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Un intron de piantas del grupo | con extensas deleciones en 5’ se acumula como for-
mas circulares in vivo

J. A Darésy R. Flores

Insuiuto de Biologia Molec:iiar y Celular de Plantas (UPV-CSIC). Universidad Poi ica de
Valencia. Camino de Vera 14, 46022 Valencia.
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Caracterizacion bic * " :ay molecular de sna Ca2+-A"Pasa de tomate
N. Ferrol*, L. E. Wimmers y A. B. Bennett

Department of Vegetable Crops. Manrn. Laboratory. ' -‘versity of California, Davis. USA.
‘Departamento de Bioguimica, Bioiogia Celular y *4olecular de Plantas. Estacion Expe-
rimental del Zaidin. C.S.1.C. Granada.

Los enzimas Ca2+-ATPasas de las células vegetales son las principales responsables
del mantenimiento de los niveles citosclicos de calcio en el rango submicromolar, lo cual es
fundamental para que este elemento ejerza su funcion como segundo mensajero (Evans y
col., 1991". Debido a la gran importancia otorgada a las Ca2+-ATPasas en la célula vegetal,
durante los ultimos anos se han desarrollado numerosas investigaciones a fin de caracteri-
zar la actividad transportadora de calcio asociada con dichas proteinas (Chanson, 1993).
Sin embargo, estos estudios se han visto dificultados, tanto por la presencia de altos nive-
les de otras bombas i6nicas (H+-ATPasas) asociadas con ias membraras celulares, como
por la dificultad de obtener fracciones de membrana suficientemente puras. Para paliar este
problema, inherente al estudio de las Ca2+-ATPasas, ha sido necesario definir estos siste-
mas desde un punto de vista bioquimico y molecular, con el objeto de obtener informacion
sobre su estructura, funcionalidad y regulacion metabdlica en la célula. De aquf, que el
objetivo primario de este trabajo haya sido el aislamiento de un ¢cDNA (LCA1 ) y de t ~ clon
gendmico (gLCA13) que codifican una Ca2+-ATPasa de tomate. Del andlisis de la secuen-
cia aminoacidica codificada por estos genes, deducida de la secuencia de nucledtidos, se
ha comprobado que consta de 1048 aminoacidos que conforman un polipéptido de 116 kD,
el cual contiene ocho dominios transmembranarios y todos los dominios funcionales con los
centros activos, que estan conservados en todas la ATPasas de tipo P (Serrano, 1989). La
secuencia de LCA presenta un 50% de identidad con las Ca2+-ATPasas del reticulo endo-
plasmatico y sarcoplasmico de animales y un 25% con las H+-ATPasas de vegetales. Ade-
mas, tres de las regiones transmembranarias de _CA contienen dominios que, en la Ca2+-
ATPasa de reticulo de conejo, han sido identificados como dominios esenciales para que el
calcio se una a la proteina (Andersen y Vilsen, 1990). Ello, nos ha llevado a proponer que
LCA codifica una Ca2+-ATPasa de tomate. Para el estudio de la localizacion subcelular de
la proteina codificada por LCA, se han obtenido anticuerpos policlonales tras expresién en
bacterias y purificacion de un dominio no conservado de LCA como proteina de fusion.
Tras la inmunizacién de conejos con la proteina de fusién purificada, el suero obtenido
reaccion6 especificamente con dos proteinas de membrana de raices de tomate de 116 y
120 kD, localizadas en el tonoplate y en la membrana plasmatica, respectivamente. Ade-
mas, la inhibicion por los anticuerpos de la actividad transportadorade calcio dependiente
de ATP asociada con fracciones de membrana enriguecidas en tonoplasto y membrana
plasmatica, indicaba la presencia de dos Ca2+-ATPasas diferentes en raices de tomate que
estan inmunolégicamente relacionadas. El andlisis del DNA genomico de tomate, mediante
técnicas de Southem blot con LCAT y el dominio de LCA usado para obtener los anticuer-
pos, ha puesto de manifiesto la existencia de un Unico fragmento de restriccion, lo que indi-
ca la existencia de un Unico gen en tomate. Estos resultados nos permiten sugerir que un
tnico gen (LCA) puede codificar dos distintas isoenzimas de Ca2+-ATPasa, diferencialmen-
te localizadas en raices de tomate. El andlisis de la estructura y abundancia del mRNA de
LCA se llevd a cabo mediante hibridizacion de poli(A*)RNA de hojas y raices de tomate con
LCA1. En raices, dicha sonda hibridd con tres transcritos de 3.5, 4.2 y 6.5 kb y en hojas
con uno de 4.2. La existencia de multipies transcritos en raices, hace pensar en la posibili-
dad de que un procesamiento diferencial del RNA de LCA puede dar lugar a diferentes iso-
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secenci ' T ouestoder  iesy. T .7 (. o1 s BRI oLy LGt
troli "1expresiondelosge.._.. . /.. 3.

Fore comoarobe. c.pe o de wp o v ; a A ¢y gn o
dC . ... ONES IANSCrOCion .S en  0S™OMC OrIs( gty o chs ~ ot 1 O >-
r .asa (GusA ~~ ac s* cciomns =7 ¢ 5LGUS2, yGLTT onos ores
pnfeA pnfeB -~ feD —~~p ¢ =~ - =

Se que “~ ve- xpresior d ‘os gunes endos fondos,  .L.oosc Lar oL L.
zaron para o las cepas GRN'8y 2011 .o RE zobi m .o .eu. CC o0 3¢ LD or-
tando cada una de las cot's  cciones, s. .. ror piar a: ~on ¢ ~d=28p~  ocu-
" ior para obtener nédulos, en osque: 2al761 ~m¥meié St 2 p 1 7YS.

0s resultados ouww” 70s ha * pr'~~*o de -~ festo 1exis  ia de cierk cias

a 2xpresion de estos genes er -6 de 'acepal " rada:

© eA comienza su expresion e . ‘nterzona ll-lI" L.d pencie.. .. oniy de coal Se
cepa Itilizada.

-n los nédulos producidos nor GF AL rsasportando ' Bl oS " exprasion
CO enza ensa 3 . €0 rzor Vo lyeam™ 3~ -ic roc¢t ~zn il Sin
< )argo, 70y con it si¢n se obsev~ 1 expresict C 0 zoo I ‘
ntarzona -

-Con respecto a la fusion pnfeD::GUS ambién existen ' .acias o o cepa y
otra, mientras que cuando es la cep 2071 con e. pid¢ do GUS3 .u ¢ L formo s ~ou 0s
la expresién de GUS se observa e .ai .»7zoni . CC ando ~ lo largo ¢~ ' . zona I,
co .2s nédulos fo ados por GR 18 GJS3 1 ~xpresion comr “~r1e lazo 1"

la . .zonall .. zorsicts ~~ mgrngién 2-3capasd ¢ "' sricasene Hpi
g ~sepaanlazonad pr “ cic-ozor - ylazo “ade de T " enoozo .1 a
interzona ll-1ll es una zona con “uncién destacada en la difercnciaciér. de. néoulo,
varios genes clave de la simbiosis inc.. ‘endo genes bacterianos de  * acién como,nifA,

nifH, fixK y nodulinas como la Leghemoglobina y NOD6 se activan precisamente en esta
interzona ll-11l.

Cual o cuales son las sefnales que actuan a este nivel y disparan la expresidn de estos
y otros genes, no se sabe, pero uno de los posibles candidatos es la concentracion de oxi-
geno, que a nivel de la interzona es aproximadamente de IpM. Para determinar si es el oxi-
geno, el que activa la transcripcion de estos genes a través del sister a . xLJ o NifA como
parece indicar el que estos genes tengan promotores tipo Nif, estamos ~te~*ando determi-
nar la expresion de los genes nfe en noédulos producidos por cepas mutantes en los genes
reguladores y que lleven las fusiones con GUS.
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Estudio molecular de PA27, una proteina especifica de anteras de guisante
M.D. Gomez, M. Rodriguez-Concepcion, J.P. Beltran, L.A. Carias
Dep: ©  'nto de Biologia del Desarrollo. Institufo de Biologia Molecular y Celular de Plan-

fas (C.S.1.C.- U.P.V.). Campus de la Universidad Politécnica de Valencia. Camino de Vera
s/n., 46022 Valencia. Telef.: (96) 3 87 78 70. Fax: (96) 3 87 78 59.

1 d irte un proceso inmunosustractivo utilizando extractos de los cuatro 6rganos o -
lesde ¢ 's '3, ' :mos obtenido un anticuerpo monoclonal que reconoce una prot. . de

0s 27" D e oet ¢ de anteras. Dici:a oroteina (PA27) se i* dlocalizo en el citoso de
¢’ Tis p .enecientes a ejidos gue conformen | saco po’i~ico ‘corect /0, endotecio ape-
“w ..y aaolargo de sugesarrollo. - ~anoclor tes L espec e te ” 'comor a sador
. 208 de art~a e~ 3 ns adio-me oqu o ¢ @ 6rganos florales que presentaban
TC S CO7 T el-carpe | cOMO GO secuencia de una mutacion homeotica.

' iz 1'do " 'io menoclone” . cromatog. 2 de afinidad. se pL... 20 onu cithna enw
dad ' ' . pr.. Thaaparirde ex..ctos de & .4y Se MiCrosecLencio su extreno . i
el 0 AAL,. A L. odiccién e el banco we datos de dicha sec encia, nos indicé que a
PA2, Lieoe 3bac & Gi2r00gh wesare~iéncorlade ¢ 0 a’ALB2 especi-
12t ~ocuedon ty previc~ente descrt~. ' -~ A B2 tambié e ioca za en el ci'dsol y no
tald ze "~ wlage acidndel . la. o que p ede con¢ Je._se como
- p prot T ide rese  a, siendosu ’ ic bl ‘cadesconocic. . 3ta .. 20 A

C 7 de Jarcig....._oonsab i o2 ..preaaccidl - PA2, en :7as, ne

o . b osloarosenna e o 8¢ T OCs [aata [ Qi aToralials TN BN W ¢ Tl [qiat =
c.n o . rAs w0l St sitce
C e v - SR o Janhuio TR G R | , 2
- b - oyt al oL e Lo Couh o

) R TS w1 . < 3¢ oo
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La expresion de laar~ - descarboxilasz =~ ec - e. desa - . "no
de ¢ ) yde otros 6rganos de guisante

M. A Pérez-Amador, A. Granell, J. Carbonell.
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A1 " 7 delaexpresion de los genes estructurales de la hidrogenasa(hupSL) de Rhi-
zobium lequminosarum bv viciae en nodulos de leguminosas

T. Ruiz-Argueso!, B. Brito!, D. Fernandez!, L. Rey?, J. Imperial? y J. M. Palacios’

'L aboratorio de Microbiologia
2C.8.1.C; ETS de Ingenieros Agrénomos, Universidad Politécnica de Madrid, 28040-Madrid.

Los determinantes genéticos del sistema de oxidacion de H2 (hup) de Rhizobium legu-
minosarum bv viciae UPM791 han sido caracterizados en nuestro laboratorio (1-4). Al
menos 18 genes son necesarios para la sintesis, ensamblaje y reguiacién de la expresion
de una hidrogenasa funcional, responsable de! reciclado de H2 generado por la nitrogena-
sa. Los primeros 12 genes (hupSLCDEFGHIJK hypA) se expresan sélo en simbiois con la
leguminosa hospedadora. Los genes estructurales (hupSL) se transcriben desde un promo-
tor (P1) tipo -24/-12. Mediante anaélisis de delecccion se identificé una region de 85 pb
(posicidn -87 a -172) essencial para la activacién (elemento cis). Dentro de esta regién se
encuentra un motivo de unién a proteinas IHF, y se pudo demonstrar union de la misma a
proteinas IHF de E. coli. Asi mismo, se identificé una secuencia (¥UAS) similar a la secuen-
cia consenso de union a NifA (UAS) que pudiera constituir el elemento en cis necesario
para la activacion.

