonell, E.A., Cambra, M., Puchades, J. y Asins, M.J.
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias.
Ctra. Moncada-Naquera. Km 4.5. 46113 Moncada (Valencia).

El virus de la tristeza de los citricos (CTV) produce la principal virosis que afecta
al cultivo de los citricos en el mundo. El CTV es un virus de ARN perteneciente a la
familia de los closterovirus. Actualmente no se conoce ningdn citrico resistente a todos
sus aislados. Poncirus trifoliata (L) Raf. es resistente a la mayoria de los aislados, en
cambio el naranjo amargo. Citrus aurantium L., estd muy bien adaptado a las condiciones
edafo-climdticas mediterrdneas pero es muy sensible al CTV cuande se utiliza como
patron.

El conocimiento de los genes responsables de la enfermedad serfa de gran interés
en la obtencion de nuevos patrones de citricos resistentes a CTV y adaptados a nuestras
areas de cultivo.

Con el fin de Jocalizar regiones gendmicas en Poncirus y en Citrus implicadas en
la multiplicacién del virus por la planta, se injertaron sobre naranjo dulce 66 hibridos C.
aurantivin - X P. trifoliata. y se inocularon con un aislado de CTV de la coleccién del
IVIA. La presencia del virus fue evaluada mediante dos métodos: un método cualitativo,
por inmunoimpresion, y un método semicuantitativo, mediante la técnica de ELISA-DAS.

El andlisis de mas de 150 marcadores de ADN (SSRs, SCARs e IRAPs) ha
permitido la obtencién de un mapa genético para cada especie parental. La utilizacion de
estos mapas en el andlisis de QTL (*Quantitative Trait Loci™) de multiplicacién del virus
pone de manifiesto la implicacién de mas de una regién gendmica. La de mayor
contribucion corresponde al locus Chr de P. frifoliata, aunque también se han localizado
otras regiones en el genoma de C. auwrantiuvm implicadas en la multiplicacion del virus
(Crx). Una de éstas regiones mapea en el mismo grupo de homelogia donde se localiza Cir
en P. trifoliata.

Estos resultados son directamente aplicables a la eleccién de parentales y a la
seleccién precoz dentro de programas de mejora de patrones de citricos.
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DETERMINACION DE LA DOSIS ALELICA EN ANEUPLOIDIAS MEDIANTE
CUANTIFJCACION DE PRODUCTOS DE PCR

Ruiz-Casares E'; Henriques-Gil N'; Orera M?

'Seceidn de Genética. Fac. CC Experimentales y Téenicas, Universidad San Pablo

. 3 . L. . . . . . . - -
CEU, Madrid. “Unidad de Genética. Hospital General Universitario Gregorio Maraion.
Madrid.

A partir de una muestra de ADN en la que existan dos 0 mids alelos. y si no hay
preferencias en la replicacidn, la cantidad de producto de PCR debe reflejar la
proporcidn de las sccuencias diana imciales. Puesto que ciertas aneuploidias y
reordenamientos cromosémicos pueden implicar dotaciones dialélicas descompensadas.
la determinacion de la dosis de cada alelo es importante para conocer el origen de la
anomalia. As{, hemos desarrollado una téenica sencilla para esta cuantificacion:
amplificacion por PCR de varios marcadores STR a lo largo del cromosoma problema,
separacion de los productos de PCR por electroforesis en gel de poliacrilamida. y
densitometrado directo de los geles teifidos con nitrato de plata.

En condicion disémica normal la proporcion de la intensidad entre las dos
bandas electroforéticas en caso de heterocigosis s 11 sin cmbargo. en individuos
(risémicos un locus trialélico presenturd una proporeion 111,y un locus dialélico una
relacion 2:1. existiendo diferencias cstadisticamente significativas entre individuos.
especialmente entre disdmicos heterocigSticos y trisdmicos dialélicos.

Aplicado a un caso concrelo de trisomia 21 por reordenamiento cromosémico.
demostramos que el prodncto de la amplificacién mediante PCR es proposcional a la
cantidad de ADN molde de partida. Se establecid la naturaleza del cromosoma critico
COMO un isocromosoma de origen palerno.
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EVOLUCION DEL CLUSTER LEUCINA EN Buchnera ENDOSIMBIONTE
PRIMARIO DE LOS PULGONES.

Beatriz Sabater-Muiioz', Roeland vanHam®, Francisco J. Silva', Andrés Moya y
Amparo Latorre'.

" Institut Cavanilles de Biodiversidad i Biologia Evolutiva y Departamento de Genética
de la Universitat de Valéncia
~ Instituto Nacional de Técnica Aeroespacial. Centro de Astrobiologia, CSIC. Madrid.

Los pulgones son insectos pertenecientes a la superfamilia Aphidoidea, que se
alimentan de la savia de las plantas ¥ que viven en simbiosis con Buchnera. una -
proteobacteria. Estudios filogenéticos indican que [a simbiosis se inicid hace unos 200-
250 MA. y desde entonces hospedador v huésped han coevolucionado, Dentro de esta
superfamilia se encuentran 35 familias de pulgones. Pemphigidae. Thelaxidae,
Lachnidae. Drepanosiphidae y Aphididae (Heie, 1987).

Estudios genéticos en varias especies han revelado, entre otros. la eliminacién de
dominios reguladores en los enzimas de biosintesis de fenilalanina y cisteina (Jiménez v
col., 2000; Baumann y col.. 1995). asi como cambios en las rutas de biosintesis del
triptéfano y la leucina mediante transferencia a plasmidos, de los genes codificantes de
las enzimas limitantes de la sintesis de los mismos (Bracho y col. 1995; Lai vy col.,
1994 Soler y col., 2000: van Ham y col.. 1997, 1999, 2000)

Este trabajo se centra en el estudio de la evolucién del cluster leucina en especies
de las cinco familias de pulgones. Tres de ellas (Lachnidae. Thelaxidae v Aphididae)
presentan el cluster leucina amplificado en pldsmido, mientras ¢ue las dos familias
restantes (Pemphigidae y Drepanosiphidae) lo presentan en el cromosoma. En la familia
mas ancestral, Pemphigidae, se presentan dos ordenes génicos distintos. lewABCD y
leuBCDA, con diferente localizacion en el cromosoma bacteriano. En la familia
Drepanosiphidae el cluster leucina presenta el orden /exBCDA. y una localizacion
cromosomica diferente a la presentada por los dos anteriores. Se discuten diferentes
escenarios evolutivos que indican o bien miltiples inserciones en el cromosoma a partir
de uno o varios plasmidos ancestrales, o bien, miltiples amplificaciones a plasmidos
pero en este caso con drdsticas reorganizaciones en el cromosoma.



ESTRATEGIAS “DOBLE HIBRIDO™ EN EL ANALISIS DE LLAS
INTERACCIONES MOLECULARES IMPLICADAS EN TRANSDUCCION DE
SENALES DE NITROGENO
Patoma Salinas, Rafael Maldonado, Isabel Martinez-Argudo y Asuncion
Contreras.
Divisidn de Genética. Universidad de Alicante, Apartado 99, E-03080 Alicante. Spain

Bl sistema  de dos componentes NurBC juega un papel fundamental en la regulicion
transcripeional de los operones implicados en la asimilacién de fuentes pobres de
nitrogeno. A diferencia de otros sistemas de transduccion de seriales “ortodoxos™, NtrB. el
componente sensor del par, es una proteina citopldsmica, cuyas actividades quinasa y
fosfatusa son moduladas por PII en funcién de la refacion carbono/nitrégeno. Datos
recientes indican que. contra todo prondstico. Pll interacciona con el dominio C-terminal
(dominio transmisor conservado) de NirB. arrojando dudas sobre 1a funcién del dominio
N-tlerminal, hasta ahora denominado “'sensor’.