Se han seguido tres estrategias para analizar la regulacion de la expresion de P1: 1.-
Estudio del modelo de expresion temporal/espacial de P1 en nddulos de guisantes median-
te ensayos de hibridizacion in situ. Se pudo demonstrar que hupSL se coexpresaba exac-
tamente con los genes nif sugiriendo que ambos responden a los mismos estimulos
ambientales y a las mismas proteinas activadoras. 2.- Estudio del efecto de NifA en la
expresion del promotor Pl. Usando fusiones hupl.::lacZ, se demonstré una activacion de P1i
dependiente de NifA en Kiebsiella pneumoniae y en E. coli. Estos resultados firmemente
indican que en R. leguminosarum la expresion de los genes hupSL esta bajo el control de
NifA. La mutagénesis de los nucledtidos conservados en las ¥UAS identificadas, no altero
la activacion por NifA del promotor P1. El sitio exacto de unién de esta proteina a la regién
promotora (elemento en cis) se desconoce. 3.- Estudio del efecto de la leguminosa hospe-
dadora en la expresion de actividad hidrogenasa. Para una cepa dada de ARhizobium, cier-
tas leguminosas hospedadoras, como guisantes, permiten la expresion de la hidrogenasa,
mientras gue otras, como lentejas, no son permisivas. Mediante analisis inmunolégicos se
vié que el nivel de proteinas HupSL era menor en lentejas que en guisantes, sugiriendo
que el control de la planta se ejerce al nivel de transcripcion de hupSL. El mecanismo por el
que la planta controla la expresion de los genes hup se esta investigando actualmente.

Referencias

1. Hidalgo et. al. (1990). Piant Mol. Biol. 15: 367-370
2. Hidalgo et al. (1992). J. Bacteriol. 171: 4130-4139
3. Rey et al. (1892). J. Mol. Biol. 228: 998-1002

4. Rey et al. {(1993). Mol. Microbiol. 8: 471-481.
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dades enzimaticas. Los resultados indican que ambos promotores son muy activos en
endospermo y que el promotor gZ es especifico de este tejido.

La expresion y acumulacion de las g-zeinas ricas en lisina se ha estudiado medianie 1
transformacion de endospermos por técnicas de biolisticu '.. <ando microproyectiies rec
biertos con las construcciones P20gZ,H30gZ, H45¢gZ y N13gZ. Las proteinas extraidas de
los endospermos iransformados se analizaro~ por «.ectroforesis 2 = "noblo  *"'zando el
suui0 aPL. « ns resultado- i~dican que las prowe:r s res antesdi © srcidn de secuen-
ciac Prcays cortiguas a o sustitucion del d¢ ninio Pro-X de g-ze ni [P20gZ,H30gZ y
H. ,Z) s e esar correctamente y se acumulan en grandes cantida.es. Sin embargo,
~0 se pudo observar acumulacion .3 .. nroteina \13gZ resu:tar = de la insercic~ de
sicuencias ricas en lisina en la cola C aldegz 1a Eyner ~~~tosdeno h i ndi-
C .3 . . .unscrito estad presente y en o Mided~n ot ~r2sa as co ~spondier Cs ¢ 3
cor dJccinnes. Est  es''*ado parece demos ar ¢ 2 iprote iy 3¢g7Z &8 s Dle 2
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Estructura cromatinica del gen Adh de Arabidopsis thaliana
M. A. Vega-Palas y R. J. Ferl

Departamento de Ciencias de la Horticultura, Universidad de Florida, EELIU.

El gen Adh de Arabidopsis thaliana constituye un pequeno dominio crc~ 50 que
muestra mayor sensib idad a DNasa | ¢*~ndo es transcripcior  ~ 3nt “vo. T len-
to de ~ =ar~ibl' lac ~ DNasa l estd dei  ado por las oosiciones -500 en el it n. 3’ del
genydorel - dea scripcion en el extremo 3'. Esta ajustada corres onde ¢.d

“da ‘ronscripc araiy do inio sensible a DNasa | supone .4 novedad en . ca™nc de
la estructura crom . ‘say . que otros dominios previamenie descritos ~3l yen - des

porciones di ADN _ 1e no se .ranscriben.
La regién coc ‘icacera de gen Adh contiene nucleosomas en células que xpresan el
gar 0 s ~es~ cue e proctio de elong  cion transcepcional cousa ¢ sp zamiento

mas ¢~ '~ - acion de - osomas de as secuencias .. _criias. Ac o nripgr
- o0sc . de la vegidn codificadora, que s. . cuer.ra adjacenic ¢ . N ¢, ir cio de !
tran. ~ 'on. estad claramenic nosicionado con r.specto a |« ser d“ MDD = -
pocri: . . debido . 1 1tereracién del complejo « nc ¢~ 41+ -s pion con la

regic1 promotora del gen.
La 3¢ 6r reguladora del gen Adh es hipersensible a DNas:z  y ciiie e nucleosomas

espec . zame~e posicionados cuando e' ge es . scrito. Esta repi .. e po divie  on
dos secciones claramente diferenciadas. ... de . se extiende wosde . nosiue -37 a

'6n -350 y esta asoci da cc.. .. 1.Jw.eosoma parcialmen  posicioncug. e~ ~-
(1. ('2sde -350 hasta -5C . nc asta asociac” con n~'20s0mas. Ambas ragiones co 21 2n
ser icias que . «r ccioran in vivo ce factores ranscrincién y podrian co 7t al

.stou cimiento d~ ~ nec' ar organizacié  cromatinicz #n 'a region 5’ del gen Adh .
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Por todo ello proponemos que estas nuevas regiones promotoras podrian formar parte
de U~ conjunto de secuencias responsable de la actividad basal en plastidios no fotosin***
cos, mientras que en la transicion a cloroplastos se activarian (o incrementaric ' so de)
promotores del tipo consenso -10/-35. El hallazgo de diversos ' nplos de ge es . Han-
tenimiento plastidiales cuya . inscripciéon se halla dirigic  por sromoisrzs er. . ndem.
estructuralmente diferentes, * v dién sugiere la existenc 1 dv ura arquitccle  nar cu'w
p~r~ si's regiones promotoras.

~ ide-tificacion de los elemert -+ io-aies de estas regio™  ~rortotoras modit
'z t-ansforl  cién del genoma plastidial, es una tarea en curso.

Aelerer.. 38
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Caracterizac sr de disii.. ..  .P quinasas de tabaco y evidenc’a de la implicacion
de estas proteinas er la reactivacion de! ciclo de division celular en 1S

C. Wilson, E. Heberle-Bors y O. Vicente

Instituto de Microbiologic v G *“ca, Universidad de Vie:.:, Dr. Bohr-Gasse 9, A = "30

Vivna, Ausinia
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S Cal0 L e S W 0gl wer L G wo - AP o SAR ool P el €L s
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- oo Sal I R YRR e B A S 1s I N G ( merme ey
T pcCoas, ' - : 3,0~ dctt Tyt s s -
B E T S | o prol ¢ R o
- - .- _..des .0>. S e varo. . et > o0 &~ T
. oo por pu .. @S . ... e Lo €80 €3necies vege e . M. :
oz do . Henii Gwe PRI (TN N0 de 8s:CS Livueovs. G pi 3¢
- ) T ee res T m nn s anminasag A digoader 5 posit * Mitiu (
P -3sas p 5, e ek vl ~do s o0"Ts e s
ST T N pe o 703ad CUUscr oC [ g -
..., _.hdocomc _ asa . S ooarl e Uados, - 7T L.
. oo O oSpoOndie 38 ro.dc .. Lellbl s oL odl
- Gun C GEC 0N 43 un on o3 wo T uvw o P 0loge oo -
Se (SRR R odom oc 7 nirndnidos y néne L G . (
ES ~d - . 05 s 'As = ~mado -~ IC Can eanifa ain,
'g "' g ad-S- s "a'GST o ose expl salo 7 col A
g l.co.rc. bl .l lasprc L o T .duse ' ¢ GST
y “eound CoR 0 Pl LIS CO L NuclF e lC wc e @I U3, L Ly LT e L
o 0 rado p43N.f3, n4olh v nd3NH5, respec L ena. Las S nron o od o
VSN "~ i ity durn i S axprecion €7 u € Y Y Y ™MAN0DE D €2 10Su -
ci6 U mn-'gare~ ' 0Si ." quesor “ronoch N3 cveste th'att gt ot emtpo
fos” " T pecificidad de es’ ™ nticuerpo se »a demostrado a'  ™i 3¢ - ~3acci -
.1 rese ¢ a [ fosfotirosing, pe. . ..o de fosfoserina o fosfotreonivz. © - proteinas o

Jdinanies fosfoi an in ' fro MBP 1yein basic proteir , un sustrato tipico de MAP Kir.. 37 3,
sobre la que mu s Jn2 actividad gspecifica muc 0 mayor que con otros sustre 0s <.1sa-
yados (caseir~ -~‘stora Hl). Las dos reacciones, de autofosforilacion y ¢  fost~  cion de
MBP, se estimulan dramaticamente cuando se afiade a la mezcla de 7L acr vir? - en
lugar de Mg2+, lo que también sucede con otras MAP kinasas. Fina - ‘- las s protei-
nas reaccionan en westem blots con dos anticuerpos comerciales preparados contra M/ 2
quinasas de mamiferos. Todos estos datos demuestran que los clones aislados codific ..,
en efecto, por MAP quinasas activas de tabaco. Recientemente hemos producido un ar...
cuerpo policional dirigido contra un fragmento carboxitermirar de p45Ntf47 expresado como
proteina recombinante en E. coli. Este anticuerpo, una vez purificado, reconoce en western
blots e inmunoprecipita especificamente p45Ntf4, sin inhibir su actividad quinasa. Anticuer-
pos contra los extremos C-terminales de p43Ntf3 y p43Nti6 estan siendo preparados
actualmente. Asi mismo, hemos obtenido por mutagenesis in vitro una forma inactiva de
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Senescencia foliar en Arabidopsis t* =

L. Abarca. M. Roldan, | Cabeza, M. Martin y B. Sabater

Depto. de Biolc, | Universidad de Alcala de He.. res. 28871 Madrid

Fr, 15 plantas de habito monocéarpico. como Arabidopsis . *~ ana, '~ " 0 3 1 toa
reproductiva va asociado a una pérdida nrog-asive ~ - 0s tejidos vey,  vos. . e
que se conoce COMO senescencia, perm a2 lap 2 -ocuperar ".acia es tirg rantn-
ductoras parte de los componentes de as iojasycu’ = 1cor. vm .o de  toa

Ademas de la transicion floral, hay factores exd( 2nos y o, doge «o~ ~~~  -lan la
senescencia foliar en A.thaliana. Asi, se sabe . s conc.cinras a'*mr ‘3¢ ¢ den
inducirla, acelerarla o ratrasaria (1). Porcrapa o su viste ~~ - d- “tdloviee
cada hojatieneur' e’ ' .ecoque.s 1depe ¢ ~~tecr estado lobe’ | an.. (2

Estamos interesados n comprender .0s meca~ismos basicos « . con o ., W
cion de la senescencia fo - dentro dei prog—~- ¢ 2 de rroliode olan .. Com™n -~ ori-
mer paso, nos hemos pla~ ado el sec’” 2nto«" Inac....2  marcader s seoncides de
senescencia como son, entre otros, la pérdida de clorof a: y .0 ~~~bios - = -~ “xpresidon
de genes implicados en e envejec’ "_nto .. .. Los res tados ob*~- Jos o©0s har pe..n .
do defi ir una serie de estadios a ‘o iargo d. \avidade a “Jjay,enp = lar, delim re

inicio de a senescencia fo” *en A.thaliana en nuest-as con iciones expe... e tales.

La identificacion de un ¢er. cuya expresién se induzca er. '10"1s serescenfes de A+ -
liana permitira seleccionar mutantes alterados en la re, ~ci¢ 1de, »ve ¢ ento " -
Con ese objeto. hemos abordado el estudio de los ger &« ' cor ¢~~ 'soz. "5 de ~
superéxido dismutasa. Rest'tados obtenidos e.. . .ostro laborate~ - -~ ¢ » . cl..-
dad de los dis* tos isozimas disminuye en hojac ¢« :nescentes de ¢ - =...csocC.
A.thaliana hemos comzrobado gue esto es ~= pa~ todas ‘sofor .exconto .l oo

[ORVEREE

parece ser especifica de hojas ser iscantas, por oquept - T 73Cu ChMn mornpda-
de senescencia foliar. Con ese propés™o, 10S yendido ot~ del - - que
codific ¢ saisoforma y 'a caracterizacid ' sL ex re< in.