En nuestro laboratorio hemos utilizado con éxito ¢l sistema del doble hibrido de
levaduras para e] andlisis de interacciones entre dominios concretos de las proteinas NtrB y
NuC. demostrando la especificidad de las interacciones entre los dominios transmisor y
receptor. Con el fin de uprovechar el potencial del sistema del doble hibrido en el estudio
de las interacciones moleculares implicadas en la transduccion de senales en el sistema ntr,
hemos incluido en los andlisis la proteina PII y analizado derivados mutantes de NtrB. Los
resultados obtenidos se discuten en relacion con los modelos actuales de regulacién de
NurB. Paralelamente hemos construido genotecas de E. coli y K. preumoniae en el sistema
del doble hibrido y estamos buscando proteinas que interaccionen con Jos componentes de
la ruta de transduccion de senales. La especificidad de las senales detectadas en el sistemau
de) doble hibrido nos permite ser optimistas sobre la relevancia fisioldgica de las
interacciones con nuevas proteinas halladas con este sistema.



ANALISIS DE ASOCIACION DE POLIMORFISMOS DE LOS GENES REN Y eNOS
CON HIPERTENSION ARTERIAL ESENCIAL EN UNA POBLACION DEL
SURESTE DE ESPANA.

F. Sanchez', E. Martinez’, L. Carrién’, J. A. Divisén’, M. Artigao’, E. Nava®, J. A.
Fernandez’ v Escribano’ .

'Area de Genética, Facultad de Medicina, Universidad de Castilla-La Mancha, Albacete.
*Grupo de Enfermedades Vasculares de Albacete (GEVA)."Area de Fisiologia, Facultad
de Medicina, Universidad de Castilla-La Mancha, Albacete. *Seccién de Biotecnologia.
Instituto de Desarrollo Regional, Universidad de Castilla-La Mancha. Albacete.

La hipertension arterial esencial es una enfermedad compleja. en cuyo desarrollo
intervienen multiples factores genéticos y ambientales. Se han realizado numerosos
estudios de asociacién de polimorfismos de genes potencialmente implicados en esta
enfermedad en poblaciones de distinto origen (afro-americanos, japoneses, drabes, eftc.)
habiéndose obtenido resultados contradictorios. Sin embargo, son pocos los estudios de
este tipo realizados en la poblacién espanola.

En este trabajo hemos investigado la asociacién entre polimorfismos de dos genes
implicados en el control de la presién arterial sanguinea (el gen de la renina, REN, y el gen
de la éxido nitrico sintasa endotelial, eNOS). con la hipertension arterial esencial en una
poblacién del sureste de Espaiia. empleando un disefio de casos-control.

El grupo de casos estuvo formado por 69 hipertensos, y el control por 50 normotensos.
El alelo polimérfico Bgll+, localizado en el intrén 1 del gen REN, y caracterizado por la
presencia de una diana de restriccion para la enzima Bgfl, mostré una frecuencia
significativamente superior en la poblacién hipertensa ('=30.85; p<0.001). Los
polimortismos analizados para el gen ¢NOS han sido: T—C en la posicion —786 de la
regién promotora, Glu298Asp. v una VNTR bialélica localizada en el intrén 4. Sélo el
polimorfismo Glu298 Asp mostré asociacion con la hipertension en la poblacidn analizada
(X3=8.5: p<0,05). Un andlisis preliminar del contenido de 6xido nitrico no ha mostrado
diferencias significativas en ambas poblaciones. Los resultados obtenidos sugieren que
tanto el alelo Bg/l+ como el alelo 298Asp pueden ser factores de susceptibilidad para la
hipertensién esencial en la poblacion analizada.
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VARIABILIDAD NUCLEOTIDICA EN GENES DEL SISTEMA OLFATORIO:
REGION QUE INCLUYE LOS GENES OS-£'Y OS-F EN DROSOPHILA

Alejandro Sanchez-Gracia y Julio Rozas
Depurtament de Genética, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona

Las proteinas OS-E y OS-F de Drosophila son proleinas de bajo peso molecular que
acttian como OBPs (odorant binding protein) y que participan en el proceso de
deteccion y codificacidn de la seiial olfatoria. Los genes que codifican estas dos
proteinas se encuentran situados en tandem en Ja misma regién gendmica y presentan
una clevada similitud en su secuencia de aminoacidos.

Con el objetivo de inlerir que fuerzas evolutivas ¢ue gobieman la variabilidad en estos
genes sc ha realizado un analisis del nivel y patrén del  polimorfismo en la regién
gendmica que incluye los genes OS-E 'y OS-F en Drosophila melanogaster, asi como un
estudio de la divergencia nucleotidica entre diferentes especies del grupo melanogaster.
Los resultados muestran acusadas diferencias ente los dos genes! la tasa evolutiva del
gen OS-F es mucho mds alta en todo el conjunto de especies analizadas destacandose un
acimulo significativo de cambios en la zona coditicadora en el linaje de D.
melanoguster. Los patrones de variabilidad obscrvados permiten inferir la accién de
diferentes de fuerzas selectivas sobre estos dos estos genes.
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DESEQUILIBRIO GAMETICO ENTRE LOCI MICROSATELITES DEL
CROMOSOMA X HUMANO

Sande, E., Rodriguez, S. y Zapata C.

Dpto. de Bioloxia Fundamental. Area de Xenética.
Universidade de Santiago.
15782 Santiago de Compostela. essala@usc.es

El estudio de la distribucion de las asociaciones no al azar entre alelos de loci
diferentes (desequilibrio gamético, DG) a lo largo de los cromosomas, es fundamental
para conocer su arquitectura multiloci asi como para disefar e interpretar una
experiencia de localizacion de genes implicados en enfermedades. El objetivo de este
trabajo es caracterizar la distribucién del DG a lo largo de una regién extensa del
cromosoma X humano. Con este propdsito se analizd el desequilibrio entre todos los
posibles pares de L1 loci microsatélites localizados en la region telomérica del brazo
largo del cromosoma X humano, a partir de una elevada muestra de individuos
residentes en Galicia. La region cromosdmica analizada comprende aproximadamente
1§ Mby 21 cM.

El desequilibrio para cada par de loci microsatélites s¢ analizé teniendo en
cuenta el signo de las asociaciones interalélicas. procedimiento que confiere a los tests
estadisticos de significacion una mayor potencia y permite una estimacion mas precisa
de su intensidad. Los resultados del analisis muestran que los desequilibrios entre loci
microsatélites son bastante frecuentes y se distribuyen a lo largo de toda la region
cromosomica estudiada. Ademds, la frecuencia del DG detectada es sustancialmente
superior a la descrita previamente en la literatura para marcadores microsatélites del
cromosoma X en otras poblaciones europeas. Probablemente, esta discrepancia es mds
una consecuencia de los distintos métodos analiticos utilizados que de las diferencias de
los niveles de desequilibrio entre poblaciones.
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HSP 90 PARTICIPA EN LA REGULACION DEL CICLO CELULAR EN
SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE

Andrea Santino, Manuel J. Munoz, Andrés Garzon y Juan Jiménez.
Laboratorio Andaluz de Biologia. Universidad Pablo de Olavide. Sevilla. Espaia.

La proteina encargada de disparar la
entrada en mitosis en S.pombe es Cde2. una i
proteina quinasa dependicnte de ciclina.

Cdc? a su vez es regulada por la %

quinasa Weel (que inhibe la entrada en @ MITOSIS
mitosis ) y por Cdc25, una fosfatasa que ﬂ

actia como activador. Este mecanismo es

universal para las célutas eucariotas y su cal

estudio es extrapolable a organismos
superiores. S. pombe posee estos genes en
copia Unicy, lo que facilita su estudio.

La sobreexpresidn del inhibidor Weel produce una parada del ciclo celular
en G2 que causa letalidad. Con el objetivo de encontrar nuevos reguladores de Ja
mitosis se buscaron supresores en multicopia de este fenotipo letal. Asi. se identifico
el gen wos2 (M.J . Mufioz et al, Genetics 153:1561-1572, 1999). wos2 codifica para
una protefna homdéloga a P23, una cochaperona asociada al complejo Hsp90.
Consistentemente, se encontrd que dos alelos mutantes de swo/ (el homdlogo a
Hsp90 en S.pombe). swol-26 (Aligue et al. EMBO J. 13, 6099-61006. 1994) y swo!-
wl ( Muodoz y Iimenéz, Mol Gen Genet, 261, 242-250, 1999) tambjén suprimian
dicho fenotipo. Estos resultados sugieren una relacion entre la maquinaria del
complejo Hsp90 y el control del ciclo celular, ya que tanto la sobreexpresion de
wos2, como las mutaciones swo/-26 y swol-wl son capaces de suprimir e) exceso
de actividad de Weel.

Ademas, ambas condiciones (la sobreexpresion de wos2 o la mutacion swo/-
w/. producen un fenotipo letal sintético en combinacion con determinados alelos de
cde? (cde2-33 y cde2-M26 ). Esta interaccion genética indica que el complejo de
Hsp90 interacciona con Cdc2 y que esta interaccidn es importante para mantener la
funcién de Cdc?2.

Para comprobar si las interacciones genéticas s¢ comesponden con
interacciones fisicas. se han realizado ensayos de copurificacién in virro utitizando
extractos crudos de proteinas. Estos experimentos confirman la interaccion fisica
entre Wos2 y Hsp90. apoyando la idea de que Wos2 es un homélogo funcional de
P23. Datos preJiminares demuestran una interaccién fisica entre Hsp90 y Cdc?2
sugiriendo que Cdc? podria actuar in vivo como un complejo Hsp90-Cdc?2.
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EVIDENCIAS DE UN MECANISMO EPIGE_NETI(‘O DE INACTIVACION
REGIONAL EN EL. CROMOSOMA 19 DE RATON EN LINFOMAS INDUCIDOS
CON RADIACION GAMMA.

Santos J, Herranz M, Fernandez M, Vaquero C, Lopez P y Ferniandez-Piqueras J.

Laboratorio de Genética Molecular Humana, Unidad de Genética, Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad Auténoma de Madrid. 28049-Madrid.

Nuestro equipo ha puesto a punto un modelo animal para el estudio de los linforas T,
con hibridos de raton (altas tasas de heterocigosidad) sensibles a la induccién de este
tipo de tumores con radiacion gamma. Este modelo es muy apropiado para la busqueda
de genes supresores mediante la deteccién de con pérdidas alélicas especificas (regiones
candidatas) (Santos et al., 1998; Herranz er al., 1999). Siguiendo esta estrategia hemos
detectado una de estas regiones en el cromosoma 19 entre los microsatélites DI9Mit 106
(22cM) y DIY9Miti00 (27 cM), que contiene dos genes supresores candidatos: Cd93/Fas
y Pren. Ninguno tiene mulaciones en sus regiones coditicantes (SSCP-secuenciacion).
pero ambos estan inactivados (RT-PCR) en un alte porcentaje de los casos (34 de 68
tumores, 50%). Sorprendentemente, otro gen (Juk2). de conocidas propiedades
oncogénicas, situado entre ambos, estd también inactivado en 24 de aquellos linfomas
(70.6%) v tampoco presenta alteraciones mutacionales. Teniendo en cuenta estos
resultados y el hecho de que otros genes implicados se inactivan por metilacién de sus
regiones promotoras, proponemos la existencia de un mecanismo de inactivacién
epigenético de cardeter regional en el cromosoma ]9 de ratén que estaria operando
durante el desarrollo de los linfomas T.

Santos J. Herranz M, Pérez de Castro I, Pellicer A & Ferndndez-Pigueras). 1998
Oncogene 17: 925

Herranz M. Santos J, Salido E, Fern'ndez-Piqueras J & Serrano M. 1999 Cancer Res
59: 2068

Trabajo financiado por Ministerio de Educacion y Cultura (PM99/0003)



IDENT(FICACION DE UN NUEVO LOCUS DE RESISTENCIA A LA INDUCCION
DE LINFOMAS T CON RADIACION GAMMA EN CEPAS DE RATON INTER-
ESPECIFICAS CONGENICAS*

Santos J, Vaquero C, Fernandez M. , Lopez P, Matabuena M, De Isidro Y, v
Fernindez-Piqueras J.

Laboratorio de Genértica Molecular Humana., Umidad de Genética. Departamento de
Biologiu, Facultad de Cjenciuas. Universidad Autdnoma de Madrid. 28049-Madrid.

La radiacion gamma es un potente carcindgeno capaz de inducir linfomas T en cepas
sensibles de raton. Nuestro equipo ha detectado tasas muy altas de induccién en
C57BL/6] (cepa muy sensible con una incidencia de tumores en torno al 73.4%) v
reducciones significativas en Mus spretus (cepa muy resistente con una incidencia de
s6lo el 3.4%: X:= 36.4 P< 0.000001). Los hibridos '/ desarrollan un claro fenotipo de
resistencia (incidencia de tumores del 3.2%: y'= 62.4 P< 0.00000)) sugiriendo la
existencia de factores de resistencia de cardcier dominante en M. sprefus. La utilizacion
de cepas consomicas interespecificas (Cl) 'y cepas congénicas recombinantes
interespecificas (CRI) nos ha permitido identificar un locus de resislencia entre los
marcadoves D/ 9IMi128 y DI9Mits2 del cromosoma 19 responsable de una reduccion en
la incidencia de tumores hasta ¢l 32.1% (x3= 20.51 P< 0.0000007). El alelo resistente
podria ser una varianle polimorfica funcional de un conocido gen supresor.

* Lus cepas consomicas v congénicas utilizadas en este (rabajo han sido obtenidas en
los lahoratorios del Dr. JL Guener (Inst. Pasteur) v E. Salido (Univ. De La Lagina)

Este mabajo ha sido financiado por ia Unién Europea (BIOMED 2, BMH4-98-3426)
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ACTIVACION DE ORIGENES DE REPLICACION Y RECOMBINA-CION EN
Schizosaccharomyces pombe

Mdénica Segurado, Maria Gémez y Francisco Antequera

Instituto de Microbiologia Bioquimica
CSIC/Universidad de Salananca
Campus Miguel de Unamuno
37007-Salamanca

La recombinacion genética tiene un papel importante en la reparacion de daios en el
DNA durante la replicacion. Mutaciones que afectan a proteinas que intervienen en la
replicaciéon como DNA polimerasas, helicasas o ligasas aumentan la frecuencia de
recombinacién mitdtica. En eucariotas se ha propuesto que la recombinacién entre
cromdtidas hermanas estd implicada en la reparacion de lesiones producidas durante la
replicacion.