Otrc pot ble m~rzador de senescencii fc "irea o 7imn hiaeinks B .
un papel funue~e~ic' en la asimilacion de . tréreno y la ve* zaciond © or 'y recede
te de la degradacior de proteinas. Se sehe ~ '~ | expresi¢ ~ en rose I anq An
los g~ 5 que codificar para Alr nos ¢~ lus 30z Y/ T S To B B o T Lot T B
Hemos analizado en hojas de d ~r¢- es edac” d dos  otipos du ., ..h~ =~ | expre-

sién de los genes correspondientes a cuatro de . sozim.as.

Reigrencias

‘1" Stoddard, J. L.y Thomas, K. "1 982 FaJ. o1 r Parthie 3., eds Encyre d ¢ F - 2% o
\ogy New Series, Vol. 14A. Spring~- Be '~ pp 592-636.

(2; ¢ i .. Grbic, V., Beur ~ A.y Bleecker, AB. 997 Pl (Cr § gl

(3) Casc 10 hM Marffn, ' Sabate 3. (1994).. .. P yc . 8ANT 0T

(4) Rern 2rd, WR.y M=*e, = “""g."). 7 _ it Science R7-14.
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20 DPA, en el que ocurren varios procesos importantes: ii} empiezan a acumularse las pro-
teinas du -eserva, (Il) se produce una transicion de un grupo de serin-proteasas neutras a
oiro, ..., aumentan los niveles de ABA (Rock y Quatri .5, 1995; Skriver y Mundy, 1990}
{(IV - expresan inhibidores enddgenos de proteasas i 10w, enwmente de seri: g
sa« (Garcia-Ol v et al, 1987), y (V' deja de expresarse o~ ~'-proteasa cuya expresion
mos ect diado.
El ni xo de todos estos fendomenos puede ser ¢l ABA gue estaria controlando positiva-

T laexpiesi’ Goias prot ‘nas de reserva y de 'os | didores de proteasas ‘Skriver v
dandy, 1997~ " libl_ado .. expresion de "1 lol-prote: sa. En cuanto a las ser.n-pro.. .
sus, ¢ . vidad parece confrolada por los . .uidores er 3ogenos que se sinietizan en .2
st b

-2 ~ro*nolisis, prr ~~to. esta ™ y contr~lada durmnte af o ¢ o ¢z la se™' -, con
~ ~todecuelas pro*~~ dereserva no < Yrar una ¢ :gradacio © Tspeci ta.
C o . C w. 2:937-9 L.
-~ 2C™ e Oxf S " a 'Mal C a’ 4,275-334
<m0 99 0 o or3s. "t b oz Tz C T gy P
‘>d. Kawe A der © T " 7 3Nel " ads.pp. 3/

Sikrvar | Nungy 19¢7) Plant Cell 2, 503-512.
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Aic amie caractel orre | N genes <2 errresion
es:zcifica " " sreproc . ctivosde oo 70 . (Brassica oleracea, var. botrylis)

J.ud. Franco, F. .. duefno*, JM. M, o -Zac- ., J Salinas.
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¢ 355 '~ ~~g ~ycleol c¢-s, asi como -diante hib d ciones * > nc- -7 S
T3 1" vac L 'yntfcar dos dr L ogus ¢’ una ‘o ‘og’ con &'t
ATTTALs © . Arabidopsis. El resto .o han cesultade [._..i6lo¢ds .9 .. ge.. coroc lo.
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Efecto de la temperatura en el desarrollo floral y expresion de genes homedticos de tomate

R. Lozano!, T. Angosto?, P. Huijser3, J. Capel!-3, P. Gémez!,, C. Payan, F. Madueno?, J.
Salinas? y J. M. Mariinez-Zapater-.

1 Dpto. de Biologia Aplicada y 2 Dpio. Biologia Vegetal, E. Politécnica Superior, Univ. de
Almeria. 04120 Almeria. 3 Max-Planck Institut fir Zichtungsforshung, 50829 Kéin ‘Ger-
many), 4 Area de Biologia Molecular y Virologia Vegetal, CIT-INIA, 28040 Madrid.

Las temp ' s bajas, especi~ 1ente las temperaturas nocturnas - riores a 10°C,
provocar 2no~~""~1 en el desarrol > floral de to ' ¢ 1e posturiortiente se rac e ..
malformaciones severas de 'os frutos, disminuyendo su valor comerc.... y Coit (0 ... 7@ ..
bilidad del cultivo de esta ezpecie. La caracigrizacior. :norfolégica de ...es arw.ma.as, las
cuales puedern ser reproducidas mediante el tratu ‘0 ex6ge Mo cor g e (GA

dica que éstas son de dos tinos. Las nrimeras, ~ateralezs womeodtca, supe~~" ~ 7 ua-

cion de érganos ‘florales \s4palos-~*talos-es v~~~ carpelo:  en posiciones * ¢
segtin el progra—~ ~o-~—a de desarrc o de ~ a lo- angiosperma, asi como la for 1cién de
organos mixtos constituidos por tipos celulares distintos, propios de 6rganos situados en
venticilos adyacente (sépalos petaloideos, estambres carpeloideos, etc. .

El segundo tipo de anomalias, de naturaleza meristica, prorm ven  desarrollo de un
n. 1ero anormal de érganos, diferente del que le corresponde- 1 a cada ver cilo foral con-
creto. A juzgar per ios datos de microscopia, tales cambios parecen venir determinados por

~ ~manto en el te- ano del meristemo floral a partir del cual, conjuntos de células se dife-
rencian para conformar los distintos 6rganos de la flor. No obstante se descenoce oor €l
momento si dicho aumento se debe a la profiferacion de un mayor nimero de ceiuias o 4
incremento del volumen celular.

Los analisis fenotipicos sugieren que las transforitaciones observadas pueden ser el
resultado de cambios en la expresién de algunos de los genas de la familia MADS que con-
trolan la identidad y numero de 6rganos en cada verticilo floral. Con el ”  le probar esta
hipotesis, plantas de tomate fueron crecidas a tempera’ iras bajas (18 C dia/7°C noche),
descritos sus patrones de desarrollo y analizados los niveles de expresion de algunos de
estos genes, concretamente TM4 (homologo de AP1 y SQUAMOSA), TM5, TM6 (similar a
DEFICIENS) y TAG1 (homdlogo de AGAMOUS) (Pnueli et al., 1991, 1994). Asi, los resulta-
dos de las hibridaciones tipo Northern e hibridaciones in situ indican que las transformacio-
nes homeodticas observadas estan relacionadas con fenémenos de sobreexpresion de TM4
y TAGT asi como con niveles excepcionalmente bajos de transcritos TM5 y TM6. De igual
forma, flores con dichas anomalias presentan cambios en los patrones de especificidad
tisular de dichos genes, promovidos en cualquier caso por las temperaturas bajas.

En este trabajo se discute el papel regulador de los genes homedticos de tomate, asi
como las implicaciones en el desarrollo floral de esta especie a distintas temperaturas.
Posibles interacciones de estos genes con factores hormonales o bien con otros genes
como los que controlan los procesos de division y crecimiento celular y cuya expresion pro-
dria estar relacionada con la determinacién del nimero de primordios y 6rganos a desarro-
llar en cada verticilo, son asimismo objeto de consideracion en el presente estudio.

Referencias

Pnueli et al. The Plant Journal, 1(2): 255-268 (19981).
Pnueli et al. The Plant Cell, 6: 163-173 (1994)
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COMo 8sC™ *7'0s € r~nzialas sec' 1Ge i0S y ~cinring madi~nt~ |~ método de PCR-SDS.
Se aislaron ar” **5 ARNim que ¢ parecer se expresan de manera diferencial a lo largo de
proceso de maduracién. De ellos 45 han siao escindidos y secuenciados parcialmente.
Mediante la utilizacién del programa FASTA (GCG; Wisconsin University) se encontraron
homologias parz .5 de los 45 clones secuenciados. Estas homologias incluyen ARNm que
corresponden a pruninas, proteinas transportadoras de acilos, cianamil alcohoideshidroge-
nasa. proteinras de choque térmico, cicloiilinas, proteinas relacionadas con los procesos de
‘urgor o P), fosfolipidos transferasas, proteina de maduracion de tomate E4, dihidro flavo-
nol-4 reductasa (DHFR), proteinas inducibles por giberelinas e inhibidas por ABA (GAST) y
polipéptido de 14 KDa, de plantas, reprimible por auxinas e inducible por sacarosa. Los
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Expresion de dos clones de cDNA relacionados con el crecimiento de epicotilos de
Cicer arietinum

F.J. Mufioz, B. Dopico y . Labrador

Dpto. de Biologia Vegetal (Fisiologia Veg W, " 1. de Biologia, U. de Salamanca. Avda.
Campo Charro s/n. 3, ~~7 Salamanca.

Los epicotilos de plari.as de o= . Cieer - oresartar ' maxiia capaci-
dad de creci ic...o0 entre . y 5 dias w. We~ic Ze e qeci entoesdebidn ! d L.
menie a. .ongacién de 3¢ as v o~ ~ cMisic - ce ' . En los Ultimos ...0s ..2mos
estudiado 2= acontecimientos bio " icos ¢ oc ... rgimaroce

\ct ~mtsnps proponemos T T as “as riocio o8 . . expre tidr génica
¢t 2 ~~nm ouge duranie el cre¢ T J .08 .)dice. 0s. P2 . ~corstru 0s T ¢ 0te-
sdde eDNA o Tvector T Z0 XL pae T de « A ~lndo dr ~nicctilos e 5d71s. Una
vez cc .. dalagenoteca .ai.. 1w screcmingf: o ¢- zardo sondas ¢
das a nar . de mRNA de :picet 22 d~ 52 ¢ s 'es s’ - orese..ar ¢ Lol
mien.,. Es Ldiamos 150.000 -~~~ ~* = :syok' simos -~ elcsado ... 1ero de pos 0s.
Consit  -amos posittvos los reco "¢~ jque "7 lan ¢C . ... wonda ob. rige ~ ner r o
mRNA ~e 5 dias p¢ ‘0~ >com i soxdn Jr2d.as.

‘e estos positivos aivi....os cou ot .3 de cDNA ~ar~orinados CA' "5y CAM 73
"ompararlos €.« v wud Mz mmeommdas - - bas de s TTHE DD
2z, .. aor oleg = cen ¢ Ss=m Y Tnce e’ s, R ST o NUN
b 16 ¢ e ur~ ~~ole -~ 7 754 Hceo. o Lol A zenel, o :
joo =z, d'86 Am o s wi s+~ s a2 sbhcemt
~nt sec 3C O
"o T 6 e e “w -
TS " otidoo o ot cu \ A et T , . 3C aCio. .
“LCyoo.Dilap st . e S - : e TN [ TR
7i o cofobici ¢ v rpe o se s 0 .
Liooxprosio iees oo est T T d L T XPe W M Sty T
t. Nues o 77 sece . oowstuode suen  wdnC "ot 0

L

ni i~ los epicotilo: y cua .o axisic 111c inacicrss A~ ~ wirim 0,0 or T T
cid ¢ condiciones de 2stréso pc 1 3¢ 1~~~ e 1 ap tacion de Acido indolacético
(1A _nlos epicotilos 1 plérty 4

germinadas en agua ¢'-~~*2 un periodo de 2 a 8 dias, nodemos aprec  un au o}
progresivo en la expresion del CAN 16 hasta i ‘canzar una r «.ximo a los 5 dias para aes-
cender posteriormente. Si inhibimos el creci  ...to de los epicoti:os por estrés iiidrico con
polietilenglicol (PEG), no se produce un a.mer o 2n la expresion de este clon y se mantie-
ne en los valores gue presentabar :0s epico’ os antes de someterlos a condiciones de
estrés. La inhibicion del crecimiento por PEG se puede reverir colocando las plantulas de
nuevo en agua. En estos epicotilos revertidos la expresion del CAN 16 vuelve a au~ tar
con la edad, aungue con cierto retraso frente a los epicotilos nori.iales. Este retraso coinci-
de con el tiempo que las plan” *_s han estado en PEG.