Hemos estudiado la recombinacién mitdtica en Schizosaccharomycees pombe durante la
fase S del ciclo celular mediante electroforesis bidimensional de intermediarios de
replicacion. Nuestros resultados indican una mayor frecuencia de recombinacién en
regiones que contienen origenes de replicacién. El andlisis de cultivos sincrénicos revela
que la aparicion de intermediarios de Holliday sigue la misma cinética que la activacion
de los origenes. Ademads. la integracién de marcadores en varios loci gendmicos revela
que Ja frecuencia de recombinaciéon homéloga es mucho mayor en regiones proximas a
origenes de replicacion. Por otra parte, mutantes de genes de reparacion de DNA estdn
simultineamente afectados en replicacién y en recombinacion.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que los origenes de replicacién en S.pombe
podrian ser “hotspots™ de recombinacion y sugieren una posible relacion funcional entre
la iniciacion de la replicacién del DNA y la recombinacion.
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ANALISIS DE LA COLONIZACION DE AMERICA POR D. SUBOBSCURA A
NIVEL MOLECULAR

Serra', L.. Mestres'. F.. Balanyé', J.. Pascual’, M., Solé', E.. Abad', L.. Latorre’, A.
and Sabmcrz, B.

| . . - i §
Dept. Genetica. Facultat. de Biologia. Universitat de Barcelona
- Instituto Cavanilles de Biodiversitat 1 Biologia Evolutiva. Valencia

La colonizacion de América por Drosophila subobscura es un fendmeno evolutivo de
gran transcendencia. Se han utilizado marcadores moleculares (/oci microsatélites y el
gen Odh. Octanol deshidrogenasa) para analizar diferentes aspectos de  dicha
colonizacién. Asi. se ha estudiado la estructura genética en poblaciones europeas.
norteamericanas y sudamericanas de dicha especie mediante 10 /oci microsatélites (7
autosomicos y 3 ligados al sexo). No se ha detectado diferenciacién genética entre las
poblaciones europeas indicando que el flujo genético entre ellas es muy elevado. Las
poblaciones colonizadoras presentan una elevada reduccion del niimero de alelos, wna
disminucién significativa de la heterocigosis v la misma varianza en el mimero de
repeticiones que las poblaciones europeas. lo que puede explicarse por efecto fundador
con una expansion rapida. Mediante esta técnica se ha esumado que el ndamere mas
probable de individuos colonizadores fue de 4 a 11. suponiendo que todos los alelos
presentes en las dreas colonizadas provinieron de Europa. Existe una elevada
coincidencia en los alelos observados en las dos dreas colonizadas. Respecto al gen
Ocdh, se han obtenido 53 secuencias nucleotidicas a partir de Jineas cromosdémicas
americanas y curopeas. En América se han detectado 10 haplotipos. por lo tanto el
ndmero mimmo de colonizadores serfa de 5. Se encontraron 3 haplotipos distinios en
los mismos ordenamientos cromosémicos tanto en Norte como en Sudamérica.
confirmando la estrecha relacion entre ambos hemisferios. Por tltimo es de destacar que
ciertos ordenamientos cromosémicos presentan haplotipos particulares (Os, Ojetio.
Osxpie7). mientras que otros no (Ou. Oz Oagy). Posiblemente es debido a la
localizacién del gen Odh en los ordenamientos cromosdmicos permitiendo diferentes
grados de recombinacion.
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ANALISIS DE LA VARIABILIDAD DE ESPECIES DE Lycopersicon
COLECTADAS TRAS EL AUMENTO POBLACIONAL ASOCIADO AL
FENOMENO DE EL NINO

Sifres, A; Pico, B.; Fernandez de Cordova, P.; Soler, S; De Frutos, R.;
Nuez, F.

Centro de Conservacién y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana
(COMAV). Universidad Politécnica de Valencia.

Dada la estrecha base genética del tomate (Lycopersicon
esculentum). las especies silvestres del género Lycopersicon constituyen un
recurso genético muy valioso para la mejora de esta hortaliza.

El fenémeno de El Nifo de [997-98. uno de los més severos del
dltimo siglo. origind fuertes lluvias sobre algunas regiones desérticas del
norte de Perd y sur de Ecuador, hdbitat de especies del género
Lycopersicon. Este cambio climdtico produjo un fuerte aumento de los
tamafios poblacionales de dichas especies. Aprovechando esta circunstancia
se efectud una recoleccién de entradas de L. pimpinellifolivm y L. hirsutum.

Empleando andlisis de Componentes Principales y analisis cluster
UPGMA se analizé la variabilidad morfolégica de las entradas. entre y
dentro de especie, evaluando caracteres de planta, flor. inflorescencia y
fruto. Los caracteres de flor e inflorescencia fueron los que presentaron un
mayor nivel de variacion, encontrdndose en L. hirsunim una diferenciacion
altitudinal para estos caracteres.

En ambas especies se identificaron nuevas fuentes de resistencia a
tres de las virosis mds importantes del tomate a nivel mundial TYLCV,
TSWV y ToMV. asi como variacion para color y contenido en sélidos del
frute.

Cerca de Olmos (Lambayeque) se localizé una reducida drea. zona
de confluencia de varias corrientes de agua. donde se observd gran
variabilidad para L. pimpinellifolium, L. hirsutum y L. esculentum
simultdneamente.

El andlisis mediante marcadores moleculares, principalmente
microsatélites. estd completando la caracterizacion de la coleccion,
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TRANSFERENCIA DEL GEN DE RESISTENCIA A Hewerodera avenae (Cre7)
DESDE Acgifops triuncialis A TRIGO HEXAPLOIDE.

Sin E,' Montes MJ,! Romero MD,’ Lopez-Braiia 1, Andrés MF, *Mar- tin -
Sanchez JA," Martinez C,” Benavente E,' Gomez-Colmenarejo M'y Delibes A.'

'Dpto. de Biotecnologia. E.T.S.I. Agrénomos. U.P.M. Avd/ Complutense sn.. 28040-
Madrid. “Centro de Ciencias Medioambientales-CSIC. Serrano 115, 28006-Madrid.
UdI-IRTA. Av. Rovira Roure 177, 25006-Lleida.

Se ha demostrado la transferencia a trigo hexaploide, de un gen dominante de
resistencia a Hererodera avenae (Cre7) procedente de Aegilops triuncialis (lineasTR),
mediante el cruzamiento | Triticum turgidiom (AABB) x Ae. rriuncialis (UUCC)] x
Triticum aestivum (AABBDD). La resistencia de la linea de 42 cromosomas. TR-353,
que se selecciond por su buen comportamiento en los ensayos de campo e invernadero.
se ha transferido a lineas avanzadas de mejora mediante cruzamientos recurrentes con
trigos de alta calidad y/o produccion. de las que se han estudiado algunos caracteres
agrondmicos, El gen Cre7 en alguna de estas lineas incrementa significativamente el
rendimiento (Kg/ha) en terrenos infestados naturalmente y no introduce efectos
deletéreos en ausencia de nematodos.

La segregacion del cardcter resistencia en Jas generaciones F» de los
cruzamientos de lineas con la resistencia conferida por Cre? y trigos portadores de otros
genes de resistencia a Heterodera avenae (Crel. Cre2. Cre3 y Cred). apoyan la
hipotesis de que el gen Cre7 no es alélico con ninguno de ellos. La linea TR-353. que ha
sido caracterizada por métodos citologicos (GISH) y fraccionamiento electroforético de
27 sistemas isoenzimiticos de los 7 grupos de homeologia, parece no tener ni grandes
fragmentos cromosdmicos ni cromosomas completos de la especie silvestre donadora.
Marcadores de Ae. triuncialis de los grupos de homologia 4 [Fosfatasa dcida (Acph-1).
Alcohol  deshidrogenasa  (Adh-1)].  5[Malato  deshidrogenasa  (Mdh-3)] vy 7
[Endopeptidasa (Ep-1)] se han encontrado en la linea TR-353. pero no estdn ligados a la
resistencia. Asi mismo. ha sido observado en esta linea la ausencia de otros marcadores
del grupo de homeologia 4 del trigo (- Amy-D1. Aco-D2/B2 y Amp-B2) sin detectar la
presencia de los marcadores correspondientes de Ae. triuncialis. El conjunto de los
datos parece sugerir que el par de cromosomas 4D ha sido sustituido, en esta linea. por
un par del 4B.



CONTROL DE PATERNIDADES Y POTENCIAL DE ASIGNACION RACIAL
MEDIANTE LA UTILIZACION DE MICROSATELITES EN 4 RAZAS EQUINAS
DEL PIRINEO OCCIDENTAL

A. Solis, B. Jugo, A. Estonba
Animali Biologia eta Genetika Dpta., UPV/EHLU. Bilbao

En este trabajo se han analizado mds de 400 animales pertenecientes a 4 razas
equinas del Pirineo Occidental. Euskal Herriko Mendike Zaldia (EHMZ), Burguete,
Pottoka y Jaca Navarra. La genotipificacién para doce microsatélites se ha realizado
mediante dos PCR multiplex y posterior andlisis mediante el Analizador Genético ABI-
PRISM 310. El tamafo de los fragmentos amplificados fue estimado mediante el
software Gene Scan y la nomenclatura estandarizada en el Test de Comparacion
organizado por la Sociedad Internacional de Genética Animal en el afio 2000.

En cuanto a Ja aplicacion de la genotipificacién por marcadores moleculares al
control de paternidades, las probabilidades de Exclusién medias obtenidas a partir del
andlisis de estos doce marcadores en los casos de un parental conocido o ambos no
conocidos son del 0.9997 en la raza Burguete y 0.9999 en las tres razas restantes en el
primer caso, v sus valores oscilan entre 0.9902 y 0.9970 en el segundo caso.

Por otro Iado, se ha realizado una simulacién genotipica basada en una distribucién
de frecuencias alélicas especificas de raza. En este andlisis la mayoria de los individuos
pudieron ser asignados a su poblacion de origen. atn cuando segin nuestros resultados
este método se correlaciona negativamente con la variacion genética intrarracial.

Por dltimo, se ha realizado un arbol filogenético basado en la proporcién de alelos
compartidos respecto a todos los loci analizados. utilizando animales individuales como
unidades taxonémicas. En el drbol. en el que se incluyen todos los animales genotipados,
aparecen diferenciadas las dos razas cdrnicas y las dos razas de poney, ain cuando el
agrupamiento no es estricto.

Los andlisis que estamos realizando permitirdn una identificacién basada en
marcadores moleculares como apoyo a los Planes de Conservacion y Mejora que se estin
desarrollando en las razas analizadas.
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MUTANTES CONDICIONALES SENSIBLES A FORMAMIDA EN LA ENZIMA
FOSFOFRUCTOQUINASA. UN POSIBLE REGULADOR DEL CICLO CELULAR
DE S.POMBE.

V. A. Tallada y J.Jiménez.
Laboratorio Andaluz de Biologia / Departamento de Ciencias Ambjientales. Universidad
Pablo de Olavide. Sevilla.

Estudios genéticos en la levadura de {isidn Schizosacharomyces pombe permiten el
analisis in vive de las funciones de los genes requeridos para el control del ciclo celular.

Con proposito de identificar nuevas funciones implicadas en eventos del ciclo
celular buscamos venes causantes de defectos en la division celular por sobreexpresion.
Entre los clones aislados identificamos un ¢DNA parcial correspondiente al gen de la
enzima fosfofructoquinasa (pfk). una enzima clave en la regulacion del metabolismo
energctico.

Con objeto de caracterizar en detalle la posible participacion de la PFK en ¢l
control de) ciclo celular. se buscaron mufantes condicionales de esta enzima
hipersensibles a formamida. Para ello se mutagenizé un pliasmido contenicndo ¢f cDNA
completo del ygen bajo un promotor regulable usando hidroxilamina (NH.OH).
mutdgeno que produce transiciones GC-AT.

Después de analizar 30.000 clones independientes se aislaron |0 distribuidos en
distintos grupos fenotipicos. En el presente trabajo se presenta una caracterizacion mas
detallada de 5 de ellos.
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APROXIMACION FUNCIONAL A USP25 Y USP28, MIEMBROS DE UNA
NUEVA SUBFAMILIA DE UBIQUITIN PROTEASAS.

Valero, R., Marfany, G., Gonzilez-Angulo, O y Gonzalez-Duarte, R.

Departamento de Genética. Facultad de Biologia, Universidad Barcelona

La busqueda de genes en el cromosoma 21 humano permitio la caracterizacion del gen
USP25, localizado en 21q11.2 (Valero er al. 1999). Mediante ensayos Northern y
hibridaciones in situ demostramos que se expresaba en cerebro fetal v en testiculo de
ratén. Ademas ensayos de RT-PCR pusieron de manifiesto trinscritos diferenciales en
musculo esquelético. testiculo y corazodn, cuya relevancia funcional es ain desconocida.
Recientemente, mediante un andlisis comparativo de secuencias (TBlastX) hemos
identificado una secuencia homdloga a USP25 en 1123, el gen USP28. Este nuevo
gen, de mids de 80 kb, estd formado por 25 exones, codifica una proteina de 1077
aminodcidos y presenta isoformas especificas de musculo. corazén y cerebro. USP25 y
USP28 comparten un 55.7% y un 51.36% de identidades nucleotidicas y aminoacidicas
respectivamente. Este elevado grado de homologia estreutural junto con su capacidad de
hidrolizar ubiquitina in vive sugiere que ambos genes forman una nueva subfamilia
dentro de las UBPs (ubiquitin specific proteases). Las UBPs son esenciales para
mantener la tasa de recambio proteico intracelular e intervienen en una gran variedad de
procesos bioldgicos: reparacion v empaquetamiento del ADN. ciclo celular v
presentacion de antigenos entre otros (D'Andrea and Pellman, 1998). Ademds. varios
miembros de las UBPs estdn relacionados con efectos de dosis génica ya que aparecen
implicados en sindromes causados por aneuploidias. Si bien desconocemos la
contribucidén de USP25 al sindrome de Down. el hecho que se sobreexprese en cerebros
fetales Down concordaria con las evidencias a favor del efecto de dosis descrito para
estas otras UBPs.

Bibliografia:

-D'Andra and Pellman. Crir Rev. Biochem. Mol. Biol. 33: 337-352

-Valero, R; Marfany. G: Gonzilez-Angulo. O: Gonzilez-Gonzilez. G: Puelles, L;
Gonzilez-Duarte. R. Genomics: 62, 395-405 (1999)
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PROTEINAS DE PERED CELULAR DE Trichoderma harziagnum.
Valle 1., Codon A.C., Govantes J., y Benitez T.

Departamento de Genética, Universidad de Sevilla. Avenida de Reina Mercedes. 6.
41012, Sevilla. Espana.

T, harZiamun es un agente de biocontrol de diversos hongos fitopatégenos. a los que
ataca produciendo enzimas, antibidtcos o compitiendo por el espacio. Sin embargo.
existen pocos estudios sobre los aspectos defensivos de Trichoderma frente al ataque de
estos hongos litopatdgenos.