Estudiamos el efecto del IAA scbre el crecim anto, para lo cuai incubamos secciones
subapicales de epicotilos de 10 n m en IAA durante diferentes: = pos. Sorprendentemente
se aprecia una disminucion de .a expresion del CAN 16 el 'os segmentos incubados en
IAA en comparacién con los controles. Esta disminucién es mas drastica cuando el periodo
de incubacion es mas largo (8 h), correspondiendo con secciones mas envejecidas.
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A~~~~=2scogidoe’ ~>d'" A [T .. oo L, 3 LNV
estd a1~ ‘2t v, TDOC - U Yee waC 1o 4 0SOC " MOS0y,
oo “izado 1a g ..0. R oo L3 @€l oA secranciac A Ne e s, T
cime... €inCeee e Yoo T 2 R G « T - TR c . 0s
i .arenc 3s, se han ¢ = lo diversos g es que 372 sxpresan e . ( _inlos estadios e

maduracion.

Se ha aislado y secuenciado uno de estos genes. Al corgas” su sec £ i Cui 7S
bases de datos de 4cidos nucleicos, hemos ence. .r.u. omologiacor ~ ~er E4 d  or- -
(63% de identidad a nivel de » «cledtidos ‘' co~  de ~~bo (Brassic~ 1apt” . T tomale,
este gen E4 es activado trascripc.or 3rte ¢ orincipio ¢ proceso de — adurac i, coinci-
diendo con un increr 2rto o '3 biosintes's de+ eno. Aediatis an’sic Hor tre 1elerencia
de ARN to*~ rorther | sc  comprobado que " ARNmes ¢ _acar. o.. utos m dure.
e indetectabie en inmaduros. El norbodieno, © = . bidor compe. 0 de . iccibr dei otin-
no, * ibe fuerntemente la expresion del gett E4 duri e la madu.acién. Por el co traric, a
tratar con etileno aumento repidamer ¢ A canidad de transcritos de E4.

En el fresén. jos estudios de expresiér —~~'ante analisis de northern, demostraron que
la expresion dei gen E« también tiene lug: - d manera especifica en e’ "._ _ er. . rtapa
final del proceso de maduracion, siendo inc ' ctable en los estadios inicicles . .. modios
de! ~‘smo. El tamafno aproximado de los ABN:t es de 0.9 Kb. lo que cc ~..de prauicer -
te con * tamano del ADNc clonado. Mediante el an:'sis de la secuencia, se ha encontrado
ademas homologia con la protein-metiorina-S-oxido reductasa de E. coli, que se ha postu-
lado cataliza la reduccion de residuos de —~*onina de proteinas que se han oxidado a sul-
féxido de metionina, lo gLe restauraria la actividad bioldgica de dichas proteinas.
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Diseccion genética de la morfogénesis de la hoja en Arabidopsis thaliana
J. Serrano, G. Berna, P. Robles, H. Candela, A. Martinez-Laborda, y J.L. Micol

Division de Genética. Departamento de Genética y Microbiologia. Universidad de Alicante.
Campus de San Juan. 03080 Alicante.

Mientras que se conocen con detalle numerosos aspectos del control genético del desa-
rrollo animal, especialmente en el insecto Drosophila melanogaster y en el nematodo Cae-
norhabditis elegans, no ocurre otro tanto con el desarrollo vegetal. Sélo recientemente se
ha comenzado a acumular informacién en este campo, gracias a que la Biologia del desa-
rrollo vegetal ha evolucionado a lo largo de la dltima década desde un planteamiento funda-
mentalmente descriptivo hasta otro centrado en la Genética como método gue posibilita un
analisis causal de la ontogénesis. Este cambio metodoldgico ha progresado paralelamente
a otro, consistente en la concentracion de esfuerzos en sistemas modelo como Arabidopsis
thaliana, cuya utilizacion se ha revelado fructifera en la diseccidn de varios aspectos del
desarrollo vegetal, como el embrionario, el de la flor, la raiz y los tricomas. Varios de los
grupos que han llevado a cabo estas investigaciones han aplicado aproximaciones experi-
mentales similares: partiendo de una mutagénesis de saturacion, realizada con el fin de
obtener el maximo numero posible de mutaciones que perturben el proceso a estudio, han
pasado al anélisis de sus interacciones en dobles mutantes, lo que ha permitido la formula-
cion de modelos que han sido finalmente verificados o refutados mediante la caracteriza-
cion molecular de algunos de los genes implicados.

Pretendemos contribuir a la comprension de la morfogénesis vegetal en terminos de los
genes que la controlan, fundamentalmente a dos niveles: la toma de decisiones en el seno
de las celulas en cuanto a la determinacién de destinos en el desarrollo, y la coordinacion
de esas decisiones entre grupos de células vecinas. Como aproximacion al problema
hemos elegido un érgano, la hoja, sobre cuyo desarrollo se dispone de muy poca informa-
cion. En Arabidopsis thaliana existen dos tipos de hojas: 1as que genera el meristemo vege-
tativo en sus fases juvenil y adulta, que se concentran en la parte inferior del tallo, constitu-
yendo una roseta basal, y las que comienzan a aparecer inmediatamente antes de produ-
cirse la transicion floral, denominadas hojas caulinares. La estructura de las hojas de Arabi-
dopsis es simple, pudiendo destacarse como elementos de patrén la distribucion de los tri-
comas y estomas, cuya densidad es diferente en el haz y en el envés, y la venacién, gue
corresponde a un sistema vascular reticulado.

Con el fin de analizar en primer lugar la variabilidad natural en la arquitectura de la
hoja, estamos estudiando 194 ecotipos, estirpes silvestres de Arabidopsis thaliana obte-
nidas del Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC). Hemos clasificado estos ecoti-
pos en grupos fenotipicos en funcién de la morfologia de sus hojas o la estructura de su
roseta basal. Estamos llevando a cabo cruzamientos entre parejas de ecotipos gue difie-
ren sustanciailmente en un determinado caracter morfolégico, para establecer si sus feno-
tipos corresponden a variaciones en uno o0 mas genes. Estamos procediendo a la des-
cripcion morfométrica de la evolucion, a lo largo de los primeros 32 dias de desarrolio, de
la forma y el tamano de las hojas de tres ecotipos de uso comun (Enkheim 2, Landsberg
erecta'y Columbia).

Estamos estudiando 153 mutantes con hojas anormales que no habian recibido gran
atencion con anterioridad y formaban parte de la coleccion del NASC. Los hemos clasifica-
do en grupos fenotipicos en funcién de la morfologia de sus hojas o la estructura de su
roseta basal, sometiendo a 83 de ellos a analisis de complementacién y de ligamiento.
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(o3 de s ( e esto DL :de  varse . ce )0 mec ‘ransposon-tagging.
Se di-nc - dav-rinm ~ag de mutartss dek y emb creados por transposicior: d.. . e-
mento "~ ‘solanc - r co ¢ 'aboratorio de Steve De!' orta, Biclogy Depa.. veri, Ye .
U - s, . "' elementc * n: donible Ac se ... _. izado como mutageno con . objetivo de
gue s . ._3 que .zsL....a) de esta mL.agé esis puedar ser caracterizados a nive:
mo :cu.... Se ha anziizado ar v, m0 .. °uras 200 familias de ~ antes dek y unas
10C .wmilias de muiantes emb. Entre las a™i 1s dek estudiadas, la presencia de un ele-
m nto Ac renspues*s corresponde con e ‘© - po - inte en 2 de estas familias. A estos
2 upos aiferentes de ~utantes se les ha deno 'nado dekA 'y dekB. DekA esta bloqueado
en el estadio de transicion de la embriogénesis y dekB esta bloqueado en el estadio de pro-
embrién. Utilizando enzimas de restriccion que cortan fuera del elemento Ac, se generaron
fragmentos de DNA que contenian el elemento Ac y las secuencias gendmicas flanquean-
tes a éste. Se utilizd el Ac como sonda para « onar estos fragmentos. Se han secuenciado
los clones genomicos salvajes correspondientes a dekA y dekB, no presentando homologia
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Analisis de Arabidopsis transgénicas para el gen de la proteina de mo.. iento del
tobamovirus del mosaico de la colza (ORMV)

I. Aguilar, D. Martinez-Herrera, F. Sanchez y F. Ponz

Laboratorio de Biologia Molecular y Virologia Vegetal. CIT-INIA. Autopista A-6, Km 7.
28040 Madrid.

Después de que un virus ha sido introducido en el interior de una céliiaver =~y se ba
replicado hasta alcanzar un titulo suficiente, se enfrenta al prot ~—~ de dispersar  zc-
cion a células vecinas y sistémicamente. La caracterizacién de —ov~ :nto vical desdc una
célula infectada a sus vecinas ha recibido bastante atenciér en los " mos afos. En
muchos casos, se ha puesto de manifiesto el papel primordial que iueg.. . producto geni-
co viral caracteristico (la proteina de movimiento, MP) en la mediacién de este tino de
movimiento {(a menudo referido como movimiento a corta distancia). Las  re~*er's cas y
funciones de esta proteina en varios géneros de virus es en la actualicad *'~  2a de inten-
sa actividad investigadora.

Muc os de los fendmenos de resistencia de plantas a la infecci: 1 por determinados
virus, coe -an mediante un confinamiento del patégeno a la(s) cé€'.'a’s) ‘nicic. 1ente infecta-
da(s): ~ vi~Is es capaz de replicarse, pero incapaz de moverse de .na cé.. a ala adyacen-
te. La no funcicnalidad de la MP viral de los virus asi localizados, no parece ser la razén
general del mismo, pues a menudo el mismo virus es capaz de establecer una infeccién
sistémica en otro huésped. De esta situacién cabe concluir que factores especificos de
huéspedes determinados juegan también un importante papel en el establecimiento de!
movimiento a corta distancia. Desgraciadamente, el grado de caracterizacion de estos pre-
suntos factores es practicamente nulo.

Con el fin de estudiar el fenémeno de movimiento a corta distancia desde el punto de
vista del huésped, el sistema modelo que estamos utilizando es Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh y el tobamovirus del mosaico de la colza (ORMV) capaz de infectar esta especie.
Hemos obtenido plantas transgénicas de Arabidopsis transformadas con un cDNA corres-
pondiente a la ORF de la proteina de movimiento de ORMV. Se transformaron raices del
ecotipo RLD de Arabidopsis con construcciones sentido y antisentido, y las plantas M1 se
analizaron para la resistencia a kanamicina. Se obtuvieron para cada construccion distintas
lineas que difieren en la dosis genica. El analisis molecular mediante hibridaciones tipo
Southern reveld la presencia del transgen integro en todas las lineas, pero el andlisis tipo
Northern puso de manifiesto muy diversos grados de su expresién.

Estas plantas transgénicas han sido objeto de diferentes tipos de analisis en lo referen-
te a su capacidad de interaccionar con varios virus vegetales, asi como en algunas otras
caracteristicas fisiologicas. Los resultados obtenidos en estos analisis han puesto de mani-
fiesto la utilidad de este material para ulteriores caracterizaciones moleculares del papel del
huésped en el movimiento viral a corta distancia.
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Obtencion de plantas transgénicas de tomate( Lycopersicon esculentum) que sobre-
expresan genes que se inducen en vegetales superiores, como respuesta a estres
salino

| Arriflaga’, C. Gisbert!, E. Sales!, J.A. Pintor-Toro?, L.Roig? y V. Moreno’

L ab. de Cultivos de Células Vegetales, Dpto. Biotecnologia, IBMCP.
Universidad Politécnica de Valencia-CSIC, 46022, Valencia.
2 [nstituto de Recursos Naturales y Agrobiologia, CSIC, Apartado 1052, 41080, Sevilla

La dis~~ucién de los recursos ifdricos '~ o con la progresiva saiinizacion de los s
los. hacer necesaria la aplicacion de uev-s estrategias para obtener - edades capaces
de crecer en estas corciciones. Los g¢ 5 TAS14 (Godoy y col, 19T | y TSW1i2 (To
Schumann y col., 1992), se inducen, en veget s superiores, comc . __p es i 2 estrés sz’
no. Se nretende conocer si iz sobreexpresid «  .stos genes, ene.g. 0 1dc :as p. .