Nosotros hemos aislado un gen Hamado gid74 que se expresa solumente bajo
condiciones desfavorables tales como hambre de carbono o nitrégeno, y que parece
codificar una proteina de pared. La sobreexpresion de qid74 podria proteger a 7.
harzianum en condiciones hostiles tales como estrés osmdtico, hidrico o conferir
resistencia a enzimas liticos.

Hemos cotransformado la cepa de T. harzianum CECT 2413. con ¢l plaismido pLMRS3
que porla el gen gid74 bajo el control del promotor constitutivo pki. sobreexpresando
este gen, y con el plasmido p3SR2 que lleva el gen amdS que permite al hongo crecer
usando como {fuente de nitrégeno la acetamida. También hemos llevado a cabo la
disropcién de gid74 insertandole el marcador amdS.. Hasta ahora no se ha observado
ningin fendtipo diferente con yespecto al silvestre. tanto en los transformantes que
sobreexpresan gid74. como en las cepas con el gen interrumpido.

Por ditimo. se ha llevado a cabo la fusion del gen gid74 con ¢l gen de L proteina verde
fluorescente para determinar la localizacién de Ja proteina.
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ELONGACION TRANSCRIPCIoNAL HETEROLOGA EN LEVADURA.

Manuela Vanti y Sebastian Chavez

Departamento de Genética. Universidad de Sevilla. Avda. de Reina Mercedes. 6.
Facultad de Biologia. E41012 Sevilla (Espana).

Se estdn describiendo cada vez mas genes eucaridticos cuya regulacion se desarrolla a
nivel de la clongacién de la transcripcidn. Recientes estudios. la mayoria de ellos
realizados in virro mediante técnicas bioguimicas. han llevado a la identificacion de
varios factores generales de transcripeidn que actuan a nivel de la elongacion. Algunos
de estos factores, como TFIIF, CSB y la elonguina, influyen sobre la elongacion
suprimiendo pausas de la RNA polimerasa 1I; TFIIS previene la parada de la RNAPII
e induce el corte del transcrito naciente: DSIF contrarresta el efecto de factores
positivos de elongacidn; el complejo FACT facilita la transcripcién sobre moldes de
cromatina. Se han descrito homélogos putatives de cada uno de estos factores
enSaccharomyces cerevisiae v se dispone de estirpes de levadura mutantes en los
genes que codifican para ellos. Hemos decidido aprovechar todo ello para estudiar la
clongacién  transcripcional  de genes animales. En  primer lugar, estamos
reconstruyendo  sistemas transcripcionales de algunos genes de mamifero en
Saccharamyces cerevisiae. Para ello hemos fusionado elementos reguladores en cis
con genes marcadores de levadura y hemos expresado los transactivadores especificos
de los genes. Mostramos los primeros resultados de esta estrategia y discutimos el uso
de levaduras como herramienta genética para investigar elongacién transcripcional
heteréloga.
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ANALISIS DE LA MUTACION EN LOCI MICROSATELITES DE
Drosophila melanogaster.

J. F. Vidzquez, J. Albornoz y A. Dominguez.

Dpto. de Biologia Funcional. Area de Genética. Universidad de Oviedo.

Se estudiaron las mutaciones en loci microsatélites en un conjunto de
175 lineas de acumulacion de mutaciones, procedentes de una inica
poblacidn homocigotica de Drosophila melanogasier. Cada una de cstlas
lineas se mantuvo independientemente mediante el cruce de una pareja de
hermanos. y durante 80 gencraciones.

En eslas Iineas se probaron 28 loci microsatélites y se detectaron dos
mutaciones. Una de las mutaciones se Jocalizd en el locus microsaléhte
DROYANETSB. y consiste en la adicion de una dnjca unidad del
dinucledtido repetido (TG). La otra mutacidn se detectd en el locus
DMSGG3. en este cuso se trata de una delecion de cince unidades del
trimucledtido repetido (CAG).

Se obtuvo una tasa de mutacién media de 5.1 x 10", Este dato
confirma dos estimaciones previas realizadas por otros autores en Jincas de
acumulacién de mutaciones. que seialaban que los loct microsatélites en D.
melanogasier lienen tasas de mutacién medias del orden de 10"
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IDENTIFICACION DE LAS PERMEASAS DE TREONINA Y HOMOSERINA EN
Saccharomyces cerevisiae Y SU PAPEL EN EL NIVEL INTERNO Y EXTERNO DE
ESTOS AMINOACIDOS.

Velasco, 1.* ; André, B.** y Calderén, I.L.*

*Departamento de Genética. Universidad de Sevilla. Ap. 1095. 41080-Sevilla. Espaiia
*#% Laboratoire de Physiologie Cellulaire. Université Libre de Bruxelles. Institut de
Biologie et de Médecine Moléculaires. 6041-Gosselies. Bélgica

La excrecion de aminodcidos por microrganismos que los superproducen
constituye un fendmeno ampliamente observado pero ain poco caracterizado. Nuestro
grupo dispone de cepas mutantes de Saccharomyees cerevisiae que superproducen hasta
400 nmoles de treonina/mg PS. treonina que se distribuye de manera variable entre el
interior celular y el medio de cultivo. Este fenémeno se observa también para la
homoserina, intermediario en la ruta biosintética de la treonina. Segin hemos podido
constatar, existen factores genéticos y ambientales que modulan la excrecién de estos
aminodcidos.

En S. cerevisiae la treonina entra en Ja célula mediante al menos dos sistemas de
transporte. los determinados por los genes GAP/ y AGP!. El doble mutante gap! agpl
es capaz de crecer en treonina como tnica fuente de nitrdgeno, lo que implica que debe
de haber otras permeasas para este aminodcido. Con el fin de investigar cuales son estas
permeasas. se han construido mutantes con deleciones en seis genes de la familia de
permeasas de aminodcidos AAP. Los resultados demuestran que GNP/ es una permeasa
de treonina y que su contribucion a esta actividad es mucho mds importante cuando
crece en una fuente rica de nitrégeno (amonio), que en una fuente pobre (prolina),
donde AGPI es la permeasa mds importante tras GAP/. La homoserina parece
compartir con la ftreonina todas sus permeasas. Por dltimo, la medida de las
concentraciones interna y externa de treonina y homoserina sugiere que las permeasas
actian contrarrestando la salida que tiene lugar por vias atin desconocidas pero que
estdn siendo investigadas.
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CONTROL GENETICO DE LA CAPACIDAD DE ORGANOGENESIS /N VITRO
EN  ARABIDOPSIS THALIANA. 1- OBTENCION Y ANALISIS DE
DESCENDENCIAS F1.

Velazquez 1., de la Peiia A., Candela M.

Departamento de Genética. Universidad Complutense de Madrid.

En este trabajo se analiza el control genético de las diferencias detectadas en la
capacidad para rediferenciar brotes aéreos a partir de cultivos in vitro iniciados con
distintos explantes (hoja y raiz), en hneas de los ecotipos Landsberg ervera (Ler),
Columbia (Col) y Cape verde island (Cvi). que fueron usadas como parentales de lineas
recombinantes consanguineas (RILs). cruzando Ler x Col (Lister y Dean. 1993) v Ler x
Cvi (Alonso-Blanco et al., 1998). Se hun analizado varias réplicas no simultineas. para
minimizar la variacton ambiental. Se ha medido la capacidad de regeneracién mediante
distintos indices : tasa de regeneracion (RR). media de brotes regcnerados por callo
(SRC) y por callo que regenera (SRRC) en las lineas parentales y en las Fl.