Lo TMa 3, puade ierarlg e cia a estre : ysta esmac b o oste 0g>  gg -
ta~ los primeros resu:*1dos obt~ idas ~~ 2xperic arios ¢~ ¢onster—acion de dos v A
des de tc -+, UC828 » P73. *- 20s s ¢ a ' toducdc - UCB2ByYy SV 2sc -
ar P73. La transformac an © 6 izando ':r é'xdodscoc ‘ocons_
. mefaciens si¢ ‘e.do _' > colodescto or T yc. [[DB7, cona, mod:. .
cio es. 1 apel.e..doce 1varedaddeto .. Co dc.es38-.02dasobi... IS oncen
(riors e @ e L orcoct v Li e or ol g N
fram A vagtar ey 2 concerm mrdaldos o5 gonnt b grm e niadog (TAS
Lo I IR ¢ T (N ¢ T Slolinte’ otk : A e
K [ o [ e S - S o o
te'.s ceraces ¢ .. g zados . CL ke LT R S I o)
Vi eLdl Lo Y CO.Suee O 3o T RON e N PR T DTN
A LTV Ve 20 mwent On Bn , n S0 .z
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;-Sct in S., Godoy J.A., Pi ... .oro J.A. 1992. . e 18I THRSVST.
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Expresion del gen chit42 de Trichoderma harzianum en plantas de tabaco.
I. Garcia, L. C. Romero, T. Benitez! y J. A. Pintor Toro.

Instituto de Recursos Na '-ales y Agrobiologia de Sevilla. CSIC.
'Departamento de Genéiica, F. cultad de Biologia. Universidad de Sevilla.

T. rarzianumes . jJomictdaras . o zado como ag~~*2 de control biolégico con-

- gosfitope [ 2r0s. . ode .o m is 10¢ meca e cualejerces ¢ ssla

proguccion d ... seric ue envit s yi7roliicas (quitinasas. g icanasas y prot. .as, que
der rae. 1t parad ¢ ¢ los hongos & los que parasita. La qu”  asa CHIT 42 se cxcret

)¢ ) do Cl vo ~~ condiciones de micoparasitismo simuiado, y es la Unica capaz de pro-

i civ ~losde . ¢~ paredes aisladas du Botrytis cinerea. Media : experi—e~*1s de PCR
~ nartir « 2 secuencias ¢« péptidos de la oro.sina CHIT42 purificaue se - &'slado y ca

‘- izado el gen que la codifica. Se . rea’izado construcciones pare expresar constitt " ra-

"z el gen chit42 en plantas de  Haco cor i objetivo de estudiar si esta quitinasa les

" e rmayor resistencia a ics ~tag es nor hongos fitopatogenos.

Se an analizado ~~ niantas wransformadas con e! cDNA CHITA2 completo, que ~zi ye
¢ néept fo senal y la posibie secuencia de activacion. Asimismo se han obtenido p'ar s
rr~sednizas que expresan la construccion del péptido senal de una proteina PR de tomaiz
“'sionado con la zona codific e correspondiente a la ¢uitirasa C!iIT42 procesada.
Actua'mente se estan realizando ensayos iuncionales para determinar e! nivel de resisten-
cia a fitopatégenos de las plarias transgénicas.
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Expresion de genes foraneos en cotiledones de Pinus nigra, P. radiata y P. pinea
mediante bombardeo de microparticulas.

M. Lépez!, J.M. Humara'-2, M.V. Gonzéalez3 M. Rey'.2 R. Tavazza4, G. Ancora% R. Rodri-
guez!2 y R.J. Oroas!?

T Lab. Fisiologia Vegetal, Dept B.O.S., Universidad de Oviedo, ¢/ Catedratico Rodrigo Uria
s/n, E-33071 Oviedo
2 Instituto Universitario de Biotecnologia de Asturias-CSIC, E-33071 Oviedo
3 Instituto de Experimentacion y Promocion Agraria, Principado de Asturias, £-33300
Villaviciosa
4 Div. Biochimica, Biofisica Biologia Molecolare, Sett. Biotecnol. e Agricolt, ENEA C.R.
Casaccia, [-00060 S. Maria di Galeria, Roma, Italia

Nuestro grupo ha desarrollado protocolos eficientes para la expresion transitoria de
genes en cotiledones aislados de tres especies de pino, Pinus nigra Arn. ssp. salzmanii
(Dunal) Franco, P. radiata D.Dony P. pinea L., utilizando bombardec de microparticulas
(aparato BiolisticR PDS 1000/He, Bio-Rad). Hemos utilizado el plasmido pBI121.1 para
establecer los parametros de bembardeo dptimos para la expresion transitoria de genes
foraneos, mediante ensayos histoquimicos de la B-glucuronidasa, realizados 24 h después
del bombardeo. aungue se ha obtenido expresion del gen de la ,B-glucuronidasa (GUS) en
todas las especies de pino estudiadas, los parametros de bombardeo optimos fueron dife-
rentes para cada una. Los mejores resultados en P. nigra se obtuvieron utilizando particu-
las de oro de 1 um recubiertas con 0’8 ,pyg de ADN plasmidico por cada bombardeo, reali-
zado a 650 psi de presidn de helio y con 6 cm de recorrido de las microparticulas hasta los
tejidos vegetales. En P. pinea, los mejores resultados se obtuvieron utilizando particulas
de oro de 1 ,um, 0’8 ug de ADN plasmidico, 900 psi y 6 cm. Por el contrario, en P. radiata
se obtuvieron mejores resuitados con particulas de oro de 1'6 um, 0'8 yg de ADN plasmidi-
co, 1100 psi y 6 cm. Ademas, cotiledones de P. radiata culivados durante 8 dias antes del
bombardeo dieron mejores niveles de expresion transitoria del gen GUS que cotiledones
mas jévenes. Una vez establecidos estos protocolos, hemos estudiado el efecto de diferen-
tes promotores sobre la expresion del gen GUS en cotiledones de pino. Los promotores
estudiados, ademas del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV 358S), fue-
ron los de los genes de la ubiquitina de girasol, la alcohol deshidrogenasa de maiz y la acti-
na de arroz. El promotor de! gen de la ubiquitina de giraso! proporcioné los mejores niveles
de expresion del gen GUS, tanto mediante ensayo histoquimico como fluorimétrico. Por
otra parte, el uso de este promotor nos permitié cbservar expresion del gen GUS en cotile-
dones cultivados de P. radiata, hasta 20 dias después del bombardeo. Dado que los proto-
colos descritos son perfectamente compatibies con sistemas eficientes de regeneracion de
plantas para las especies citadas, este estudio abre la posibilidad de obtener plantas de
pino transgénicas.
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Los genes Lip responder. como otros gen s de defensa. de una 1 era ¢ p ea s
estreses abidticos y bidticos. La expresién de ‘0s genes Lip de ceba.  especi )
Lip4) aumenta en respuesta a « ~fecci¢n causada por los hongos Erysiphe gra~ ~'s y
Rhynchosporium secalis, y |la bacteria Xanthomonas campestris pv. translucens (4,9). Ade-
mas, el tipo de respuesta observada es consistente con la funcion de defensa propuesta
para las LTPs.

Se han obtenido plantas transgénicas homocigoéticas de tabaco y Arabidopsis que
expresan la LTP2 de cebada bajo el control del promotor cons .. '0 35S de Ce AV, y se
ha ensayado su resistencia frente a patdgenas bacterianos y | ‘1icos. £ tabaco ~~sgé-
nico se observan reducciones significativas de sintomas para :0s sigu~" es patégenos: P.
syringae pv. tabaci, Phytotopthora parasitica, Cercospora nicotianae, y Botrytis cinerea.
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¢ .sp oesa 90+ yrecm~ ~2c6 | etam - del estado seco en wn s6lo urns

JQr 8 en contacto con €' ngua. La desecacion conlieva la expresion diferencia: de L eleva-
¢d n" "0 de genes, cuyos productos se supone que protegen a la pl~~ta de los danos
~~sados por la sequia. Muchos de estos genes se han clonado y caracterizado y su induc-
cién puede provocarse mediante |a aplicacion exégena de acido abscisico (ABA). En Crate-
rostigma, la mayorfa de estos genes codifican proteinas citosolicas que son homdélogas a
proteinas que se inducen en los Gltimos estadios del desarrollo de las semi as, las llama-
das Lea (de “late embryogenesis abundant”). No obstante, tres de los genes clonados codi-
fican proteinas cloroplasticas. Una de estas proteinas es homdloga = las denominadas
Zlins (de “early light induced proteins”), que son proteinas cue se inducen rapidamente al
exponer piantas elioladas a la luz, y también a una proteina del alga Dunalliela cuya sinte-
sis se asocia con los nrocesos de c~rotenogénesis. El estrés hidrico y el acido abscisico
son factores import s enr ia regu 1cién de los genes que se inducen nor seq.ia, sin
emhbargo, en este estudio hemos demostrado que otros factores como sor 1 p 3sencia o

s~~ci~ de luz, y el estado de desarrollo de i nlanta juegan también ' - papel « enla
regt acién. De hecho, el estudio de la expresion de los geres de desecacion en diversas
condiciones nos ha llevado a concluir gue su induccion no siempre esta mediada por aci o
abscisico. La regulacién es extremadamente compleja en el caso concreto de la orote
con homologia a las Elips. La expresion de este gen no sélo esta regulada por 1y por
el desarrollo, sino que ademas se modula por relojes internos del tipo circadia ~. . * pro-
teina esta asociada in vivo a componentes de la membrana tilacoidal y hemos = 0 que en
geles no desnaturalizantes aparece junto con los complejos pigmento-proteina de migra-
cién mas rapida. Ademas, la induccién por ABA de esta proteina no tiene lugar cuando se
protege la planta del estrés oxidativo mediante la adicion de agentes reductores. Por otra
parte, las condiciones que dan lugar a la acumulacion de esta proteina también inducen un
aumento en los niveles del pigmento zeaxantina, tipicamente involucrado en la proteccién
del aparato fotosintético frente a los fendmenos de fotoinhibicion. Fraccionando los comple-
jos pigmento-proteina del fotosistema Il, hemos observado que la proteina de desecacién
aparece precisamente en las fracciones con mayor contenido en zeaxantina. Basandonos
en estos resultados, sugerimos que esta proteina inducida por desecacion funciona unien-
do o estabilizando el pigmento zeaxantina para proteger a la planta de la fotoinhibicion cau-
sada por la pérdida de agua.
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' ~es sl efos~ - egL 6 -~ "~ anciel. Cc  objeto de conocer el patron de expi .
~'0™ espacic y pore" ~ ' .y .. "T1isencreci. 2nto some das a estrés mecé ico y
co, se construyd L .. Qg ...2rico portador de! proi iotor comp o de' gen ACOI, asc
" do ¢ | .2 marcador b-C Jc. o idasa (GUS:, y et a2 construccion = 1e empleada para

i ..lorm.cién de plar as ce petu : 2.
Las hojasy se >~~~ ~reci~i~~tc ~*~7ias, sélo producen cantidades traza de etileno.

L espuesta al choque —~céanicooatl “'3,' "ojas de petu . . responden cor. .n .ncre-
~~ o importante e~ la produccion de ¢ "eno a . ora de produc ‘se la herida, sufriendo u:

oy u T po¢t o . eraciér & ci 1zancose un maximo a s 24 horas. Ls 1 evo
cién er © oroduccidén C. N0 eu.. ...acionada direcuarrente ccnios ¢t dos e Ic et

dad GUS, que se detec.. .05 30 0s de producirse 1 herida, y alcanza su valor maxi-
10 ¢ 25 24 hoi .. Al cabo d~ ura 07~ de producirse la ' -ida sélo en ur 2 _gion de la
no™, s observa g e '~ ~or sic 1 di gen GUS es homogeénea er: toda la ho,a no solo en
~ 7ar ~ ~fectada, io que indica la exisiencia de una r dvesta sistemica « .. he da. Esta

““ccién de la actividad GUS por herida no se ve sida por la aplicacion de NBD, sino
que se ve incrementada.

Debido a que las sem 1s gen r bajo condicones de estrés fisico, con el objeto de
conocer la relacion de la actividad de la ACCoxidasa en la produccién del etileno generado
durante este proceso, se crecieron semillas de peturia en la oscuridad en presencia de una
barrera mecéanica La presencia de esta barrera produce un incremento en la actividad
GUS, que perdura y se incrementa mientras dicha barrera persiste. La actividad GUS se
localiza a nivel de la plumula, lo cual esté de acuerdo con la produccidon de mas del 90% de
etileno en esta regién, medido en otras especies.
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Expresion de genes asociados al estrés por frio en frutos de mandarina “Fortune”
M.T. Sanchez-Ballesta 1, J.M. Alonso?, M.T. Lafuente’, L. Zacarias' y A. Granell?

T Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (CSIC). Poligono de la Coma s/n,
46980 Paterna

2 Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (UPV-CSIC). Camino de Vera s/n,
46020 Valencia

Diversas variedades de frutos ciiricos pueden soportar periodos prolongades de alma-
cenamiento a bajas temperaiuras (en el rango de 1-10 °C) sin sufrir dafos. Existen en cam-
bio variedades sensibles a! frio, como la “Fortune” que experimenta la aparicién de man-
chas necréticas cuando se somete a 2 °C durante periodos de tiempo superiores a 10 dias.
El almacenamiento durante 3 dias a 37 °C (curado) de los frutos de esta variedad reduce
considerablemente la aparicién de estas alteraciones durante la posterior conservaciéon en
frio.

Se desconoce cuales son las bases de la susceptibilidad o resistencia de las diferentes
variedades al almacenamiento por frio, ni cual es el mecanismo por el que actuan los pro-
cedimientos de curado. Para intentar entender estos procesos hemos iniciado un estudio
que nos permitira: (1) Averiguar si las alteraciones fenotipicas (manchado) van acompana-
das de cambios en la expresion génica, asi como la naturaleza de dichos cambios y (2) el
efecto del curado sobre los mismos.

Para ello hemos estudiado por electroforesis bidimensional, los cambios en el patron de
los productos de traduccion in vitro de las poblaciones de polyA+ correspondientes a frutos
en diferentes condiciones de almacenamiento/curado. Hemos podido observar que ambos
procesos producen cambios en 10s niveles de ciertos polipéptidos/mRNAs. Basados en
estos resultados hemos construido una genoteca de cDNA correspondiente a frutos alma-
cenados a 2 °C y otra de frutos previamente acondicionados. Dichas genotecas han sido
sometidas a escrutinio diferencial con objeto de aisiar mRNAs especificamente inducidos o
reprimidos durante el proceso de almacenamiento. En esta comunicacién se presentaran y
analizaran los patrones de expresién de diferentes mRNAs aislados. También se presenta-
ran los resultados de los analisis de expresién de ciertos mRNA del flavedo de los citricos
cuyos niveles se sabe son constitutivos en unos casos o que se inducen durante la madu-
racion natural del fruto en otros.
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E. Titarenko, E. Rojo y J. J. Sanchez Serrano.

Centro M:cic.... . Biciecnolo > (CSIC,. UAM, Cantoblanco, Madrid 28049
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i. cacion, clonaje,ac. ad artitungica y posible macanismo catalitico de Ch3,
unz endoq asa de la clase Ib mayoritaria en las semillas del castano europeo

! Allona, C Collada, L Gémez, R Casado, J Paz-Ares' y C Aragoncillo

De rtamento de Biotecnologia, ETSI Montes, UPM, 28040 Madrid

~

C .. 0 Nacional de Biotecnologia, Cantoblanco, Madrid
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Aislamiento, caracterizacion y analisis funcional de un gen const rodeqL asa
de patata

G. Ancillo, E. Hoegen, B. Witte y E. Kombrink.

Max-Planck-Institut fur Zi.chiungsforsc ung, Abtetlung Biochemie. Carl-vo::-Linne Weg 10,
D-5C" 'Koln (Germany)
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Papel de los oligosacaridos en la rectividad alergénica de glicoproteinas de cereales
G. Garcia-Casado’, R. Sanchez-Monge', L. Gémez2 y G. Salcedo?

Unidad de Bior rica, Departamento de Biotecnologia
1E.T.S.Ingenieros Agrénomos y 2E.T.S.Ingenieros de Montes, U.P.M, Madrid.

El asma del panadero es una alergia ocupaciona! :riediada por IgE y producida por
inhalacion de harina, que renresenta un problema importante en todo el mundo entre 'a
poblacion expuesta. En los 1 timos afios han sido purificados y caracterizados a partir de
harina de trigo, cebada y centeno un grupo de ¢ ‘genos de 12-15kD asociados con esta
alergia. Todos ellos pertenecen ¢ '3 ‘amilia d~ '~ widores de a-amilasa tripsing, vy, en st
mayoria, ligan IgE y producen respuestas positivas er ~1sayos cutdneos en pacientes ¢ -
gicos [1-5]. Sin embargo estos componentes mues!rar reactividades muy adiferentes *~~ o
en ensayos “in vivo' como “in vitro”, siendo las proteinas glicosiladas de la familia las mas
reactivas: las subunidades homologas del inhibidor tetramérico de trigo (CM16™ ) y cebada
(CMb*), y e ‘~F oidor monomeérico de cebada BMAI-1 [2,6]. Mientras que las subri ‘dades
del tetramero también aparecen como especies no glicosiladas gque tienen muc.a menor
reactividad alergénica, no se han encontrado hasta ahora formas no glicosiladas de BiflAl-
1. Estos datos, junto con el hecho de que también otras glicoproteinas de plantas han sido
implicadas en enfermedades alérgicas en los Ultimos anos [7,8 y otros) sugieren que los
azucares de algunas glicoproteinas vegetales pueden tener un papel importante en la reac-
tividad de estos alergenos.

En este contexto se han realizado una serie de aproximaciones para determinar: .,
tipo de estructura del oligosacarido ligado a las glicoproteinas de esta familia y ' el papel
de los azucares en la union a IgE de pacientes alérgicos. Se ha determinado gue 'as glico-
proteinas CM16*, CMb* y BMAI-1 poseen un azlcar complejo con un residuo ,bim2 xilosa
y otro 13 fucosa ligados a un drico sitio de N-glicosilacion. Se han obtenido péptidos de
la glicoproieina BMAI-1 con la enzima Endo-Lys, siendo el unico peptido glicosilado el que
muestra mayor capacidad de ligar IgE de pacientes alérgicos. Asi mismo se ha observado
que la capacidad reactiva desaparece al reaiizar tre*ar 3ntos gL ~ zos de desglicosilaciér.
aungue la estructura global de la proteina parece también afectada tras las severas condi-
ciones del proceso. Ademas, la IgE de pacientes alérgicos reconoce otras glicoproteinas no
relacionadas, que poseen N-oligosacaridos complejos con residuos de b1m2 xilosa. Todos
estos datos indican que los oligosacaridos juegar «n pape: importante en la reactividad de
estos alergenos ya sea manteniendo la estructura de algur epitopo, o constituyendo uno
por si mismos.
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1. Barper * ~* . (1989). FEBS Lett. 248: 119-122.

2. Sanchez ** age R st~ ©992). Bioc™ ~—.J.281:40* 7~ .
3.Afm_ Ty A0 T 7 1993). C" Exp. Alle gy. 23: 410-"5.
4. Garcia-Casado G.e. . 995 ~73SLe  364:36-40.

5. Garcia-Casado G. et al. (.995 ( n. Exp. Allergy.

6.8 ~M < g 1892. Pla~ o.. Biol. 20: 45 458.

.Ba*an ro".eran 1199 . al o 3,:231-37.
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- ~TO i =s¢, ,ede' )jacoque i aliz - - de acido
S co 2 o estaalainfeccié: rely sc osaico de! Iz raco

J. Leon™y | Raskin

AgBiotech Center, . " jers Univ., New Br nswick, NJ 08253, USA

*Direccion actual: Centre N~ .. .. .o .ok, ., .odet n’ .l scLir
a8, C Lus S o, 280 o d

' cido salicco (AS' - ic T oac ¢ T le o [ I
‘¢ ‘re 7 iopaté, s E e, . o T B I ol o
2" n . desci ‘boxilacio.. -.as acido " ... .70, 0s .orid nT ocidren sl T T

Z7 oy Tor o Z0. . sta | uroxidc.dn esce Ce o T M L wsC
N 150 v - e IC 0" Yde TAine X A ! v
~c e~ ocdo adinr o~ v ce Yy~ e ¢ o I S N O A
so O ~apr- - 1sde o ICCiC *° “co & C co,v - = o™

St e o 2."1ezmas " dce'o ' e X “oc 'widrco vt oo
de. .. ..o TNV, socid ali. ¢ Uoers Uz oragicac” ac. ‘cidc

benzo.co o tarrbiéi pe. | adise L. €O LZ L avic e 0. LoD2CON CC 1 0ZE 10, Lol e
r e ger adores de & mecies 27 as G OXi( .10, @ st esisde L3 (| . tam-
bién locz me te po-*~ie™iar 0 exégero cor H202, um wrod cto de as ~~ nine ~ntivog de
oxigeno generadas durer‘e a respuesta "'oe sensib - a wés - - dob + ~~na-it- o
una rapida activaciéon de la moléci!c de BA2 1y la induccid~ © * 'e- 1d” ' si 3sisde
proteina mediada por la ac .. ‘acion de acido benzoico. La ac..'d d BA2'" s ‘nlibe in
vitro por bidore .ipicos de citocromos P450 a concentraciones .. eriores i .. .y de
m  -g foto :ver ble por CO. Ac :mas, la actividad 3A2H ¢ b : o I"mMUnCe2f L D0T
~ ~oprecipi aLidn cor ~~Houer s~ P SU2, ehter wos o ~a wtetr v P4 s -
ble ¢ + Streptomices griszolus . Pre~araciones de enzima purificade = = === = e o
diferencial en presencia de CO cc ‘ximo de absorcién a 457 . Estos datos ¢ igieren

gue BA2H es un citocromo P450 de caracteristicas Unicas en células eucariotici 5 por su
naturaleza soluble, su alto peso molecuiar y su autos....ciencia cata‘itica. La sec ncia n
del extremo aminoterminal asi como de secuencias fernas ha perr  do aberdar o. clonaje
del gen que codifica a BA2H. Experimentos in vivo de marcaje no ~vasivo con 1372 »an
demostrado que BA2H actla como una oxigenasa,catalizando la icorporacion de -
atomo de oxigeno procedente de oxigeno molecular al grupo hidroxilo del AS. Basandonos
en la capacidad de marcar el AS con 130 y en su aislamiento mediante HPLC y su poste-
rior deteccion mediante GC-MS, asi como en experimentos con [14C]-AS, hemos demos-
trado que el AS se transporta, via floema, desde la hoja inoculada con TMV hasta hojas
superiores donde se desarolla resistencia sistémica.
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Expresion de genes de defensa en maiz en respuesta a infeccion por hongos
I. Murillo, L. Cavallarin and B. San Segundo

Departamento de Genética Molecular, Centro de Investigacién y Desarrolio de Barcelona
(CSIC). Jordi Girona 18, 08034 Barcelona.