Tanto en los parentales como en las [F] los cultivos de rajz regeneran imejor gue los de
hoja. En cultivos de raiz la capacidad de regeneracidn de Ler es muy alta. la de Col ala
y la de Cvi baja. mientras que en los culuvos de hoja, la de Ler es media-alta, Ja de Cvi
baja y la de Col muy baja. resultados que confirman observaciones previas (Candela ct
al.. 2001).

Las F] no muestran diferencias significativas debidas a la direccion del cruzamiento,
por lo que pueden descartarse efectos maternos sobre este cardcter.

En los cultivos de hoja. en ambos cruzamientos un parental tiene regeneracién media-
alta (Ler) y el otro baja o muy baja. y en los dos casos la Fl es mds parecida. aunque
algo mds baja, al parental que mejor regenera {Ler). lo que indicaria la exjstencia de
genes dominantes con un efecto positivo sobre la capacidad de regeneracion.

En los cultivos de raiz cuando. como antes. uno de los parentales ticne capacidad de
regeneracion muy alta (Ler) y el otro baja (Cvi). la F1 se parcce mas al parental que
mas regencra. Sin embargo, cuando los dos parentales tiene capacidad de regeneracion
alta (Col) o muy alta (Ler), la Fl es algo mejor que ¢l parental que mis regenera.

Estos resultados indicarfan herencia poligénica. efecto aditivo y dominancia de. al
menos. algunos de los alelos que favorecen Ja capacidad de regeneracidn.
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CONTROL GENETICO DE LA CAPACIDAD DE ORGANOGENESIS /N VITRO

EN  ARABIDOPSIS THALIANA. 1L- FACTORES QUE AFECTAN A LA

IDENTIFICACION Y LOCALIZACION DE QTLs MEDIANTE ANALISIS DE RILs.
Velizquez 1., de la Pefia A., Candela M.

Departamento de Genética, Universidad Complutense de Madnid.

En un andlisis preliminar en el que se utilizaron muestras de 30 RILs del cruzamiento
Ler x Col (Lister y Dean, 1993), se identificaron distintos QTLs implicados en la
capacidad de regeneracién de brotes aéreos (medida como la media de brotes
regenerados por planta, SR) a partir de explante de hoja cultivados en CIH/STH y de
raiz cultivados en CIR/SIR (Schiantarelli et al, 2001).

Con el fin de precisar mejor la situacion de estos QTLs y descartar, en su caso, falsos
positivos se han analizado muestras de mayor tamano (100 RILs). se han utilizado
diferentes indices para medir la capacidad de regeneracion, como son el porcentaje de
callos que regeneran (tasa de regeneracion, RR) o la media de brotes regenerados por
callo (SRC) y se han empleado matrices con diferente nimero de marcadores
moleculares.

Para determinar la existencia de QTLs que se expresan en funcidn del tipo de explante
(y no de otras variables, como los medios de cultivo). se han analizado muestras de 30
RILs cultivando simultineamente explantes de hoja y raiz en los mismos medios. Se¢
han utilizado solamente los medios CIH/SIH (modificados de Feldmann y Marks,
1986). puesto que en Jos CIR/SIR (modificados de Valvekens et al., 1988) los cultivos
de hoja regeneran con tasas muy bajas (Candela et al., 2001).

Asimismo, se han analizado muestras de 25 RILs Ler x Cviy 25 Cvi x Ler (Alonso-
Blanco et al.. 1998).

Se discuten los resultados del mapeo en funcién de las distintas variables introducidas:
tipo y nimero de RILs, matriz de marcadores moleculares, indices utilizados para
medir el cardcter y explante de partida.



CONTROL DEL TAMANO FLORAL EN ANTIRRHINUM MAJUS.

Weiss, Julia; Ruth Puche; Amalia Roca; Ignacio Garcia-Escudero, Carlos Miras,
Luis Cervantes, Francisco Bel y Marcos Egea-Cortines

julia.weiss @upct.es; marcos.egea@upct.es

Area de Genética, Escuela Téenica Superior de Ingenieros Agronomos, Universidad
Politécnica de Cartagena, 30868 Cartagena
http:/fwww.upcles/~genetica/Investicacion.htm

En angiospermas, e) tamanio de las flores parece estar bajo un control muy superjor al
observado para olros drganos. cuya variabilidad en tamano es mas afectada por
condiciones ambientales. En la planta modelo Arabidopsis thaliana, mutantes que
afectan el tamano de la flor afectan también a su arquitectura. lo cual impide estudiar
como se controla en tamano final de las flores. Estamos estudiando el tamafio de Ta flor
utilizando mutantes de la coleccion de germoplasma de Gatersleben, cuyo fondo
genético comtin es la linea SippeS0. Hemos identificado mutantes que producen plantas
mas pequenas y flores mas pequenas. que incluyen nana. rotundiflora y unilabiara,
mutantes que no afectan al tamano de la parte vegetativa pero si a las flores, que
incluyen compacta. compacta dhnlich. Nitida y abreviara. mutantes que producen (lores
grandes o muy grandes que incluyen formosa 'y Grandiflora. La hipdtesis que hoy se
acepta es que grupos de células del meristemo apical adquieren una identidad de
primordio y posteriormente adquieren una identidad vegetativa o floral. dependiendo
del programa que se encuentre activo. St esto es cierto, debe de existir en la planta
salvaje un sistema que determina el nimero minimo de células que forman un primordio
floral, o conwuolar su expansién para que el tamafo final no varie. Estamos
desarrollando cruces entre mutantes que producen mas primordios florales de lo normal
(densiflora) o cuya dominancia apical estd comprometida (densirramea y caperucita
roja), con el objeto de determinar si la particion excesiva del meristemo puede tener
efectos adicionales sobre los fenotipos observados. Asi mismo estamos analizando
cruces con eramosa. incapaz de producir primordios laterales. con el objet de
determinar el efecto contrario.

Los resultados iniciales de andlisis de compacta y wunilabiata muestran que dentro de los
pétalos existen bordes de 1dentidad cuyo crecimiento es independiente del crecimiento
de las zonas anterores. lo que sugierc un control complejo del desarrollo de la flor en lo
que a tamano se reficre.



AISLAMIENTO DE UNA FAMILIA AN/:\LOG_A A LOS GENES DE RESISTENCIA
EN LE GENERO LENS

Yaish, M.W.F. y Pérez de la Vega, M.
Area de Genética, Facultad de Biologia, Universidad de Ledn, 24071 Ledn

Las secuencias que codifican motivos conservados de las proteinas de resistencia se han
considerado como Andlogos de Genes de Resistencia (RGA). Se han usado cebadores
degenerados homdlogos a las zonas NBS y LRR de las protefnas de resistencia para
amplificar estas secuencias del género Lens (L. culinaris. L. orientalis, L. odemensis. L.
ervaides 'y L. negricans) usando la téenica de PCR. Se han obtenido fragmentos de
tamafio aproximados entre 500 y 800 pb, dependiendo de la combinacion de los
cebadores. Digestiones de los  productos de PCR con enzimas con dianas de 4-pb
indican la presencia de una familia multigenica. La clonacién y el andlisis de las
secuencias nucledtidicas mostraron por lo menos cinco familias de este tipo de genes
con un porcentaje alto de homologa (hasta un 84%) con otros genes de resistencia
pertenecientes a otras géneros de plantas. Las secuencias del aminodcidos que codifican
estas secuencias indican que todas tienen las zonas conservadas de los aminodcidos
(motivos P-loop, Kinase2a, Kinase3a. GLPL y MHD) presentes en la mayoria de los
genes de resistencia. Los drboles filogenéticos indican que las secuencias del (RGA) del
género Lens estan presentes entre la mayoria de las clases de otras familias de (RGA)
aislados de otras plantas. Dado que se posee poca informacion tanto de la genética como
la naturaleza de la resistencia a las enfermedades de la lenteja, creamos que este trabajo
muestra un paso inicial para la identificacion de los genes de resistencia en esta especie.