11 adaptacién de una r anta ante una agresion ambiental, sea de origen bidtico o de
¢ ")en abibtico, requiere 1 expresién rapida y coordinada de genes cuyos productos estan
C.3C. ¢ .ndirectamente imnlicados en la defensa y proteccion de ia misma. La germinacion
<> u :tapa del ciclo vitai de una planta en la gue esta es especialmente vulnerable y en
la que se encue—‘ra constantemente expuesta al contacto con patégenos del suelo. Con
objeto de carac - “zar la respuesta de defensa durante la etapa de germinacion de semillas
de 'z, se esta snalizando la expresion de geres aue codifican proteinas PR (Pathogene-
sis-elated proteins) en semillas infectadas por el hongo Fusarium moniliforme, natégeno
r .. 2l de esta planta. Las proteinas PR se de ~~ como proteinas que la pla @ uésped
produce, y cuya expresion se induce en situaciones patoldgicas y otras situaciones de
est4s (iratamiento por agentes quimicos, herida, radiacion UV, etc. | [* 3). Estos productos
ae defensa aparecen como resultado de un aumento en los niveles de transcripcion de sus
genes correspondientes. En esta interaccion hongo-huésped, se "a caracterizado la expre-
sion de ¢ .....asas y B-1,3-glucanasas, habiéndose encontrado una expresion diierencial de

i0s isoenzimas para ambos tipos de hidrolasas, tanto en respuesta a infecciér como en
os ¢ e ° s iejidos de la pla-tuia ~fectada (4). Se ha estudiado con mas profundidad 'a
~x~ 2si6n de los genes PRms (PathogenesisRelated protein from maize seeds), y del ¢ :ni

| “Maize Proteir =~ =nhibitorJ, clonados a partir de una genotecad 2mbriones de. a.z

) ©cior © “sctactos con F. moniliforme (5- .. El nivel de acLm. 1¢.9n de los rRNAs

co. - po.di....s . ca ..o de estos genes se G ntaen dos  :ctndos. aunc 2
[ sMOs 0. 1§ de Ac.v Cién frarscripcicn:  di¥~rantes: g ack cion de' o M7
s oy e o~%. ddaq ~- g~ *~~maproduc - or “er'os d  que
infngtn sr o5~ ~ '~ . g~" PRmsse ~ pe: ‘econocimie © ol T r " -¢" 7 com-
I - o rcrald 't e o oo _toporelic c.esde..oge L an
c o ' °Rms, se an 'd .. "2ado 3s<er ar_.as ¢ DNAde .owenie orc:
282 S0 280N Lo@m 3 .8S.0 Stuww de 1 Ml nibn exprooinn g nrtg m
TP L3 e w2 LinlC o5 agicos.y ~ 1descr 0" Dot b o2 secttC C Qe tesp T
2 res BV Hicitor Respo. *+ Ele 1er* g -1 - 3ncue tra presente en genes cue

~~d#ic~~ 2; 1 prote "1s PR de ciras especier '8! proteina PRms se ha expresado ern:

:.coli, y se han obtenido anticuerpos policlonales en conejos. Estos anticuerpos han sido

""zados para la localizacién de la proteina PRms en tejidos infectados. La proteina &
‘ocaliza en la pared de la célula de la planta huésped, en las zonas de contacto con el
~ongo. Se acumula asimismo en papilas (estructuras caracteristicas que se observan en
diferenrtes interacciones hongo-planta), y en las células del hongo. Los niveles de acumula-
ciér de ‘a proteina PRms son especialmente elevados en la capa de células mas externas
del tejido infectado, tales como en la aleurona de semillas enteras, o en las células epitelia-
les del escutelo de embriones aislados en germinacion. Los resultados de immunolocaliza-
cién de la proteina PRms, si bien no confirman, si que apuntan a una posible actividad anti-
fungica de la misma y a su participacion dentro de la respuesta de defensa durante la etapa
de germinacién de semillas de maiz.
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yadc - 3" ¢ ¢t icas ~ ' -a” " uc’ Irales asociadas a activo me” H(lismo i« un
intenso ti "“co de ustancias. flie~iras .- nematodo se desarrolla y produce .. o o Je-
vos parte... .. .cos, lacéll . giganie sigue ¢ ;o docirce d W2 Se. ., pro-
duciéndose .. abultamic tc o nodulo en ia raiz ¢ ominado agi . 2or ~l M~ w solo
sabemos g e ocurre ura profunda reprogramacion ce la expresion ger ¢~ i T
dencia por la induccion de algunos promotores especificos y el silenciamiei ©= ° |
tanto en las células gigantes como en la agalla. Estos cambios parecen inici.. ' a ..aves
de la interferencia con la maquinaria gue coordina la expresién génica co N LAl
Una forma de comprender los mecanismos que subyacen a esta comg trar o cion
celular es la identificacion de los elementos cis en los promotores responsables d  ~ “~pro-
gramacion. Estas secuencias de regulacion por nematodos deben cumplir su funcion a tra-
vés de la interaccion con factores de transcripcion especificos cuya actividad se ve de
algun modo alterada durante el proceso de diferenciacion de las células gigantes.

El andlisis funcional detallado de estos elementos ¢is es el paso limitante en esta estrate-
gia, pues implica la construccion de plantas transgénicas conteniendo series de deleciones y
otras mutaciones y su posterior estudio tras la infeccion con nematodos. Una forma de acelerar
este proceso es el desarrollo de un sistema de expresidn transitoria en células gigantes, que
en la actualidad estamos acometiendo mediante microinyeccién (en colaboracién con el
Departamento de Nematologia de la Universidad de Kiel). La otra forma de facilitar el andlisis
funcional seria restringir el rastreo mutacional a las secuencias del promator con mayor proba-
bilidad de estar involucradas en la regulacion. Estamos identificando este tipo de secuencias
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alisis molecular de la biosintesis de glut= a1y  tamato en coniferas
F. M. Canovas, F. R. Cantén, A. Garcia-Gutiérrez y F. Gallardo

woratorio de Bioquimica y Biologia Molecular. Facultad de Ciencias, Universidad de
Malaga, 29071-Malaga

Durante la germinacion, el nitrégeno ¢ ~acenado en la semilla se moviliza para ser . "
zado por la nlartdla en las etapas iniciales +  desarrollo. Las enzimas glutamina sintetasa
(GS' y yiue mato sintasa (GOGAT! tienen un papel clave en este proceso generando .»
¢ "mina y el glutamato necesarios para la biosintesis de las principales biomoléculas
r* ogenadas. En nuestro labor: "oric se esta estudiando, a nivel molecular, la regulacion de
este proceso en coniferas ... :ando plan:as de pino como modelo experimental. Las coni-
feras se caracterizan por su capacidad de sintetizar clorofila y desarrollar cleoroplastos en
ausencia de luz.

Un primar objetivo de nuestr~ ' ~=a de trabajo, que ya se ha cubierto en parte, es du 1ir
la estructura de estos genes y estudiar la regulacién de su expresion durante el desarro >
temprano de los arboles.

Las estructuras primarias de la GS y GOGAT de pino son muy parecidas a las descritas
en angiospermas. Sin embargo, la expresion de estas proteinas es sustancialmente dife-
rente a los modelos conacidos. En tejidos fotosintéticos de angiospermas, GS y GOGAT
estan principalmente implicadas en la asimilacion de amonio procedente de la fotorespira-
cién y de ‘2 asimilacién primaria de nitrégeno, siendo la expresién de ambas proteinas
reguladas por luz. En coniferas, la expresion de ambas enzimas es diferente, acumulando-
se los polipéptidos y mMRNAs durante el desarrollo de la plantula en oscuridad. La presencia
del ciclo GS/GOGAT puede ser importante para proporcionar glutamina y glutamato nece-
sarios para la sintesis de clorofila y de otros compuestos necesarios durante la diferencia-
cion independiente de luz del cloroplasto en coniferas.

Oftro aspecto importante es la aplicacion de los estudics anteriores en programas de
biotecnologia forestal con el fin de mejorar la eficiencia del metabolismo nitrogenado de
estas plantas mediante la manipulacién genética del sistema.

Reierencias
Canté~ FR, Garcia-Gutiérrez A, Gallardo F, de Vicente A, Canovas FM (19393). Plant Molecular Bio-
logy. 22. 8°"-828.

Garcia-Guérrez A, Cantdon FR, Gehardo F, Sanchez-Jiménez F, Canovas FM (1985). Plant Molecular
Biology, 27, *5-128.
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Taracteriza 7 . lecul: Je ise-z s lonato« s~ farnes® ‘osfato
si asade . ri Jid- )sis thaliana.

N. C ~ 1A Lluch™ ™ U lourme , C. Riou2. A. Masferrer!, M. Arro? | F. KarsEé, A.
Boronat® y A. Ferrer!.

' U’nitat de Bioguimica, Facultat de F. nacia, Universitat de Barcelona.
2 |ustitut d  t o.0gie Molocu... et d'ingenieric C 3 ique. Uriversité d~ Poi ers. Francia.

D Te cue 0™ iBiolo. + olecular, | ac ~tde Q:ui~ica, Univer: 1t de Barcelona.

38 © ntas supe’’ produce: .na gran variedac . cc . .LI% =9prenc ,

"¢ de o Cua'es son € LaCik es w.a el norm: Gesartt.g y e S to d~a~ "

T lol. ... ero¢ ,aeo n Lpode nrodt ctos enine 4y i dor T retit oo
.0. W08, ! LTLILS, dur  dorne de ~lestror 18, ~te s T T T3a.C01 JT L
Vo o 1act~s ino ~'des veg S sor oo ors L éstare

nnce. ne = dus
B 61 se - s'ntesis de isoprerioides .. nlaras e ta de . L parte  orcal

que, e p ¢ ce"CoAy .._n.valo.. >eisop .or.p fos o 'PP orer - toda
. . de o808 ¢ o w0 g ud swE compunstos sor pr 0s de partida
Trl., . 2838 .27 icuCiones ¢ 2co duCt 1 ' Sim ~~'s de la gran variec ao de derivados
30r,. 0 s Sioicse adr e« - hiost esis de isoprenoides debe estar sometida a
~ estrictq v~ acid™, 1S ~3ce 1ismos que conrolan esta via son tod: | Dastante des-
corocidos. "~ 2t e se” do,y pesar de no disporer de evidencias fxpe m .. esdef. .
VS, 80 0C piy, & zimald droxi o .. gl CoA (HMG-CoA .eductas ,qunce
z ¢l o502 N un (o 3-CoA, desemn=  _unpepe ol nr inons -
e wee o« SiC baty,. occ dd-e o~ ~obdlica sugtt T wxoste
G ot S e ez as 7o't e 8’3 elos dfarentes isopreroides
alAR S A SR o R 1o 5
ceoo” - e EE E3EIuNo SRS UGN s SRR o 19
T Tr¢t " asllasi (PT,noestoqg . bus cecorsideran invo Lot on
3 'acid.. ¢y o uc . de . d . sisd soprt oS @ (ci anzt <
e vt ewdonuo nara nraodcit mave ornto-5'-4asfato ~'~~ as que 'a F 2S, g
e 2 i Foodrlas pro~ ~mnferagas, ¢ Tz o conc nsacion sec anci T L e
~irofeséo - M OAP™ 2 - dos mo rcLliis =7, ., »ducr ¢l compuesto de 15
carhcos ‘a ¢ lp o tor PP
I'"d * ¢ _mentacid..  ..cic . de los mutantes de levadura erg 12, oeficicm 2 en

zctividad MK, y erg 20, deficienin er ac.vidac FPS, con un henso de expresion de cDNA
de Arabidopsis thaliana, se ha clonado un cDNA cor-2spondiente a cada una de las dos
enzimas. La disponibilidad de dichos cDNAs ha per—*' o iniciar el trabajo que se presenta
acc ~uacion.

Por lo que respecta a la caracterizacion de ia MK, se ha demostrado, mediante experi-
mentos de Southern blot gendmico, que Arabidopsis thaliana contiene un unico gen que codi-
fica MK. Dicho gen ha sido clonado y secuenciado, y la comparacion de su secuencia con la
del cDNA aislado previamente ha per~ tido deducir su estructura. El gen consta de cinco exo-
nes separados por cuatro intrones. L analisis preliminar de su patrdn de expresion, mediante
experimentos de Northern blot, muestra que el gen se expresa mayoritariamente en raices e
inflorescencias, aunque el mRNA se detecta en todos los tejidos estudiados (raices, tallos,
hojas, inflorescencias y frutos). No se aprecian diferencias significativas en el nivel de expre-
sion del gen en plantulas crecidas durante seis dias en condiciones de luz o de oscuridad.
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Bases moleculares de 'a eracci< '* cto= 6-bifosfatasa/tiorredoxina
en cioroplastos de plantas = ‘~ricres
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A. Chu=ca y J. Lopez Gorgé

Dp . * " iea, Bion m 7 ereMo e oo Pantas, . L.ocion Expr . 'del
nd, 'CSIC. T S o Ou( IG !

o C: 35C o ¢ ... shiicas ¢ e ose e 380
) Sl N Teal TP TGt Lo LS. wes oL st ol Y- b
' VR 3t v anAr o c@gon e oLt T oo
I G ' . Cys 73C ' L NS A C L7
S N R 3R e P30 n N TN o
Y ol ~ Lol x T 0, -t 16 U Lues
. v Plo o« N fatcdy L s s men -
) n g TS G Ouwas UTUTEC TR RN U GRS ‘ac
e | e T e, ¢
co™ ' X5 7T ~s "0 . 7.3 b
- o B
o WD e ... 0 . ‘c " ococ ~ N o N
! NI U o N : N ~n
~ EI o L ) ‘,.,.,. R t - '
- FUNS i N ~
- -~ ] e} . -
- ' ' N ~ne PN 2 .
. e .
! -
- . . ‘ -
. ) . X
- ‘ ' : A
. il . 2 e L
- 3
S . ) . .
< r
= - 1
P ~oan ' ;oo -
; \ - - . - 1 o
- 3 ¢ Curin 4 . o "¢ (
- b e cr ce w07, T ot b o ~
. s o r B | LscL.. . T % 0
. 5 G Rk U R o U -
Go . IX_ S ‘ap” 3T acCTon mnAm A A VN
r. 108 U S o (O O i S| G
( e a2 DY 0 Lolod L Tt rg Tt e i v ,

Vommanda s 7 ag  pre, Lulaco... racc 3G o

dos. =xr" “~7sic ‘ 36 et pu .. o  3Pasa clvada o I x
de’ © T de s norntery A ng ode 19 oacidos, s 0o~ .

'

155



156



“isisdela:  3siéngé’  durante laembric. . sis - . 77 ‘L. ‘esto
con ABAyse

R. Linacern, in. Candela, 4+~ .-dilbaoy A . oy

Depto de Gen« 2z Facu  de Biologia. Unive icnd Co ™, e T Tt d,

La embriog... © SC .. e S, L€ DINCESO 0T wivu 4w w G 30T LuSe i€
pOrs comc . C€igeo, 0 i do.  Wribr nosterormapta 0 oh mnnin | Al -
nos delc ~ s que e ~xproenn diogrencig!~er ~0 0 aes Tt coarttn 0n
exprasién ¢ far-~cia' ~~ Jresarcit « ~ \BA y/o an - - entos de seq - P 500 -
¢ -de~ - 'asdeestosgeneslc ' zvamos acabodesdedos ¢ ' er‘oques.

'.-Se realiza el estudio del patron de e: ssion durar.e e s.s. (. ., 10sQeresp .. -
me-~ie descritos y que se expresan C....encia. e .2 < ..U 0g. oSis cind ci o
algunos procesos de esies (Em Cumi g 198« R~3 , . und < Chue 1988; 1777,
Yi guc S w0z +axdSt ozi«i 1993; ECP 3". io™"* 0 e a. 1992 . En estos e¢
diosse uw zanca os & ~ragATitdo v toe tT T s,

2.- S~ rata de aisli - Jevos genes e se expresen diferencialmente. En este caso se
utlizan ¢ " ros embriogénicos de cafia de azucar en difere~as estados de 'z 2.5, y se rea-
liza . . amientos de ABA y sequia.

En ambos casos se aisla el RNA toi@ de los ¢ vos er 'as ¢. rentes si .c J'ones y se
sinte van ios correspondientes cONAS. Estos cDNAs s~ ~~pl ic~ * di 2re~c'” —ente a tra-
vas ¢~ 12 *Acnica de PCR. Se utilizan o"gos disenados = - de las secuencias conocidas
ene 2xpe-~ento 1y oligos no especificos, al azar en el experimento 2.

En el experimento 1 se observa que zlgunos de estos genes oresentar . oatron de
expresion similar al previamente descrito, miznt.. s que otros presen 1 diferencias.

1 el exnerimento 2 se aislaron varios clones. u1o de ellos, c¢lc 1 RLi se exp sad e-
re cia me.. : en nresencia de ABA y rr trata™ ~~*0s de sequia e~ ''":a varie suscepti-
ble a sec'.a, no siendo diferencia’ en la varieoac tc 2rante.
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Caracterizac oo vimy © adas _ .01 Tus!tesiz de acido oni-
Co en p:
Moo . G Vane  noviy o Sorciiez S rano.
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-A) para da- i
e parted a ¢’
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.08 tloro S eme
Jresa cons
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ca 3-_OX ik
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oxi¢ *no maicct ~r er e .NA. Se -~~~ tara e ado cinco N e LOX de . bérc M,
s~ ves er re 8¢ Est - LOX se  presa (. aoedtel Len . oL érce os
e - e orproporcic sreicesde neaa. Junbinse . an v WS CLN G G- oot
“ci soer 1s de LOX c3 C v T L o I nAra
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~n «qdo expresacas ~~ | coliyse hac ‘e To g - ' s correspondienies acivid_des
LOX ~=-=1pHs«,  osyespec” ‘dadde sus're odistinio. ..esi.

Hermos obtenido plantas transq.. ‘cas de L. . que axpr.san RNAscom .. 'n fiog

Ilcz mRANAs de la w3-Des de clorc osyde 1sdifc.e .3 OX, ne m v tndine i~ ma -
cio.. de las protei .s corresporr s ¢‘ect> ~los ~ ~ g enddr o8 ¢~ JA Ty, £3t
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frente a heridas.

~'delap - 1yenst a3pl

159



. . . . . .
i
'
. . . . . . . . .
. ' v \ .
/ .

- . . » .
: Lo . - . .

P ; i ‘ ‘

. e . . PP . TR . f
! {
N - . . L
f £< ' -
. ' N . 3
. 3 ,
- - . r - . < e .
. e P . . P
.- . Iz N
) .
i o « . PR P - - ..
~
RIS ' e o
. i : , Y 1 c
8 }
oo - L. oA e [N P - N
i
. . s R T P <
!

.- : . A . 3
" o . .3 C [R5 o Lo - -
s C e, v . [N N

. e immame o en
o N I - - — ~ L 1~
cl '
N - Do : < ¢ooe s,
U U AR . i
c. . < e O
. : S Avme , o,
. . . e . . . . ' l' ' . ‘./ BRI
) - ¢ . ‘
. . . Q o . Lo .
N .- . ( C , -
o~ . . N ~ N ¢ ‘ , QL
\ 1 - - . 1 ~s 0~ -
;
¢ : - o o .
, . N .

160



existencia de un enzima muy conservado, tanto en estructura como en funcion, demuestra
la 'm 0. ncia de la ADH clase lll en la eliminacion del formaldehido endogeno, que se

- .eelnc. .. metabolismo celular, asi como debido a la peroxidacién lipidica.
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Characterization of pl nenes able to promote auxin independent growth in tobacco

protoplasts.
M.J. Soto, H. Harling. J. Schell y R.Walden

Max-Planck-Inst’”. ~ 'r Zichtungsforschung, Cari-vor Linne-Weg 10, 50829 Kéin,
Germany.
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Varabilidad en la respuesta de Arabidopsis frente a ‘a nfeccién de 1:n tobamovi-us
(C1  )ydeun potyvirus (Te )

A. Me~"  JAarin, D. Martinez Herrera, H.L. Cabreray Poch y F. Ponz.

Laboratorio de Biologia Molecular y Virologia Vegetal, CIT-INIA, Autovia A-6,
Crta. de la Corufia, Km 7, 28040, Madrid.

Se ha :alizado un estudio de la interaccion entre la especie vegetal Arabidopsis thalia-
na y dos vi- s RNA pertenecientes a dos grupos taxondmicos diferentes, el virus del :nosai-
co del nabo “*-nip mosaic potyvirus, TuMV) y el virus del mosaico de la colza (oilseed rape
mosaic tobamovirus ORMV). Estos dos grupos son ejemplos de estrategias muy distintas
de expresion génica.

El estudio realizado con ORMV y una coleccién de 115 ecotipos de Arabidopsis thalia-
na, muesira que existe variabilidad en la expresion de los sintomas entre diferentes ecoti-
pos, aung e Jra omogeneidad completa entre niantas pertenecientes al mismo ecotipo.
Estos resu tados nos han permitido propener una clasificacion en grupos dependiendo del
grado de susceptibilidad. Ademas hemos podido observar que cambios en las condiciones
ambientales o en la dosis del inéculo juegan un papel importante en el desarrollc de la
enfermedad. El analisis mo.cc. ar realizado por “DOT-BLOT" de hoja inoculada y no inocu-
lada en plantas individua s de os diterentes ecotipos, ha revelado la existencia de una
resistencia dependiente de la concentracion viral del inoculo. El mecanismo se basa en la
incapacidad del virus de moverse sistémicamente. Actualmente estamos realizando el estu-
dio genético de esta interaccion.

La misma coleccion de ecotipos ha sido inoculada con TuMV. Con este virus hemos
encontrado variabilidad dentro de cada ecotipo respecto al grado de susceptibilidad frente
al vi-us. Algunos ecotipos muestran resistencia a TuMV. Los resultados obtenidos realizan-
do ¢ 1na“sis de hoja inocuiada y no inoculada por ELISA, asi mismo en plantas individua-
les 1 ~ los diferentes ecotipos, indican la presencia de dos mecanismos de resistencia dife-
rentes: por un lado algunos ecotipos parecen presentar un mecanismo de resistencia al
movimiento a larga distancia y una aparente inmunidad, solapantes. Por otra parte hemos
encontrado un ecotipo que presenta siempre un mismo tipo de respuesta frente a la infec-
cién por TuMV: aparente inmunidad. Los resultados iniciales determinados por hibridacion
tipo Northern. en hojas inocuiadas, sugieren gue podriamos estar ante un mecanismo de
resistencia al mov'miento a corta distancia. Actualmente estamos trabajando con el fin de
confirmar este mecanismo y en paralelo estamos estudiando el control genético de estas
resistencias.
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.08 €AS0S . . S o L& i odS sinor cas. Asimismo, se obtuvo uir idéntico patrdn

(o aeo 1de.. Ay SPv-a ¢ ~~do se ~~~"zaron seccio es 'ong Jinales de
.0, ) @gwiigr ~nc gy e - ~CPes ' N T ‘o’ gadistancia.
Al s s~ s HwicTIs p e es € 1S ades e’ s de as células ..
~~~s de Nizol ina clevelar " Cray |’ .y col. 197, , poyw.. .2 ideade ¢ :el CLRV se

“ve co!o v ién para invadirlar’ .
“3ir7 ccll.. s “mica este AL 4s .afiuenciaw  nor 1t disposicion flotacti~ g~ !

o opl. Tar o os¢tc "+ 2v lescomo as a d- “bridacio~ en'1 oja siste
a8 ,0C 172N « sado mas corcem~ '~ tojainoc C L T a’n o encia es mas ev’
(e pmome g ~itté~ cas cC gas a 't moculadt y los L U5 estadios 1L .
Pt m ~mosccict v testat tT T "uenciada pc. ¢ e .do du ¢ sarrolo doas

L —

.as. plantas inoculadiis en hojas con un 85 % de ¢ . lamano .. €.V .S w5 capaz de
rep’c. ;e pero no da :ugar = Jna infeccion sistémica. Er 10 a3s muy madur: 3 | noculadas al
100 . desutanang  a . ,uses nc paz de rer icarse. Esta in cia parece estar
‘egulada por . dero~ nada .;gnsicidr  serte-suiric~-o de las hojas. Si e! CLRV se mueve
i “to con ¢’ fotoasi ~i'"~*~ -~s *"o’1s sumidero” {qu " porte  ‘loasimilado) seran facil-
~g~*2 i~fectadas por ¢ virus, mie tras que las “hojas fuente” (exportadoras de fotoasimila-
do) - - se ’ fectaran. Leisner y col. ["992] mostraron ¢ 1e sélo las partes de la planta hacia
donde ” ye el fotoasimilado son susceptibles de ser »fectadas por e! virus del mosaico de
la celiflor (CaMV). Nuestros resultados sor consistentes con esta observacion.

L os estudios de inmunocitoquimica ¢ ~‘croscopio optico pusieron de me  iesto gue en
.+ 10ja noculada la CP del virus se localiza en las zonas circundantes al tejido necrético,
acumulandose en ciertos foci de células especificamente marcadas. Aunque ia mayoria de
los virus RNA se mueven a larga distancia via floema, siguiendo el flujo de. .. oasimilado,
nosotros hemos detectado la sefal viral en los eleme=tos traqueidales del x ema de hojas
sistémicas y yemas axilares, lo que podria sugeri- una posible implicaciér: de xilema en el
movi iento de, v us a la ~ - stancia. En el tallo a sefal se distribuye ~eterogéneamente
por.as céiuas d cortex y de¢ gjido vascular.
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