NUEVOS GENES DE LA CAROTENOGENESIS DE NEUROSPORA
Loubna Youssar', Tom Schmidhauser’ y Javier Avalos'
'Departamento de Genética, Universidad de Sevilla

“Department of Biology. U. of Louisiana at Lafayette, LA, E.E.U.U.

Los unicos genes reguladores de la carotenogénesis conocidos en Newrospora son
we-1 ywe-2, que median la induccién por la luz de los genes estructurales af-7. al-2'y
al-3. Estos dos genes no son especificos de Ja carotenogénesis, ya que median también
otras fotorrespuestas.

Un mutante de Newrospora. denominado ove (Harding et al. Newrospora newslett.
1984. 31:23-25). es sensible al incremento de la presion osmdética en el medio y
acumula mds carotenoides que la estirpe silvestre en la luz. Hemos clonado el gen
responsable del fenotipo ove seleccionando complementacion de la sensibilidad a
presién osmdtica tras transformacion con una cosmidoteca ordenada. Hemos
identificado un segmento de ADN de 3.6 kb, capaz de complementar la mutacién, que
contiene un gen con similitud con una sintetasa de fosfatidilo de S. pombe. Se investiga
actualmente la relacién de este gen con el fenotipo pletotrépico del mutante.

A fin de identificar nuevos genes reguladores de {a carotenogénesis de Neurospora
hemos buscado mutantes productores de carotenoides en la oscuridad. No se identificé
ningin mutante entre 500.000 supervivientes de la estirpe silvestre a una exposicién a
radhacion ultravioleta. pero se han aislado dos mutantes entre 20.000 supervivientes de
la estirpe ove. Los dos mutantes. denominados /ic (de carotenogénesis independiente de
la tuz) crecen de forma colonial y acumulan mds carotenoides en la oscuridad que la
estirpe silvestre.

Los genes af median la sintesis de carotenoides hasta toruleno. No se ha identificado
atn el gen responsable del dltimo paso de la ruta biosintética, la rotura oxidativa del
toruleno para dar neurosporaxantina. Como primer paso para la identificacion del gen.
hemos aislado mutantes que acumulan toruleno. a los que hemos llamado red.

Esta comunicacion describe el fenotipo de los mutantes ove, lic y red. y la clonacién
del gen ove.



CLONACION PARCIAL Y ESTUDIO DEL PATRON DE EXPRESION DEL GEN
SOX9 DE Talpa occidentalis

Federico Zurita Martinez, Francisco Barrionuevo Jiménez, Miguel Burgos Poyatos
v Rafael Jiménez Medina

Departamento de Genética. Facultad de Ciencias, Universidad de Granada, 18071
Granada.

La determinacion del sexo en mamiferos depende de la interaccién entre productos
y secuencias reguladoras de genes tales como SFI, DAXT, WNT4 y el gen determinante
testicular SRY, localizado en el cromosoma Y. Ademds, multiples evidencias sugieren
que ¢l gen SOX? es imprescindible para que se produzca la citodiferenciacion de las
células de Sertoli, un hecho que juega un papel central en el proceso de diferenciacion
testicular. Se asume que estas células son las que inducen al resto de componentes del
primordio gonadal indiferenciado a seguir una ruta de desarrollo testicular. Esto implica
la diferenciacion de: 1) células de Leydig. que producen testosterona, 2) células mioides
que envuelven los tibulos seminiferos, 3) una tinica albuginea que envuelve al
testiculo, y 4) un profuso sistema vascular que evacua las hormonas testiculares.
Ademds. las células de Sertoli producen hormona antimiilleriana. que inhibe el
desarrollo de los conductos de Miiller. precursores de la mayor parte del tracto
reproductor femenino.

Las hembras del topo ibérico Talpa occidentalis representan un caso extraordinario
de reversion sexual XX ya que, aungue son fértiles. todas ellas poseen dos ovotestes con
una porcion de tejido testicular disgenésico.

Actualmente estamos estudiando en el tope el perfil de expresion de varios genes
implicados en la determinacion sexual de mamiferos. Aqui presentamos los datos
preliminares del estudio sobre SOX9., que incluyen la clonacion y secuenciacion de un
fragmento de este gen, y su patrén de expresion en machos, mediante la técnica de RT-
BPCT:

Tanto la alta homologia encontrada entre el gen SOXY de 7. occidenralis y el de
otras especies de mamiferos, como su patrén de expresién suponen datos adicionales
gue demuestran el alto nivel de conservacién evolutiva de este gen. Este hecho afianza
la hipétesis de que SOXY ejerce varias e importantes funciones. no solo durante el
desarrollo gonadal, sino también en el de otras partes del organismo de mamiferos y
otros vertebrados.



DESARROLLO DE MARCADORES MOLECULARES PARA EL ANALISIS
FILOGENETICO Y LA IDENTIFICACION DE CEPAS EN EL BASIDIOMICETO
COMESTIBLE Plewromnis ostreatus

Z. Zurutuza, N, Alonso. A. Eizmendi, M. Pefias, A.G. Pisabarro, y L.. Ramirez
Depto. de Produccion Agraria, Univ. Pablica de Navarra. 31006 Pamplona

Plewroms ostreatus es un hongo basidiomiceto cultivado industralmente para la
produccion de sefas comestibles sobre restos vegeiles gue ademads tene interés
biotecnoldgico por su capacidad para producir enzimas y metabolitos secundarios de
interés aplicado. El niimero de cepas con interés industrial es reducido y. por otra parte.
éstas estin relacionadas  genéticamente entre 57 aunque se comercialicen  como
variedades diferentes. En nuestro laboratoro  estumos  interesados en desarrollar
sistemas de identificacion v tipificacion de cepas industriales que. a st vez, nos
nformen de las relaciones filogendticas entre ellas. Para estos. hemos desarrollado las
dox estrategias que se describen a continuacion.

En primer lugar. se ha desarrollado un sistema de tipificacion basado en
microsatélites. Estas secuencias repetidas estdn distribuidas por todo el genoma y
pueden ser amplificadas por PCR usando cebadores especificos disefiados a partir de las
secuencias de los microsatélites aislados de una genoteca genémica construida para tal
fin. Hemos conseguido obtener cinco parejas de cebadores que amplifican cinco
microsatélites que estdn presentes y muestran polimorfismo en la mayoria de las cepas
estudiadas. Estas secuencias. por otra parte, se pueden usar como marcadores de RFLP
que revelan un perfil dnico para cada una de las cepas de origen europeo ©
norteamericano estudiadas.

Por otra parte. se ha clonado y secuenciado la region [TS correspondiente al
complejo de genes de rDNA en P. ostreatus. La amplificacion de las correspondientes
regiones en las diferentes cepas producen fragmentos de ADN que pueden scr
diferenciados por los diferentes patrones de fragmentos de restriccién que producen
como consecuencia de la digestion con enzimas de corte frecuente.

Los dos sistemas de tipificacién descritos permiten evaluar la similitud de las
diferentes cepas y construir dendrogramas que facilitan la reconstruccion de la filogema
de las variedades industriales de P. ostrearus utilizadas actualmente.
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